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RESUMEN

La mutagenicidad de ciertos 4cidos hidroxdmicos derivados de la
4-hidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona ha sido relacionada con la activacion enzimética del grupo
hidroxilo. Esta resultaria en la formacion de ésteres sulfatos o acetatos, que al ionizarse
formarian un intermediario fuertemente electrofilico con estructura i6n nitrenio. Por otra
parte, se ha informado que la reaccién de la 4-hidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona con HCl
produce la respectiva lactama clorada en la posicion 7y se ha postulado la participacion
de un intermediario electrofilico.

Con el objeto de aportar pruebas adicionales sobre el mecanismo de esta reacci6n se
estudid el comportamiento de una serie de 4-hidroxi-7-X-1,4-benzoxazin-3-onas, donde X
= CH30, CH3, H, F, Cl, CO2Me y CN, en HCl de diferentes concentraciones (0,001 M a
9,6 M).

Los productos aislados fueron: a) la 7-metoxi-5-cloro-1,4-benzoxazin-3-ona para la
reaccioén entre la 4-hidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona y HCl concentrado; y b) la S-y
la 7-cloro-1,4-benzoxazin-3-ona para la reaccién entre la 4-hidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona
y HCl concentrado.

El efecto de la acidez del medio sobre las constantes de velocidad de reacci6n
observadas, permite suponer la existencia de una especie electrofilica cinéticamente
activa a un valor de Hp aproximadamente igual a -3.

El efecto de los sustituyentes sobre las constantes de velocidad observadas di6 origen a
correlaciones de energia libre bilineales en las cuales la velocidad méxima corresponde a
valores de D’p+ cercanos a0,2 ( p = 0,71 para -0268 < op < 0,227, p = -4,08 para
0114 < op’ < 0,659,

Las pruebas anteriores anteriores permiten postular un mecanismo en cuatro etapas:
a) protonacién del grupo hidroxilo; b) deshidratacion; ¢) ataque nucleofilico del i6n Cr
sobre el anillo aromético y, d) aromatizacién. La relacién de energia libre descrita sugiere
la existencia de un cambio en el paso que determina la velocidad de la reaccién en este
mecanismo comun.
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ABSTRACT

The mutagenic activity of some hydroxamic acids derived from
4-hydroxy-1,4-benzoxazin-3-one has been related to the enzymatic activation of the
hydroxyl group. This activation presumably involves the formation of sulphate esters or
acetates which, upon ionization, are capable of forming strongly electrophilic
intermediates of the nitrenium ion type. Moreover, it has been reported that the reaction
between 4-hydroxy-1,4-benzoxazin-3-one and concentrated HCl gives rise to the
respective C-7-chlorinated lactam, suggesting the participation of an electrophilic
intermediate.

In order to obtain additional evidence regarding this reaction mechanism, the
behaviour of a series of 4-hydroxy-7-X-benzoxazin-3-ones (where X = CH30, CH3, H, F,
Cl, COzMe and CN) was studied in HCl solutions ( 0.001 M to 9.6 M).

The following products were isolated: a) 7-methoxy-5-chloro-1,4-benzoxazin-3-one
from the reaction between 4-hydroxy-7-methoxy-1,4-benzoxazin-3-one and concentrated
HCl; and b) 5- and 7-chloro-1,4-benzoxazin-3-one from the reaction between
4-hydroxy-1,4-benzoxazin-3-one and concentrated HCL

The effect of the acidity of the medium on the rate constants suggests the presence of a
kinetically active electrophilic species, active at Ho values around -3.

Substituent effects on the observed rate constants gave place to a bilineal free energy
relationship in which maximun velocity corresponds to o p+ values about 0.2 ( p= 0.71
for 0268 < o p <0.227); p=-4.08 for 0.114 < op" < 0.659).

This evidence is in agreement with the postulation of a four step reaction mechanism:
a) protonation of the hydroxyl group; b) dehydration; ¢) nucleophilic attack by the CI"ion
on the aromatic ring and, d) rearomatization.

The free energy relationship described above suggests the existence of a change in the
rate determining step in this common mechanism,




INTRODUCCION

La 2,4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona 1 y la 2,4-dihidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona 2,
dos 4cidos hidrox4micos aislados de extractos de gramineas e involucrados en la resistencia de
ellas  hacia  insectos, hongos y  bacterias  (Niemeyer, 1988) y la
4-hidf0)d—7-metoxi—1,4-benzoxazin-3-ona 3 y la 4-hidroxi-6-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona 4, dos

compuestos andlogos, muestran efectos mutagénicos en el test de Ames (Hashimoto y col,

1979).

Compuesto Rj Rz R3 R4
8 H30 H

0 1 OH OH C
RB Z TN R‘] 2 OH OH H H
3 H OH CH30 H

6 . 3 4 H OH H CH30

R N 5 H OH H H
4 5 | O 6 H OAc CH30 H
R 7 H OAc H H

2

Con el objetivo de buscar las bases quimicas de esta actividad biol6gica, Hashimoto y col.
(1979a) investigaron la reactividad de 3 y 5 frente a algunos nucledfilos tales como fenoles,
indoles y etanotiol. Encontraron que en tanto aquellos compuestos no reaccionaban, sus
respectivos derivados acetilados 6 y 7 si lo hacian. Los productos obtenidos de estas Gltimas
reacciones correspondian a la eliminacion del grupo acetilo y la incorporacion del nucledfilo, ya
sea sobre el nitrogeno o sobre el C-6. Los autores encontraron que el grupo 7-metoxilo
aumentaba esta reactividad, y postularon que la ruptura heterolitica del enlace N-O formaba un

intermediario catiénico.
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La reaccién de 6 con centros nucleofilicos del ADN estudiada por Ishizaki y col. (1982), puso

sobre bases mas sélidas el origen quimico de la actividad mutagénica de las benzoxazinonas.
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Adicionalmente, Ishizaki y col. (1983) informaron sobre la reaccién de 6 con derivados de

aminodcidos la cual lleva a productos generados por sustitucion en las posiciones N-4 y C-6 del
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sistema de benzoxazinona.

Posteriormente, Hashimoto y col. (1983) estudiaron el reordenamiento de 7 en distintos
medios y postularon mecanismos que también recurrian a intermediarios electrofilicos para

explicar la formacién de los distintos productos generados en condicones diferentes.
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El ataque a las posiciones C-5 y C-7 fué interpretado considerando que en el catién 9a la
carga positiva se deslocaliza sobre dichas posiciones (estructuras resonantes 9by 9c), y el ataque

a las posiciones 2 y 6 mediante la formacién del ién oxonio 8.

Sl

oy

e
QLA ©@ .
NSO @Lf

H

6 0
W@: o AcO l

O I

=




La reactividad relativa de derivados N-hidroxilados y N-acetilados llevé a Ia hip6tesis que la
O-esterificacién de acidos arithidroxdmicos seria un paso de activacién importante para la
ruptura heterolitica del enlace N-O. La pieza clave en estas reacciones seria la formacién de una
especie quimica con un dtomo de nitrégeno deficiente en electrones, capaz de sufrir ataque
nucleofilico. En apoyo a esta hipétesis, Scribner y col. (1970} y Miller (1970) habfan postulado
que la carcinogenicidad de algunas arilaminas se deberfa a la formacién de un ion nitrenio
producto de reacciones metabdlicas de ellas. Por otra parte, estudios acerca de la
carcinogenicidad del 2-acetilaminofluoreno (AAF) 10, revelaron que este compuesto €s
metabolizado a 1- y 3-metilmercaptoacetilaminofluoreno 13 (DeBaun y col,, 1970) por medio
de la transformacién enzimética de 10 a N-hidroxi-AAF 11 (Cramer y col., 1960) y la formacion
de N-sulfato de AAF 12 (Weisburger y col, 1972) por la reaccion de 11 con
3’-fosfoadenosin-5-fosfosuifato (PAPS) catalizada por una sulfotransferasa (DeBaun y col,
1970). Se ha postulado que la transformacion del N-sulfato intermediario 12 en el producto final
13 ocurre con formacién de un i6n nitrenio (DeBaun y col.,, 1970), que podria sufrir el ataque de

nucledfilos tales como los dcidos nucleicos (Scribner, 1976; DeBauny col., 1970).
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Debido a que no hay antecedentes fisicoquimicos acerca de la existencia de estas especies
electrofilicas es que nos propusimos buscar evidencias cinéticas sobre la formacion de estas

especies electrofilicas a partir de 4cidos hidroxdmicos del tipo 1,4-benzoxazin-3-ona.




Una alternativa para generar estas especies electrofilicas a partir de &cidos hidroxamicos es
someterlos a la accién de medios fuertemente 4cidos que permitirfan la protonacion del grupo
OH hidrox4mico y la posterior pérdida de agua con ruptura heterolitica del enlace N-O.

En esta tesis se plantearon tres enfoques para detectar la presencia de esta especie
electrofilica; a) variacion de la acidez del medio; b) variacién de sustituyentes en el anillo

aromdtico, y ¢) andlisis de productos de la reaccion.




MATERIALES Y METODOS

1 SINTESIS DE ACIDOS HIDROXAMICOS

Todos los dcidos hidroxdmicos fueron sintetizados mediante modificaciones de los métodos
descritos por Jernow y Rosen (1975) y por Coutts y Noble (1964). La reaccién involucra una
ciclacién reductiva de un nitroéster, el cual se obtiene por reaccién de un o-nitrofendxido de
potasio con bromoacetato de metilo. Los nitrofenoles fueron a su vez sintetizados por métodos

clasicos.
OH OK
R KOH R BrCHzCOO Me
E10H DMF
NOZ N NOa/\O
OMe
Hp0,dioxano N:f);"

O,

R = CH30, CH3, H, F, Cl, CO2Me, CN

Los datos espectroscopicos y fisicos de todos los compuestos sintetizados se encuentran
tabulados en las Tablas 1,2y 3.

Todos los productos de sintesis fueron purificados por métodos cromatogréficos, como se
describe mas adelante (pdg. 24) y feron identificados mediante técnicas espectroscopicas

convencionales (pag. 25).
1.1 OBTENCION DE NITROFENOLES

Algunos 2-nitrofenoles sustituidos en posicion 5 estén disponibles comercialmente (R = H,

CH3 y F). Los otros fueron sintetizados utilizando tres tipos de reacciones : de nitracién del




anillo (R = CH30 y CN), de esterificacion de una funcién carboxilo presente en el anillo (R =

CO2Me) o de desmetilacién de un grupo metoxilo presente en el anillo (R = Cl).
1.1.1 5-Metoxi-2-nitrofenol

Se disolvieron 25,5 g (0,20 mol) de 3-metoxifenol en 40 ml de dcido acético y se agregé gota
a gota esta solucion sobre una mezcla formada por 36 ml de 4cido acéticoy 13 ml de &cido nitrico
concentrado, manteniéndose la mezcla de reaccién a 5C con agitacién. Al terminar la adicién, la
mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante treinta minutos y posteriormente vertida
sobre hielo picado. Por iltimo, el producto se retiré de la mezcla de reaccion mediante

destilacién en corriente de vapor de agua obteniéndose 15,5 g (45 %) de un solido amarillo.
1.1.2 5-Ciano-2-nitrofenol

Se disolvieron 4,0 g (0,03 moles) de 3-cianofenol en 20 ml de 4cido acéticoy se agregs gota a
gota esta solucién sobre 17,5 ml de 4cido nitrico al 70 % p/p, manteniéndose la mezcla de
reaccién a 5°C. Después de que un tercio del fenol fue agregado, se retir6 el balén del bano frio y
se continud la adicion a temperatura ambiente. Al cabo de una hora de agitacin a temperatura
ambiente la mezcla de reaccion se virtié sobre hielo picado. Esta mezcla fue extraida 3 veces con
éter etilico. La fase etérea fue llevada a sequedad. El andlisis por cromatografia en capa fina del
sélido (3,5 g) revelé la presencia de 3 productos. El cianonitrofenol deseado fue separado por

métodos cromatograficos. El sélido amarillo obtenido pesé 1,01 g (20 %).
1.1.3 3-Hidroxi-4-nitrobenzoato de metilo

Se disolvieron 5,0 g (0,027 mol) de 4cido 3-hidroxi-4-nitrobenzoico en 100 ml de metanol y
se adiciond 100 ml de cloruro de metileno y 5 ml de acido sulfiirico concentrado. La mezcla de
reaccién fue calentada a reflujo durante 12 horas. Posteriormente la mezcla fue enfriada y
vaciada sobre agua destilada. La fase orgdnica fue evaporada a sequedad en un evaporador
rotatorio. La fase acuosa fue extraida dos veces con diclorometano y la fase orgdnica evaporada a

sequedad. Se obtuvieron 4,8 g (89 %) de un sélido amarillo.




1.1.4 5-Cloro-2-nitrofenol

Una solucién formada por 10,0 g (0,053 mol) de 3-cloro-6-nitroanisol disueltos en 70 ml de
4cido bromhidrico al 48 % en agua fue calentada a reflujo durante 20 horas y luego extraida tres
veces con diclorometano. La fase orgdnica fue lavada tres veces con agua destilada y fue
concentrada hasta que qued6 un residuo que precipité a temperatura ambiente. Este sélido (7,1
g) fué lavado con una solucién de NaOH al 1 %, dando origen a una solucién de color rojoy aun
residuo de color rojo que fue separado por filtracién. El filtrado fue llevado a pH 7 con una
solucién de HCI 1N. Esta solucién neutra fue extraida tres veces con eter etilico. La fase etérea
fue concentrada, quedando un residuo liguido espeso al cual se le adicion6é unas gotas de
cloroformo. Al cabo de unos pocos minutos a -10°C, precipité un sélido amarillo, que fue filtrado

y que pes6 2,5 g (26 %).

1.2 OBTENCION DE FENOXIDOS DE POTASIO

Todos los nitrofenéxidos de potasio fueron obtenidos por titulacién de soluciones etandlicas
del nitrofeno! correspondiente con KOH disuelto en etanol. La reaccién fue esponténea,
precipitando en cada caso un sélido rojo, que fue filtrado con succion y secado bajo vacio.

1.2.1 5-Metoxi-2-nitrofenéxido de potasio

Se disolvieron 10,0 g (0,06 mol) de 5-metoxi-2-nitrofenol en 68 ml de etanol caliente y se
adicionaron 3,4 g (0,06 mol) de KOH disueltos en 34 ml de etanol caliente. Se formo una
suspension de color rojo, la cual se filtrd. El s6lido peso 10,2 g (83%).

1.2.2 5-Metil-2-nitrofendxido de potasio
Se disolvieron 5,0 g (0,03 mol) de 5-metil-2-nitrofenol en 4 ml de etanol caliente y se

agregaron 1,8 g (0,03 mol) de KOH disueltos en 15 ml de etanol con suave calentamiemto. Se
obtuvieron 4,8 g (76%) de producto.




1.2.3 2-Nitrofenéxido de potasio

Se disolvieron 10,0 g (0,07 mol) de 2-nitrofenol en 70 ml de etanol caliente y se adicionaron
3,9 g (0,07 mol) de KOH disueltos en 34 mi de etanol con suave calentamiento. El producto final
peso 12,0 2 (97%).

1.2.4 5-Fluor-2-nitrofendxido de potasio

Se disolvié 1,0 g (0,0064 mol) de 5-fluor-2-nitrofenol en 1 mi de etanol caliente y se
adicionaron 0,36 g (0,061 mol) de KOH disueltos en 3 ml de etanol con suave calentamiento. El
producto final pesé 0,9 g (72%).

1.2.5 5-Cloro-2-nitrofenéxido de potasio

Se disolvieron 2,0 g (0,012 mol) de 5-cloro-2-nitrofenol en 15 ml de etanol caliente y se
adicionaron 0,64 g (0,011 mol) de KOH disueltos en 15 ml de etanol con suave calentamiento, El
producto final peso 1,2 g (47%).

1.2.6 5-Metoxicarbonil-2-nitrofendxido de potasio

Se disolvieron 3,0 g (0,015 mol) de 3-hidroxi-4-nitrobenzoato de metilo en 20 ml de etanol
caliente y se adicionaron 0,85 g (0,015 mol) de KOH disueltos en 20 ml de etanol con suave
calentamiento. El producto final pes6 2,9 g (82%).

1.2.7 5-Ciano-2-nitrofenéxido de potasio
Se disolvieron 0,70 g (0.0043 mol) de S-ciano-2-nitrofenol en 6 ml de etanol caliente y se

adicionaron 0,24 g (0,0043 mol) de KOH disueltos en 6 ml de etanol con suave calentamiento. El
producto final peso 0,86 g (99%).




1.3 OBTENCION DE NITROFENOXIACETATO DE METILO

Se suspendié el fenolato en N,N-dimetilformamida y se adicioné gota a gota bromoacetato
de metilo en una proporcién molar entre 1,2 y 14. La adicién del bromoéster se efectué a
temperatura ambiente y con agitacién lenta. Luego que se verificé, por medio de controles en
cromatografia en capa fina, que la reaccién hubo finalizado, se adicion6 agua en una proporcién
de tres veces el volumen de N,N-dimetilformamida. En algunos casos esta adicidn trajo consigo
la precipitacién del producto deseado. En otros casos la mezcla debid ser extraida con eter
etilico. La evaporacién del éter condujo al producto deseado. En ambos casos el producto aislado

tuvo la pureza suficiente como para continuar con la siguiente etapa de la sintesis.

R OK Br R O
o0 7, == "00)
No, 070 NOS-O2CH3
CHg

R = CH30, CHj3, H, F, Cl, CO2Me y CN

1.3.1 5-Metoxi-2-nitrofenoxiacetato de metilo

Se disolvieron 8,0 g (0,039 mol) de 5-metoxi-2-nitrofenoxido de potasio en 180 ml de DMF,
y se agregaron 5,3 ml (0,057 mol) de bromoéster. Al terminar la reaccién, se adicionaron 540 ml
de agua destilada, precipitando un sélido blanco cuyo peso fué de 10,0 g (100 %).

1.3.2 5-Metil-2-nitrofenoxiacetato de metilo

Se disolvieron 4,0 g (0,021 mol) de S5-metil-2-nitrofenoxido de potasio en S0 ml de DMF, y se

agregaron 0,24 ml (0,0026 mol) de bromoéster. Al terminar la reaccion, se adicionaron 150 ml de

agua destilada, precipitando un sélido amarillo cuyo peso fué de 4,1 g (87 %).
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1.3.3 2-Nitrofenoxiacetato de metilo

Se disolvieron 10,0 g (0,056 mol) de 2-nitrofenoxido de potasio en 225 ml de DMF, y se
agregaron 7,0 ml (0,076 mol) de bromoéster. Al terminar la reaccién, se adicionaron 675 ml de
agua destilada. Esta mezcla fue extraida tres veces con éter etilico. La fase etérea fué evaporada a

sequedad y el residuo seco pesé 10,9 g (93 %).
1.3.4 5-Fluor-2-nitrofenoxiacetato de metilo

Se disolvieron 0,50 g (0,0026 mol} de 5-fluor-2-nitrofenoxido de potasio en 6 ml de DMF y
se agregaron 0,25 ml (0,0027 mol) de bromoéster. Al terminar la reaccion, se adicionaron 18 mi
de agua destilada. Esta mezcla fue extraida tres veces con éter etilico. Se evapord a sequedad la

fase etérea y el residuo seco pes6 0,45 g (76 %).
1.3.5 5-Cloro-2-nitrofenoxiacetato de metilo

Se disolvi6 1,0 g (0,0047 mol) de 5-cloro-2-nitrofenoxido de potasio en 25 ml de DMF y se
agregaron 0,6 m! (0,0065 mol) de bromoéster. Al cabo de veinte horas de reaccién con agitacion,
el reaccionante se habfa consumido completamente. Al terminar la reaccion se adicionaron 75

ml de agua destilada, precipitando un s6lido blanco, el cual pes6 0,95 g (83 %).
1.3.6 5-Metoxicarbonil-2-nitrofenoxiacetato de metilo

Se disolvieron 2,0 g (0,085 mol) de 5-metoxicarbonil-2-nitrofenoxido de potasio en 45 ml de
DMF y se agregaron 1,1 ml (0,012 mol) de bromoéster. Al terminar la reaccién se adicionaron
135 ml de agua destilada. Esta mezcla fue extraida tres veces con éter etilico. Se evaporé la
mezcla, quedando un residuo del cual precipit6 un sélido blanco al adicionar unas gotas de agua
destilada. El residuo pes6 2,1 g (92 %).
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1.3.7. 5-Ciano-2-nitrofenoxiacetato de metilo

Se disolvieron 0,70 g (0,0035 mol) de 5-ciano-2-nitrofenoxido de potasio en 17 ml de DMF, y
se agregaron 0,4 ml (0,0043 mol) de bromoéster. Al terminar la reaccién, s adicionaron S0 ml de
agua destilada. Esta mezcla fue extraida tres veces con éter etilico. La fase etérea fué evaporada a

sequedad. El residuo seco pes6 0,5 g (60 %).
1.4 CICLACION REDUCTIVA

El nitroéster fue disuelto en dioxano, agregandose luego la solucién gota a gota a una
suspensioén formada por NaBH4 (50% de la cantidad estequiométrica del nitroéster) y Pd/C al
10% (50 mg por cada gramo de nitroéster) formadose una mezcla final agua/dioxano (1:1) en
volumen. Esta suspensién fue preparada suspendiendo el Pd/C en agua destilada y agregéndola
gota a gota sobre una solucién de borohidruro de sodio en agua destilada diluida con dioxano.

La adicién de.una gota de Ia solucién del nitroéster tifié la mezcla de reaccién de un color
amarillo a rojo. La gota siguiente fue agregada una vez que el color hubo desaparecido, lo que
ocurrié aproximadamente a los 15 segundos, y asi sucesivamente. Después de verificar, por
medio de cromatografia en capa fina, que el nitroéster se habia consumido completamente, la
mezcla fue agitada por otros 15 a 30 minutos. Entonces fue filtrada y acidificada con una solucién
1 N de HCI hasta que no se formé mds espuma y el pH fue de aproximadamente 4. La solucién
fue extraida inmediatamente tres veces con éter etilico. Las fases organicas reunidas fueron
lavadas con agua con sal y secada con sulfato de sodio. En algunos casos la solucion etérea fue
tratada con carbono para decolorar. Por ltimo, fue evaporada a sequedad.

En todas las ciclaciones reductivas, se obtuvieron dos productos: uno fue el acido
hidroxamico deseado y el otro fue un producto que no fue aisiado ya que no era necesario para
cumplir los objetivos planteados. Probablemente este producto secundario era la respectiva

lactama del 4cido hidroxdmico (Atkinson, 1989).
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R 0 R 0
ICGARAOS!
aeny,

NO, CO,CH N0
OH

R = CH30, CH3, H, F. Cl, CO2Me, CN

14.1 4-Hidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona

Se disolvieron 8,0 g (0,033 mol) del nitroéster en 40 ml de dioxano y se adicionaron gota a
gota a una suspension formada por 4,0 g de NaBH4 y 400 mg de Pd/C al 10 % en 320 ml de una
mezcla agua/dioxano 1:1. Esta suspension fue preparada suspendiendo el Pd/C en 20 ml de agua
destilada y agregando la suspensién cuidadosamente y gota a gota a la solucién de borohidruro
en 140 m! de agua destilada diluida con 120 ml de dioxano.

Después de finalizada la adicion del nitroéster, la mezcla fue agitada durante una hora.
Luego fue filtrada y acidificada. Posteriormente fue extraida con éter etilico y la fase etérea fue
evaporada a sequedad. El residuo seco pes6 5.2 g. Este residuo se encontraba impurificado por
un producto secundario, el cual fue separado por cromatograffa de columna rdpida utilizando

una gradiente de acetato de etiloféter de petroleo. Se obtuvieron 3,2 g de producto puro (50 %).
1.4.2 4-Hidroxi-7-metil-1,4-benzoxazin-3-ona

Se disolvieron 3,0 g (0,013 mol) del nitroéster en 15 ml de dioxano y se adicionaron gota a
gota a una suspension formada por 1,5 g de NaBH4y 150 mg de Pd/C al 10 % en 120 ml de una
mezcla agua/dioxano 1:1. Esta suspensi6n fue preparada suspendiendo el Pd/C en 7,0 ml de agua
destilada y agregando la suspensién gota a gota ala solucion de borohidruro de sodio en 53 ml
de agua destilada diluida con 45 ml de dioxano. La mezcla se agité durante 45 minutos.

Después de finalizada la adicién del nitroéster, la mezcla fue agitada por una hora. Luego
fue filtrada y acidificada. Posteriormente fue extraida con éter etilico y la fase etérea fue
evaporada a sequedad. El residuo seco peso 2.05 g. Este residuo se encontraba impurificado y el
4cido hidroxdmico fue separado por cromatografia de columna rdpida, utilizando una gradiente

de acetato de etiloféter de petroleo. Se obtuvieron 0,4 g de producto puro (17 %).




1.4.3 4-Hidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona

Se disolvieron 11,0 g (0,052 mol) del nitroéster en 55 ml de dioxano y se adicionaron gota a
gota a una suspension formada por 5,5 g de NaBH4 y 500 mg de Pd/C al 10 % en 440 ml de una
mezcla agua/dioxano 1:1. Esta suspension fue preparada suspendiendo el Pd/C en 28 ml de agua
destilada que cuidadosamente fue agregada gota a gota a la solucién de borohidruro de sodio en
192 ml de agua destilada diluida con 165 ml de dioxano. La mezcla fué agitada durante 30
minutos.

A diferencia de la sintesis anterior (1.4.2), en ésta se formé un sélido negro, el que fue
filtrado y disuelto en agua destilada. Esta solucion fue filtrada y el filtrado acidificado con HCl 1
N. Posteriormente fue extraido con éter etilico y la fase etérea evaporada a sequedad dejé 8g de
un residuo del cual se aislé el producto de interés por cromatograffa en columna rapida,
utilizando una gradiente de acetato de etilo/éter de petroleo. Se obtuvieron 6,3 g de producto
puro (73 %).

144 4-Hidroxi-7-fluor-1,4-benzoxazin-3-ona

Se disolvieron 0,30 g (0,0013 mol) del nitroéster en 1,5 ml de dioxano y se adicionaron gota a
gota a una suspension formada por 150 mg de NaBHg4y 15 mg de Pd/C al 10 % en 15 ml de una
mezcla agua/dioxano 1:1. Esta suspension fue preparada suspendiendo el Pd/C en 1,8 ml de agua
destilada y Ia suspensi6n fue cuidadosamente agregada a la solucién de borohidruro de sodio en
5,7 ml de agua destilada diluida con 6 ml de dioxano.

Después de finalizada la adicién del nitroéster, la mezcla fue agitada por una hora. Luego
fue filtrada y acidificada. Posteriormente fue extraida con acetato de etilo y la fase organica
evaporada a sequedad. El producto de interés fue purificado por cromatografia de columna
r4pida, utilizando una gradiente de acetato de etilo/éter de petréleo. Se obtuvieron 190 mg de
producto puro (80 %).

1.4.5 4-Hidroxi-7-cloro-1,4-benzoxazin-3-ona

Se disolvieron 0,50 g (0,002 mol) del nitroéster en 2,5 ml de dioxano y se adicionaron gota a
gota a una suspension formada por 250 mg de NaBHg y 25 mg de Pd/C al 10 % en 25 ml de una

mezcla agua/dioxanoc 1:1. Esta suspension fue preparada suspendiendo el Pd/C en 3,5 ml de agua




destilada y la suspensioén fué agregada cuidadosamente a la solucion de borohidruro de sodio en
9 ml de agua destilada diluida con 10 ml de dioxano.

Al cabo de 5§ minutos de reaccién el reaccionante desaparecié completamente. Se observo
poca formacién de sélido negro. La mezcla fue filtrada y el sélido fue disuelto en agua destilada
y la soluci6n extraida, obteniendose 0,18 g de crudo. Por otra parte el filtrado fue también
extraido con éter etilico y la fase etérea evaporada a sequedad proporcioné 0,15 g de crudo. Se
juntaron ambos crudos y la mezcla fue cristalizada en metanol generando 0,25 g (63 %) del acido
hidroxdmico.

1.4.6 4-Hidroxi-7-metoxicarbonil-1,4-benzoxazin-3-ona

Se disolvieron 0,50 g (0,0019 mol) del nitroéster en 2,5 ml de dioxano y se adicionaron gota a
gota a una suspensién formada por 250 mg de NaBH4 y 25 mg de Pd/C al 10 % en 25 ml de una
mezcla agua/dioxano 1:1. Esta suspensi6n fue preparada de la mnera habitual (Pd/C, 3,5 m! de
agua; borohidruro de sodio, 9 ml de agua y 10 ml de dioxano).

Al cabo de nueve minutos de reaccién, el reactivo inicial desaparecié completamente y se
formé una pasta de color negro. La mezcla fue filtrada y el filtrado de color verdoso llevado a
pH 3. El sélido fue disuelio en agua destilada y su solucién también fue llevada a pH 3. Ambas
soluciones 4cidas fueron extraidas con éter etilico. La evaporacion de la soluci6n etérea condujo
a 0,39 g de un sélido que fue purificado por cromatograffa en columna. Se obtuvieron 0,21 g de
producto semipuro, el que fue cristalizado en metanol caliente generando 0,20 g del 4cido
hidroxdmico (47 %).

1.4.7 4-Hidroxi-7-ciano-1,4-benzoxazin-3-ona

Se disolvieron 0,50 g (0,0021 mol) del nitroéster en 2,5 ml de dioxano y se adicionaron gota a
gota a una suspensién formada por 250 mg de NaBHa y 25 mg de Pd/C al 10 % en 25 ml de una
mezcla agua/dioxano 1:1. Esta suspension fue preparada de la manera ya descrita (Pd/C, 3,5 ml
de agua; borohidruro de sodio, 9 ml de agua y 10 ml de dioxano).

Al cabo de nueve minutos de reaccion, el reactivo inicial desaparecié completamente y se
formé una pasta de color negro. El procedimiento para aislar el producto fue similar al empleado
en la sintesis anterior (1.4.6). Finalmente se obtuvieron 0,23 g (57 %) de producto puro.
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NOgz

Tabla 1

Propiedades fisicas y espectroscopicas de nitrofenoles

R p.f(°C) WA o (nm) 1rovg, tem™T) nmr 4 &{ppm)
CHz0  92-93 258,335 3255-3000(a), 2940(m), 1620(i), 1595(1), 8,0(d, 1H,J,_5=9Hz)
1530(m), 1480(i), 1460(m), 1330(m), 6,5(m, 2H)
1285(1), 1180(i) 3,9(s,3H)
cL 40-41 277,337 3280-3220(2), 1612(i), 158C(i), 1525(i), 10,6(s, 1H)
1470(m) 1455(i), “315(1), 1260¢na),  8,0(d,1H,J5_5=9Hz)
1180(m), 1150{m), 1090(d), 860(m, 7,2(d, 14, Jg_z=2Hz)
75001), 665(m,b), 440{m) 7,00dd, 1, J=3_c2HZ,
J3_2=9HZ)
COsHe  90-91 269:350 3320(a,m, 1720(1), 1625(i}, 1585(i), 10,8(s, 1H)
1520tm), 1475(i), 1335(i), 1280¢i),  8,2(d,1H,d,_5=8Hz)
1220(3), 1945(i), 1095(i), 1065¢i),  7,5(d,1H,Jg_z=2Hz)
965(i), 890(m), 8L0(1), 795(m), 7,6¢dd, 1H, Jz_c=2Hz,
778(m), 740(i), 665(a,m} J3_5=8Hz)
3,9(s,3H)
CN 118-120 264;340 3330(1), 2240(m), 1615(1), 1575(i), 10,6(s,, 1H)

1535{m), 1510{i), 1465(i), 1425{m,b), 8,2(d,1H,J2_3=9HZ)

1323(i), 1260(i}), i135(i,a), 1065(m), 7,508,180, J5_z=2Hz)

955(i), 898(m), 840im), 750(i), 7,2(dd,1H,J3_5=2Hz,
683(m), 650(m,b), 625(m), S80(m},470{m) Jz_=%Hz)

Nota: Los puntos de fusién {°C) informados por Atkinson [1989) son los siguientes :
91.5-92.5 (CHz0), 39.5-40 (cl}, 89-90 (COsMe) y 118-119.5 (CN),
los corrimientos quimicos de las sefales principales informados por el
mismo autor son las siguientes: &7,85(d,iH,J=10Hz), 6,3(m,2H) para CH30;
para ClL los corrimientos principales son: &8,3(d,1H,J=2Hz), 7,17(d, 1H,
J=2,2Hz}, 6,95(dd,1H), para CN: &8,22(d, 14, =8,8Hz), 7,49(d, 1H,J=1,8Hz),
7,26(dd,1H} y para COyMe: &7,95(d, 1H,y=9Hz), 7,65(d, 1H,J=2,5Hz) ¥y
7,28(dd, 1H, J=2, 50z, 4=9Hz) .
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R4 0 1
3 NOz/\O
2 OMe
Tabla 2

Propiedades fisicas y espectroscpicas de nitroésteres

R p-f.(°Cr WA, (nm) i.r. “ma’x(cm—.l) nmr'H Stppm)
CHz0 102-105 277:320 3340¢md), 3085(md), 3020(d}, 1725(i}, 7.9(d,1H,J2h5=11Hz)
16D0C4 )}, 15B85¢i), 1505(3), 1440(m), 6,T(d,1H,J5,5=ZHZI
1335(3}, 130008}, 1255¢3), 121004y, 6,5‘dd,IH,J5_5‘2HZ,
1650¢4), 1045ti), 1025¢my, 1000(3), J5_2=T‘H13
BL0(s), 750(m) S,0(s, 2K}
3,9(s,3K)
3,7(s5,38)
iy £8-70 265;325 3500(md), 28a0imd), 1755011, 1605(1}, T,S(d,]H,Jz_SlBHZI
159249}, 1505¢i)}, 1415(m), 1350(4), 6,9(da,ZH,J=9HZ)
1290{m), 12201, 1175(i), 1095(m}, 4, 8(s,2H)
930{m), 840(m), B25¢%), 750(i), 3,8(s,3H}
695{m) 2,3(s,3H}
H 58~60 255;310 34L70(d), 3000(m), 2960{m), 1730(i}, T, 90d,1H, J=6Hz1)
1700¢i), 1605¢3), 1580{i), 1430013, 7,50d, 1K, J=THZ}
1370(8), 134003), 1295{), 1205(1.2), 7,108, 10}
1085(3}, 1055{i), 855{i), 772y, 4,8(s,2H)
Ta0li), &B8(3), 655(i), 1,8(5,3H}
F 60-62 252:296 3490{md), 30&0(m), 3008tm), 1755(d), 8,0(dd, 1H,J=80z,
1615(§), 1588ti), 1512{i), J=5H2)
13453y, 12BBLi}, 125541), 1220{i}, 6,8(m, 20}
1160¢4), 1052{i}, 972{i), 950(i), 4,8(s,2H)

B&51i), 74508), 10(i), &BO(i), 630(i), 3, B(s, 3K}
£20(s), 580{s), 530(ml,

ct 75-77 250; 307 3450(mdy, 3110(d), 175001), 1602(%), 7.81d,, 1K, J=THz}
1568{m}, 15100i), 1430(m), 1405(m), 7,1(d,, 24, J=THz)
1335(i), 12250i), 1150(m), 1055(m}, &, 8B(s,2K)
B95{i), 84D(d}, B30Im), 750(m}, 732(d) 3,B(s,3H}

tOyMe  77-80 235;320 3340¢md}, 2960(d), 2850(md), 1740(s}, 7.6{m, 3H}
1525(1), 1585(m}, 15151i), 1450(m, 4,8(0s,21)
1435(m), 1345(m}, 1300(i), 1270(m), 3,59(s, 31}
1235(i), 1225(i), B75(m), B30{m), 3,8ls,3H}
785(m), 778(my, 735(i)

4.} 125-128 235;310 3400-3500(md,a), 2230(i), 1605(i), 7,9(d, 14, 45 _g=BHz)
1590{3), 1535(i}, 1438(m), 1415{1), T.41d, 14, g _gm2H2)
1360¢33, 123243}, 11750i), 109B(I), 4&,B(m, 14}
06205, B40{m), T450m) 3.8(s,31)
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Tabla 3

Propiedades fisicas y espectroscdpicas de &cidos hidroxdmicos

1050¢41, 10004{a}, 912{m), B9S5(m),
815(4}, 762iml, T40im), T45(m)

R p.f.(¢h WA, thm) e Wpgy (01 ame 11t Btppm)
cHy0  122-123  276;295 3400-3500¢da),  27B0(m}, 1662(s), 9,2(s, 1H)

1620013, 150003, 1240¢m), 1430{m}, 7,204, 1H,15_3=10n1)

14100m), 1362183, 1262¢m), 1235(m), 6.61dd, 1, J3_o=10nz,

120033, 139501y, 1032¢m), 1G28(m), Jy_gw2Hz)

1008 (md), T95ir), 762(m), 633(m) 6,218, 1k, Jg_y=2h1)
4,7(s,2H)
3,8(5,3H)

CHy  142-143 262; 290 3100¢em), 16551i), 3595(1}, 1505(m}, 7.2(d,WH,05_z=TH2)

1285(m), 1275(m), V152(m), 104943), 6,91d,, 2H,J=Bkz)

925(4), B&5¢i), BOS(i), 76014}, 700Im}, &,7(s,2H)

635013, 572431, T6B(m), 43Bim), 380¢m}  2,3(s,3H)

W 160-163  258:285 3080ta), 1672(1), 164011, 1490(1), 7.4(d,, 1H,J=Bkz )
1460¢1), 1395011, 1365(i), 1272{1), 7,012, 3H)

122204}, 1050011, 9B0td), 922tm), 4,70s,21)

B2BEi), 740441, £5B(mY, 350(m)

F 153-15%  261;285 3450tam), 1678611, 1640(i1, 14B3(H), 7,3(d,, 1H,J=114z]

1645(m}, 1412tc1, 12654m), 155{i, 6,6tm, 2H)

10851d), 995¢mc), 9B2(md), 938({m) 4.7(s,21)

B454i), BODIm), 770(dy, 530(m

140-142  262;290 3450¢8), 28601aY, 16801i), 1645(s), 7,3td, 18, J5_z=952)

1490(1), 1418(a1, 1398(m}, 1360{m), 7,0(dd, 14,43 c=2Hz,

13100d), 1130¢c), 1078(m), 1045(1), J3_pePHI)

995(d), BSGtmi, 800(1), 550(m}, 53D(m)  6,8(d,TH, Jg_y=2H1)
4.T(s, 2H)

201-203  279;307 3400-36004da}, §725¢1), 1700(1), 7.5(m,31)

1662tm), 1612¢r), 1505(m}, 1440{m), 4,7(s,20)

1428tm), 13520m), 1295011, 1245¢m), 3,90s,3K)

1100tm), 1045¢m), 985(d), 975(d), T60(i},

210-212  285;317 3406-3600(an),  2930(mb), 2860(mb). 7.3(d,, 30

1690(1), 164801), 15000i), 1395(i), &,8(s,2m

Nota: Atkinson {1989) informd los siguientes datos fisicos y espectroscopicos; A} psra R = CH30
informd un punto de fusién de 121-123°C y &7,21(d, 1H,4=8,8H2), 6,63 (dd, 1K,J=B,8nz, =2, 6H2),
6,55(d, 18, 4=2,6Hz); para R = H wn p.f de 162-165°C y 37,321dd,1K,3=7,8,4=1,6), 7,05(m 3H) ¥
£,69(5,2H},
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2 SINTESIS DE LACTAMAS

Estos compuestos, que son productos secundarios de la sintesis de dcidos hidroxdmicos,
fueron sintetizados de acuerdo al método descrito por Shridhay y col (1982) y fueron usados
como patrones en las cinéticas y en el andlisis de productos.

A una soluci6n del o-aminofenol respectivo disuelto en isobutilmetilcetona, se adicionaron
bicarbonato de sodio y agua. La mezcla fue enfriada en un baiio de hielo y se agregé cloruro de
cloroacetilo gota a gota y con agitacion. La mezcla fue calentada a reflujo y luego enfriada a
temperatura ambiente. Posteriormente la mezcla fue llevada a pH 3 con NaOH y extraida con
éter etilico. La fase etérea fue evaporada a sequedad y el residuo obtenido purificado por
recristalizacién en metanol caliente.

R OH
@ . l\ (CHy)CHCOCH; \@ l

R = CH30,H

Los datos espectroscopicos y fisicos de ambas lactamas se encuentran tabulados en la
Tabla 4

2.1 7-Metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona

Para sintetizar esta lactama fue necesario primero sintetizar el 5-metoxi-2-aminofenol. Para
ello se colocaron en un balén provisto de refrigerante 1,0 g (0,006 moles) de
S-metoxi-2-nitrofenol, 1,1 g (0,009 moles) de Sn y 0,5 ml de agua destilada. A esta mezcla fueron
adicionados lentamente a través del refrigerante 2,2 ml de HCl concentrado. La mezcla fue
calentada a reflujo durante 1 hora. Posteriormente fue enfriada a temperatura ambiente y
llevada a pH 5,5 con una solucién de NaOH. La mezcla fue luego filtrada y el filtrado extraido
con 10 mi de isobutilmetilcetona,

A esa solucidén en isobutimetilcetona fueron adicionados 1,40 g (0,016 mol) de NaHCQO3 en
10 ml de agua destilada. La mezcla fué enfriada y a ella se adicionaron gota a gota 0,90 g (0,008

mol) de cloruro de cloroacetilo. La mezcla fue calentada a reflujo por 12 horas y posteriormente
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enfriada a temperatura ambiente y llevada a pH 3 con NaOH. Finalmente fue extraida con éter
etilico y la fase etérea evaporada a sequedad. El residuo (0,35 g) fue lavado con acetona y

recristalizado con metanol caliente. La benzoxazinona peso 0,23 g (21 9%).
22 14-Benzoxazin-3-ona

Se disolvié 1,0 g (0,009 mol) de 2-aminofenol en 10 ml de isobutilmetilcetona y se
adicionaron 1,84 g (0,022 mol) de NaHCO3 en 10 ml de agua destilada. La mezcla fue enfriada
en un bafio de hielo y a ella se agregaron gota a gota y con agitacién 1,9 g (0,02 mol) de cloruro
de cloroacetilo. Para llegar al producto final, que pesé 0,4 g (39 %), se utilizd un procedimiento

similar al expuesto en el punto anterior.

Tabla 4

Propiedades fisicas y espectroscdpicas de lactamas

1

R UV A s tnm) nmr'H S(ppm)

CHzO 261;290 6,8(d,1H,d=10Hz)
6,5(m, 2H)
4,5(s,2H)
3,8(5,3H)

H 253;281 6,9 (s,4H)
4,6(0s,2H)
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3 ESTUDIOS CINETICOS
3.1 PREPARACION DE SOLUCIONES DE LOS COMPUESTOS

Todas las soluciones de los compuestos fueron preparadas de modo tal que la absorbancia al
iniciar las cinéticas estuviera entre 0,5 y 1,5. Esto se logré disolviendo entre 4 y 6 mg de cada
compuesto en 100 m! de acetona anhidra. Posteriormente se sacaron alicuotas de 1 ml y se
distribuyeron en tubos de ensayo, evapordndose luego la acetona mediante una corriente de
nitrégeno seco. En cada tubo quedé un residuo cuyo peso variaba entre 30 y 50 g. En el
momento de usar estos tubos se les agregd 3 ml del solvente o reactivo, obteniéndose una

concentracién alrededor de 80 p M.
3.2 SOLUCIONES DE ACIDOS

De acuerdo a la definicién de B¢rnsted y Lowry un 4cido es un dador de protones y una base
una aceptora de protones. Asi una reaccién dcido-base es simplemente una transferencia de
protones. Por otra parte, la posicién de un equilibrio dcido-base define las fuerzas relativas de los
dos 4cidos y de las dos bases presentes en una solucién. De esta manera una serie de equilibrios
4cido-base podrian ser usados para establecer una secuencia de fuerzas de 4cidos y bases. El agua
es el solvente y la base de referencia mas usada para relacionar las fuerzas de los 4cidos en la
posicién de equilibrio de acuerdo al siguiente esquema:

HA + H20 H:0"+ A
Las soluciones son mantenidas lo suficientemente diluidas para que los coeficientes de

actividad sean unitarios y para que la concentracién de agua sea constante. La fuerza de un écido
HA es entonces medida por 1a constante de disociacion (Ka) o por su logaritmo negativo (pKa).

_ [H07][A]
"~ [HA]
[AT]
pKa= -log(Ka) =log(1/Ka) = pH -log
[HA
[A] y
pH = pK; + log (ecuacién 1)
[HA]
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En soluciones concentradas de 4cidos la ecuacién 1 falla debido a que en estos medios los
coeficientes de actividad no son unitarios. Ademds la ecuacién sélo puede ser aplicada en
sistemnas donde el solvente sea agua.

Hammett y Deyrup (1932) desarrollaron una expresién que permitié cuantificar la acidez de
tales medios, esto es, una medida que denotara la abilidad de un sistema para donar un proton a
una base, de acuerdo al siguiente esquema:

B + H  ==BH"
donde la constante de equilibrio expresada en términos de las actividades es la signiente:

3
dBH

K=

dB-aH *

La constante de equilbrio puede ser relacionada con el grado de protonacion de la base,
introduciendo los apropiados coeficientes de actividad (v ).

vsut [BH*] ™ [BH]

ws[Blan®  ypan™ [B]

la cual expresada en forma logaritmica queda de la siguiente forma:

[B]

= (ecuacién 2)
[BH "]

pKBH+ = log(~y B /yBan™)-log

Si definimos log(yBu " /vyBan ™) = log(1/ ho) = Ho, la ecuacién 2 queda de la siguiente
forma:

[BH™]
(ecuacién 3)

Ho = pKBH+ - log

En soluciones acuosas diluidas la ecuacién 3 se reduce a la ecuacién 1, yaque ho = [H30+]
yHo = pH.

Los valores de Hy, estan relacionados con el porcentaje p/p del dcido o con su concentracion
molar. Paul y Long (1957) determinaron los valores de Ho para soluciones acuosas de HCl en
funcién de sus concentraciones molares, Las soluciones de HCI de distintos valores de Ho fueron

preparadas a partir de HCI concentrado, de acuerdo con las tablas de Paul y Long (1957).
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33 OBTENCION DE CONSTANTES DE VELOCIDAD

Las cinéticas fueron seguidas espectrofotométricamente a 31°C. Se registraron espectros de
marnera secuencial entre 220 y 270 nm. Posteriormente se eligi6 una longitud de onda analitica y
los datos fueron analizados mediante un programa para reacciones de pseudo primer orden con
infinito desconocido (Holt y Norris, 1977). Las cinéticas fueron seguidas por al menos tres vidas
medias controlando la desaparici6n del compuesto en algunos casos 0 la aparicién de productos
en otros y fueron realizadas por triplicado, obteni¢ndose constantes de velocidad que no diferian
més alla de 5%.




4.- ESTUDIOS DE PRODUCTOS DE REACCION
4.1 ANALISIS DE PRODUCTOS

Se identificaron los  productos finales de las  reacciones de la
4-hidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona 3 y de la 4-hidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona 4 con HCl1
concentrado (Ho = -3,5). Para ello se disolvi6 0,5 g de cada uno de estos 4cidos hidroxdmicos en
10 ml de HCL. Las mezclas de reaccién permanecieron a 35°C durante 7 dias, Al séptimo dia, las
soluciones #cidas fueron neutralizadas con una solucién de NaOH, y luego extraidas tres veces
con éter etilico. Las soluciones etéreas fueron secadas con sulfato de magnesio anhidro,
posteriormente filtradas, y luego evaporadas a sequedad. Los productos fueron separados por
meétodos cromatograficos que son descritos més adelante (pég. 32).

4.2 CINETICA DE APARICION DE PRODUCTOS

La aparicién de productos se sigui6 por medio de cromatografia en capa fina. Para tal efecto
se disolvieron por separado 20 mg de cada uno los 4cidos hidroxdmicos en 2 ml de HCl
concentrado. Las reacciones fueron llevadas a cabo a 8°C con el objetivo de hacer més lenta la
reaccién y fueron controladas, a ciertos intervalos de tiempo, por cromatograffa en capa fina
utilizando como fase mévil una mezcla de acetato de etilo/éter de petréleo 1:1, y como patrones

los productos previamente aislados e identificados.
5.- METODOS CROMATOGRAFICOS

La purificacién de todos los compuestos sintetizados y aislados se realizo por cromatografia
en columna rdpida de mediana presion, utilizando una columna de aproximadamente 47 cm de
largo y aproximadamente 3 cm de didmetro interno, conectada por un lado a un mezclador de
solventes y por el otro a una bomba conectada a su vez a un colector de fracciones.

La relacion entre la cantidad de silice a utilizar en la "cabeza" de la columnay la cantidad de
muestra fue de 5:1, en tanto que la relacién entre la cantidad de silice a usar para el empaque de
la columnayy la cantidad de muestra fue de 40:1.

Las fases moviles utilizadas fueron mezclas de éter de petréleo y acetato de etilo. La presion

fue variable, dependiendo del tamano del empaque de la columna, pero se tomé como
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referencia el tener un flujo constante de salida. Los voliimenes de las fracciones recogidas fueron
funcién de la cantidad de muestra a separar. Es asf como, para cantidades inferiores a 500 mg, se
recogieron fracciones menores quw 5 ml, para cantidades de muestra entre 055y 1gse
recogieron fracciones de aproximadamente 5 ml y para cantidades mayores que 1 g se recogieron
fracciones mayores que 5 ml

El mezclador de solventes consistié en un matraz que contenfa 50 ml del solvente menos
polar al que se adicionaban sucesivamente 10 alicuotas de 25 ml de polaridad creciente. Estas 10
mezclas se formaron de la siguiente manera: se prepararon 50 ml de una mezcla de eter de
petroleo y acetato de etilo 1:1 en volumen, se sacaron 25 ml de esta mezcla los que formarian 1a
alicuota 10, se adicionaron 25 ml del solvente més polar a los 25 ml restantes de la mezcla 1:1, se
sacaron 25 ml de esta tltima mezcla los que pasarian a ser la alicuta 9, nuevamente se
adicionaron 25 ml del solvente mas polar a los 25 ml restantes de esta iltima mezcla, 25 ml de
esta tiltima mezcla serfan la alicuota 8 y asf sucesivamente. Una vez preparadas las 10 alicuotas se
procedi6 a adicionar los 25 mi de la mezcla menos polar al mezclador de solventes y una vez

consumidos 25 ml se adicionaron los otros 25 mi de la mezcla menos polar.
6.- METODOS ESPECTROSCOPICOS

Los espectros de absorcién de UV fueron tomados en metanol utilizando un equipo
Shimadzu UV-visible 240.

Los espectros de masa fueron tomados a las muestras sélidas en un espectrometro de masas
Hewlett Packard 5980A.

Los espectros de absorcién de IR fueron tornados a las muestras homogenizadas en KBr
usando un espectrofotémetro Perkin Elmer 621.

Los espectros de resonancia magnética nuclear fueron tomados a las muestras disueltas en
cloroformo deuterado en un Bruker WH-90 de 90 MHz y en un Varian de 60 MHz.
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RESULTADOS

1 CINETICAS

En el intervalo de concentraciones de HCl empleado en esta serie de cinéticas se observaron
dos diferentes patrones dependiendo de la concentracién de HCL A concentraciones altas de
HCI (Ho<-0,5) se obtuvieron cinéticas caracterizadas por un decaimiento global progresivo del

espectro {Figura 1),

08

Absorbancia
(o]
D
1

02r

1 } 1 |

1
230 250 270 290 310
A {(nm})

Figura 1. Descomposicion de la 4-hidroxi-1,4- benzoxazin-
3-ona en HC19,6 M (H, = -3,5) 231°C.

En las cinéticas obtenidas con HCl mds diluido (Ho > -0.5), el patrén fue diferente,

notandose la aparicién de un punto isosbéstico alrededor de 270 nm (Figura 2).
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Figura 2. Descomposicion de la 4-hidroxi-1,4-benzoxazin-
3.ona en HC1 0,25 M (Ho= -0,47) a31°C.

Para determinar las constantes de velocidad se eligieron longitudes de onda donde los
cambios observados fueron mayores y se evaluaron los datos de absorbancia en el programa de
andlisis mencionado anteriormente (pag. 23). La Figura 3a muestra un gréfico de absorbancia a
259 nm vs. tiempo para la reaccién en HC1 9,6 M (Ho = -3,5), en tanto que la Figura 3b muestra

la gréfica para la misma cinética considerada como de pseudo primer orden.

a)

e
o

log1A=Aint) a 259 nm
| .

o
o

Absorbancia a 259 nm
(]
W

20 30 40
Tiempo (min)

o
o

Figura 3. Cinética (a) v ajuste a una ecuacién de pseudo primer
orden (b) para la descomposicion de la 4-hidroxi-1,4-
benzoxazin-3-ona en HC1 9,6 M (Ho = -3,5)a31°C.
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La Figura 4a muestra un gréfico de absorbancia vs. tiempo para la reaccién con HCl 025 M
(Ho = -0,47). Estos datos fueron obtenidos a 285 nm. La Figura 4b muestra la gréfica para la

misma cinética considerada como de pseudo primer orden.

b)

32 .
L4 -

=35 v
12 14

“0 02 04 06 08 1
Tiempe + 10' (min)

0,2

04 06 08 1 12 14

Tiempo x 103 (min)

Figura4. Cinética (a)y ajuste para una cinética de pseudo

primer orden (b) para la descomposicion de la
4-hidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona en HCI 025 M
(Ho = -0,47) a 31°C.

Las formas de las cinéticas para los reaccionantes sustituidos en el anillo aromatico fueron

muy similares a las que se obtuvieron en el caso del compuesto sin sustituir mostradas en las

figuras 1y 2.

Las constantes de velocidad obtenidas en HCI de distintas concentraciones para los distintos

sustratos estudiados se encuentran tabuladas en la Tabla 5.
Por otra parte es importante sefialar que las constantes de velocidad obtenidas a una misma

concentracién de HCl y a diferentes longitudes de onda no variaron més allade 3 %.




Sustituyente
[M]  HopH
11,5 -5,65
9,6 3,5
7,7 28
71 -2,7
6 2,12
54 -1,9
4.5 -1,58
3,1 -1,1
3,0 -1,05
1,6 05
1,5 -047
1,4 -04
0,25 0,55
0,1 1
0,01 2
0,003 25
0,001 3

CH30

-1,38
-1,43
1,41
227
2,43
2,69
3,02

-3,19
-3,15

-3,22

CHj3

Tabla 5
Constantes de velocidad (log) para la descomposicién de 7-X-4-hidroxi-
1,4-benzoxazin-3-ona en HCI de distintas concentraciones

* Estas cinéticas fueron estudiadas en H2SOy4,

29

H

-1,19

-1,23
-1,38

-141

-2,27

-2,48

-2,92
-2,94

-1,12

-1,41

-1,99

-2,29

COMe CN

2,05 32

221 335
-3,54
425

323

4,1

4.6




2.- ANALISIS DE PRODUCTOS DE REACCION
2.1 REACCION ENTRE LA 4HIDROXI-7-METOXI-1,4- BENZOXAZIN-3-ONA'Y HA

De la descomposicién a tiempos largos de 500 mg en HCl 9,6 M, se aislaron 100 mg de un
producto mayoritario (14), el cual fue identificado por técnicas espectroscopicas (Tabla 6).
También fué posible detectar, por medio de cromatografia en capa fina, la presencia de otros dos
productos muy minoritarios, que no fueron identificados.

gosth celioey

Ct 46 H

22 REACCION ENTRE LA 4-HIDROXI-14-BENZOXAZIN-3-ONA'Y HCl

De la descomposicién de 500 mg en HC! concentrado, se aislaron 70,6 mg del compuesto
clorado (15) y 38,6 mg de otro producto clorado (16), los cuales fueron identificados por medio
de técnicas espectroscipicas (Tabla 6). Ademés se contrasté el punto de fusién de 15 con el
informado en la literatura. Este resultado concuerda con el obtenido por Coutts y Pound (1970).

Cabe hacer notar que los bajos rendimientos obtenidos para ambas reacciones
probablemente se deban a que estos productos solamente corresponden a los presentes en la
fase orgénica, con un rendimientos entre 80 y 95%. Lo que lleva a pensar que la fase acuosa, la
cual no fue analizada, contenga otros productos. .
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14

15

16

p.f.(°C)

164-165

196-197

150-152

Propiedades fisicas y espectroscdpicas de productos

UV Az (nm)

260; 250

253; 280

257,285

Tabla 6

forVpslen )

3400-3500¢d), 1705(i),

1585(m), 1502¢(i), 1385(m},
1300(m), 1152(1), 1135(m),

1050(d), 945{d}, 818(d),
80B(d), 755(d), 670(d)

3400-3600(d), 3220{d),

1692(3), 1498(i), 1472(m),
1410(m), 1388(m), 1290(d),
1185¢(d), 1060(d), 1050(d),

825¢d), 770(i), 765(d),
712¢i), 528(m}, 458{m}

3400-3500(d), 3190{am),

3120(am), 3075(am), 2960(da),
2930¢{am), 1695(i}, 1605{(m),
150011), 1415(m), 1400(i},
1295{m), 1288(m), 1220(m),

1080(1), 1040(i}, %00(i),

850(m), 840{m), 812(i), 800{(m),
788(m), 585(m),532(i), 482(m},

438(m)
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nmr1H &{ppm)

2,0(s,,1H)
6,5{(dd,2H,J=
THz ,J=2HZ)
4,6(s,2H)
3,8(s,3H)

7,2(d,1H)
6,9(dd, 18)
6,7(s,1H)
4,6(s,2H)

6,9(m, 31)
4,6(s,2H)

EMIE m/z (%)

216(24) y 2140100)MY,
200(%), 198(8),187(9),
85(18), 172{10), 170{(18)

185(33) y 183(100)M*,
156(25), 154(79), 145(2),
142(8), 140(2), 127(8),
92(15)

185(32) y 183(100)M%,
157(27), 155(92), 144(2),
142(7), 12904}, 127(2)




2.3 CINETICAS DE APARICION DE PRODUCTOS

La cinética de aparicién de los tres productos principales de descomposicién de la
4-hidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona en HCl 9,6 M y a 5°C revel6 que primero aparecfa un
producto que posee el menor Rf de los tres. Posteriormente aparecian los otros dos productos
(figura 5), uno de los cuales corresponde al producto clorado aislado.

@1, © & @ @ ©

& O © ® & @

® O @ & @ @ @ @
® e @ ® » ® O

E B 1 2 3 &L 5 6 71

Figura 5. Cinética de aparicion de productos en la descomposicion
de la 4-hidroxi-7-metoxi-1,4- benzoxazin-3-ona en HCI
9,6 M. P1 = productos de descomposicién, P2 =
reaccionante. Tiempos de reaccién: 1 = 2°,2 = 27,3 =
56°,4 = 121°,5 = 1200°, 6 = 2580’y 7 = 6000’

La cinética de aparicién de productos para el caso del compuesto no sustituido fue similar a
la observada para el compuesto metoxilado en la posicién 7, apareciendo primero un producto
no identificado y luego el producto identificado como Ia lactama clorada (Figura 6).

el @ &8 e @
o ©® @ ¢ @ @ & @
® ¢ & & ® ® O

BP 1 2 3 4 5 6 7

Figura 6. Cinética de aparicién de productos en la descomposicién
de la 4-hidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona en HCI 9,6 M.
P1 = productos de descompaosicién, P2 = reaccionante
Tiempos de reaccién: 1 =50,2=75,3=94,4 =
100, 5 = 110, 6 = 120°, 7 = 240",
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3.- CORRELACIONES LINEALES DE ENERGIA LIBRE

3.1 CINETICAS

Para este estudio se descompusieron en HCl 96 M (Ho = -3,5) los siete 4cidos
hidroxAmicos sustituidos en la posicién 7. Se eligieron longitudes de onda analiticas, no
necesariamente ignales para todos los compuestos, y se analizaron los datos tal como fue
mencionado. Cabe sefialar que las constantes de velocidad obtenidas a diferentes longitudes de
onda no variaron més alla de  4%. Las constantes de velocidad de primer orden se detallan en la

Tabla 7.

Tabla 7
Constantes de velocidad de primer orden para Ia descomposicion
de 4-hidroxi-7-X-2H-1,4-benzoxazin-3-onas en HCl19,6 Mya
31°C, y pardmetros de Hammett

X Kobs (ain-") op op”
CH30 4,18x 107 -0.268 0,778
CH3 5,27 x 102 0,170 0,311
H 6,52x 10° 0,000 0,000
F 7,66 x 102 0,062 0073
al 9,48 x 102 0227 0,114
COzMe 6,17x10° 0,310 0,489
CN 4,48x 10 0,660 0,659
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DISCUSION

La Figura 7 muestra el efecto de la acidez del medio sobre las constantes de velocidad para
1a reaccién de la 4-hidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona y HCI de diferentes concentraciones (ver Tabla
5).

12 ®* o

~10g kohg (mir )
N

: : y . h e
-4 -3 -2 - 0 1 2
Ho pH

i

Figura7. Efecto de la acidez del medio sobre las constantes de
velocidad de la reaccién de la 4-hidroxi-1,4-benzoxazin-
3.ona en HCI de diferentes concentraciones, a 31°C.

Se obtuvieron gréficas similares para sustratos con otros sustituyentes que presentan efectos
electrénicos opuestos tales como 7-CH30 y 7-COz2Me. En ellas las constantes de velocidad
aumentaron en la medida que 1o hacfa la acidez del medio desde un platé a pHca. 1 hasta otro a
Ho ca. -3,5, lo que permite suponer la presencia de especies no protonada y protonada que se
descompondrian independientemente de acuerdo al Esquema 1, descrito por la ecuacibn 1.

B + H' BH
ks [ ' kBH+l
51 P2
Esquema 1




ks + ks TKH™]
KH'] + 1

kobs =

Ecuacién 4

El ajuste de los datos expuestos en la Figura 7 a la ecuaci6n 1 por un método de cuadrados
mifnimos se muestra en la Figura 8. Se realizaron ajustes similares para los datos obtenidos con
compuestos sustituidos, generando los valores de ks, ke y K que se muestran en la Tabla 8.

el
w
T

-10g Kope (Mifi')

3= 2 a3 o0 1 2
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Figura 8. Efecto de laacidez sobre la constante de velocidad
para la desaparicién de la 4-hidroxi-1,4-benzoxazin-
3-onaen HCl de diferentes concentraciones.La
linea continua representa el ajuste segiin el criterio
de cuadrados minimos.
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Tabla 8
Valores de kB, 1 ypKb de 4-hidroxi-7-X-4-hidroxi-1,4-benzoxazin-3-onas

X kB ket pKb
CHs0 7,04x 107 423x 107 0,88
H 1,09x10° 724x 107 1,97
COMe 25 x10° 8,01x107 2,69

La Figura 9 muestra una la relacién entre el pardmetro de Hammett trp+ y los valores de
pKb. En ella se puede observar que la protonacién es favorecida por sustituyentes dadores de
electrones en el anillo.

0,91 CHD, { ) 1 1 )
-08 -06 -04 -02 O 02 04 06

Figura9. Grifico de Hammett para la protonacién de
7-X-2H-1,4-benzoxazin-3-onas

Por otra parte, el compuesto analogo con un grupo hidroxilo adicional en Ia posicién 2, la
2 4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona, se comporta como un 4cido diprético en la zona
entre pH 3 y 13 observindose tres especies cinéticamente activas: neutra, monoaniénica y
dianiénica respectivamente ( Niemeyer y col., 1982) (figura 10).
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Figura 10. Efecto del pH sobre constantes de velocidad de
pseudo primer orden para la descomposicién de la
2 4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona a 3 1°C
(Niemeyer y col., 1982)

La descomposicién de este 4cido hidrox4mico en medios fuertemente 4cidos (Figura 11)
gener6 una curva semejante a las obtenidas para las benzoxazinonas sin el grupo hidroxilo en el
C-2, dando apoyo a Ia hipétesis de que estos écidos hidroxdmicos se comportarian como 4cidos
en la zona de pH o como bases en la zona de Ho. En los estudios cinéticos con compuestos con
sustituyentes de las mas contrastantes caracteristicas electrénicas se observé que en solucion de
HCl1 con Ho = -3,5 todos los sustratos habfan alcanzado el plat6 correspondiente a la presencia
de 1a especie protonada. En consecuencia los datos de la Tabla 7 corresponden a la reaccién de
una misma especie, la especie monoprotonada y son por lo tanto, comparables entre si.
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Figura 11. Efecto de la acidez del medio sobre constantes de
velocidad de primer ordenpara la descomposicién
de la 24-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona
en soluciones de distinta acidez, a 31°C (Niemeyer
y col., 1982, para los puntos correspondientes a pH3>2).

El gréfico de Hammett para la reaccitén de estas especies protonadas (Figura 12) no sigue
una tendencia normal ya que las velocidades més bajas corresponden tanto a los sustituyentes
fuertemente atractores de electrones {CN) como a los fuertemente dadores de electrones
(CH30).

Los sustituyentes se pueden dividir en dos grupos: a) uno que da origen a una correlacion
lineal mejor con valores de gp que con valores de op+ (p= 0,71 y r = 0,988 conopvs.p = 0,36y
r = 0,86 con o-p+) y b) otro donde la correlacién es mejor con valores de o p+ que con valores
de op ( p= 408yr = -096 congp” v5. p = 4,75y r = -0,88 con o p). El &cido hidroxémico
p-Cl sustituido ocupa una posicién ambigua. Los dos puntos mostrados para este sustituyente
corresponden a los valores de apy op'
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Figura 12. Gréfico de Hammett parala descomposicién de
4-hidroxi-7-X-1,4-benzoxazin-3-onas en HCl al
’ 37%a31°C.

Leffler y Grunwald (1963) han sefiatado que una relacién quebrada de energia libre como la
de la Figura 12 revela un cambio en el paso que determina la velocidad de Ia reacci6n de un
mecanismo cque involucra ambos procesos. El mecanismo que se muestra en la Figura 13
explicarfa tanto los datos cinéticos como la naturaleza de los productos aislados. Cabe hacer
notar que Coutts y Pound (1970) informaron sobre la accién de HCI sobre algunos 4cidos
hidrox4mmicos del tipo 2H-1,4-benzotiazinas y benzoxazinas. Todos los productos aislados fueron
las respectivas lactamas cloradas en la posici6n 7. Estos autores explicaron estos productos por
medio de un mecanismo concertado que involucraba un ataque nucleofilico sobre el acido
hidroxémico protonado. El hecho que exista un quiebre en la relaci6n de energfa libre (Figura
12), en tanto implica la existencia de dos pasos mecanisticos como mfnimo, descarta la
posibilidad de un mecanismo concertado. Ademés la formacién de los productos 14,15y 16 se
podria explicar a través de un ataque nucleofilico sobre un intermediario andlogo al 17.
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Figura 13. Mecanismo propuesto para la descomposicién de
4-hidroxi-7-X-1,4-benzoxazin-3-ona en HCI 9,6 M.

El primer paso, la protonacién de un oxigeno hidroxilico, es en cualquier circunstancia
considerado como extremadamente répido.

La segunda etapa serfa la determinante de la velocidad de reacciébn para aquellos
sustituyentes fuertemente atractores de electrones como CN y CO2Me. El hecho de que se
obtenga una mejor correlacion de Hammett con valores de op’ en vez de op, serfa reflejo de la
posibilidad de conjugacién directa entre los sustituyentes dadores de electrones y el 4tomo de
nitrégeno electrofilico del intermediario 17. El signo negativo de p es consistente con un proceso
que genera carga positiva en el centro de reaccién. La magnitud de p se puede comparar con la
obtenida para el reordenamiento de los ésteres metanosulfonicos de 4cidos arilhidroxdmicos 19
(Gassman y Granrud, 1984). En estecaso se obtuvo un valor de p de -9,24 utilizando o+. La
mayor magnitud de en este caso podria relacionarse con la presencia de un excelente nucleéfogo
en el centro de reaccion y la posibilidad de conjugacion irrestricta entre los sustituyentes y el
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4tomo de nitr6geno en el intermediario 20, situacién que no se da en los compuestos ciclicos
presentes en este estudio debido a que el anillo heterociclico se encuentra torsionado.

QA ”O\A—*

L |— A,
\
H C0250 H
20 yal

Por otra parte, en el caso de sustituyentes capaces de estabilizar la especie electrofilica, la
adicién del i6n CT llega a ser la etapa que determina la velocidad de reaccion. La mejor
correlacién obtenida con valores de op que con gp+, es atribuible a que la conjugaci6n directa
entre el sustituyente y el 4tomo de nitrégeno en el intermediario 17 es disminuida por el ataque
del nuclesfilo, que no sélo interrumpe el sistema conjugado sino que neutraliza la carga positiva
sobre el nitrégeno. Esto iiltimo permite argumentar en favor de la magnitud pequeiia de p.

La diltima etapa, la migracién sigmatr6pica conducente a la aromatizacién del sistema, puede
ser considerada rdpida en relaci6n con las etapas anteriores.

Los compuestos en estudio presentan dos méximos de absorbancia en sus espectros de UV.
Las relaciones lineales de energia libre que se obtienen con los valores de 1/s1y 1/x2 resultaron
anémalas (Figuras 14 y 15). Se pueden distinguir nuevamente dos lineas de correlacién distintas:
a) una para sustituyentes dadores de electrones, con pendientes de 3,1x 107 paraanty 1,54 x 10
para X2, con coeficientes de correlacion 0,965 y 0,964 rcspectlvamcnte y b) otra para
sustituyentes atractores de electrones, con pendientes de -5,7 x 10 para a1y 4,9x 10 para X2,
ocon coeficientes de correlacién de 0,996 y 0,990 respectivamente.
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Figura 14. Gréfico de frecuencias de absormén (1/m1)
en el UVys. el pardmetro op’ parala

serie de 4-hidroxi-7-X-1,4-benzoxazinas.

1/ X2 (,.Lm-l)

Figura 15. Gréfico de frecuencias de absorcién (1/22)
en el UVvs. el parametro (rp+ parala
serie de 4-hidroxi-7-X-1,4-benzoxazinas.
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El par de electrones del 4tomo de nitrégeno puede alternativamente deslocalizarse hacia el

anillo aromético o hacia el grupo carbonilo, como lo muestran las estructuras 22y 23.

L, T
&7 0 \lfl 0
|
OH
22 o 23

Sustituyentes aceptores de electrones favoreceran la primera alternativa; sustituyentes
dadores de electrones favoreceran la segunda. De cualquier modo ambos tipos de sustituyentes
aumentarfan la conjugacién en la molécula con respecto al compuesto sin sustituir y en
consecuencia disminuirian las longitudes de onda de sus maximos de absorcion. También ambos
tipos de sustituyentes, al favorecer las estructuras 22 y 23, provocan una baja en las densidades
electrnicas sobre el atomo de nitrégeno con respecto al compuesto sin sustituir y en
consecuencia, retardan cualquier reaccion en la cual se genere carga positiva en el estado de
transicién. Por lo tanto los datos espectroscpicos son coherentes con los resultados de la Figura

12 y el mecanismo de la Figura 13.
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CONCLUSIONES

Los productos aislados (estructuras 14, 15 y 16, pag. 30), los estudios cinéticos que
permitieron suponer la existencia de una especie electrofilica cineticamente activa a un valor de
Ho igual -3 (Figura 8, p4g. 35) y el estudio del efecto de los sustituyentes sobre las constantes de
velocidad, el cual evidenci6 una correlacion de energia libre bilineal (Figura 12, pag. 39),
permitieron postular un mecanismo de reaccién de estos écidos hidroxdmicos en medios
fuertemente 4cidos el que consideraba 4 etapas: a) protonacién del grupo hidroxilo; b)
deshidrataci6n; ¢) ataque nucleofilico del i6n CI sobre el anillo aromatico y, d) aromatizacion.
La etapa determinante de la velocidad de reaccion estaria gobernada por el tipo de efecto
electrénico del sustituyente. Es asi como para sustituyentes dadores de electrones, la adici6n del
i6n CI” llegaria a ser la etapa determinante de la velocidad de reaccién y para sustituyentes
atractores de electrones, la deshidratacion seria la etapa determinante de la velocidad de

reaccion.
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