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INTRODUCCION

El hombre desde el principio de su existencia se ha preocupado por la
buisqueda de las soluciones a todos aquellos males que lo afectan, uno de los que mas
ha llamado su atencion es la cura y tratamiento de las enfermedades. La medicina es
la rama de la ciencia que se encarga de buscar soluciones a este problema, sin
embargo, es la Quimica Medicinal la que aplica los principios de la quimica y la
biologia para la creacion de los conocimientos necesarios que lleven a la obtencion

de nuevos medicamentos.

Los medicamentos o farmacos pueden clasificarse segun su estructura
quimica o su accion farmacologica (Camacho, 2002). Segin la primera clasificacion
ellos se incluyen dentro de las siguientes categorias: acetales, acidos, alcoholes,

amidinas, semicarbazonas, sulfatas, tioles, hidrazonas entre otros.

Actualmente la segunda clasificacion es la preferida, segun ella, los farmacos

pueden dividirse en los siguientes grupos principales:

1. Agentes farmacodinamicos, que se emplean en enfermedades no
infecciosas para corregir funciones anormales del organismo.

2. Agentes quimioterapéuticos, empleados en la curacion de
enfermedades infecciosas.

3. Vitaminas

4. Hormonas

Por ejemplo para el afio de 1979 la fuente de los farmacos empleados era la
siguiente: productos de sintesis quimica un 50%; productos extraidos de
microorganismos, 12%; minerales, 7%, extraidos de plantas, 25%; extraidos de
animales, 6% (Burckhalter y Korolkovas, 1979).



Con el propdsito de descubrir nuevos medicamentos que mejoren la calidad de
vida del ser humano, se sintetizan y ensayan continuamente muchas sustancias. Las
que resultan ser mas activas y mas inocuas se introducen en la terapéutica a través de

las siguientes rutas:

1. Por casualidad, como la penicilina.

2. Screening general: segin esta modalidad, se somete cualquier
sustancia quimica asequible a diversos ensayos bioldgicos con la
esperanza de que de algunos pueda deducirse cierta actividad util.

3. Extraccion de principios activos a partir de fuentes naturales, como la
morfina, quinina.

4. Sintesis planificadas de compuestos quimicos nuevos sobre bases
racionales; éste método busca la creacion de un farmaco que pueda
responder a una accion farmacologica muy definida, para su
implementacion se necesita un amplio conocimiento de los
mecanismos biolégicos que se originan en el organismo; pero gracias
a los avances de la genética y en la biologia molecular este método
esta siendo cada vez mas implementado, en este grupo se encuentra la
lidocaina.

5. Modificacion molecular de farmacos conocidos: la modificacion
molecular es un desarrollo natural de la quimica organica, consiste
esencialmente en tomar como origen una sustancia quimica de
actividad biologica conocida, y sintetizar y ensayar analogos
estructurales. Este es el método mas frecuente y el mas rentable para
la bisqueda de nuevos farmacos, como la cloroquina (Camacho,
2002).

En este mismo sentido y basandonos en la quinta ruta de introduccion de un
medicamento (farmaco) a la terapéutica, en el siguiente trabajo de investigacion se

propone sintetizar analogos de hidrazonas.




Las Hidrazonas son compuestos organicos que se caracterizan por poseer en
su estructura la agrupacién R,C=N-NR;. Dependiendo de los sustituyentes (R) se
pueden generar diferentes tipos de Hidrazonas. Estos sustituyentes pueden ser:
protones, radicales alquilo, radicales arilo, radicales acilo, radicales O-alquilo, asi

como dioxido de nitrogenos o haldégenos. (Martorrel, 2003; Vifiuelas, 2007)

Debido a que las Hidrazonas se caracterizan por la presencia de grupos
iminos y aminos (Figura 1), su elevada reactividad hace posible su aplicacién en
dianas biologicas y farmacéuticas como agentes antitumorales, antivirales,

antibacterianos, antimicéticos (Martorrel, 2003).

Grupo Amino
Rs
'Y

Grupo Imino

Figura 1. Grupos funcionales presentes en una hidrazona.

Las hidrazonas son compuestos conocidos como bases de Mannich. Las bases
de Mannich se obtienen a través de una reaccion sencilla que tiene lugar entre una
amina y un aldehido o una acetona. El aldehido y la amina que son utilizados con mas
frecuencia son el formaldehido y la dimetilamina. (Allinger, Cava, Jongh, Johnson,
Lebel, Stevevs, 1984)

La reaccion de Mannich se usa ampliamente en la sintesis de aminas
secundarias y terciarias y se emplea como una etapa intermedia en la sintesis de

muchas moléculas bioactivas. (Rivera, Rios, Quevedo, Nathan, 2005). Un ejemplo de
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este tipo de reaccion puede ser: la glucosilacion la cual, se define como la reaccion
del grupo amino primario de un aminoacido, péptido 6 proteina con el grupo
carbonilo de los aziicares reductores. A lo largo de esta reaccion se pueden distinguir
tres etapas: inicialmente se produce la asociacion del azicar con la proteina,
formando un compuesto denominado base de Schiff como se observa en la Figura 2
(Gonzélez, Castello, Gagliardino, 2000).

grupo aminc | !
primario i G| e
;.
CH,
¢-o
©Hory, - H-C=0
I i
grupo _ CH,0H T ¢=o
S—_——L base de Schiff  producto de Amadori 1
(CHOH), g = C-oH
CH,OH e € -oH
-~ CH,OH
glucosa / l === compuestos
NH; dicarbonilicos

l:
& o
"R nocu,@ c-0 Otros
H

Productos

PRODUCTOS DE GLUCOSILACION AVANZADA

Figura 2. La Glucosilacién no enzimitica de proteinas. Tomado de Gonzalez.et
al (2000).

La formacion de bases de Shicff es una variante de la reaccion de Mannich, en
donde un aldehido o una cetona reaccionan con cualquier amina primaria para formar
imina. La imina es un compuesto con un doble enlace carbono- nitrogeno, como se

evidencia en los dvalos azules de las figuras 1 y 2 (Bruice, 2008).
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Segun Zarycz y Aucar. (2006) las bases de Schiff derivadas de un aldehido
aromatico (como el salisaldehido) posee diversas aplicaciones tanto en quimica,
biologia y en la tecnologia. Sus propiedades estan relacionadas con la existencia de

un enlace de hidrogeno intramolecular y la transferencia de un protén en equilibrio

(figura 3).

He, _-Chs H CH
/
e
-

Figura 3. Equilibrio Tautomérico en las bases de Schiff. Tomado de
Zarycz et al 2006.

Muchos de estos compuestos son bioactivos como ya se menciond
anteriormente, por ejemplo las proteinas que presentan una vida relativamente corta
como son las proteinas plasmaticas y las presentes en las células que son rapidamente
reemplazadas (los glébulos rojos) pueden formar unos compuestos conocidos como
productos de Amadori (ver figura 2). Se ha podido comprobar que estos compuestos
estan asociados al desarrollo de patologias vasculares y renales (Cohen, Hud, Wu,
Ziyadeh, 1996).

Segtin Vinuelas (2007) las Hidrazonas son utilizadas en las industrias
como agentes plastificantes, antioxidantes e iniciadores de la polimerizacion. Por su
parte Fouda (2007) determind que este tipo de compuestos tiene actividad anti-
inflamatoria y analgésica igual o similar a la de la aspirina. Las Hidrazonas, tal como:
la Salicilhidrazona del piridoxal (Figura 4), actian como droga eficaz por via oral

para el tratamiento de las enfermedades genéticas de sobrecarga de hierro o talasemia.




HO
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Figura 4. Estructura de la Salicilhidrazona del piridoxal. Tomado de
Fouda 2007.

Por su parte Asikiya (2004), realizo el estudio de arihidrazonas y su actividad
antimalarica frente a cepas sensibles y resistentes a cloroquina como posible
quelantes de hierro, observando que las Hidrazonas se unen al hierro y esto es de
suma importancia debido a que el hierro es un factor determinante en la proliferacion

celular del parasito responsable de la enfermedad.

La salicilaldehido-benzoilhidrazona (figura 5) ha sido investigada como
farmaco para tratar desordenes genéticos como la talasemia, que consiste en una
elevada concentracion de hierro en el organismo, que termina produciendo dafio en
los tejidos. Este mismo compuesto presenta una leve actividad bactericida pero una
gran capacidad de inhibir la sintesis de ADN vy, por consiguiente, del crecimiento
celular. Asimismo, en ciertos casos, el complejo de cobre II) formado con este

compuesto potencia las propiedades citotoxicas exhibidas. (Viiuelas, 2007).
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F=
. NH
N/
(0]
OH
Figura 5. Estructura de la salicialdehido-benzoilhidrazona. Tomado de
Viiiuelas 2007.

En este mismo sentido y teniendo como base todo lo mencionado
anteriormente, en el siguiente trabajo de investigacion se propone sintetizar analogos

de hidrazonas y se pretende evaluar su posible actividad citotoxica.



CAPITULO 1
EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

Las Hidrazonas desempefan un papel importante en la mejora de la
selectividad antitumoral y la toxicidad de los agentes antitumorales mediante la

formacion de los sistemas de soporte de drogas (Fouda, 2007).

En ese mismo sentido, son muy versatil por su conducta quelante por lo cual
son ampliamente utilizada en quimica analitica. Los derivados de Hidrazonas
también, se han utilizado en la determinacion espectroscdpica de ciertos metales de

transicion y como agente de extraccion selectiva de metales (Alaghaz, Hanafy, 2007).
Ademas, algunas Hidrazonas se han aplicado a las drogas quelante del
hierro en el tratamiento de las anemias y trastornos genéticos tales como talasemia.

Tiosemicarbazonas (figura 6) y sus complejos metalicos también han sido el

objeto de amplios estudios debido a su alto potencial antigfungico y antibacterial

(Alaghaz et al, 2007).
N NH NH,
q\\N/ T
S
Z NH,

Figura 6. Estructura Tiosemicarbazonas. Tomado de Alaghaz 2007.

Otras investigaciones realizadas evidencias que algunas hidrazonas tienen la
capacidad de inhibir las proteasas de cisteina (PC) del parasito causante de la

Leishmaniasis. Adicionalmente se ha detectado otro mecanismo de accion, pues las




hidrazonas tienen la capacidad de quelar el hierro de Plasmodium, afectando su
crecimiento en todos los estadios. Los resultados obtenidos han sido satisfactorios

para el tratamiento de la Leishmaniasis, figura 7 (Mufioz, 2006).

| O
o)
RN
SN s X
| ]
HN
\N
o} HN
o}
Tiocromano Feniltiocromano

Figura 7. Estructura base de Tiocromano y Feniltiocromano. Tomado de Muifioz
2006.

Un hecho muy importante es que los parasitos de Leishmaniasis, Plasmodium
y Tripanosoma parecen compartir un sitio activo muy similar, por lo cual es de

esperarse que una sustancia sea activa simultdneamente sobre ellos. (Mufioz, 2006)

Sobre la base de todo lo anterior y encaminados en la busqueda de nuevas
sustancias con posible actividad citotoxica, en este trabajo se propone como
problema de investigacion, LA SINTESIS DE SEIS NUEVOS DERIVADOS DE
LAS 2-METOXIBENCILHIDRAZONAS SUSTITUIDAS COMO POSIBLES
AGENTES CITOTOXICOS.
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Objetivos
Objetivo General

e Sintetizar seis nuevos derivados de las 2-metoxibencilhidrazonas a partir de
la reacciéon de condensacion de benzaldehidos sustituidos y la 2-

metoxibencilhidrazina y evaluar su posible actividad citotoxica.

Objetivos Especificos

1. Obtener los derivados de 2-metoxibencilhidrazonas a partir de la reaccion de
condensacion de Benzaldehidos sustituidos y la 2 methoxibenzidrazina en

medio acido mediante la técnica de reflujo.

2. Purificar las 2-metoxibencilhidrazonas obtenidas a través de la técnica de

rescristalizacion por mezcla de solvente (metanol-agua).

3. Caracterizar las 2-metoxibencilhidrazonas obtenidas a través de su punto de

fusién en una plancha de calentamiento.

4. Caracterizar las 2-metoxibencilhidrazonas sintetizadas a través de sus bandas
de absorcion como sélido disperso en KBr mediante la técnica de

espectroscopia de infrarrojo (IR-FT)

5. Caracterizar las 2-metoxibencilhidrazonas sintetizadas a partir de sus seiiales
de desplazamiento quimico, mediante la técnica espectroscopica de resonancia

magnética nuclear de protones (RMN 'H).

6. Determinar la actividad citotoxica de los nuevos derivados de 2-
metoxibencilhidrazonas sintetizados sobre el crustaceo Artemia salina. Segin

protocolo.




1

Justificacion de la investigacion

En la actualidad el hombre se ve afectado por diversas enfermedades
tales como: la Malaria, la Leishmaniasis, el Cancer, el VIH, entre otras, las cuales
ocasionan grandes pérdidas humanas todos los afios. Con el pasar del tiempo, los
alcances del hombre en los diferentes campos de la ciencia y la tecnologia, no han
sido suficiente para lograr la erradicacion de estas enfermedades, constituyendo asi,

una de sus principales preocupaciones y grandes retos

A pesar de que existe una gran variedad de farmacos y drogas para tratar las
diferentes enfermedades, las cifras de mortalidad y morbilidad todavia siguen siendo
altas y esto es debido a la gran resistencia que han creado los parasitos o las bacterias
a las distintas drogas. Por otra parte de esto muchos medicamentos presentan altos
niveles de toxicidad, ocasionando efectos adversos al hombre, por lo cual, se han
tenido que retirar del mercado una gran cantidad de ellos. Esto ha motivado que
aumente el numero de investigaciones destinadas a descubrir nuevos farmacos que
cumplan con dos criterios importantes:

1. Bajos niveles de toxicidad al hombre.
2. Que los agentes causantes de enfermedades no generen resistencia a
los mismos.

En este sentido, los estudios realizados con Hidrazonas son pocos. Es por esa
razon que la ejecucion de esta investigacion pretende contribuir en el desarrollo de
nuevos farmacos, con los cuales se pueda combatir el problema de la toxicidad de las

diferentes drogas actuales.
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CAPITULO 11
MARCO TEORICO

En este capitulo se van a tratar los siguientes puntos:

Compuestos Carbonilicos

Aldehidos y Cetonas

Adicion Nucleofilica

Mecanismo de Formacion de Iminas
Formacién de Hidrazonas

Espectroscopia Infrarroja

Resonancia Magnética Nuclear de Protones
Toxicidad de los Compuestos Organicos

Artemia salina
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Compuestos Carbonilicos

El grupo carbonilo es probablemente el grupo funcional mas importante de los
compuestos organicos y los compuestos que lo tienen en su estructura son llamados
compuestos carbonilicos. Estos compuestos son abundantes en la naturaleza y

muchos juegan un papel importante en los procesos biologicos (Bruice, 2006).

Los compuestos carbonilicos son aquellos que poseen un doble enlace
entre el carbono y el oxigeno C = O, el cual es conocido con el nombre de grupo
carbonilo. La figura 8 muestra las formulas generales de los diferentes grupos

funcionales que contienen el grupo carbonilo. (Allinger et al, 1984).

o]

0 0 0 /“\
)'L )J\ )]\ i ?
R H R R’ R OH

OH
Aldehido Cetona Acido carboxilico Acido peroxicarboxilico

(Peracido carboxilico)

Derivados de los acidos:

A L L

Anhidrido Ester Amida Halogenuro de acilo

Figura N° 8 Familias de compuestos que contienen al grupo carbonilo. Tomado
de Allinger et al, 1984,
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Aunque el enlace carbono oxigeno (C = O) es muy fuerte, 176-179
kcal/mol, algo mas fuerte que dos enlaces simples C-O (2 X 85,5 kcal/mol) es, sin
embargo, un doble enlace muy reactivo. La gran reactividad de los compuestos
carbonilicos es debido a la polaridad del grupo carbonilo; el oxigeno es mas
electronegativo que el carbono, por lo tanto el carbono carbonilico es un electréfilo,
por lo que se puede afirmar que va a ser atacado por nucleodfilo (Allinger et al 1984 y
Bruce, 2006).

Segin Wade (2004) los grupos carbonilicos mas simples son las
cetonas y los aldehidos, debido a que las cetonas tienen dos grupos alquilo (o arilo)
enlazado al &tomo de carbono carbonilico mientras que los aldehidos tienen un grupo

alquilo (o arilo) y un atomo de hidrogeno.

Gran parte de la quimica organica se encarga de estudiar los
compuestos carbonilicos. Los aldehidos y las cetonas son intermediarios en la
sintesis de muchos agentes farmacéuticos, innumerables procesos y en casi todas las
rutas industriales y biologicas. La comprension de sus propiedades y reacciones es

esencial y por esa razon se van a estudiar con un poco mas en detalle (McMurry,
2008).

Aldehidos y Cetonas

Los aldehidos son sustancias con férmula general RCHO; mientras que las
cetonas son compuestos con formula general RR’CO. Los grupos R y R’ pueden ser

alifaticos o aromaticos. (Morrison, 1998).

Los aldehidos y las cetonas se asemejan en la mayoria de sus propiedades. Sin
embargo, el grupo carbonilo de los aldehidos contiene, ademas, un hidrogeno,
mientras que las cetonas tiene dos grupos sustituyentes. Esta diferencia estructural

afecta a sus propiedades en dos formas:
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1. Los aldehidos se oxidan con facilidad para formar acidos carboxilicos,
pero por lo general las cetonas son inertes a la oxidacion. La diferencia
es consecuencia de la estructura; los aldehidos tienen un protén -CHO

que puede sustraerse durante la oxidacion, pero las cetonas no.

0 [O]
Q [0] 5 No hay
)J\ S /“\ /[_L * | Reaccién
R H R OH R R’

Aldehido Acido carboxilico Cetona

2. Los aldehidos suelen ser mas reactivos que las cetonas en adiciones

nucleofilicas. (Morrison, 1998)

reactivo de Schiff aldehido

Adiccion Nucleofilica

Los aldehidos y las cetonas participan en diversas reacciones para dar
una amplia gama de derivados utiles. La principal reaccion que sufren es la adiccion
nucleofilica al carbono carbonilico, donde el nucledfilo ataca al dtomo de carbono
electrofilico (C=0) del grupo carbonilo. Al mismo tiempo, hay una re-hibridacion del
carbono carbonilico, es decir, pasa de sp® a sp’, donde un par de electrones del doble
enlace carbono-oxigeno se mueve al atomo de oxigeno negativo, produciendo asi, un
i6n tetraédrico intermedio, como se evidencia en las figuras 9 y 10 (Wade 2004,
McMurry 2008)
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— ——
.\' THIE &4 5
[ Nu
R
— | L—0:

R/

L R

Compuesto carbonilico Intermediario tetraédrico
(con hibridacién sp”) (con hibridacién sp*)

Figura 9. Re-hibridizaciéon del carbono carbonilico. Tomado de McMurry
2008

El nucleofilo atacante puede tener carga negativa o neutra, y cuando

es neutro suele llevar un atomo de hidrogeno, el cual puede ser eliminado luego.

|
|

HO* - (ion hidréxido)

H:~ {ion hidréxido)

Algunos nucledfilos

: R4C:~ (un carbanién)
con carga negativa 2

RO~ (un ion alcéxido)

N =C:" (ion cianuro)

“ H(}H {agua)
Algunos nucleofilos | ROH (un alcohol)

{

|

|

1
neutros i H;N: (amoniaco)

H

|

RN H,(una amina)

Figura 10. Principales Nucleéfilos usados en las reacciones orginicas.
Tomado McMurry 2008




Existen diferentes reacciones donde

ellas tenemos las siguientes:

e Hidratacion
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participan los aldehidos y las cetonas, entre

Las cetonas y los aldehidos reaccionan con agua (nucleéfilo neutro)

para producir dioles germinales (gem). Esta reaccion es reversible, por lo

tanto un gem diol puede generarse de un aldehido o una cetona, figura 11

(McMurry, 2008)

Acetona (99.9%)

FHO =

OH

* i
H,C '/ “OH
5.

—

Hidrato de acetona (0.1%)

Figura 11. Hidratacion de cetona o aldehido. Tomado McMurry 2008.

e Formacion de cianohidrinas

Los aldehido y las cetonas reaccionan con el cianuro de hidrogeno

(acido cianhidrico), el cual es un liquido soluble en agua para formar
cianohidrina, figura 12 (Wade, 2004).

—

Benzaldehido

0
g \C/
@’ SH _HCN | @’ ~H
N
|

HO CN

Mandelonitrilo (88%)
{(una cianohidrina)

Figura 12. Formacion de cianohidrinas. Tomado de McMurry 2008.
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e Adicién de reactivo de Grignard v reactivo hidruro: formacion de alcoholes

Las cetonas y aldehidos reaccionan con el reactivo de Grignard,
RMgX, produciendo un alcohol debido a la adicion nucleofilica de un
carbanion. Por otro lado cuando una acetona y un aldehido estan en contacto
con LiIALH4s o NaBH; reduce al grupo carbonilo y también se produce un
alcohol (McMurry, 2008).

e Adicion de aminas: formacion de iminas

En condiciones adecuadas, el amonio o una amina primaria, RNH, se
une a los aldehidos y cetonas para formar una imina. Las iminas son analogos
nitrogenados de las cetonas vy aldehidos, con un doble enlace carbono-
nitrégeno (Wade, 2004)

Mecanismo de Formacion de Iminas

La formacion de iminas es un proceso reversible comenzando con la adiccion
de un nucledfilo basico de la amina primaria al grupo carbonilo. Seguido de la
transferencia de un proton del nitrégeno al oxigeno, dando lugar a un intermediario

inestable denominado carbinolamina (McMurry, 2008)

La carbinolamina se trasforma en una imina mediante la pérdida de agua y la
formacion de un doble enlace: deshidratacion. La deshidratacién requiere un
catalizador 4cido para protonar el grupo hidroxilo y convertirlo en un buen saliente
(agua). El cation resultante esta estabilizado por una estructura de resonancia con
todos los octetos completos y la carga positiva localizada en el nitrogeno. La pérdida

de un proton da lugar a una imina (Wade, 2004).
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En la figura 13 se observa con detalle el mecanismo anteriormente descrito

por el cual probablemente transcurre esta reaccion.

| MECANISMO CLAVE Formacién de iminas

Paso 1: la amina se adiciona al carbonilo. Paso 2: protonacion y desprotonacion.

0O t)t G H§ o

poo I ]

7N\

/ R—N T

\ carbinolamina
atague nucleolilico transferencia ripida de protén

La segunda parte de este mecanismo es una deshidratacién catalizada por un dcido.

Paso 3: protonacién del hidroxilo. Paso 4: pérdida de agua. Paso 5. desprotonacion.

H_ I

"‘(:'):-* - \:(',)( \C( \(./ \( /7
—C— = —C— = ~— + HON =2 + 11,0
1 . "
N I ‘ minorituno mayoritario
carbinolamina protonada intermedio (1odos los octetos completos) imina

Figura 13 Formacion de una Imina. Tomado de Wade 2004.

Los aldehidos y cetonas también se condensan con otros derivados del
amoniaco, tales como la hidroxilamina y las Hidrazinas sustituidas para formar

derivados de iminas.

La hidroxilamina reacciona con aldehidos y cetonas generalmente al
utilizar como medio de reaccion al acido acético y el acetato sodico para formar
oximas (Allinger et al, 1984). Los derivados de hidrazina reaccionan para formar
Hidrazonas. El mecanismo de reaccion es similar al mecanismo para formar iminas
(Wade, 2004).Por otro lado las hidrazonas sustituidas se comportan de manera

analoga a las hidroxilamina (Allinger et al, 1984).

Este trabajo se basara esencialmente en una variante muy util de la
formacion de iminas, consiste en hacer reaccionar aldehidos y cetonas con hidrazina

para formar hidrazonas mediante la adicion nucleofilica de hidrazina.
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Formacion de hidrazonas

Las cetonas y aldehidos reaccionan con hidracina para generar
hidrazonas, (McMurry, 2008). Por la adicion de derivados de la hidracina sustituidas,
generalmente se utiliza fenilhidracina, en disolucion de 4cido acético, se obtiene la
fenilhidrazona (Beyer, Walter, Wolfgang, Coaut, 1987)

H

” /H
R=C{g HHaN-NH—CeHs —= R—C

SN=NH-CgHs
Fenilhidracina Fenilhidrazona

+H20

Figura 14. Formacion de Hidrazona. Tomado de Beyer, Wolfgang, 1987

La hidracina o el hidrato son poco caracteristicos de este tipo de reaccion,
debido a que no reacciona s6lo un grupo NH; para formar Hidrazona de aldehido,

sino que reaccionan ambos grupos de NH; originando aldazinas.

'
-R T R—C=N- :'—-C—R
Aldazina

Figura 15. Formacion de Aldazina. Tomado de Beyer, et.al 1987
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Por corto calentamientos de la Aldazina con hidrato de hidracina se

obtiene hidrazonas de aldehidos, relativamente inestables.

H H

1 I M
R—C=N—N=C—R + HjN—NH; ——e 2 R—t‘.‘%
N—NH;
Hidrazona de aldehido

Figura 16. Formacién de Hidrazona de aldehido. Tomado de Beyer, et.al 1987
Reaccion de Wolff-Kishner.

La reaccion Wolff-Kishner comprende la formacion de Hidrazonas
intermedias, RyC=NNH,, seguidamente de la migracion del doble enlace teniendo
lugar cuando la base elimina uno de los protones débilmente acidos del NH para
generar un anion de hidrazona. Debido a la resonancia, el doble enlace se coloca entre
los atomos de nitrogeno y una carga negativa sobre el carbono. La alta estabilidad de
la molécula de N, produce la pérdida del nitrogeno y la formacion de un anion

alquilo.
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¢
n/ '\“,
) La reaccion da un sidahido o e ura
cetona con hideacing produce una 0 ]l
hidrazona por s tuta normal.
b *
¢
R S
L pase sustraa un protdn del N-H
delaimanta &do, producendo un srdn ‘
migrarora Este anion tene van forma al
resonanio Que coloca ta carga negativa en
o carbong y an ol aniace doble entrz los -
Nitréancs. s '
i e |
o n’g‘“a-
£ La protonacidn del anidn hidrasons ocurre en 0”
ol carbono para producir yn intermediario |
neutro.
C.
Ry
A
{} La desprotonacion del N-H débilmente cido
restante ocurre can la pérdida simuitdnea del OI
nitrdgeno para dar un carbenion..,
£,
Ry ¢ +
A
() ! cual se protona para dar el slcano como 51K
producto.
.
RY M
A

Figura 17. Mecanismo de la reduccién Wolff-Kishner de una cetona o aldehido

para producir un alcano. Tomado de McMurry 2008.
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Espectroscopia Infrarroja

El espectrofotometro Infrarrojo mide las frecuencias de la luz que son
absorbidas por un compuesto. En un espectrofotometro sencillo se utiliza dos haces
de luz, las cuales son: a) El haz de la muestra la cual pasa a través de la celda de
muestra. b) El haz de referencia que pasa a través de referencia que contiene sélo el
disolvente. El espectro infrarrojo se puede realizar en solidos, liquidos o gases. Los
solidos deben ser triturados y mezclados con KBr (polvo) hasta conseguir una mezcla

homogénea, la cual va a ser analizada (Wade, 2004).

En la espectroscopia IR se utilizan dos tipos de espectrometros: de tipo
disperso y de transformada de Fourier en este trabajo se utilizo el espectrofotometro

de infrarrojo de trasformada de Fourier.

Espectrofotometro de infrarrojo de trasformada de Fourier

Un espectrofotometro de infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR)
utiliza un interferémetro (Ver figura 18), para medir un espectro. La luz infrarroja va
desde la fuente incandescente hasta un separador del haz luminoso, realizado
generalmente con KBr pulido colocado a un angulo de 45° con respecto al haz. Parte
de la luz atraviesa el separador y parte es reflejado con un angulo de 90°. La luz
reflejada incide sobre un espectro estacionario, mientras que la transmitida incide
sobre un espejo que se mueve a velocidad constante. Los rayos retornan de los
espejos para recombinarse del separador. Los rayos del espejo mévil han recorrido
una distancia diferente al recorrido por los espejos fijos y los dos tipos de rayos se
combinan para crear un modelo de interferencia denominado interferograma. El
mismo contienen simultaneamente todas las frecuencias pero desfasadas unas de otras
con una fraccion de segundo, pasando a través del compartimiento de la muestra al
detector. (Wade, 2004).
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espejo fijo

Faz luminoso

mucsira

et

Figura 18. Diagrama de un espectrofotometro de "infrarrojo de
transformada de Fourier (FTIR). Tomado de Wade 2004.

El espectro infrarrojo suministra informacion sobre los grupos
funcionales presentes en un compuesto, los cuales permiten obtener informacion
acerca de la estructura quimica, impurezas e interaccion entre grupos sustituyentes,
por lo cual que es de gran importancia en cuanto al analisis cualitativo y cuantitativo

(Servicios de Instrumentacion Tecnologica, 2007)

Segin el Servicio de Instrumentacion Tecnoldgica (2007) el espectro
infrarrojo posee una gran selectividad, por lo tanto es util para realizar analisis
cuantitativo en una mezcla compleja y teniendo multiples aplicaciones: analisis de
polimeros, aditivos, estudios forenses, identificacion de contaminantes ambientales,
medicina, diversas areas de la quimica (organometilicos, organica, inorganica,
agricola, industrial, etc.) (Servicio de Instrumentacién Tecnolégica, 2007), Sin
embargo no proporciona mucha informacion sobre el esqueleto de carbono o sobre
los grupos aquilos de un compuesto, estos aspectos se determinan con mayor
facilidad realizando un espectro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) (Wade,
2004)
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Resonancia Magnética Nuclear de protones (RMNH')

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear es una de las
herramientas mas valiosas que posee la quimica, ya que permite determinar las
estructura de la moléculas organicas, el espectro RMN se utilizan generalmente en

conjunto con otros tipos de espectroscopia y analisis quimicos (Wade, 2004)

La espectroscopia de RMN fue desarrollada a finales de los afios
cuarenta para estudiar los nicleos atémicos. En 1951, los quimicos descubrieron que
la espectroscopia de resonancia magnética nuclear podia ser utilizada para determinar
las estructuras de los componentes organicos. Esta técnica espectroscopica puede
utilizarse solo para estudiar nicleos atomicos con un nimero impar de protones o
neutrones. Esta situacion se da en los atomos de 'H, °C, ' F Y *'P. Este tipo de
nucleos son magnéticamente activos, es decir, poseen espin, igual que los electrones,
ya que los niicleos tienen carga positiva y poseen un movimiento de rotacion sobre un
eje que hace que se comporten como si fueran pequefios imanes. En ausencia de
campo magnético, los espines nucleares se orientan al azar. Sin embargo cuando una
muestra se coloca en un campo magnético los nicleos con espin positivo se orientan
en la misma direccion del campo, en un estado de minima energia denominado estado
de espin a, mientras que los nucleos con espin negativo se orientan en direccion
opuesta a la del campo magnético, en un estado de mayor energia denominado estado
de espin p (Wade, 2004)
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tubo de mucstia

Tz - M
1 campo magnétion

8 ==
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Figura 19. Espectrémetro de Resonancia Magnética Nuclear. a.)Diagrama
de un espectrometro de resonancia magnética nuclear; b) Espectro de
RMNH' del metanol. Tomado de Wade, 2004

Toxicidad de los Compuestos Organicos

La toxicidad aguda de una sustancia quimica se refiere a los efectos adversos
que se manifiesta tras la administracién oral o cutdnea de una sola dosis de la
sustancia, de dosis multiples aplicadas en 24 horas, o como consecuencia de la
inhalacion durante 4 horas. (Publicacion de la Naciones Unidas, 2005)

Segiin Garcia (2001). La toxicidad aguda se suele medir en términos de la
dosis que produce la muerte de un 50% de individuos de una determinada poblacion

(dosis letal media: DLsy). La dosis se expresa por kg de peso vivo, para poder
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comparar individuos de distintos tamafios. Mientras menos sea la DLs, mayor ser4 la

toxicidad. Convencionalmente:

¢ DLsymenor a | mg/kg toxicidad extrema

e DLspentre 1 mg/kg y 59 mg/kg toxicidad alta

e DLs entre 59 mg/kg y 500 mg/kg toxicidad moderada
¢ DLsgentre 500 mg/kg y 5000 mg/kg toxicidad ligera

Toxicidad aguda |
100 =i o i e i .
Muzrtes /’—;
%
Nz |
|
// ' Dasis letal 50 (DLgo!
i
C
Concentracién de txico (log)
I

Figura 20. Toxicidad aguda. Tomada de Garcia, 2001

La determinacion de la toxicidad cronica de una sustancia es muy costosa y
larga debido a que primero se debe determinar la méxima dosis sin efectos nocivos
(de cualquier tipo) en al menos tres especies a lo largo de varias generaciones. Por
esta razon este tipo de prueba se lleva a cabo solamente en sustancias los ensayos mas
sencillos (Garcia, 2001)

Artemia Salina
Unos de los grupos de crustaceos mas populares para el estudio son las

Artemia, también conocido como “monos de mar”, las Artemia pertenecen al orden

de crustaceo conocido como branquidpodos. Se caracterizan por estar dotados de
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apéndices toracicos en forma de hoja, cada uno es portador de una branquia y carecen
de caparazon rigido, contrariamente como sucede con la mayoria de los crustaceos.
(Castello, F 1993)

El género Artemia estda compuesto por varias especies, de las cuales se han
podido identificar al menos cinco especies bisexuales y wvarias poblaciones
partenogenéticas, entre ellas Artemia salina Leach, Artemia persimilis Piccinelli y
Prosdocimi, Artemia franciscana Kellogg (bisexuales) y Artemia partenogenetica
Bowen y Sterling.(Pino; Lazo, 2010). Esto se debe a que se han realizado varios
experimentos de cruzamiento entre ejemplares de cepas bisexuales de distinto origen
geografico. EIl primer hecho sorprendente es su exclusiva presencia en agua
hipersalinas, en salinas solares marinas o litorales, en enormes lagos salados. Sin
embargo sorprende mas el hecho de que, teniendo su ancestro en formas de aguas
dulce, han conseguido adaptarse a las condiciones tan extremas de estos ecosistemas.
(Castello, F 1993).

Las Artemias pueden crecer a temperaturas entre 6 y 35°C. Se alimentan de
algas y bacterias y son fuente de alimentos para peces, pajaros y varios invertebrados.
Las hembras producen huevos que, en condiciones externas favorables, eclosionan
produciendo larvas de un tamafio aproximado de 1 mm. Los huevos también pueden
formar quistes y permanecer en esta forma por un afio o mas. Las Artemias se
convierten en adultos transcurridas 6 a 8 semanas, alcanzando un tamaiio promedio
de 7mm. (Pino et al, 2010).

Las Artemias son el Gnico animal que se vende en estado criptobiotico, es
decir, en forma de quiste, esto constituye la clave para su utilizacion en los ensayos
biologicos, ya que las especies en estado criptobidtico son mas adecuadas para el
desarrollo de un bioensayo estandar. La disponibilidad de los huevos (quiste) ofrece

una serie de ventajas tales como:
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¢ No hay necesidad de mantener una colonia viva permanentemente.
e Las pruebas pueden realizarse donde sea y cuando sea necesario.

e Se dispone siempre de un nimero de individuos suficiente

Las Artemias pueden ser utilizadas para evaluar la actividad citotoxica de
diversos farmacos, segin Castillo; Guette; Baldiris; Jaramillo; Olivero (2007). La
Justicia secunda, es una planta usada en medicina tradicional con diversos fines, tales
como calculos renales, trastornos glicémicos entre otros. [gualmente posee pigmentos
rojizos y azules que son liberados en medios acuosos y alcohélicos, los cuales pueden
ser usados con fines farmacéuticos. Hasta los momentos no sean realizados estudios
toxicolégicos, ni farmacéuticos amplios de esta planta, pero si se ha reportado

actividad citotoxica frente a Artemia Salina del extracto acuoso ( CLs;=37,93
ug/mL)
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CAPITULO 111
METODOLOGIA

En este capitulo se presenta en primer lugar el disefio de la
investigacion seguido de la definicion de variables, propuesta de la investigacion y

por ultimo los procedimientos.

Diseiio de la investigacién

Segun el disefio de la investigacion este trabajo es de tipo experimental
debido a que se manipulan las variables que pueden afectar la sintesis. (Hernandez,
Fernandez y Baptista, 2006). La calidad de los materiales de partida puede ser

controlada antes del proceso de sintesis, para asi obtener mejores resultados.
Definicién de variables
Controladas
¢ (Calidad de los reactivos y solventes.
* Condiciones experimentales para la sintesis y de los ensayos biologicos (pH,
temperatura, solventes, etc.)
e Concentraciones de diferentes derivados de los 2-metoxibencilhidrazonas
sustituidas sintetizadas utilizadas para la actividad bioldgica.

Dependientes

¢ Posible toxicidad de los diferentes derivados de los 2-metoxibencilhidrazonas

sustituidas sintetizadas.
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Independientes

e Estructura quimica de los diferentes derivados de los 2-

metoxibencilhidrazonas sustituidas sintetizadas.
Sintesis de los derivados de 2-metoxibencilhidrazonas sustituidas.
La sintesis comienza con la adiccion de un nucledfilo basico en el
aldehido o cetona al grupo carbonilo. Seguido de la transferencia de un proton del

nitrogeno al oxigeno.

Propuesta de Investigacion

Benzaldehido sustituido
HaC
0 HN—NH, 0
0 H
+
R
2-metoxibencilhidrazina
l '
a: metanol al 95%, 5 H
gotas de 4acidos NH
acético glacial; N
0 0
HaC”™ R
2-metoxibelcilhidrazonas R sustituida

Figura 21. Esquema general de sintesis de 2-metoxibencilhidrazona sustituida.
(R=4-DMA, 2,4-DCl, 2,4-DOMe, Phe, 2,4-DF, 4-F, 3, 4,5-TOMe, Me).
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Procedimiento General para la Sintesis de Derivados 2-metoxibencilhidrazonas

sustituidas.

En un balén de 50 mL provisto de agitador magnético se mezclaron
1,3 mmol del benzaldehido (R) sustituido, Immol de 2-metoxibenzahidracina y 15
mL de metanol al 95%, una vez disuelta se adicion6 5 gotas de 4cido acético glacial.
La mezcla se reflujo por 3 horas. Finalmente la reaccion, el solido se filtré por
succion y se recristalizé con 20 mL de una mezcla de metanol-agua (9:1). El solido se

caracterizo por su punto de fusion y sus espectro de FT-IR y HRMN'.




Procedimiento para la sintesis de derivados 2-metoxibencilhidrazonas

Agregar en un balén de 50mL, provisto de un agitador magnético, 1,3 mmol del benzaldehido (R)

sustituido y 1 mmol de 2-metoxibencilhidracina

Aniadir metanol agitando constantemente hasta disolver la mezcla

.

Agregar 5 gotas de acido acético glacial

Reflujar la mezcla durante 3h con agitacion constante

v

Dejar enfriar
Solido liquido

Filtrar al vacio Concentrar en un rotaevapoidor

.

Liquido solido Solw:

Desechar Recristalizar por mezcla Recu;erar

MeOH:H,0
Filtrar al vacio
Secar{n estufa

Medir la UL del cristal

Tomar punto de fusién

v

Identificar a través de espectroscopia de IR y 'HRMN

Graficol. Marcha para la sintesis de derivados

metoxibencilhidrazonas.Tomado y ajustado de Muiioz (2006)

33

o



34

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS NUEVOS
DERIVADOS DE 2 METOXIBENCILHIDRAZONAS

La evaluacion de la actividad biologica se realizé a través de un ensayo
sencillo y confiable, que es la prueba de toxicidad sobre el crusticeo Artemia salina.
Este crusticeo posee una piel muy permeable, lo que permite el intercambio de
sustancias desde el medio en cual se encuentre a su interior y viceversa, lo que facilita
su utilizacion en estas pruebas. Para esto se sigue el protocolo desarrollado, por
McLaughlin, J., Colman-Saizarbitoria, T y Anderson, J. E en 1995, titulado Ensayo

de toxicidad sobre Artemia salina.

Para la realizacion del ensayo con la Artemia salina se realizara la incubacién
siguiendo el procedimiento indicado, para esto, se colocaran las huevas de Artemia
salina en una incubadora con agua de mar y se esperard 48 horas para que eclosionen

los quistes. (Ver figura 22).
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INCUBACION DE LA ARTEMINA SALINA

-_—

Colocar las huevas de Artemia salina en una incubadora que contenga agua de
mar (fresca)

l

Esperar que crezcan las Artemia salinas
B — —_'—J

Figura 22. Procedimiento para la incubacion de la Artemia salina. Tomado y
ajustado de McLaughlin, J., Colman-Saizarbitoria, T y Anderson, J. E. (1995)

Se realizara el ensayo de toxicidad siguiendo el protocolo establecido en el
grafico 3, para esto se prepararon solucién de concentracion 10, 100 y 1000 ppm de
los nuevos derivados de 2- metoxibencilhidrazonas transfiriendo 2 mg a un vial de 2
mL, se completara con CHCI; y se disolvera la muestra completamente, se trasfiere
0,5 mL de la solucién a cuatro tubos de ensayo identificados previamente limpios y
secos (1 de estos es utilizados para preparar la disoluciéon a 100 ppm) a tres de los
tubos de ensayo se les dejo evaporar completamente el solvente a sequedad, se agregd
1 mL de agua de mar y 10 Artemia salinas en cada tubo utilizando un gotero de punta
alargada, el volumen sera completado a SmL con agua de mar, se esperara 24 horas y
se contara las Artemia salina muertas en cada tubo de ensayo. Con el cuarto tubo de
ensayo se realizara el mismo procedimiento completando a 2 mL la disolucién para la
concentracion final de 100 ppm y por ultimo con el cuarto tubo de ensayo de la
segunda dilucién se realizara este procedimiento para obtener la concentracion de 10
ppm; por dltimo los resultados obtenidos de la mortalidad en cada una de las

diluciones realizadas se utilizara para determinar la DLs,
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Ensayo de Toxicidad

Transferis Imgde n!w-Mao delos compuestos sintetizadosaun vialde 2l

Diselver noﬁﬂ...ﬂ.n: lamuesta

Completar 8 2m!con CHCY, -
Transferic 0,5l de b*. olucions custro tubos de anaye _
v 12 v v
1000ppm 05k 0.5ml OSml (L3 Wr
. -— S TP mﬂ-f
Daiar evaporar el solvants asequadad
ﬁ [ e "
| Transfaric 0,5l de w-_w oluciona custre tubosde eniaye W
|
Agregar | deaguademar frarca W
o e : N S 2R v
100 ppm 0imk 05gh OSml E“Hmr
Agregar 10 drremia: zaiina: scadarsbodeE. 7/ ”
|
H W .
Completar el volumen bastal gl conaguademar [ o " ) ) ﬁ
@ Dajarevaporar el solvents asequedad
Esparas uﬂ 2Akoras ﬁ _.H.:h:.s.u 0.5l delasolucions cusro robos de ansaye y
) g B o Agegar | deagusdemar frasca { |
Contar las Artemiasalica muertas an cacatudo So ensayo ¥ | v v v v
Dutesmizar 41 DL [10 ppm 0iml 0.5ml 05wl 3.3
_—_—_—-- Agragar L0 rremiaz calina: scadanebodeE m
| L -
-
Completar el volumen hasta$ gl con agua de mas Desechar

'

Esperar uw Zdkoras

1
W Contar las Artemia salina muertas oz cadatudo de snsyo v
[ Daterminar o DL ;.

L

Grifico 2 Ensayo de toxicidad sobre Artemia salina. Tomado y ajustado de McLaughlin, J., Colman-Saizarbitoria, T 'y
Anderson, J. E. (1995)
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CAPITULO 1V
PARTE EXPERIMENTAL

Consideraciones Generales

Los puntos de fusién fueron determinados en un aparato electrothermal y no
fueron corregidos. Los espectros de infrarrojo fueron tomados en wun
espectrofotometro IR Perkin Elmer Espectro RX con Transformada en Fourrier, la
absorbancia es reportada en cm™ . Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de
protones (RMN 'H) fueron tomados en un espectrometro JEOL ECLIPSE 270 (270
MHz). Se utiliz6 CDCl; como solvente. El desplazamiento quimico (8) esta reportado
en ppm, empleando como patrén interno de CHCls. Las cromatografias en capa fina
(Thin Layer Cromatography TLC) se realizaron en placas de POLYGRAM® de silica
gel con indicador fluorescente UVys4. Los solventes utilizados en la sintesis fueron

previamente purificados.
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Materiales y Equipos

Equipos

Espectrometro IR, Perkin Elmer. Modelo: espectro RX (FT)
Espectrémetro Joel. Modelo: Eclipse 270 (270 MHz)
Fusiometro electrothermal, Melting Point Apperatus. Modelo:
3306DDMETPT

Léampara de luz ultravioleta. Modelo: 6286T16,T25

Placas de TLC POLYGRAM®

Rotavaporador Buchi. Modelo R’s

Solventes

Etanol

Metanol

Cloroformo (deuterado)
Acido Acético Glacial

Dimetilsulfoxido ,DMSO ( deuterado)

Material de vidrio

Vidrio de Reloj
Vaso Precipitado
Balon

Tubo de Ensayo
Matraz Erlenmeyer
Tubo Refrigerante

Termometro
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Parte experimental seccién quimica

1. Sintesis de 4'(N,N-dimetilamino) -2-metoxibencilhidrazona

H
3C“‘0 0
3
4 6

5

Procedimiento:

En un balén de 50 ml provisto de agitador magnético se mezclaron
149,1 mg del 4-dimetilaminobenzaldehido, 166,9 mg de 2-metoxibenzahidracina y 15
ml de metanol, una vez disuelta se adiciono 5 gotas de 4cido acético glacial. La
mezcla se reflujo por 3 horas. Transcurrido ese tiempo la mezcla se filtré por succion,
el sdlido obtenido se recristalizo en una mezcla de metanol-agua (9:1). El solido se

caracteriz por su punto de fision, propiedades espectroscopicas (IR y RMN'H).
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Figura 23. Espectro de RMNH' para el compuesto 4’(N,N-dimetilamino) -2-
metoxibencilhidrazona

Se obtuvo un % de Rendimiento (%R) = 66,05%

Punto de Fusién = 186-188°C.

IR KBr (em™)= 3260 (NH); 1702 (O=C-N); 1636 (C=N); 1059 (O-CHz);
1181 (C-N).

RMN "H (CDCl; ) 10,626 ppm s 1Hqu, ; 8,288 dd 1Hgse); J,= 7,67 Hz y J; 1,75 Hz ;
8,082 ppm s II'I(CHN}', 7,678 ppm d 21‘1{ H2'y H6%) Jm2’ﬂ3'yﬁ6"ﬂ5°)= 8,91 HZ; 7,458 ppm
td 1H(H5) z J(H5ﬂ4,Hq)=7,67 Hz yJ(Hj,Hj):l,73 Hz ; 7,103 ppm td IH(H4) J([{j,H4IH5):7,68
Hz y J314167=0,75 Hz ;7,004 ppm d 1Hgs)J a3, 04= 8,42 Hz ; 6,701 ppm d 2H 5 Y HS5)
J(Hj "H6'YH3 ' H2)™ 8,91 Hz 2 4,0146 ppm s SH(OMe) 5 3,0046 ppm s 6H(NM82)
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En el espectro de RMNH' del compuesto 1 se observaron las sefiales
caracteristicas del mismo, en 3,0046 ppm un singlete que integra 6 protones
asignados al grupo NMe,; en 4,0146 ppm un singlete que integra 3 protones
asignados al grupo OMe; en 6,701 ppm un doblete con una J=8,01 Hz asignado a los
protones (Hs- Hgy Hy Hy) .A 7,004 ppm un doblete con una J=8,42 Hz asignado a los
protones (Hs, Hy); en 7,103 un triplete con una J= 7,68 Hz asignados a los protones
(Hs,Ha, Hs) y otra J=0,75 Hz asignado a los protones (H,, Hy); en 7,458 un triplete
con una J= 7,67 Hz correspondiente a los protones (Hs, Hs, Hy) y otra J - 1,73
asignados a los protones (Hs y Hs), en la sefial 7,678 ppm un doblete con una J=8,91
Hz asignado al proton (Hy, Hyy Hs. He). En 8,082 ppm presenta un singlete
asignada a un protén correspondiente al grupo (CHN); en 8,288 ppm un doblete de
doblete con una J=7,67 Hz asignado al proton (Hs). Por ltimo la seiial 10,626 ppm

es un singlete asignado a un protén perteneciente al grupo (NH).
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2. Sintesis de 2°,4"-dicloro-2-metoxibencilhidrazona

5
H cl
3C““0 0 6~
3 nll/N* X7 3
H Cl
3 6
5

Procedimiento:

En un balén de 50 ml provisto de agitador magnético se mezclaron
228.8 mg del 2.4 diclorobenzaldehido con 167,2 mg de 2-metoxibenzahidracina y
15 ml de metanol, una vez disuelta se adiciono 5 gotas de acido acético glacial. La
mezcla se reflujo por 3 horas. Transcurrido ese tiempo la mezcla se filtro por succion,
el solido obtenido se recristalizo en una mezcla de metanol-agua (9:1). El sélido se

caracterizo por su punto de fision, propiedades espectroscopicas (IR y RMN'H).
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Figura 24. Espectro de RMNH' para el compuesto  2°,4’-dicloro-2-
metoxibencilhidrazona.

Se obtuvo un Rendimiento (% R)=64,98%

Punto de Fusion=168°C

IR KBr (ecm™) =3100 (NH); 1702 (CONH); 1676 (C=N); 790 (CI).

RMN 'H (CDCl3) 10,9588 ppm s 1Hnmy, 8,5483 ppm s 1Hcuny; 8,3123 ppm dd
1Hs) J @3 n9=7,668 Hz y Jgsns5)= 1,73 Hz; 8,2015 ppm d 1Hgs) J6.u5~8,66 Hz;
7,5376 ppm td 1Huss) J s pane= 8,65 Hz y Jys u3=1,73 Hz; 7,3874 ppm d 1Hgs,
Jwsnsy=1,971 Hz; 7,2967 ppm dd 1Hws Jas uey=8,64 Hz y Jys ws= 1,73 Hz ;
7,1520 ppm t 1Hgay Jaram3,n5=7,66 Hz; 7,0321 ppm d 1Hwme J s ns=8.424 Hz;
4,0494 ppm s 3H(OCHj).
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En la espectro de RMNH' del compuesto 2 se presentaron las
siguientes sefiales de RMNH', a 4,0494 ppm un singlete que integra tres protones
asignado al grupo OCHj; en 7,0321 ppm un doblete con una J=8,424 Hz asignado a
los protones (Hs He).A 7,1520 ppm un triplete con una J=7,66 Hz asignado a los
protones (H, H; Hs); en 7,2967 un doblete de doblete con una J= 8,64 Hz
correspondiente a los protones (Hs, Hs) en la seiial 7,1520 ppm un triplete con una
J=7.911 Hz asignado al protén (Hs He') y otra J=1,73 Hz asignado a los protones (Hs-
vy H3). En 7,3874 ppm presenta un doblete con una J=1, 971 Hz asignado a los
protones (H;- Hs); en 7,5376 ppm un triplete con una J=8,65 Hz asignado a los
protones (Hy Hs Hs) y otra J=1,73 asignado a los protones (H; Hs); en la sefal 8,2015
un doblete con una de /= 8,66 Hz asignado a los protones (Hs, Hs); en la sefial 8,3123
ppm presenta un doblete de doblete con una J= 7,668 Hz asignado a los protones
(Hs,H4) y otra J= 1,73 Hz asignado a los protones (Hs,H;).En la sefial 8,5483 ppm
representa un singlete asignado a un proton correspondiente al grupo (CNH). Por
ultimo la sefial 10,9588 ppm es un singlete asignado a un proton perteneciente al
grupo (NH).
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3. Sintesis de 2’,4’-dimetoxi-2-metoxibencilhidrazona

o
- 0
s o 67 “CH,
N
3 o " 3
-
4 6 HH3C/0

Procedimiento:

En un balon de 50 ml provisto de agitador magnético se mezclaron
217,3 mg del 2.4 dimetoxibenzaldehido con 168,6 mg de 2-metoxibenzahidracina y
15 ml de metanol, una vez disuelta se adiciono 5 gotas de acido acético glacial. La
mezcla se reflujo por 3 horas. Transcurrido ese tiempo la mezcla se filtré por succion,
el solido obtenido se recristalizo en una mezcla de metanol-agua (9:1). El sélido se

caracterizo por su punto de fision, propiedades espectroscopicas (IR y RMN'H).
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Figura 25. Espectro de RMNH' para el compuesto 2°4’-dimetoxi-2-
metoxibencilhidrazona.

Se obtuvo un rendimiento %R=22, 6%

Punto de Fusién= (173-175°C)

IR KBr (cm™) =3207 (NH); 1700 (CONH); 1653 (C=N); 1100 (OMe).

RMN 'H (CDCl;) 10,7940 ppm s 1H wm); 8,4954 ppm s 1Hcuny; 8,3150 ppm dd
IHas) Jas ny=791 Hz y Jgsus= 1,97 hz; 8,1191 ppm d 1Hae) J s 158,66 Hz;
7,4753 ppm td 1Has) J a6 15,146,424 Hz y J w5 12=0,99 Hz; 7,1337 ppm td 1Hgs)
Jwis an5=8,15 Hz y J 314 116=0,97 Hz; 7,0742 ppm d 1Hws) J s 15=8,34 Hz; 6,5604
ppm dd 1Hwms) Jme:nsy=8,64 Hz y Jmsuz=2,214 Hz; 6,4286 ppm d 1Hgs
Ja3159=2,24 Hz; 4,0320 ppm s 3Home 2y; 3,8562 s 3Hocms 2); 3,8324 s 3Home 4.
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En el espectro de RMNH' del compuesto 3 se observaron las sefiales
caracteristicas del mismo, en 3,8324 ppm un singlete que integra 3 protones
asignados al grupo (OMey); en 3,8562 ppm un singlete que integra 3 protones
asignados al grupo (OCHjs ;+; en 4,0320 ppm un singlete que integra 3 protones
asignados al grupo (OMe;); en 6,4286 ppm un doblete con una J=2,24 Hz asignado a
los protones (Hs, Hs'). A 6,5604 ppm un doblete de doblete con una J=8,64 Hz
asignado a los protones (Hy, Hs) y otra J=2,214 Hz asignado a los protones (Hs:
Hj); en 7,0742 ppm un doblete con una J= 834 Hz asignados a los protones
(Hs,Hs); en 7,1337 ppm un triplete con una J= 8,15 Hz correspondiente a los
protones (H; Hs Hs) y otra J - 0,97 asignados a los protones (H, vy Hs), en la sefial
7,4753 ppm otro triplete con una J=6,424 Hz asignado al proton (Hs, Hs Hy) y otra J=
0,99 Hz asignado a los protones (Hs,Hs). En 8,1191 ppm presenta un doblete con un
J=8,66 Hz asignado a los protones (Hs-, Hs'); en 8,3150 ppm un doblete de doblete
con una J= 7,91 Hz asignado a los protones (Hs,Hs) y otra J= 1,97 Hz asignado a los
protones (H3,Hs); en la sefial 84954 ppm singlete asignada a un proton
correspondiente al grupo (CHN).Por dltimo la sefial 10,7940 ppm es un singlete
asignado a un protén perteneciente al grupo (NH).
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4. Sintesis de (E)-N-(benzil)-2-metoxibenzoilhidrazona

H3C\O
3
4

5

Procedimiento:

En un balén de 50 ml provisto de agitador magnético se mezclaron
151,8 mg del benzaldehido con 1834 mg de 2-metoxibenzahidracina y 15 ml de
metanol, una vez disuelta se adiciono 5 gotas de acido acético glacial. La mezcla se
reflujo por 3 horas. Transcurrido ese tiempo la mezcla se filtrd por succion, el solido
obtenido se recristalizo en una mezcla de metanol-agua (9:1). El sélido se caracterizo

por su punto de fisién, propiedades espectroscopicas (IR y RMN'H).
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Figura 26. Espectro de RMNH' para el compuesto (E)-N-(benzil)-2-
metoxibenzoilhidrazona.

Se obtuvo un % de Rendimiento (%R) =89, 47%

Punto de Fusion=175°C

IR KBr (em™)= 3261,9(NH); 1647,7(C=N): 1702,0(CONH)

RMN 'H (CDCls) 10,815 ppm s 1 Hoa; 8,3141 ppm dd 1Hgss) J s o= 7,66 Hz y
Jausns= 1,73 Hz; 8,2500 ppm s 1Hnmy; 7,8059 ppm m 2Hayuen J w2 ns y ve'Hs 7=
1,425 Hz y Jgs na v n2,mey= 2,214 Hz; 7,5174 ppm td 1Hws), Jasnsne= 8,34 Hz y
Jasu3=1,971 Hz; 7,3975 ppm m 3Hgss ya psy 37,1127 ppm td 1Hw4y;, Jaas mems=
7,641 Hz; 7,0174 ppm d 1Hs) J #1615~ 8.154 Hz; 4,0320 ppm s 3H (OCH3).
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En el espectro de RMNH' del compuesto 4 se observaron las sefiales
caracteristicas del mismo, en 4,0320 ppm un singlete que integra 3 protones
asignados al grupo (OCH;); en 7,0174 ppm un doblete con una J=8.154 Hz asignado
a los protones (Hs Hs). A 7,1127 ppm un triplete con una J=7,641 Hz asignado a los
protones (H3, Hy Hs); en 7,0742 ppm un doblete con una J= 8,34 Hz asignados a los
protones (He,Hs); en 7,3975 ppm un multiplete asignado a tres protones (Hi-. Hs
Hs'), en la sefial 7,5174 ppm un triplete con una J=8,34 Hz asignado a los protones
(He, Hs, Hy) y otra J= 1,971 Hz asignado a los protones (Hs,H;). En 7,8059 ppm
presenta un multiplete con un./=7,425 Hz asignado a los protones (Hy, Hj-y Hq Hs)
y otra J=1,971 asignado a loa protones (Hs y H;); en 8,2500 ppm un singlete
asignada a un protoén correspondiente al grupo (CHN); en 8,3141 ppm un doblete de
doblete con una J= 7,66 Hz asignado a los protones (H; v Hy) y otra J- 1,73 Hz
asignado a los protones (H; y Hs). Por dltimo la sefial 10,815 ppm es un singlete

asignado a un proton perteneciente al grupo (NH).
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5. Sintesis de 2’,4’-difluoro-2-metoxibencilhidrazona

o
H F
3C“‘“0 0 6~
N
3 P'Il/ . o 3
" g B H F
5

Procedimiento:

En un balén de 50 ml provisto de agitador magnético se mezclaron
184,73 mg del 2.4 difluorbenzaldehido con 172,27 mg de 2-metoxibenzahidracina
y 15 ml de metanol, una vez disuelta se adiciono 5 gotas de acido acético glacial. La
mezcla se reflujo por 3 horas. Transcurrido ese tiempo la mezcla se filtré por succion,
el solido obtenido se recristalizo en una mezcla de metanol-agua (9:1). El so6lido se

caracterizo por su punto de fision, propiedades espectroscopicas (IR y RMN'H).



52

RLEE

150 160 170 180 @90

1333
13473
flos

9.9%81

10.218
0

A0 TH RO W4 (o0 1Le 120 130 140

0 19 20 M 40 S0

(Millions}

D000
£.8205
40458

109167
R.I883
82903
31809

S028
2454

e

X : parts per Miltion : 1H

Figura 27. Espectro de RMNH' para el compuesto 2°,4’-difluoro-2-
metoxibencilhidrazona.

Se obtuvo un % de Rendimiento (%R) =96,46%

Punto de Fusién=69°C

IR KBr (em™) =3180 (NH); 1702 (CONH); 1640 (C=N); 820 (F).

RMN 'H (CDCl;) 10,9167 ppm s 1Huy; 8,3883 ppm 1Hcnmy, 8,3123 ppm dd 1Hams,
Jusny=1911 Hz y Jgs us= 1, 97 Hz;8,2079 ppm cd 1Hws) J s mso= 8,64 y J=1,99
Hz; 7,5064 ppm td 1Hws) Jasmsus= 8,91 Hz y Jasuz= 1,728 Hz; 7,1520 ppm td
IHwa) Ja3nans=7.911 Hz y Jgz4m6= 0,99 Hz; 7,000 ppm d 1He) Ja16,15=8,397 Hz;
6,9542 ppm td 1Hs)J @6 nsv= 8,154 Hz y J s 3 y= 2,457 Hz; 6,8517 ppm td 1H6
Jais ney= 8,64 Hz y 1,=2,457 Hz; 4,0458 ppm s 3H(OCHj).
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En la espectro de RMNH' del compuesto 5 (figura 18) se presentaron
las siguientes sefiales de RMNH', a 4,0458 ppm un singlete que integra tres protones
asignado al grupo OCHj3; en 6,8517 ppm un triplete con una J=8,64 Hz asignado a los
protones (Hs- Hg') y otra J= 2,457 Hz .A 6,9542 ppm un triplete con una J=8,154 Hz
asignado a los protones (Hs, Hy) y otra J=2,457 Hz asignado a los protones (Hs:
H3); en 7,000 un doblete con una J= 8,397 Hz correspondiente a los protones (Hs,
Hs), en la sefial 7,1520 ppm un triplete con una J=7,911 Hz asignado al protén (Hj,
Hy, Hs) y otra J=0,99 Hz asignado a los protones (H; y Hs). En 7,5064 ppm presenta
otro triplete con una J=8,91 Hz asignado a los protones (Hs Hs, Hg) y otra J= 1,728
Hz correspondiente a los protones (Hs, H3); en 8,2079 ppm un multiplete con una
J=8,64 Hz asignado a los protones (H;' Hs), en la sefial 8,3123UN doblete de doblete
con una de J= 7,911 Hz asignado a los protones (Hs;, Hy) y J- 1,97 Hz
correspondiente a los protones (H; Hs), en la sefial 8,3883 ppm representa un singlete
asignado a un protén correspondiente al grupo (CNH). Por dltimo la sefial 10,9167
ppm es un singlete asignado a un proton perteneciente al grupo (NH).
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6. Sintesis de 4’-fluoro-2-metoxibencilhidrazona

e,

Procedimiento:

En un balén de 50 ml provisto de agitador magnético se mezclaron
187.8 mg del p-fluorbenzaldehido con 1779 mg de 2-metoxibenzahidracina y 15
ml de metanol, una vez disuelta se adiciono 5 gotas de 4cido acético glacial. La
mezcla se reflujo por 3 horas. Transcurrido ese tiempo la mezcla se filtré por succion,
el solido obtenido se recristalizo en una mezcla de metanol-agua (9:1). El solido se

caracterizo por su punto de fision, propiedades espectroscopicas (IR y RMN H).
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Figura 28. Espectro de RMNH' para el compuesto  4’-fluoro-2-

metoxibencilhidrazona.

Se obtuvo un % de Rendimiento (%R) =93,41%

Punto de Fusién= 76°C

IR KBr (cm™) =3200 (NH); 1702 (CONH); 1676 (C=N), 820 (F).

RMN 'H (CDCls) 10,8059 ppm s1Haary; 8,3086 ppm dd 1Hgs) Jusueg=7.91 Hz y
Jas,ns= 1,99 Hz; 8,2793 ppm s 1Hcrn);7,8040 ppm cd 2Hws: y us) Jarz: s+ y B’ He =
5454 Hz y Jms.u3)=1,99 Hz; 75229 ppm td 1Hws, Jaensus=7,398 Hz y
Jaisn3=1,971 Hz; 7,1291 ppm td 1Haa) S5 5415=8,397 y Jusns= 2,7 Hz; 7,0980
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Ppm d IH{H(,) J;=8,64 HZ,7,0320 Ppm d 2H(H2 y H6Y) J(;;z"y_g’ y H6’ H5'Y™ 8,3097 HZ',
4,0394 ppm s 3H(OCH).

En el espectro de RMNH' del compuesto 6 se observaron las sefiales
caracteristicas del mismo, en 4,0394 ppm un singlete que integra 3 protones
asignados al grupo (OCHj3); en 7,0174 ppm un doblete con una J=8,3097 Hz asignado
al proton (Hs). A 7,1291 ppm un triplete con una J=8,397 Hz asignado a los protones
(Hs, Hy Hs) y otra J= 2,7 Hz asignado a los protones (Hy y He); en 7,0742 ppm otro
triplete con una J= 7,398 Hz asignados a los protones (Hs,Hs H,) y otra J= 1,971 Hz
asignado a los protones (Hs,Hs); en 7,8040 ppm un multiplete con una J= 5,454 Hz
asignado a los protones (H, H;- y Hs- Hs'), en la sefial 7,5174 ppm un triplete con una
J=8,34 Hz asignado a los protones (Hg Hs H.) y otra J= 1,99 Hz asignado a los
protones (Hs,Hs;). En 8,2793 ppm presenta un singlete asignado a un protén
correspondiente al grupo (CHN); en 8,3086 ppm un doblete de doblete con una .J=
7,91 Hz asignado a los protones (H; y Hy) y otra J= 1,99 Hz asignado a los protones
(Hs y Hs). Por ultimo la sefial 10,8059 ppm es un singlete asignado a un protén

perteneciente al grupo (NH).
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7. Sintesis de 3, 47,5~ trimetoxy 2 metoxibencilhidrazona

Procedimiento:

En un balén de 50 ml provisto de agitador magnético se mezclaron
196,4 mg del 3,4,5 dimethoxybenzaldehido con 166.4 mg de 2-metoxibenzahidracina
y 15 ml de metanol, una vez disuelta se adiciono 5 gotas de 4cido acético glacial. La
mezcla se reflujo por 3 horas. Transcurrido ese tiempo la mezcla se filtré por succion,
el solido obtenido se recristalizo en una mezcla de metanol-agua (9:1). El sélido se

caracterizo por su punto de fision, propiedades espectroscopicas (IR y RMN'H).
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Figura 29. Espectro de RMNH' para el compuesto 3',4°.5 "-trimetoxy-2-
metoxibencilhidrazona

Se obtuvo un % de Rendimiento (%R) = 80,76%

Punto de Fusién = 202-204°C

IR KBr (cm™) =3100 (NH); 1710 (CONH); 1676 (C=N): 1120 (OMe).

RMN 'H (CDCl; ) 10,626 ppm s 1Ho ; 8,288 dd 1Hgsy; Ji= 7,67 Hzy J> 1,75 Hz ;
8,082 ppm s 1Hcuny ; 7,458 ppm td 1Hgs) ; J s pang=7.67 Hz y J s u3=1,73 Hz ;
7,103 ppm td 1Hwsy Juzaens=7,68 Hz y Jasne=0,75 Hz ;7,004 ppm d 1Hasy
Jusny= 842 Hz ; 6,701 ppm d 2Hmy v wsy Jmsms' v wmy= 891 Hz;
4,0394 ppm s 3H ome 2y, 3,8562 s 6Home 3y oMe 573 3,8324 s 3H oMe 4,
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En el espectro de RMNH' del compuesto 7 se observaron las sefales
caracteristicas del mismo, en 3,8324 ppm un singlete que integra 3 protones
asignados al grupo (OMes); en 3,8562 ppm un singlete que integra 6 protones
asignados al grupo (OMe;- y OMes); en 4,0394 ppm un singlete que integra 3
protones asignados al grupo (OMe,); en 6,4701 ppm un doblete con una J=8,91 Hz
asignado a los protones (Hs, Hg' v Hs. Hy-). A 7,004 ppm un doblete con una J=8,42
Hz asignado a los protones (Hs Hy),; en 7103 ppm un triplete con una J= 7,68 Hz
asignados a los protones (Hs, Hy Hs) y otra J=0,75 Hz asignado a los protones (H; vy
Hs); en 7,458 ppm oftro triplete con una J= 7,67 Hz correspondiente a los protones
(Hs, Hy Hg) y otra J - 1,73 asignados a los protones (H; y Hs). En la sefial 8,082 ppm
un singlete asignada a un protoén correspondiente al grupo (CHN); en 8288 ppm
presenta un doblete de doblete con un J=7,67 Hz asignado al (Hg) y otra J= 1,75

Hz. Por ultimo la sefial 10,626 ppm es un singlete asignado a un proton perteneciente

al grupo (NH).
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8. Sintesis de N -(etilimino) -2- metoxibenzamida

H
30\0 o
N CH
3 N Y !
|
4 6 H H
5

Procedimiento:

En un balon de 50 ml provisto de agitador magnético se mezclaron 50
mg del acetaldehido con 165,1 mg de 2-metoxibenzahidracina y 15 ml de metanol,
una vez disuelta se adiciono 5 gotas de acido acético glacial. La mezcla se reflujo por
3 horas. Transcurrido ese tiempo la mezcla se filtré por succién, el solido obtenido se
recristalizo en una mezcla de metanol-agua (9:1). El solido se caracterizé por su

punto de fision, propiedades espectroscopicas (IR y RMN'H).
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Figura 30. Espectro de RMNH' para el compuesto N-(etilimino) -2-
metoxibenzamida.

Se obtuvo un % de Rendimiento (%R) =45.3%

Punto de Fusién= < 25°C

IR KBr (em™) =3250 (NH); 3100 (CH); 1700 (CONH); 1650 (C=N)

RMN 'H (CDCl; ) 10,626 ppm s 1Haw) ; 8,288 dd 1Hwe); Ji=7,67THzyJ, 1,75 Hz ;
8,082 ppm s 1Hcrny 3 7,458 ppm td 1Hws) ; Jaispane)=7,67 Hz y Jgis.u3=1,73 Hz ;
7,103 ppm td 1Hguy Jarsu4n5=7,68 Hz ¥ Ja14n6=0,75 Hz ;7,004 ppm d 1Has
Jusny= 842 Hz ; 6,701 ppm d 2Hwms v wsy Jusws v wsom= 891 Hz;
4,0394 ppm s 3H(OCH3); 2.517 ppm s 3H ve).
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En el espectro de RMNH' del compuesto 8 se observan las sefiales
caracteristica del mismo, en 2,517 ppm un singlete que integra tres protones asignado
al grupo Me; en 4,0394 ppm un singlete que integra 3 protones correspondientes al
grupo OCHs; en 6,0701 ppm un doblete con una J=8,91 Hz asignado a los protones
(Hs, Hs Y Hs, H>); en 7,004 un doblete con una J= 8,42 Hz correspondiente a los
protones (Hs, Hy), en la sefial 7,103 ppm un triplete con una J=7,68 Hz asignado al
proton (Hg) y otra J=0,75 Hz asignado a los protones (Hs;- v Hy); en 7,458 ppm
presenta otro triplete con una J=7,67 Hz asignado a los protones (Hs Hy, Hg) y otra J=
1,73 Hz correspondiente a los protones (Hs, H;); en 8,082 ppm un singlete
correspondiente al protéon asignado al (CHN); en la sefial 8,288 ppm presenta un
doblete de doblete con unas de J,= 7,67 Hz y J; 1,75 Hz correspondiente al proton
(He). Por tultimo la sefial 10,626 ppm es un singlete asignado a un protén
perteneciente al grupo (NH).
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CAPITULO V
Analisis de los resultados
En el presente capitulo se presentan los resultados tanto quimicos
como bioldgicos obtenidos durante la realizacion de este trabajo. Para ello se reportan

los resultados en dos secciones:

Seccion quimica: se describen y discuten los resultados obtenidos en la sintesis de

nuevos derivados de 2-metoxibencilhidrazonas sustituidas.

Seccion biologica: Se describe y discute en el ensayo de citotoxidad sobre las

Artemias.
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Seccién quimica:

La metodologia inicialmente empleada para la obtencion de los
compuestos 2-metoxibencilhidrazona, se basé en una sintesis lineal de un solo paso
(Figura 31), con un rendimiento entre 22,6% y 96,26% donde se obtuvo los derivados
de  2-metoxibencilhidrazonas, partiendo de un  benzaldehido y 2-

metoxibenzahidrazida mediante una reaccion de adiccion nucleofilica al carbonilo.

H,C
3 ~o o o] H
NH
N~ . X
! * e

2-metoxibenzilhidrazina Benzaldehido sustituido
a
HsC—O NH - H
o] N—
NaR
7 X

a: metanol al 95%, 5
2-metoxibelcilhidrazonas R

gotas de acidos acético B

B T
Figura 31.Metodologia empleada para la sintesis de los 2 metoxibencil derivados.

(R=4-DMA, 2,4-DCl, 2,4-DOMe, Phe, 2,4-DF, 4-F, 3, 4,5-TOMe, Me).Tomado de
Muiioz, 2006
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Sintesis de [(E)-ethyldiazenyl](2-methoxyphenyl)methanone

El compuesto 8 fue sintetizado bajo una reaccion de adicion
nucleofilica al carbonilo, a partir de dos reactivos, el 2 metoxibenzahidrazida y el
acetaldehido. Esta reaccion se llevo a cabo en reflujo metanol al 95% como solvente
y é4cido acético glacial como catalizador. El metanol es el medio propicio para que
ocurra la reaccion, mientras que el acido acético glacial favorece la reaccion. Para la
sintesis de este compuesto se utilizo en protocolo reportado por Muiioz (2006). En la
tabla 2 se observan las sefiales de FT-IR y resonancia magnética nuclear

caracteristicas del compuesto.

Tabla 1. Seiiales correspondientes de IR y RMNH' presentes en los espectros

correspondientes al compuesto 8.

Compuesto IR KBr (cm™) RMNH' (ppm)

10,626 ppm s 1Hny, ; 8,288
3250 cm™ (NH); 3100 | dd 1Hge) ; J;= 7,67 Hz y J»

s o cm™ (CH);1700 1,75 Hz ; 8,082 ppm s
; ,Nchg (CONH); 1650 (C=N) | 1Hcmv; 7.458 ppm td 1Hs,
2 . g s Jasuine)=7,67 Hz y

5 Jasu3=1,73 Hz ; 7,103 ppm

td 1Hgw) J a3 14m5=7,68 Hz y
Ja416=0,75 Hz ;7,004 ppm d
IHasy Jasny= 8,42 Hz |
6,701 ppm d 2Hmy v usy
Jusns' v wym2= 8,91 Hz;
4,0394 ppm s 3H(OCH;);
2,517 ppm s 3H oye).
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En el espectro de RMNH' del compuesto 8 se observan las sefiales
caracteristicas del mismo, en 2,517 ppm un singlete que integra tres protones
asignado al grupo Me; en 4,0394 ppm un singlete que integra 3 protones
correspondientes al grupo OCH;; en 6,0701 ppm un doblete con una J=8,91 Hz
asignado a los protones (Hs:, Hg' Y Hz,, H,); en 7,004 un doblete con una J= 8.42 Hz
correspondiente a los protones (H; Hy). en la sefial 7,103 ppm un triplete con una
J=7,68 Hz asignado al protén (Hs) y otra J=0,75 Hz asignado a los protones (Hs vy
Hy'); en 7,458 ppm presenta otro triplete con una J=7,67 Hz asignado a los protones
(Hs, Hy, He) y ofra J= 1,73 Hz correspondiente a los protones (Hs, Hs); en 8,082 ppm
un singlete correspondiente al proton asignado al (CHN); en la sefial 8288 ppm
presenta un doblete de doblete con unas de J,= 7,67 Hz y J» 1,75 Hz correspondiente
al protén (He). Por ultimo la sefial 10,626 ppm es un singlete asignado a un protén

perteneciente al grupo (NH) (Figura 32).
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Figura 32. Espectro RMNH' para el compuesto 8
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Sintesis de (E)-N-(2’,4’-difluorobenzil)-2-metoxibenzoilhidrazona

El compuesto 5 fue sintetizado bajo una reaccion de adicion
nucleofilica al carbonilo, a partir de dos reactivos, el 2 metoxibenzahidrazida y el
acetaldehido. Esta reaccion se llevo a cabo en reflujo en un medio con metanol al
95% y 5 gotas de acido acético glacial. E1 metanol es el medio propicio para que
ocurra la reaccion, mientras que el acido acético glacial favorece la misma. Para la
sintesis de este compuesto se utilizo en protocolo reportado por Muiioz (2006). En la
tabla 3 se observan las sefiales de FT-IR y resonancia magnética nuclear

caracteristicas del compuesto.

Tabla 2. Seiiales correspondientes de IR y RMNH' presentes en los espectros

correspondientes al compuesto 5.

Compuesto IR KBr (cm™) RMNH' (ppm)
10,9167 ppm s 1Humy; 8,3883 ppm s
3180 (NH); 1702 | 1Hcnmy; 83123 ppm dd  1Hgn,
e, S+ (CONH), 1640 | Jasg= 7,911 Hz y Jgzus= 1, 97

)

T
N
©)L T
|
4 [ H H k
g

. (C=N); 820 (F).

Hz:8,2079 ppm cd 1Has) Jps ns =
8,64 y J=1,99 Hz, 7,5064 ppm td
1Has) Jar4.15,16= 8,91 Hz y J s nsj=
1,728 Hz; 7,1520 ppm td 1Hgu,
Jaz auas=7,911 Hz y Jazsne= 0,99
Hz;, 7,000 ppm d 1Hgs
Jarsns=8,397 Hz; 6,9542 ppm td
1Husy Jwsnsy= 8,154 Hz vy
Jms uz= 2,457 Hz; 6,8517 ppm td
1Hwey Jas s 8,64 Hz y J,=2,457
Hz; 4,0458 ppm s 3H(OCHs;).
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En la espectro de RMNH' del compuesto S (Figura 33) se presentaron
las siguientes sefiales de RMNH', a 4,0458 ppm un singlete que integra tres protones
asignado al grupo OCHj3; en 6,8517 ppm un triplete con una J=8,64 Hz asignado a los
protones (Hs- Hq-) y otra J= 2,457 Hz .A 6,9542 ppm un triplete con una J=8,154 Hz
asignado a los protones (Hs, Hg) y otra J=2,457 Hz asignado a los protones (Hs-
Hjs); en 7,000 un doblete con una J= 8,397 Hz correspondiente a los protones (Hs,
Hs), en la sefial 7,1520 ppm un triplete con una J=7,911 Hz asignado al protén (Hs.
Ha, Hs) y otra J=0,99 Hz asignado a los protones (Hs y Hg). En 7,5064 ppm presenta
otro triplete con una J=8,91 Hz asignado a los protones (H, Hs, Hg) y otra J= 1,728
Hz correspondiente a los protones (Hs, H;); en 8,2079 ppm un multiplete con una
J=8,64 Hz asignado a los protones (H; Hs'), en la sefial 8,3123UN doblete de doblete
con una de J= 7,911 Hz asignado a los protones (H;, Hy) vy J- 1,97 Hz
correspondiente a los protones (H; Hs), en la sefial 8,3883 ppm representa un singlete
asignado a un proton correspondiente al grupo (CNH). Por ultimo la sefial 10,9167
ppm es un singlete asignado a un protén perteneciente al grupo (NH).
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Figura 33. Espectro RMNH' compuesto 5

Los compuestos se sintetizaron siguiendo la metodologia anteriormente
sefialada, obteniendo un porcentaje de rendimiento que estuvo entre 22 y 96 %. El
compuesto que mostré menor porcentaje rendimiento (22,6%) fue el 2° 4’-dimetoxi
derivado, esto se puede atribuir al proceso de rescristalizacién debido a que el
compuesto era débilmente soluble en metanol. El compuesto que dio mayor
rendimiento fue 2° 4" difluor derivado. En la tabla 3 se presentan las propiedades

fisicas de los derivados sintetizados.
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Tabla 3. Propiedades Fisicas de los derivados de 2-metoxibencilhidrazona

sintetizados.
Compuestos MM (g/mol) | p.f(°C) % de rendimiento
o B I
Ll & 1 = 297,35 186-188°C 66,05
(1)
H:C,\VO\_ jLNf"-:-_rii:T’r;u
O L 343 168 °C 64,98
(2)
e a o sf“i 'O‘CH;
(0 Y[TT 316 173-175°C 22,6
3)
L bl 5 “ ;
f:r i 256 175°C 89.47
4
p: L. WP, -y 3§
3 i il ¢ 3
iy 292 69°C 96,46
(5)
b i 273 1070 93,41
(6)
H Mkc-‘o i“’
g o &
3 '-/-_ - E’N‘““; o 346 202-204°C 80,76
(7
H3c"0 (=)
@Akﬂ E 1 218 Q5°C 453
(8
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La sintesis de un compuesto pasa por tres procesos basicos que son la
obtencidn, purificacion e identificacion. La obtencion de los compuestos se basé en
una sintesis lineal de un solo paso que involucré la adicion nucleofilica del grupo
amino de la 2-metoxibencilhidrazina al carbonilo de los diferentes aldehidos
sustituidos. La mayoria de los compuestos se obtuvieron con rendimientos aceptables.
Esto como ya se mencioné anteriormente fue debido al que hubo perdida en el
proceso de purificacion (rescritalizacion). La identificacion de los compuestos se

realizé por propiedades fisicas y espectrales (p.f, FT-IT y RMN-H).
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Seccion biologica

73

Se realizé el ensayo de toxicidad siguiendo el protocolo establecido en el

grafico 3, para esto se prepararon soluciones de concentracion: 10, 100 y 1000 ppm

de los nuevos derivados de 2- metoxibencilhidrazonas. Los resultados se pueden

observar en la tabla 4.

Tabla 4. Dosis- Respuestas

concentracion 10 ppm 100 ppm 1000ppm DLs
Droga vivos | muertos | vivos | muertos | Vivos | muertos

4-DMA 18 12 13 L 9 21 41,9
2,4-DCl1 8 22 5 25 1 29 0,9
2,4-DOMe 20 10 12 18 3 27 37,7 |
Phe 29 1 27 3 26 4 51203,6
2,4-DF 10 20 6 24 0 30 3.9

4-F 5 25 2 28 0 30 0,5
3,45-TOMe | 29 1 30 0 30 0 Indeterminado
Me 30 0 30 0 30 0 indeterminado
CONTROL 10 0 10 0 10 0

Se observan los compuestos con menor DLs, ya que mientras menor sea el

DLsy mayor sera la toxicidad del mismo. Los compuestos presentaron un a DLs, entre
0,5962 y 41,9925, siendo el 2,4 DCI. el 2.4 DF y el 4F los que presentaron un a DLs,
menor entre 0,5962 y 3,9425 por lo tanto tienen mayor toxicidad aguda.
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En las figuras 34,35 y 36 se puede observar el efecto de los compuestos mas

toxicos sobre la Artemia salina.

Efecto de 2,4-DCl sobre la Artemia salina

¥ vivos M muertos

29
25
22
8
5
|

10 ppm 100 ppm 100 0ppm

Figura 34. Efecto de 2,4- DCL sobre la Artemia salina

Efecto de 2,4-DF sobre la Artemia salina

®vivos M muertos

30
24

0 !

10 ppm 100 ppm 1000ppm

Figura 35. Efecto de 2,4- DF sobre la Artemia salina




Efecto de 4-F sobre la Artemia salina
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Figura 36. Efecto de 4- F sobre la Artemia salina

Efecto de 4-DMA sobre la Artemia salina

Hvivos M muertos

10 ppm 100 ppm
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Figura 37. Efecto de 4-DMA sobre la Artemia salina
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Wvivos B muertos

Efecto de 2,4-DOMe sobre la Artemia salina

27
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Figura 38. Efecto de 2,4-DOMe sobre la Artemia salina

Figura 39. Efecto de Phe sobre la Artemia salina

Efecto de Phe sobre la Artemia salina
®vivos M muertos
29
27 26
3
1
10 ppm 100 ppm 1000ppm
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Efecto de 3,4,5-TOMe sobre la Artemia salina

Hvivos ®muertos

29 30 30

Mppm 1NN ppm 1nnNppm

Figura 40. Efecto de 3,4,5-TOMe sobre la Artemia salina

Efecto de Me sobre la Artemia salina

M vivos ® muertos

30 30 30
|° I° Io

10 ppm 100 ppm 1000ppm

Figura 41. Efecto de Me sobre la Artemia salina

7
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Tras analizar los resultados ya presentados y discutidos se pueden formular las

siguientes conclusiones:

Seccién quimica

Se sintetizaron ochos derivados de 2-metoxibencilhidrazonas sustituidas a
partir de 2- metoxibencilhidrazina y diversos aldehidos a través de
condensacion de los mismos obteniéndose solidos blancos con puntos de
fusion que oscilan entre 25 Y 204 °C.

Se purificaron los derivados de 2-metoxibencilhidrazonas sustituidas
mediante la técnica de recristalizacion con una mezcla de metanol-agua.

Los compuestos se obtuvieron con un porcentaje de rendimientos entre 22,6 y
96, 46 % respectivamente, donde la mayoria se obtuvieron con rendimientos
aceptables.

Se logré la identificacion de derivados de 2- metoxibencilhidrazonas
obtenidos a partir de técnicas espectroscopicas como IR y RMNH',
corroborando que las estructuras planteadas para todos los derivados eran
correctas.

La metodologia empleada para la obtencion de los derivados de 2-
metoxibencilhidrazonas se realizo mediante una sintesis de un solo paso,
representando un método efectivo, para la obtencion de compuestos
relacionados. Se sintetizaron un total de 8 nuevas 2 —metoxibencilhidrazonas

sustituidas, con rendimientos entre 22 y 96 %.
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Seccidn biolégica

Actividad citotoxica

El ensayo de toxicidad se realizo siguiendo el protocolo establecidos
utilizando concentraciones de 10, 100 y 100 ppm de los derivados
sintetizados.

Los derivados 2,4- Dicloro, 2.4- Difluor y 4-Flaor (2, 5,6) fueron los que
presentaron mayor actividad citotoxica, siendo su Dlsg 0,93, 3,94 y 0,59 ppm
respectivamente.

A partir del ensayo de toxicidad se puede establecer que es necesario
sustituyente de electrones en la posicion 2, 4 del anillo proveniente del
benzaldehido sustituido.

El compuesto mas activo fue el compuesto 4 flior derivado con un Dls, de
0,59 ppm. Esto se puede atribuir a su alta electronegatividad.

De acuerdo a los resultados obtenidos los compuestos sintetizados resultan
interesante, ya que presentan actividad citotoxica antes las Artemias Salinas

por lo cual se recomienda realizar otro tipo de ensayo mas especifico.
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Anexo 1. Espectro de IR de 2°,4’-dicloro-2-metoxibencilhidrazona
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Anexo 2. Espectro de IR de 2°,4’-dimetoxi-2-metoxibencilhidrazona
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Anexo 3. Espectro de IR de (E)-N-(benzil)-2-metoxibenzoilhidrazona




86

0,874
T |
{
|
w | F Y
“ s‘mwm M '
o
¥R e ...“
H -" :
| 1
w ]
2,944 : P e
4000 006 : 5
i 6 cont 1050 e

Anexod. Espectro de IR de 2°,4’-difluoro-2-metoxibencilhidrazona




87

Anexo 12. Sistema de Reflujo
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Anexo 13. Obtencion de un sélido blanco

Anexo 14. Precipitacion del producto con agua destilada.
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Anexol5. Sistema para filtrado al vacio
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Anexo 16. Cristales obtenidos.
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Anexo. 17. Cromatofrafia de capa fina (Thin Layer Cromatography, TLC ) para el producto
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Anexo 18, Determinacion de IR (a. elaboracion de la pastilla por el técnico Ismael Oropeza, b. equipo utilizado espectrometro).
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Anexo 20. Rotaevaporador Buchi. Modelo R’s. Utilizado en la parte experimental.
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