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Glosario

Algometria: Es una técnica que se utiliza para medir la intensidad del dolor en una
persona. Se trata de un método valido para evaluar el sistema sensorial que transmite

el dolor en los seres humanos.

Tension alilica: En quimica organica, la tension alilica es una energia de tensién que
resulta de una conformacién molecular desfavorable para el grupo alilo, producto de la
interaccion entre un sustituyente en un extremo de una olefina con un sustituyente alilico

del otro extremo.

Antinociceptivo: Se le denomina al alivio del dolor antes de la cirugia que puede
mejorar el manejo del dolor agudo postoperatorio, mediante la planificacion de una
analgesia pretransoperatoria, y tiene como objetivo prevenir la sensibilizacion del

sistema nervioso central

Carragenina: Es un aditivo procedente de distintas especies de algas rojas,
especificamente de la familia Rhodophyceae, ampliamente utilizado como agente

espesante y estabilizador en diversos alimentos y productos.

c-Met: Un inhibidor de c-Met es un tipo de medicamento que se utiliza para tratar ciertos
tipos de cancer, como el cancer de mama, el cancer de pulmon de células no pequefnas

y el cancer de colon.

COX: Es la abreviatura de ciclooxigenasas, las cuales son enzimas encargadas de la

sintesis de prostaglandinas a partir de acido araquidénico de las membranas celulares.

Derivatizacion: Es una técnica quimica que modifica un compuesto para obtener otro
con propiedades mas adecuadas para un procedimiento analitico. EI compuesto

resultante se conoce como derivatizado o derivativo.

Heterociclico: Es un término que se refiere a un compuesto quimico ciclico que

contiene atomos de mas de un elemento en su anillo.

MIC: En microbiologia es el acrénimo de Concentracién Minima Inhibitoria, que es una
medida de la concentracidon mas baja de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento de

una cepa de bacterias

Nocicepcion: Es la capacidad de percibir el dolor, es decir, la sensacion somatica que

permite detectar estimulos nocivos que pueden dafiar los tejidos.
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NA: No Aplica

Nucleofilicidad: Es la fuerza con la que una especie actia como nucledfilo. Es un

concepto cinético que se mide comparando constantes de velocidad.

Termoestimulacion: Es una técnica que utiliza la aplicaciéon de calor terapéutico para
mejorar la apariencia de la piel y combatir la retencion de liquidos. El calor penetra en
las capas mas profundas de la piel, estimulando la circulacién y promoviendo la

eliminacién de toxinas y liquidos acumulados.

Zimosan: Es un compuesto de carbohidratos y proteinas que se obtiene de las paredes

celulares de la levadura y se utiliza para inducir inflamacioén estéril experimental

Equimolares: Hace referencia al termino equimolar, queriendo decir que se tiene la
misma concentracion molar o el mismo numero de moles de una sustancia. Por ejemplo,
una mezcla equimolar de cloro y diéxido de azufre es aquella que tiene un numero igual
de moles de ambas sustancias. Que contiene un nimero igual de moléculas de dos o

mas compuestos.



Abreviaturas

A: Angstrom.

AcAc: Acetil-CoA carboxilasa.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADP: Adenosin difosfato.

ARN: Acido ribonucleico.

ATP: Adenosin trifosfato.

CCR: Cancer colorrectal.

CoA: CoenzimaA.

CO:2: Dioxido de carbono.

COSY: Espectroscopia de correlacion.

DMH: Dimetilhidracina.

DMSO: Dimetilsulféxido.

FAD: Flavin adenin dinucleétido.

FADH:: Dinucleétido de flavina y adenina.

FTIR: Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier.
HSQC: Experimento de coherencia cuantica unica heteronuclear.
IR: Infrarrojo.

NAD™: Nicotinamida Adenina Dinucleétido.

NADH: Nicotinamida Adenina Dinucleotido Reducido.
NAH: N-acilhidrazona

RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

RMN de 'H: Resonancia Magnética Nuclear de 'H.

RMN de '3C: Resonancia Magnética Nuclear de °C.



RESUMEN

El principal objetivo de este trabajo consistié en realizar la sintesis, caracterizacion y
evaluacion analgésica de una hidrazona, la cual, se forma al hacer reaccionar una
hidracina con cetonas o aldehidos mediante la sustitucion del atomo de oxigeno del
grupo carbonilo por el grupo funcional N-NH, y, como subproducto, se origina la
eliminacién de una molécula de agua. Para la obtencién de la hidrazona de interés, los
precursores fueron el 3-nitrobenzaldehido y la fenilhidrazina, empleando etanol como
disolvente de reaccion, en medio acido y a reflujo por 24 horas hasta su completa
formacion. Se utilizé la técnica de cromatografia en capa fina para el monitoreo de la
reaccion y una vez obtenido el producto sélido, se procedié a caracterizarlo mediante
diferentes técnicas espectroscépicas como IR y RMN de 'H y '3C, tanto en una y dos
dimensiones. Asi mismo, se realizé la prueba de espectrometria de masas para
corroborar el peso molecular del producto. Una vez caracterizada la hidrazona, se
procedié a realizar la prueba de analgesia en ratas Wistar mediante el modelo de prueba
de inmersién de la cola en agua caliente, obteniendo resultados favorables con respecto

a este compuesto lo cual, da indicios de un probable efecto analgésico.



INTRODUCCION

Las hidrazonas son compuestos que contienen en sus estructuras nitrégeno, oxigeno u
otros heteroatomos, lo que le confiere una gran versatilidad como compuestos con
actividad bioldgica, asi mismo, se da mediante una reaccién de condensacién en la cual,
se elimina una molécula de agua. El estudio de las hidrazonas y sus propiedades
farmacoldgicas han tenido una peculiar importancia, debido a que presentan una amplia
diversidad de aplicaciones bioldgicas y clinicas. La sintesis de ellos se ha desarrollado
mediante diferentes métodos, los cuales implican el uso de diferentes disolventes como
son etanol, metanol, acetonitrilo, entre otros. Asi mismo, normalmente se obtienen en
medio acido y en su gran mayoria poseen colores caracteristicos.

Por otra parte, las hidrazonas son ligantes que pueden formar complejos con diferentes
metales por su gran capacidad quelante y, cuyas actividades biolégicas se ven
potenciadas con la presencia de iones metalicos. Dentro de las diferentes actividades
biolégicas que poseen son antioxidantes, antidepresivas, antivirales, antibacterianas,
antifungicas, antiparasitarias, antiplaquetarias, anticancerigenas, analgésicas, entre
otras.

En cuanto a su actividad analgésica, se conoce que estas pueden tener efecto
antinociceptivo a través de la via de senalizacion de los opioides y también poseer
actividad inhibitoria de la COX. Siendo el dolor, una de las principales causas por las
que una gran cantidad de personas acuden a consultas médicas. Incluso, se sabe que
existen cuatro procesos basicos de la nocicepcion: transduccion, conduccion,
modulacion y percepcion, en cada una de ellas se puede tratar el dolor.

De este modo, el presente trabajo es integral ya que, se sintetizd, caracterizé y realizé
la prueba de analgesia por retirada de cola en ratas Wistar, para observar si ocurria

algun efecto analgésico de la 3-nitrobenzilideno-2-fenilhidrazona.



OBJETIVO GENERAL

Sintetizar una hidrazona a partir de 3-nitrobenzaldehido y fenilhidrazina para evaluar el

efecto analgésico mediante la prueba de analgesia por retirada de cola en ratas Wistar.

NH, NH
HN- o] N
1®
H H .
+ ) H,0
NO, NO,

Figura 1. Reaccion general para la obtencion de la 3-nitrobenzilideno-2-fenilhidrazona

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar la hidrazona a partir de 3-nitrobenzaldehido y fenilhidrazina.

e Identificar el mejor disolvente y catalizador para llevar a cabo la reaccion.

e Caracterizar al producto obtenido mediante técnicas espectroscépicas como IR,
RMN de 'Hy *C de una y dos dimensiones, asi como espectrometria de masas.

e Evaluar el efecto analgésico de la hidrazona en ratas Wistar, mediante el modelo

de retirada de cola.



ANTECEDENTES

Grupo Carbonilo

Los aldehidos son compuestos organicos caracterizados por poseer el grupo funcional
-C=0 conocido como carbonilo, el cual se encuentra presente en las cetonas y
aldehidos. Los aldehidos tienen por lo menos un hidrégeno unido al C=0, las cetonas

tienen dos carbonos unidos al C=0 (McMurry, 2008).

R/C\H

Figura 2. Estructura del grupo funcional aldehido (McMurry, 2008).

Aldehidos

Los aldehidos son compuestos de formula general R—-CHO y las cetonas son
compuestos de férmula general R-CO-R’, donde los grupos Ry R” pueden ser alifaticos
o aromaticos (Wade, 2012). Ambos tipos de compuestos se caracterizan por tener el

grupo carbonilo por lo cual se les suele denominar compuestos carbonilicos.

Estos compuestos tienen una amplia aplicacion como reactivos y disolventes, asi
mismo, se emplean en la fabricacién de telas, perfumes, plasticos y medicinas. En la
naturaleza, se encuentran ampliamente distribuidos como proteinas, carbohidratos y

acidos nucleicos tanto en el reino animal como vegetal (Prumo, 1994).

No es de sorprender que los aldehidos y las cetonas se asemejen en la mayoria de sus
propiedades como consecuencia de poseer el grupo carbonilo. Sin embargo, en los
aldehidos el grupo carbonilo esta unido a un atomo de hidrégeno, mientras que en las
cetonas se une a dos grupos organicos. Esta diferencia estructural afecta a sus

propiedades de dos formas fundamentales:
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I.  Los aldehidos se oxidan con facilidad mientras que las cetonas lo hacen con
dificultad

. Los aldehidos suelen ser mas reactivos que las cetonas en adiciones
nucleofilicas, que es la reaccion mas caracteristica de este tipo de compuestos
(McMurry, 2008).

En el grupo carbonilo, el &tomo de carbono se une a los otros tres atomos mediante
enlaces de tipo o, que, como utilizan orbitales sp? estan situados sobre un plano

formando angulos de 120° aproximadamente (Wade, 2012).

1.101 A 1,203 A

o /
R 120° J“ H{J 7

121.8°
Figura 3. llustracion de los dobles enlaces carbono-oxigeno.

Al ser los dos atomos del grupo carbonilico de diferente electronegatividad, determinan
que el enlace carbono-oxigeno este polarizado, lo cual implica que el atomo de carbono
del grupo carbonilo sea electréfilo. Asi mismo, el oxigeno carbonilico tiene dos pares de
electrones solitarios, que son ligeramente basicos. EI comportamiento quimico de este

grupo funcional vendra determinado en consecuencia por estas dos caracteristicas.

Cetonas

En cuanto a las cetonas, se trata de compuestos organicos que tienen un grupo
funcional carbonilo unido a dos atomos de carbono, a diferencia de un aldehido, en el

que el grupo carbonilo se une a al menos un atomo de hidrégeno (Peterson, 1985).

Una cetona comun es la acetona (CH3-COCH?3). La acetona es soluble en agua y puede
disolver muchos compuestos organicos. Tiene un punto de ebullicién bajo de 56 °C, lo
que permite eliminarlo de las reacciones mediante evaporacion. Comunmente esta

involucrado en solventes industriales como removedores de pintura y quitaesmaltes.

Las cetonas tienen un grupo carbonilo donde el carbono tiene un doble enlace covalente

a un atomo de oxigeno. Los otros dos enlaces son con otros atomos de carbono o con
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radicales hidrocarbonados. R' y R? representan cadenas de carbonos idénticas o
diferentes (McMurry, 2008).

T
R1/C\R2

Figura 4. Estructura del grupo funcional cetona (McMurry, 2008).

Reconocidas como compuestos polares, las cetonas suelen ser solubles y volatiles, lo
que las hace buenos solventes y aditivos para los perfumes. Ademas, son faciles de
preparar, relativamente estables y poseen una alta reactividad, lo que las ha convertido
en un compuesto intermedio casi perfecto para preparar compuestos organicos mas

complejos.

La mayor diferencia entre los aldehidos y las cetonas es la presencia de un atomo de
hidrogeno unido al grupo carbonilo en los aldehidos. Este atomo tiene un efecto
importante a la hora de involucrar una molécula en una reaccién de oxidacién: un
aldehido formara un acido carboxilico o una sal de acido carboxilico, dependiendo de si
ocurre la oxidacion bajo condiciones acidas o basicas. En cambio, una cetona no posee
este hidrégeno, por lo que no ocurren los pasos minimos necesarios para que se dé la
oxidacion (Wade, 2012).

Hidrazonas

Generalidades

De acuerdo con McMurry (2008) la reaccion de Wolff-Kishner involucra la formacién de
una hidrazona intermediaria, R,C=NNH>, seguida por una migracién del doble enlace
catalizada por base, la pérdida de N2 gaseoso, y la protonacién para dar el alcano como
producto. Del mismo modo, la migracién del doble enlace ocurre cuando una base
elimina uno de los protones débilmente acidos para generar un anién hidrazona, el cual
tiene una estructura de resonancia alilica que coloca al doble enlace entre los nitrégenos
y la carga negativa en el carbono. Después ocurre la re-protonacion en el carbono para

generar el rearreglo del doble enlace en el producto.
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De acuerdo con McMurry (2008), la reactividad mas significativa de las hidrazonas es la
nucleofilicidad del atomo de carbono de la hidrazona. De modo que, se puede observar
gue en las reacciones de Mannich, reacciones de acoplamiento y halogenaciones, se

han llevado a cabo sobre este carbono.

La combinacion de hidrazonas con otros grupos funcionales conduce a compuestos con
caracter fisico y quimico unico (Xavier, Thakur & Marie, 2012). Debido a sus propiedades
bioldgicas y farmacoldgicas, se consideran importantes para la sintesis de compuestos

heterociclicos (Banerjee et al., 2009).

Mecanismo de Reduccion Wolff-Kishner

En este mecanismo, las cetonas o aldehidos son convertidos a su hidrazona (Wade,
2011). Enfatizando en nuestra sintesis, la hidrazina como materia prima, reacciona con
un carbonilo del 3-nitrobenzaldehido para formar una hidrazona usando un mecanismo
de reduccion. El enlace NH débilmente acido se desprotona para formar el anién
hidrazona.

\
C2N H

/R~ OC-N=N  * HO

H

Figura 5. Desprotonacion del enlace NH.

El anién hidrazona tiene una estructura de resonancia que coloca un doble enlace entre
los nitrégenos y una carga negativa en el carbono.
’O\
Hy H B H
I ’
( H —_— / _N:N

SE-N=N
/ X}

Figura 6. Protonacion del anién de hidrazona.

Luego, el anidon hidrazona se protona para formar un anién neutro-intermedio. Se
desprotona un segundo enlace NH débilmente acido, lo que provoca la formacién de

gas N2 y un carbanion.

NS
H H” O=H - _H
SonEN T —=  C7 +Ny*+H0

Figura 7. Segunda desprotonacién del anién hidrazona.

13



En el paso final el carbanion se protona.

1, BON R N + .2©
C™H\ H /C\|_| :0=H

Figura 8. Protonacioén.

Actividades bioldgicas

Anticancerigena

Se ha sintetizado de manera eficaz una progresion ordenada de derivados de base de
Schiff de hidrazona guiados por polihidroquinolina y se ha caracterizado mediante
métodos espectroscodpicos avanzados. Interesantemente, los estudios se extendieron
mas alla de la aclaracion estructural para evaluar la capacidad inhibidora de la a-

glucosidasa y la actividad anticancer de mama (Zainab et al., 2024).

Se han descrito varias modificaciones estructurales de diferentes fluoroquinolonas para
optimizar su actividad anticancerigena; dichas modificaciones se centraron en las
posiciones 7 y 3 del nucleo de la quinolona (ver figura 9). En la ultima década, se ha
descrito que varios derivados de ciprofloxacino 7-sustituidos (I) presentan una potente
actividad anticancerigena a través de su actividad inhibidora contra las enzimas
topoisomerasas humanas (Shi et al., 2012). En cuanto a la modificacién en posicion 3,
se ha descrito que varios derivados de fluoroquinolonas poseen una potente actividad
anticancerigena, como el derivado de hidrazona de ciprofloxacino (QNT4), que induce
la apoptosis celular en células de hepatocarcinoma humano al inhibir la actividad de la

topoisomerasa Il.

Ademas, diferentes derivados de amida de lomefloxacino (ll) revelaron una actividad
inhibitoria significativa contra las enzimas topoisomerasa Il a 100 yM y una notable
actividad citotéxica con IC 50 que oscila entre 1,60 y 6,90 uM contra varias lineas
celulares (Zhou, Y. et al. 2013).
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QNT4
1C5, values of 2.96, 3.71 and 3.69 uM against
SMMCTT721, MCF-7 and HCT-8 cancer cell lines

potent tmtil.'anc.cr acli\'il.fy against Lomefloxacin
PC3, U3T73-MG, Second generation
LoVo, A549 and MCF-7 quinolone antibiotic

signficant Topo IT inhibitory
activity, polent anticancer activity

Figura 9. Modificaciones estructurales de diferentes fluoroquinolonas. Generado con ChemDraw 2021.

Los derivados de hidrazona de imidazopiridina ejercen un efecto antiproliferativo sobre
las células de cancer de pulmén y pancreas y potencialmente inhiben los receptores de
tirosinas quinasas como el denominado c-Met. De manera que, se evalud la actividad
inhibidora de la c-Met quinasa de los compuestos objetivo en ensayos libres de células
y se evaluaron sus efectos antiproliferativos contra diferentes lineas celulares
cancerosas que expresan c-Met en modelos de cultivo celular bidimensionales y
tridimensionales. Ademas, se realizaron estudios de inducciéon de apoptosis y de

acoplamiento para los compuestos mas prometedores.

Antibacteriana

Una de las clases mas interesantes de complejos con ligandos de hidrazona es la
derivada de la hidrazida del acido isonicotinico. La hidrazida de isonicotinico, también
conocida como isoniazida, se ha utilizado ampliamente como agente antimicrobiano,
especialmente en el tratamiento de la tuberculosis causada por la bacteria
Mycobacterium tuberculosis (Reka M. et al., 2015). Ademas, se ha demostrado que las
hidrazonas obtenidas por condensacion de isoniazida con varios compuestos
carbonilicos exhiben un efecto antimicrobiano que en algunos casos fue superior al de

la hidrazida original. Con el fin de desarrollar nuevos agentes antimicrobianos efectivos,
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se sintetizaron y caracterizaron estructuralmente cinco complejos de Cu (Il) con el
ligando obtenido por condensacion de clorhidrato de piridoxal e hidrazida de
isonicotinoilo. Los datos fisicoquimicos confirman la estructura molecular del
compuesto, mientras que la estereoquimica del complejo 1-5 se propuso con base en
valores de momentos magnéticos, espectroscopia IR, UV-VIS y EPR. La naturaleza y el

numero de fragmentos pequefios coordinados adicionalmente.

Figura 10. Estructura molecular de la piridoxal isonicotinoil hidrazona (HL).

Se evaluaron in silico doce hidrazonas basadas en esteroides utilizando el programa
informatico PASS como agentes antimicrobianos. La evaluacion experimental ha
revelado que todos los compuestos tienen una actividad antibacteriana baja a moderada
contra todas las bacterias analizadas, excepto B. cereus con una Concentracion Minima
Inhibitoria de 0.37-3.00 mg/mL y la Concentracion Minima Bactericida en 0.75-6.00
mg/mL (Merlani M. et al., 2023).

En otra investigacion, se obtuvo una combinacion de compuestos de hidrazona a partir

de la reaccion entre 4-metilbenzohidrazida y aldehidos aromaticos. Se logré un enfoque
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de sintesis Unico que se utilizé posteriormente para la preparacion de tetrazoles
disustituidos a través de una cicloadicién 1,3-dipolar de azida de sodio y compuestos de
hidrazona preparados en alcohol etilico. Los resultados se han verificaron mediante
FTIR, RMN de 'H y ®C y Espectrometria de masas. La actividad de deteccion
antimicrobiana demostré que los compuestos con sustituyentes como OH, OCH3, NOg,

Br, entre otros, presentaron la mejor actividad (Sajjad & Al Shuhaib, 2022).

Antifungica

Recientemente, en las ultimas décadas, las incidencias de infecciones fungicas mortales
han llevado a investigadores dentro de una busqueda de nuevos agentes antifungicos
eficaces que puedan inhibir el crecimiento de patdgenos y que tengan una toxicidad nula
o relativamente baja para las células de huésped afectado.

Las hidrazidas-hidrazonas también han atraido un gran interés debido a su creciente
importancia en la quimica medicinal (Narang R. et al., 2012). La isoniazida, un derivado
de la hidrazida, es el farmaco de primera linea actualmente empleado en el tratamiento
de la tuberculosis (Juez V et al., 2012). Se ha informado que los derivados de hidrazona
de la isoniazida y otras hidrazidas muestran una actividad antimicrobiana significativa
(Sah, 1954). También se han sintetizado y evaluado muchos derivados de hidrazona
sustituidos por su actividad antitumoral, y se informaron algunos resultados

prometedores (Terzioglu & Gursoy, 2003).

En otro caso, fueron sintetizadas acilhidrazonas mediante una reaccion de adicién
nucleofilica al grupo carbonilo; se obtuvieron seis derivados empleando la 2,4-
dinitrofenilhidracina (2,4 DNPH) y las cetonas: fluorenona, benzofenona y benzofenonas
sustituidas; en todos los casos se han alcanzado buenos rendimientos, el mejor
porcentaje corresponde al compuesto, con un 67% y el mas bajo al compuesto con un
rendimiento de 29% (Cruz Arguello, et al., 2022). Los resultados mostraron que las
hidrazonas sustituidas presentaron una actividad inhibitoria mayor frente a Candida
albicans y Aspergillus niger en comparacion con el control positivo, la cicloheximida (un
antibidtico y fungicida) al 1%, pero considerablemente son menos efectivas que

ketoconazol (un segundo control).

En otro estudio se utilizaron tres aislados del género Cryptococcus y se evalud la
sensibilidad y los efectos sinérgicos con las hidrazonas esteroidales, ajoeno y
posaconazol. Se incluyeron las cepas Candida albicans y Candida parapsilosis como
controles (Vivas et al., 2011). De acuerdo con sus resultados, se obtuvieron efectos
sinérgicos importantes entre el posaconazol con ajoeno, ajoeno con hidrazona y

posaconazol con hidrazona, lo cual seria muy til para futuros estudios clinicos.
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En otros estudios sobre plaguicidas potenciales, se llevé a cabo la sintesis de nuevas
bases de Schiff derivadas del alcanfor y se han examinado en busca de actividades

antifungicas y antibacterianas (Gupta & Sengupta, 1982).

Antiparasitaria

En un esfuerzo por desarrollar nuevos farmacos prometedores contra los parasitos,
como por ejemplo Leishmania, se sintetizaron derivados de hidrazonas a partir de la
reaccion entre cetonas con semicarbazidas y tiosemicarbazidas (Ver figura 11). Los
compuestos se evaluaron para determinar su actividad antileishmanial in vitro contra
una de las formas de dicho parasito, la forma amastigote intracelular de Leishmania
panamensis y su actividad citotdxica contra monocitos humanos. Los resultados
muestran que los compuestos tienen actividad antileishmanial significativa (Vargas, et
al., 2018).
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Figura 11. Sintesis de hidrazonas derivadas de tiocroman-4-onas.

Por otra parte, se evalu6 la actividad antileishmanial de compuestos basados en
derivados de N-acilhidrazona. Todos los compuestos fueron probados contra las formas
promastigotes y amastigotes de Leishmania amazonensis -GFP, asi como macréfagos
murinos (Soares, C. et al., 2019). Ademas, se realizaron estudios sobre el mecanismo
de accion de los mejores compuestos antileishmanial y propiedades fisicoquimicas y
farmacocinéticas in silico. Los estudios sobre el mecanismo de accion de compuestos
representativos de cada clase mostraron ligeras diferencias en el modo de accion y
ambos son capaces de causar aumento de los niveles intracelulares de Especies
Reactivas de Oxigeno (ROS).
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Se prepararon iminas y acilhidrazonas diversas a partir de 5-nitrofuraldehido y 5-
nitrotiofeno-2-carboxaldehido. Se evaluaron sus actividades contra los parasitos
Toxoplasma gondii y Leishmania major. Se observaron efectos antiparasitarios
prometedores y selectividades para ciertas acilhidrazonas e iminas. Los complejos de
cobalto (Il) y cobre (ll) conservaron las altas actividades anti- Toxoplasma de la

carboxilhidrazona 3-hidroxi-2-naftoica (Al Nasr, et al., 2023).
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Figura 12. Farmacos antiparasitarios y antibioticos 5-nitrofuranos aplicados clinicamente.

Antiviral

Las hidrazonas poseen actividad antiviral, de acuerdo con diversos articulos. Por
ejemplo, algunas hidrazida-hidrazonas, mostraron una mayor actividad citotoxica in vitro
contra la linea celular de HepG2 que los derivados de acridina ciclados. Esta es una
linea celular de cancer de higado humano, derivada especificamente de un carcinoma
hepatocelular bien diferenciado. Es ampliamente utilizada en investigacion, en particular
para estudiar el metabolismo de farmacos y la hepatotoxicidad y es un modelo util para
comprender el cancer de higado. La actividad antiviral de los nuevos compuestos de
hidrazona contra el virus de la hepatitis A (VHA) utilizando el ensayo de reduccién de la
infectividad de la peste revelé que la acridina (un agente antitumoral) y la hidrazona

fueron mas activas que el farmaco de referencia amantadina (Osama, et al., 2009).

Muchas benzo isotiazol hidrazonas con un fragmento CO-NH-N=CH-2-hidroxifenil se
ha descubierto que exhiben actividades biolégicas como antirretrovirales, pero con
ligera citotoxicidad a nivel micromolar concentraciones frente a células T (Singh, et al.,
2016).
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Antiinflamatoria

En un articulo de la International Journal Medicinal Chemistry, se disefié una serie de N-
acilhidrazonas benzotiazinas 1 (a—h) mediante modificacién estructural del farmaco
piroxicam, el cual, es un AINEs y posteriormente se evaluaron dichos compuestos para
observar sus actividades antiinflamatorias y antinociceptivas (Figura 10). La evaluacién
farmacoldgica reveld que, los compuestos 1 (a—h) han exhibido una mejor actividad que
el farmaco estandar piroxicam. Los compuestos 1f y 1g se identificaron como nuevos
agentes antiinflamatorios y antinociceptivos que fueron capaces de inhibir el
reclutamiento celular en un 70% y 80%, respectivamente, a una dosis de 100 y mol/kg,

en peritonitis inducida por zimosan y carragenina (Caramelo et al., 2014).
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Figura 13. Estructura de N-acilhidrazonas benzotiazinas (Caramelo et al., 2014).

Recientemente, la fraccion N-acilhidrazona se ha considerado como un marco molecular
unico y como una estructura privilegiada empleada para el disefio de varios nuevos
compuestos lideres con diversas actividades farmacoldgicas, incluidos efectos

analgésicos y antiinflamatorios (da Silva, 2010).

Analgésica
En los ultimos afos, se han realizado diversos estudios sobre hidrazonas que tienen
actividades biolégicas como analgésica, los cuales han presentado algunos casos

efectos analgésicos de derivados de hidrazona o compuestos similares.

Se sintetizaron nuevos derivados 6-sustituidos-3(2H)-piridazinona-2-acetil-2-(p-
benzalsustituido) hidrazona como agentes analgésicos y antiinflamatorios. Las
estructuras de los compuestos se elucidaron mediante analisis espectral y elemental.

Los compuestos derivados de la 3-clorofenil, 4-clorofenil y 2-piridil mostraron una
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actividad analgésica mas potente que el Acido Acetil Salicilico. Ademas, estos derivados
demostraron actividad antiinflamatoria, al igual que el otro farmaco de referencia llamado
indometacina. Se examinaron los efectos secundarios de los compuestos en la mucosa
gastrica. Ninguno de los compuestos mostro efecto en la formacion de ulceras gastricas
en comparacion con los farmacos antiinflamatorios no esteroides (AINE) de referencia
(Mehtap G., Semra U., & Esra K., 2009).

Se describieron nuevos derivados bioactivos de N-acilhidrazona, disefiados
estructuralmente como optimizacién de los precursores de arilhidrazonas planificados
mediante la hibridacion molecular de dos inhibidores de la 5-lipoxigenasa, por ejemplo,
CBS-1108 (2-acetiltiofeno-2-tiazolilhidrazona), que inhibe la actividad 5- lipooxigenasa
en leucocitos polimorfonuclear (PMNS), 12-lipooxigenasa y ciclooxigenasa en plaquetas
(Chantal, 1984) y BW-755¢c, que es un inhibidor de la 5-lipoxigenasa (Mitchell et
al.,1993). Se investigd el perfil analgésico, antiedematogénico y antiagregante
plaquetario de varios compuestos isostéricos mediante ensayos farmacolégicos clasicos
in vivo y ex vivo, lo que permitié identificar nuevos analgésicos periféricos potentes, un

nuevo agente antiinflamatorio y antitrombético (Barreiro, E. J. et al., 2002).

Con respecto a otros estudios para detectar una serie de hidrazonas de N-
pirrolilhidrazida fueron sintetizadas para determinar su actividad analgésica mediante la
prueba de presion de la pata (PP) y la prueba de placa caliente (HPT). Usando como
métodos los compuestos recién sintetizados mediante la ciclacion clasica de Paal-Knor,
N-pirrolil hidrazida-hidrazonas. Se administraron por via intraperitoneal a una dosis de
20 mg/kg. Se aplicaron pruebas de presion en la pata y de placa caliente para evaluar
las propiedades analgésicas. Ademas, se realizé analgesia inducida por estrés con
naloxona como antagonista no selectivo de los receptores opioides. Como resultados
de este trabajo, el compuesto que contiene un fragmento de carbonilo de izatina, fue el
mas prometedor. Presentd el umbral de presion de la pata mas alto al superar la
actividad analgésica del referente metamizol. El efecto relativo de la prueba de la placa
caliente fue consistente con los resultados de la presion de la pata. Los receptores
opioides participaron en las actividades analgésicas de las N-pirrolilhidrazida-

hidrazonas (Nocheva et al., 2023).

Por otra parte, con respecto a otro articulo se menciona que se sintetizaron (Z)-2-(2-
arilhidrazono)-2-(3,3-dimetil-3,4-dihidroisoquinolin-1-il) acetamidas mediante
acoplamiento  azoico de (Z2)-2-(3,3-dimetilo)-3,4-dihidroisoquinolin-1(2H)-iliden)
acetamida y sales de diazonio orto-sustituidas. Las hidrazonas obtenidas existian en

solucion como tautdmeros azohidrazo. Todos los compuestos mostraron efectos
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analgésicos en la prueba de placa caliente que superaron a los del metamizol sédico
(Yusov, et al., 2019).

De manera que, de acuerdo con varios articulos que se revisaron sobre el efecto
analgésico de los compuestos tipo hidrazona, se cree que la 3-nitrobenzilideno-2-
fenilhidrazona puede presentar dicha actividad biolégica, debido a que, otras moléculas

similares de las hidrazonas reportan esta actividad.

Dolor

De acuerdo con la literatura, el dolor puede tener diferentes definiciones. Con respecto
a la R.A.E. «es una sensacion molesta y aflictiva de una parte del cuerpo por causa
interior o exterior» (RAE, 2014). La Asociacién Internacional para el Estudio del Dolor
(IASP, por sus siglas en inglés) define al dolor como una experiencia sensorial y
emocional desagradable asociada a una lesion tisular real o potencial, o que se describe
como ocasionada por esta lesion (Garcia, 2017). Esta definicibn subraya que, no
solamente se involucra el proceso fisioldgico de estimulacion de nociceptores, sino que

abarca también un componente afectivo importante.

También se puede decir que, el dolor es un proceso complejo de defensa, indicativo de
que algo no funciona, cuya percepcion sensitiva es subjetiva, desagradable y con una
gran componente emocional. El Manual de farmacologia y terapéutica de Goodman &
Gilman menciona que, el dolor es un componente de practicamente cualquier proceso
patolégico clinico y el tratamiento del dolor es un obijetivo clinico primario (Brunton &
Knollmann, 2013).

Dado esto, se puede entender que, el dolor es una respuesta por parte del sistema
nervioso central a estimulos externos. Para que esto ocurra, se realiza una cascada de
senalizacion para que el cerebro pueda asimilar estos estimulos y codificarlos como lo

gue conocemos como dolor.

La percepcion del dolor consta de un sistema neuronal sensitivo (nociceptores) y unas
vias nerviosas aferentes que responden a estimulos nociceptivos tisulares; la
nocicepcion puede estar influida por otros factores, por ejemplo: psicolégicos (Puebla,
2005).

Para un correcto abordaje se deben conocer los tipos de dolor y sus caracteristicas. De
manera que, existen varias formas de clasificacion, siendo las mas utilizadas: segun su

mecanismo fisiopatolégico, duracién, curso e intensidad.
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Tabla 1. Clasificacién del dolor de acuerdo con la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor.

Nociceptivo:

- Somatico (superficial o profundo)
Fisiopatologia - Visceral

Neuropatico: SNC o SNP

Complejo o mixto

Duracion Agudo o crénico

Continuo o basal
Intermitente
Curso Irruptor
Incidental

Final de dosis

Intensidad Leve, moderado o intenso

Por otra parte, el dolor es una funcién fisiolégica vital que protege a los organismos
contra posibles danos. El dolor nociceptivo agudo es una funcién normal del sistema
nervioso que proporciona informacién sensorial importante sobre el entorno y reacciona
a estimulos nocivos como el calor nocivo, el frio extremo, los irritantes quimicos y el

dafio mecanico a los tejidos (Basbaum et al., 2009).

Estos estimulos nocivos activan los nociceptores periféricos, lo que desencadena
potenciales de accion que se propagan a lo largo de los axones sensoriales hasta la
asta dorsal de la médula espinal, donde se procesan las entradas nociceptivas y se
transmiten al cerebro. A su vez, la activacion de areas cerebrales especificas produce
una amplia gama de respuestas sensoriales, emocionales, autébnomas y motoras que

dan forma a nuestra experiencia y percepcion del dolor (Burma et al., 2017).

Umbral de dolor

El umbral de dolor es un concepto médico que se refiere al nivel minimo de estimulo
necesario para que un individuo perciba una sensacion como dolorosa. Este parametro
es crucial para comprender cdmo se experimenta el dolor y para abordar de manera
efectiva el manejo del dolor en diversos contextos clinicos. El umbral de dolor varia entre
las personas debido a factores genéticos, ambientales y psicologicos, lo que puede
influir en la susceptibilidad al dolor y en la efectividad de las intervenciones para aliviarlo
(Garcia, 2017).
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Sabiendo esto, se puede inferir que el umbral de dolor puede medirse utilizando diversas
técnicas y herramientas, como la algometria de presidn que consiste en medir la
sensibilidad al dolor mediante la aplicaciéon de presion en un area especifica del cuerpo,
otra muy comun es la estimulacion eléctrica y la termo estimulacion. Estas pruebas
permiten determinar la intensidad del estimulo necesario para que un individuo lo
perciba como doloroso. La informacién que se obtiene puede ser util en la evaluacién

de condiciones dolorosas y en la personalizacion de las estrategias de tratamiento para

cada paciente en casos de tratamientos clinicos.

Tipo de escala

Escala analdgica
visual (EVA)

Escala numérica
(EN)

Escala
categorica (EC)

Escala visual
analogica de
intensidad
Escala visual
analdgica de

mejora

Tabla 2. Escalas mas utilizadas para la valoracion de dolor.

Caracteristicas

Permite medir la intensidad del dolor con la maxima
reproductibilidad entre los observadores. Consiste en una linea
horizontal de 10 centimetros, en cuyos extremos se encuentran
las expresiones extremas de un sintoma. En el izquierdo se ubica
la ausencia o menor intensidad y en el derecho la mayor
intensidad. Se pide al paciente que marque en la linea el punto
que indique la intensidad y se mide con una regla milimétrica. La
intensidad se expresa en centimetros o milimetros.

Escala numerada del 1-10, donde 0O es la ausencia y 10 la mayor
intensidad; el paciente selecciona el nimero que mejor evalua la
intensidad del sintoma. Es el mas sencillo y el mas usado.

Se utiliza si el paciente no es capaz de cuantificar los sintomas
con las otras escalas; expresa la intensidad de sintomas en
categorias, lo que resulta mas sencillo. Se establece una
asociacioén entre categorias y un equivalente numérico.

Consiste en una linea horizontal de 10 cm; en el extremo izquierdo
estd la ausencia de dolor y en el derecho el mayor dolor
imaginable.

Consiste en la misma linea; en el extremo izquierdo se refleja la

no mejora y en el derecho la mejora total.

Numeracion e

interpretacion

Sin dolor

Maximo dolor

0 = sin dolor

10 = maximo dolor

0 (nada)
4 (poco)
6 (bastante)
10 (mucho)
0 =nada
10 = insoportable

0 = no mejora

10 = mejora

(Obtenida de: Vicente-Herrero, M.T., Delgado-Bueno, S., Bandrés-Moya, F., Ramirez-lfiguez-de-la-Torre,

Analgesia

M.V., & Capdevilla-Garcia, L., 2018).

Ahora bien, es importante definir a la analgesia para entender cémo funciona en el
cuerpo humano, de modo que, la analgesia se puede definir como la pérdida o
modulacién de la percepcion del dolor. Puede ser local y afectar s6lo una pequefa area

del cuerpo; regional y afectar una porcion mas amplia del cuerpo o sistémica. La
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analgesia se logra a través del uso de la hipnosis o sugestion, medicamentos sistémicos,

farmacos regionales o farmacos por inhalacion (De Cherney et al., 2014).

Esta puede ser también la desaparicion o disminucion de la sensibilidad a los estimulos
dolorosos con conservacion de los tactiles. Puede ser local o general. Puede ser

neurolégica pero también hipnética o histérica.

Por otro lado, la analgesia y la sedacién son términos que describen un estado que
permite a los pacientes tolerar procedimientos no placenteros mientras mantienen una
adecuada funcion cardiovascular y respiratoria, asi como la habilidad para responder
adecuadamente a ordenes verbales y/o estimulacion tactil. Cabe mencionar que, la
sedacién y la analgesia son dos cosas totalmente diferentes y el conocimiento de la
fisiopatologia del dolor y la ansiedad son imprescindibles para la aplicacion clinica.
(Rivera, 2002).

Principales farmacos analgésicos

Los tipos mas comunes de analgésicos de venta libre son el paracetamol, el acido
acetilsalicilico o conocido como aspirina y los medicamentos antiinflamatorios no
esteroides (AINE). Los medicamentos para el dolor también se denominan analgésicos.
Cada tipo tiene sus propios beneficios y riesgos. Algunos tipos de dolor responden mejor

a un tipo de medicamento que a otro (Villegas, 2019).

Los analgésicos narcéticos son también conocidos como analgésicos opioides.
Solamente se utilizan para el dolor que es intenso y no se alivia con otros tipos de
analgésicos. Cuando se usan cuidadosamente y bajo la vigilancia directa de un
proveedor de atencion médica, estos farmacos pueden ser efectivos y seguros para

disminuir el dolor (Hobelmann, 2018).

Su accion analgésica deriva de la interaccién con receptores farmacolégicos especificos
llamados receptores opioides, ampliamente distribuidos en el Sistema Nervioso Central
(SNC) y periférico, De forma aferente, interactuan con las neuronas de la primera
sinapsis en la asta posterior medular, con los haces espinotalamicos, mesencéfalo y
diencéfalo, disminuyendo la transmision del estimulo doloroso. En el SNC actian sobre
la corteza cerebral y el sistema limbico el cual, es un conjunto de estructuras cerebrales
que generalmente se ubican lateralmente al tdlamo, debajo de la corteza cerebral y por
encima del tronco encefalico, interfiriendo asi la percepcion del estimulo nociceptivo
(estimulo que puede causar dano a los tejidos del cuerpo activando los nociceptores) y

evitando la afectividad asociada a los procesos y estados de dolor.
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De forma eferente, inhiben la liberacién de neurotransmisores presinapticos y la

actividad neuronal postsinaptica (Dinakar, 2022).

Los narcéticos comunes son:

e Codeina o Meperidina
e Fentanilo e Morfina

e Hidrocodona e Oxicodona
e Hidromorfona e Tramadol

Estos se han utilizado para tratar:

o Dolor agudo, como por lesiones, cirugia u otros procedimientos, y otros
problemas médicos a corto plazo.

o Dolor crénico, presente durante 3 meses o mas. Este tipo de dolor puede
deberse a lesiones o enfermedades que afectan al sistema nervioso, asi como

a muchas otras afecciones crénicas (Nagpal et al., 2021).

Modelos de Analgesia

Los roedores se emplean en una gran mayoria de estudios preclinicos del dolor (Mogil,
2009). Cada organismo confiere una ventaja distinta para estudiar el dolor; la
complejidad conductual de los roedores permite el analisis de los componentes afectivos
del dolor (Panksepp & Lahvis, 2011). Otro aspecto importante para disefiar modelos
animales es reconocer que el dolor es una experiencia multidimensional. De hecho, el
dolor se procesa no solo en los niveles periférico y espinal, sino también en estructuras
cerebrales superiores, incluidas las areas corticales subyacentes al componente

afectivo del dolor (Tjelsen, 1997).

Alo largo de los afos se ha desarrollado un amplio panel de dispositivos de evaluacion
utilizados para caracterizar el comportamiento similar al dolor en modelos animales, y
aqui se presenta una descripcidon resumida de estas herramientas. Se pretendié hacer
una vision general de los tipos de dolor neuropatico e inflamatorio ampliamente
estudiados. También destacar la necesidad de procedimientos especificos dedicados al
estudio de las comorbilidades emocionales del dolor. Del mismo modo, se resumio6 las
principales limitaciones del uso de modelos animales para imitar el dolor clinico en
humanos, pero también se proporcionan ejemplos de aplicaciones traslacionales

exitosas del uso de modelos animales (Abboud, C. et al., 2021).

26



Modelos de dolor inflamatorio
Los modelos mas apropiados, ya sea una lesion, la aplicacion de agentes quimicos u

otras manipulaciones, deben basarse en la comprension de la presentacion clinica de
la enfermedad y la patologia, la produccion de nocicepcion recapitulando los
mecanismos de condiciones clinicas especificas (Abboud, C. et al., 2021). En estudios
anteriores en modelos de roedores de nocicepcion aguda y dolor crénico indicaron que
la accion farmacoldgica (eficacia, potencia, duracion de la accion) de un amplio espectro
de analgésicos para reducir las respuestas sensoriales reflejas han demostrado

relevancia para la analgesia humana (TYaksh, 2002).

Modelos de heridas
Los modelos de heridas incluyen heridas cutaneas incisionales o escisionales y causan

dolor somatico. La ketamina/xilazina se utiliza para modelos de heridas incisionales y
escisionales (Amhadi-Noorbakhsh, S. et al., 2011). En ratas, se ha demostrado que la
ketamina/xilazina y el tiopental podrian alterar la expresion de varios genes relacionados
con la cicatrizacion de heridas (Altun, M. A. et al., 2019). El isoflurano se utiliza para
ambos tipos de modelos de heridas (Wang, X. et al., 2013). Se sugiere el pentobarbital
para las heridas por escisién, aunque no proporciona analgesia y debe ir acompanado

de un analgésico local, como bupivacaina o lidocaina (Huss, M. K. et al., 2019).

La analgesia posoperatoria para la investigacion de la cicatrizacion de heridas podria
proporcionarse mediante el uso a corto plazo de opioides sistémicos o tdpicos, el uso a
corto plazo de AINE (por ejemplo, carprofeno o meloxicam), el uso inmediato de
anestésicos locales en el momento de la creacién de la herida o la infiltracién local de

tramadol en el sitio de la lesion (Huss, M. K. et al., 2019).

Modelos de dolor agudo y crdnico
En la busqueda de nuevos tratamientos para el alivio del dolor y de los mecanismos

intimos subyacentes justifica la utilizacion de los modelos animales de dolor. Entre ellos
se encuentran: la prueba de la placa caliente, el de retirada de la cola y el de inmersion
de la cola en agua caliente, que usan un estimulo térmico, el test de presién de la pata
o de la cola en la rata, que usan un estimulo mecanico, el test de estimulacion eléctrica
de la cola, que usa un estimulo eléctrico, el test del acido acético y el test de la formalina
gue mide la valoracién de la primera fase, que usan un estimulo quimico (Micé & Ortega-
Alvaro, 2006).

Se han utilizado estos modelos, objetivamos el umbral nociceptivo del animal, de
manera que los parametros determinados son consecuencia del mecanismo clasico del

dolor como reflejo dentro de un marco fisiolégico. Por ello, es posible que ofrezcan poca
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informacion sobre la efectividad de un farmaco en una situacién patolégica en la que se
producen cambios en la forma de procesar la informacién nociceptiva (Micé & Ortega-
Alvaro, 2006).

Con todo lo abordado en la revision anterior, en este trabajo se pretende sintetizar la 3-
nitrobenzilideno-2-fenilhidrazona a partir de 3-nitrobenzaldehido y fenilhidrazina,
caracterizar el compuesto por diferentes técnicas analiticas y finalmente evaluar el
efecto analgésico mediante la prueba de analgesia por retirada de cola en ratas de la

cepa Wistar.

29



METODOLOGIA

Con la finalidad de que se comprendiera mejor este trabajo, se optd por dividir en dos
partes la metodologia de manera que, en la primera parte se abordé lo que fue la sintesis
y caracterizacion de la 3-nitrobenzilideno-2-fenilhidrazona. Para la sintesis se realizé
una investigacion en articulos y libros sobre la obtencién de hidrazonas, esto con el fin
de poder tener informacién suficiente para desarrollar una metodologia que permitiera
obtener un mayor porcentaje de rendimiento. La caracterizacion se realizd con técnicas
como: cromatografia en placa fina, punto de fusion, espectrometria de masas, asi como
Resonancia Magnética Nuclear de 'H y C. Esto con el fin de comprobar que la
estructura de la hidrazona corresponda a la molécula esperada.

La parte dos consistio en la prueba de analgesia en ratas Wistar, estas fueron elegidas
por su tamano y facilidad para el manejo, de manera que se empleé DMSO como
vehiculo, debido a que, es ampliamente utilizado en estudios de este tipo y, ademas, la
3-nitrobenzilideno-2-fenilhidrazona fue soluble en este disolvente. Una vez que se
hicieron las pruebas de analgesia en la muestra, se analizaron los resultados para su

posterior discusion.

Parte 1.- Sintesis y caracterizacion

Reaccion de sintesis

Se trabajaron diferentes métodos para sintetizar el compuesto de interés, debido a que,
se emplearon diferentes catalizadores y solventes organicos para encontrar el método
idéneo para obtener un mejor rendimiento del producto. Se procedié a realizar la
sintesis con la fenilhidrazina y el 3-nitrobenzaldehido utilizando como solvente etanol.
Para ello, primero se realizaron los calculos necesarios determinados para cada materia

prima (Véase en el apartado de Anexos).
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Figura 14. Pesaje de los reactivos.

Una vez realizados los calculos correspondientes, en un matraz de bola se peso la
fenilhidrazina (0.1446g), se adicionaron 15 mL de etanol y se coloco el matraz con

agitacion magnética.

Posteriormente, en un vaso de precipitados se peso el 3-nitrobenzaldehido (0.15111 g)
y se disolvié 15 mL de etanol y este se fue adicionando gota a gota al matraz que
contenia a la fenilhidrazina. Una vez que se afadieron los reactivos, se coloco la
reaccion a reflujo durante una hora para evitar la evaporacion del disolvente de reaccion,

tal como se observa a continuacion:

Figura 15. Reaccion a reflujo.
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La reaccion se monitored por cromatografia en capa fina (TLC) para evidenciar la
formacion del producto (3-nitrobenzilideno-2-fenilhidrazona) empleando un sistema 8:2
de hexano: acetato de etilo y empleando una lampara de luz UV. Posteriormente, la
placa se reveld con permanganato de potasio. Se repitié este procedimiento cada hora

para observar mejor la formacion del producto.

Figura 16. Placa de cromatografia en capa fina.

Durante las primeras tres horas, no se observo en las placas de cromatografia formacion
de producto, solamente se observaban las materias primas. Posteriormente, se retir6 el
matraz del reflujo y se dejo en reposo el matraz para esperar la formacion de algun

precipitado durante veinticuatro horas.
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Figura 17. Primera sintesis de hidrazona en medio liquido.

Transcurridas las veinticuatro horas, no se observé la formacién de producto. Por ello,
se opto por realizar cambios en la sintesis, variando el disolvente y agregando diferentes
catalizadores. De acuerdo con la literatura, se sugerian catalizadores como: acido
clorhidrico, acido acético y acetato de sodio. En cuanto a los disolventes alternos:
metanol, THF y acetonitrilo.

De manera que, se continué con la metodologia anterior, pero empleando un disolvente
y catalizador diferente. La siguiente tabla, muestra los cambios en las reacciones para
la obtencidn del probable producto:
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Reactivos Catalizador Disolvente Resultado Observaciones Rendimiento

Sin Etanol No hubo No Aplica (NA)
Fenilhidrazina + 3-
catalizador formacion de 0
nitrobenzaldehido
producto.
HCI Etanol No hubo
Fenilhidrazina + 3-
formacion de NA 0
nitrobenzaldehido
producto.
Acido Etanol Formacion Se observo la formacion de
Fenilhidrazina + 3- acético del producto. cristales durante la 8%
nitrobenzaldehido precipitacion, presencia de .
solidos en rotavapor.
Sin Metanol No hubo
Fenilhidrazina + 3-
catalizador formacion de NA 0
nitrobenzaldehido
producto.
Acido THF Formacion Se observé la formacion de
acético del producto. cristales durante la
Fenilhidrazina + 3- . .
precipitacion, presencia de 95%
nitrobenzaldehido
abundantes sodlidos cafés
OSCUrOS rojizos.
Acido Metanol No hubo
Fenilhidrazina + 3-
i acético formacion de NA 0
nitrobenzaldehido
producto.
Acido Acetonitrilo No hubo
Fenilhidrazina + 3-
i acético formacion de NA 0
nitrobenzaldehido
producto.

Tabla 3. Catalizadores y disolventes empleados en las reacciones.

Después de haber realizado la sintesis con los métodos ya mencionados, se opt6 por
utilizar acido acético como catalizador y THF como disolvente, pues fue el que arrojo
mejor rendimiento del producto final. Esto con la finalidad de obtener un mejor
rendimiento.

A continuacion, se observa la estructura del producto obtenido y sus caracteristicas

principales:

NH

NO;
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Tabla 4. Resultados de la 3-nitrobenzilideno-2-fenilhidrazona

Aspecto fisico

Sélido de color amarillo

Rendimiento (%) 95
M.S.-E.I. (m/z) 241 M*
Punto de fusién (°C) 58

IR (KBr) (cm-"):

3296 (N-H); 3103-3005, 904-692
(aromatico-CH); 1602 (C=N), 1541, 1477
(aromatico, C=C); 1257 (C-N), 1535, 1359
(NO2)

RMN

TH NMR (500 MHz, CDsCN) & ppm: 9.14 (s,
2H), 6.88, (t, J=7.3, 7.3 Hz, 1H), 7.30 (t,
J=8.0, 8.0 Hz, 2H), 7.17 (d, J= 8.0 Hz, 2H),
8.45 (s, 1 Hz), 8.80 (dd, J= 8.2, 2.3 Hz, 1H),
7.60 (t, J=8.0, 8.0 Hz, 1H), 8.04 (d, J=7.7
Hz, 1H), 7.87 (s, 1H)

13C NMR (125 MHz, CD3CN) & ppm: 113.4
(CAr), 123.0 (CAr), 132.3 (CAr), 130.7
(CAr), 123.0 (CAr), 120.8 (CAr), 138.8
(Cg-C=N), 149.7 (C-NO2), 145.0 (C-NH),
135.1 (C=N).
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Parte 2.- Prueba de analgesia

Administracién de principios activos

Se emplearon 12 ratas macho de la cepa Wistar que fueron proporcionadas por el
Bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla las cuales,
estuvieron previamente en un ciclo luz/oscuridad 12/12 h, agua y alimento ad libitum.
Ademas, todos los procedimientos experimentales, asi como los protocolos para el
cuidado y uso de animales para experimentacién fueron cumplidos de acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999). Estas ratas primero fueron pesadas en
balanzas granatarias con canastilla para animales y con base a su peso se realizaron

los célculos correspondientes para la administracion del compuesto de interés (Anexos).

Una vez hechos los calculos correspondientes, se peso por triplicado 30 mg/Kg de la
hidrazona y 20 mg/Kg de Clorhidrato de Tramadol, mismos que fueron disueltos en 0.3
mL de DMSO. En cuanto al Diclofenaco se midieron con jeringa de insulina 0.2 mLy 0.3
mL de DMSO.

Figura 18. Balanza granataria con canastilla.
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Figura 19. Pesaje en balanza analitica de la hidrazona para la administracion en ratas Wistar.

Prueba de dolor

Se hicieron 4 grupos de 3 ratas cada uno a las cuales se les marco la cola con un niumero
para poder identificarlas. A un grupo se le administrd via intraperitoneal el compuesto
sintetizado, al segundo grupo se le administré el Clorhidrato de Tramadol, al tercer grupo

el Diclofenaco y al cuarto grupo el DMSO.

Figura 20. Administracion de la hidrazona en la rata por via intraperitoneal

Transcurridos 60 minutos de administracion, se realizaron 6 mediciones sensoriales de
respuesta al dolor a todas las ratas, para ello, en un vaso de precipitado de 1 L se colocd
agua y se calent6 a 58 °C, de manera que, la temperatura se mantuvo lo mas exacta

posible con ayuda de una parrilla y un termémetro. Posteriormente, se colocaron una a
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una las ratas en una camara inmovilizadora en forma de cilindro, de manera que, se
limitaba su movimiento, pero se dejaba su cola expuesta. Después, se sumergid la cola
en el agua a 58°C y se inicid el crondmetro para medir el tiempo en que la rata
presentaba una sefnal de dolor como sacudir la cola. Se dejaron pasar 5 minutos de

diferencia entre medicién y medicion para no afectar la sensibilidad de la rata.
Medicion de tiempo
Al terminar de realizar las mediciones, se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 5. Resultados de la respuesta al dolor de las ratas en sequndos.

DMSO

Rata Tiempo 1 Tiempo 2 Tiempo 3 Tiempo 4 Tiempo 5 Tiempo 6
(s) (s) (s) (s) (s) (s)

1 1.91 1.51 0.90 0.95 0.78 0.75

2 0.70 1.26 0.66 1.01 0.75 0.60

3 0.65 0.51 0.60 0.56 0.70 0.83
Diclofenaco

Rata Tiempo 1 Tiempo 2 Tiempo 3 Tiempo 4 Tiempo 5 Tiempo 6
(s) (s) (s) (s) (s) (s)

4 0.51 0.96 0.78 0.76 0.73 0.70

5 0.76 2.30 3.40 1.83 1.13 1.75

6 0.83 2.48 3.15 1.95 1.35 3.81
Tramadol

Rata Tiempo 1 Tiempo 2 Tiempo 3 Tiempo 4 Tiempo 5 Tiempo 6
() (s) (s) () (s) (s)

7 0.78 2.46 1.56 3.35 2.61 2.80

8 1.68 2.81 1.31 213 212 416

9 1.33 1.08 2.08 3.1 2.83 2.81
Hidrazona

Rata Tiempo 1 Tiempo 2 Tiempo 3 Tiempo 4 Tiempo 5 Tiempo 6
(s) (s) (s) (s) (s) (s)

10 0.65 1.16 1.06 0.86 1.13 1.25
11 0.58 1.55 1.10 1.26 2.26 1.66
12 0.61 1.18 1.71 1.03 0.96 1.03

Estos datos se emplearon para realizar el analisis estadistico utilizando el método de
ANOVA de una via, para comprobar las diferencias significativas entre la 3-
nitrobenzilideno-2-fenilhidrazona con respecto al diclofenaco, el tramadol y el DMSO.

Los cuales se muestran en el apartado de discusién de resultados.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Sintesis y caracterizacion

Espectrometria de Masas

El sdlido obtenido se analiz6 mediante la técnica de espectrometria de masas y, de
acuerdo con el espectro que se observa a continuacion, el peso molecular fue de 241
g/mol, el cual corresponde al peso molecular tedérico esperado de la 3-nitrobenzilideno-

2-fenilhidrazona.
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Espectro 1. Analisis por espectrometria de masas de la 3-nitrobenzilideno-2-fenilhidrazona.

En el espectro de la muestra se observan diferentes sefiales que representan iones con
una relacion m/z especifica y la altura indica la abundancia. Por ejemplo, es como si la
molécula se fuera fragmentando y esto permite obtener informacién sobre la molécula,
de modo que, en el caso de la sefal de 92, esta puede corresponder a la masa de un
benceno unido a un nitrégeno. Otra sefial que se observa es en 209, la cual puede
corresponder a la molécula esperada, pero sin contar los dos atomos de oxigenos y en
cuanto al dato de 225, este corresponde a la molécula esperada, pero sin un atomo de
oxigeno.

Espectroscopia FTIR

Como se puede observar en el espectro de infrarrojo, existe una banda caracteristica
de la tension del enlace N-H alrededor de 3317 cm™ y una pequefia banda ancha con
varios picos que se encuentra entre 2909-3293 cm, al igual que el fragmento 855-620

cm™, los cuales corresponden a los enlaces C-H de los anillos aromaticos.
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Espectro 2. Infrarrojo de 3-nitrobenzilideno-2-fenilhidrazona
Tabla 6. Sefiales de Infrarrojo caracteristicas del 3-nitrobenzilideno-2-fenilhidrazona
Numero Numero de onda (cm) Enlace
1 3317 N-H
2 2909-3293 C-H aromaticos
855-620
1597 C=N
4 1505 C=C aromaticos
1367
5 1317 NO:2
1080
6 1313 C-N

Resonancia Magnética Nuclear de 'Hy 3C

Como parte de la caracterizaciéon de compuestos organicos se utiliza la técnica de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) que consiste en mantener un campo magnético
constante y emitir pulsos de radiofrecuencia para excitar los nucleos atdomicos (para

cambiar su estado de spin) que luego emiten radiacion al volver a su estado inicial. Los

resultados fueron los siguientes:
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Tabla 7. Principales sefiales de RMN de 'H y de 3C de la 3-nitrobenzilideno-2- fenilhidrazona

Position on oc, type COSY
1” 7.87,s, 1H 135.1
1 - 138.8
2 8.04, d, (7.7 Hz), 1H 132.3 H-3
3 7.60, t, (8.0, 8.0 Hz), 1H 130.7, CH H-2, H-4
4 8.10, dd, (8.2,2.3 Hz), IH 123.0, CH H-3, H-6
5 - 149.7
6 8.45,s, IH 120.8 H-4
1 - 145.7
2,6 7.17,d, (8.0 Hz), 2H 1134, CH H-3, H-5
3,5 7.30, 1, (8.0, 8.0 Hz), 2H 130.2, CH H-2, H-6, H-4
4 6.88,t,(7.3,7.3 Hz), |H 120.9, CH H-3, H-5
3” 9.14, s, 1H -
2 H
3 1 °N 3

N
o/+ ~5

Figura 20. Asignacion de carbono de la 3-nitrobenzilideno-2-fenilhidrazona en su estructura.

Espectro RMN H, 500 MH, CDsCN

En este primer espectro obtenido de RMN del 'H, se visualiza que para el anillo
aromatico ligado al grupo amino, una sefal en 9.14 ppm, “s”, con una sefal
simple que integra para 2H correspondiente al H 3” del grupo amino. En 6.88
ppm, “t” se observa una sefial triple con una J= 7.3, 7.3 Hz que integran para el
1H del anillo aromatico correspondiente del H 4’. En 7.30 ppm, “t” hay una sefial

triple con una J= 8.0, 8.0 Hz que integra para una 2H que corresponde a los 2H
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del anillo aromatico 3, 5. Para el anillo aromatico unido al grupo nitro, en 7.17
ppm, “d”, se ve una sefal doble con una J=8.0 Hz que integran para 2H
pertenecen a los hidrégenos aromatico 2,6’. Para 8.45 ppm, “s”, se encuentra
una senal simple que integra para 1H que corresponde al hidrogeno aromatico
6. Del mismo modo en 8.10 ppm, “dd”, se encuentra una sefal doble de dobles
con una constante de acoplamiento de J= 8.2, 2.3 Hz, que integra para 1H el
cual corresponde al anillo aromatico H 4. Por otra parte, en 7.60, “t”, se observa
una sefal triple con una constante de acoplamiento de J= 8.0, 8.0 Hz que
integran 1H que pertenecen al hidrégeno aromatico 3. Igualmente, en 8.04, “d”,
se observa una sefal de doble con una constante de acoplamiento de J=7.7 Hz
que integran 1H que pertenecen al hidrégeno aromatico 2. Por ultimo, en 7.87

ppm, “s”, se encuentra una senal ancha que integra para 1H que corresponde al
H1.
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Espectro 3. RMN "H, 500 MHz, CDsCN
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Espectro COSY
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Espectro RMN '3C, 125 MHz, CD3CN

En el espectro de RMN de '3C se observa una sefial a 113.4 ppm de los carbonos
aromaticos que corresponde a los carbonos 2,6’. En 123.0 ppm se visualiza una
sefal para el carbono aromatico que pertenece al carbono 4. En 132.3 ppm se
observar el carbono aromatico 2. De igual modo, en 130.7 ppm se observar el
carbono aromatico 3. Posteriormente, en 123.0 ppm se encuentra una sefal de
los carbonos aromaticos 4. Por ultimo, en 120.8 ppm se encuentra una sefal de
los carbonos aromaticos 6. Luego en 138.8 ppm la sefal pertenece a al carbono
cuaternario 1 (Cq-C=N). En 149.7 ppm se observa una sefal del carbono
aromatico 5 (C-NOz). Se muestra una senal en 145.0 ppm la cual pertenece al
carbono 1 (C-NH). Finalmente, en 135.1 ppm se aprecia la sefial del carbono 1”

(C=N).
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Espectro 8. RMN 3C, 125 MHz, CDsCN
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Espectro HSQC
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Prueba de Analgesia

Con los resultados obtenidos en la prueba de analgesia, se realizé una grafica

no paramétrica “U de Mann-Whitney”, donde se demostré lo siguiente:

DMSO vs Diclofenaco: sin diferencia

DMSO vs Tramadol: diferencia significativa p<0.01
DMSO vs Hidrazona: sin diferencia

Diclofenaco vs tramadol: sin diferencia

Tramadol vs hidrazona: diferencia significativa p<0.05

Evaluacién de la analgesia

—-e— DMSO

- Diclofenaco
-4 Tramadol
--¥-- Hidrazona

Tiempo de reaccion (s)

0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Intentos (min)

Figura 21. Gréfica de comparacién de medias de tiempo entre la Pre y Post administracion de la
hidrazona, diclofenaco, tramadol y DMSO.

De acuerdo con el grafico y los resultados, se puede inferir que no hay diferencia
significativa entre el efecto analgésico entre la hidrazona y el DMSO,
observandose el mismo efecto con el diclofenaco. Esto puede dar pauta a que,
si bien, la hidrazona si puede poseer un efecto analgésico inferior al diclofenaco,

pero mayor al DMSO.

A continuacion, se propone un modelo que hace alusion al probable mecanismo
de accién de la hidrazona, en el caso de que este compuesto tuviera un efecto
analgésico, no sin antes enfatizar en que la posicién del grupo nitro en las

L A 11

posiciones “orto”, “meta” o “para” puede interferir en dicho efecto.
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Hidrazona

1L

Figura 22. Propuesta del mecanismo de accién de la 3-nitrobenzilideno-2-fenilhidrazona.



CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS A FUTURO

¢ Se logro sintetizar una hidrazona a partir de: fenilhidrazina y 3-nitrobenzaldehido
de forma satisfactoria obteniendo un rendimiento del 95% identificando al acido acético
como mejor catalizador y el THF como el mejor disolvente de reaccion.

o Se caracterizé el compuesto sintetizado mediante analisis de espectroscopia IR,
RMN de 'H y ®C en una y dos dimensiones, asi como mediante la prueba de
espectrometria de masas, de manera que, se pudo corroborar la obtencién de la 3-
nitrobenzilideno-2-fenilhidrazona.

o Mediante la prueba de analgesia por retirada de cola y con el correspondiente
analisis estadistico se observaron indicios de efecto analgésico de la hidrazona con una
dosis de 30 mg/Kg, asi mismo, con esta dosis del compuesto no ocurrié ningun deceso
en los animales administrados.

e De este modo, con los resultados obtenidos hasta el momento, se puede
proponer un probable mecanismo de accion de la hidrazona con respecto a la enzima
COX-2. Enfatizando en que, este trabajo puede realizarse nuevamente, pero con una
muestra mayor, para obtener resultados mas robustos y confiables. De igual forma, se
puede evaluar el compuesto que se obtuvo en otros modelos de analgesia.

¢ Finalmente, la 3-nitrobenzilideno-2-fenilhidrazona puede emplearse en otras
pruebas biolégicas para evaluar su actividad antimicrobiana, antifungica, antiparasitaria,

entre otras.
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ANEXOS

A. Fenilhidrazina

Fig. 2: Estructura de la fenilhidrazina

Propiedades Valor
Peso molecular 108.14 g/mol
Punto de fusion 18-20 °C

Punto de ebullicién 238-241 °C

Tabla 8: Propiedades fisicas de la fenilhidrazina extraidas de la ficha de seguridad
La fenilhidrazina forma prismas monoclinicos que se derriten en un aceite a temperatura
ambiente que puede volverse de amarillo a rojo oscuro al exponerse al aire (The Merck
Index Online, s. f.). Es soluble en etanol, éter dietilico, cloroformo y benceno. Es
escasamente soluble en agua. La fenilhidrazina es el compuesto quimico con la férmula
CesHsNH-NHa.

B. 3-nitrobenzaldehido

O
H
NO;
Fig. 3: Estructura de la fenilhidrazina
Propiedades Valor

Peso molecular 151.12 g/mol

Punto de fusién 56 — 59 °C
Punto de ebulliciéon 285-290 °C

Tabla 9: Propiedades fisicas del 3-nitrobenzaldehido extraidas de la ficha de seguridad
El 3-nitrobenzaldehido se utiliza en la sintesis de otros compuestos organicos, que van
desde productos farmacéuticos hasta aditivos plasticos e intermedios para el
procesamiento de perfumes y compuestos aromatizantes, asi como en la preparacién
de determinados colorantes de anilina (CymitQuimica, 2019). Es poco soluble en agua,
pero presenta solubilidad alta en disolventes organicos como el éter y el cloroformo. El

3-nitrobenzaldehido es el compuesto quimico con la férmula C7HsNOs.
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C. Caélculos
Sintesis de 3-nitrobenzilideno-2-fenilhidrazona a partir de la fenilhidrazina y el 3-
nitrobenzaldehido.
Durante esta etapa de la investigacion, se realizaron los calculos de los gramos a utilizar
de cada reactivo partiendo de 1 mmol de cada uno. Haciendo uso de 10 mL de etanol

como disolvente para estos reactivos, se llevo a cabo los siguientes calculos:

3-nitrobenzaldehido (peso molecular) = 151.120 g/mol

Fenilhidrazina (peso molecular) = 144.6 g/mol

Calculo de gramos de 3-nitrobenzaldehido (reactivo limitante):

g = PM x Mol
g = (144.6 g/mol) (0.001 mol)
g=0.15112¢g

Calculo de gramos de fenilhidrazina
151.120 g/mol ————> 0.15112 g
144.6 g/mol ————> X

X =(144.6 g/mol) (0.15112 g)

151.120 g/mol

X=0.1446 g

Calculo para la administracion del 3-nitrobenzilideno-2-fenilhidrazona en ratas

con respecto al peso de acuerdo a las dosis de 30 mg/1kg.

Rata 4 X————>100.6g
30 mg ———>1000 g X=3.018 g 3N2Fhidrazona
X———>102.8g
X=3.084 g de 3N2Fhidrazona Rata 6

30mg ——>1000g
Rata 5 X———>996¢
30 mg ——>1000g X=2.988 g 3N2Fhidrazona
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Calculos para la administracion de diclofenaco con respecto al peso en ratas de
acuerdo a las dosis de 20 mg/1kg.

# de rata Concentracion dosis Peso de la rata Dosis para
(mg/Kg) (9) administrar (mg)
7 20 82.9 1.658
8 20 81.6 1.632
9 20 91.9 1.838

Tabla 10: Datos obtenidos para el cdlculo de la dosis de administracion de tramadol con respecto del peso de las

ratas.

Rata 7 X——>816g¢g
20 mg ———>1000 g X=1.632 g de tramadol
X———>829g
X=1.658 g de tramadol Rata 9

20 mg ———>1000 g
Rata 8 X———>919¢g
20 mg ———>1000 g X=1.838 g de tramadol

Calculos para la administracion de tramadol en ratas con respecto al peso de
acuerdo a las dosis de 75 mg/mL.

# de Concentracion Peso de la rata Dosis para Dosis para
rata dosis (mg/Kg) (9) administrar administrar
(mg) (mL)
10 75 78.1 4.686 0.19
11 75 87 5.22 0.21
12 75 91.9 5.358 0.21

Tabla 11: Datos obtenidos para el cdlculo de la dosis de administracion de tramadol con respecto del peso de las

ratas.

Rata 10 1mg ————>1mL

75mg ——>1000g 522 mg ——>x

X———>781g X=0.21 mL de tramadol

X=4.686 mg de tramadol

1mg ————>1mL Rata 12

4.686 mg ————>X 20 mg ———>1000 g

X=0.19 mL de tramadol X————>919¢g
X=5.358 g de tramadol

Rata 11

20 mg ——>1000g 1mg ———>1mL

X ———>87g 5.358 mg ———> X

X=5.22 mg de tramadol X= 0.21 mL de tramadol
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