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ABREVIATURAS

d: desplazamiento

°C: Grados Celsius

IE: Impacto Electronico

IR: Infrarrojo

J: Constante de acoplamiento

m: Multiple

ppm: Partes por millén

RMN: Resonancia Magnética Nuclear

RMN 'H: Resonancia Magnética Nuclear de *H
RMN *3C: Resonancia Magnética Nuclear de**C
s: simple

d: Doble

t: triple

dd: Doble de dobles

td: triple dobleteada

UV: Ultravioleta

p.f: punto de fusion



La sintesis de los compuestos que se plantean en este trabajo fue realizada en la Benemerita
Universidad Auténoma de Puebla, Facultad de Ciencias Quimicas, Laboratorio de Quimica

Orgénica Edificio 105 D.

Las pruebas de evaluacion citotoxica se realizaron durante una estancia en la Universidad

Veracruzana, en la Facultad de Bioanalisis.



RESUMEN

En el presente trabajo se muestra la sintesis de tres tipos de hidrazonas en particular, las quese
obtuvieron a partirdel5-(4-nitrofenil)furan-2-carbaldehido (reactivo constante en las tres sintesis) y
difenilhidracina, fenilhidracina e hidracina respectivamente.

Comodisolvente se utilizd etanol, todo estobajo las condiciones preestablecidasporel grupo de

trabajo y apoyados en la literatura.
Loscompuestosse analizaron por diferentes técnicas de caracterizacion como: espectroscopia
infrarroja, espectroscopia UV-VIS, espectrometria de masas, RMN*H, RMN*Cy rayos X.

A-24

B-24

D-24

Figural.Eestructua general de los compuestos sintetizados.



Dichos compuestos fueron sometidos a evaluacion citotdxica en la Facultad de Bioanalisis de la
Universidad Veracruzana, para observar su comportamiento y su posterior uso en células

cancerosas.

OBJETIVOS

e Sintesis de los compuestos A-24, B-24 y D-24.

e Aplicar los principios de la quimica verde.

e Caracterizacion de los productos sintetizados.

e Observar el comportamiento de las tres hidrazonas en contacto con células humanas
(linfocitos) para la evaluacion de su citotoxicidad.

e Evaluar la citotoxicidad de los tres compuestos A-24, B-24 y D-24 en lineas celulares

cancerosas.

INTRODUCCION

Las hidrazonas tienen una gran variedad de usos, ya seaen el desarrollo de farmacos, productos
quimicos, etc., todo esto es posible debido al tipo deestructura que poseen.

Existe una variedad muy grande de hidrazonas dependiendo de las materias primas con las que se
preparen, pero en general la mayoria de estas presentan colores muy marcados, ademas de p.f.
muy caracteristicos entre otras cosas. Todas las hidrazonas, aunque pertenecen a un mismo tipo de
grupo funcional, cambios en la estructura de la materia prima, hacen que adquieran caracteristicas

distintas los productos y por consiguiente tengan distintos usos y aplicaciones.

En el sector industrial son utilizadas como iniciadores de procesos de polimerizacion y como
agentes plastificantes. En el area biologica, algunas hidrazonas son utilizadas como especies
coordinantes de hierro con el objetivo de ser usadas como auxiliares en el tratamiento contra el
cancer. El principal uso que se le da a las hidrazonas en el area de quimica organica es el
utilizarlas como identificador de compuestos de tipo carbonilico, debido a las caracteristicas
propias de las hidrazonas de ser coloreadas, formar precipitados y en ocasiones cristales. Las

hidrazonas se obtienen a partir de hidracina y derivados, los cuales se condensan con los



compuestos carbonilicos bajo influencia de catalizadores &cidos (intervalo de pH= 4-5),
eliminandose como subproducto agua. Estos son compuestos generalmente solidos y algunas

veces cristalinos.’

Las hidrazonas provenientes de aldehidos, son la mayoria de las veces, mas faciles de reaccionar
ya que solo se necesita una agitacion continua a temperatura ambiente, mientras que en el caso de
las hidrazonas provenientes de cetonas se recurre al calentamiento o a una reaccion catalizada por
un medio &cido. Esta modificacién en las condiciones de reaccion, se debe al grado de reactividad

del grupo carbonilo, ya que los aldehidos tienen una reactividad mayor que el de las cetonas.

La naturaleza del aldehido presente en la obtencién de hidrazonas juega un papel decisivo en las
caracteristicas de las mismas, por ejemplo la mayor parte de las hidrazonas derivadas de aldehidos
aromaticos no muestran propiedades basicas, al contrario de estolas hidrazonas de aldehidos

alifaticos si presentan propiedades bésicas.

Mecanismo de obtencion de hidrazonas

En la figura 2 se ilustra el mecanismo de adicion nucleofilica de hidracina para dar como producto

la hidrazona.

Esquema 1. Mecanismo de reaccion de obtencion de hidrazonas.

El mecanismo ilustra la protonacion del grupo carbonilo formando el acido conjugado. La
polaridad del carbono carbonilo favorece el ataque de la hidracina para formar el intermediario 1.



Este Gltimo intercambia un proton entre el nitrogeno de carga positiva y el oxigeno del alcohol,

transformando el grupo hidroxilo en un buen grupo saliente.?

Estos compuestos contienen el enlace C = N, que se conjuga con un par solitario de electrones del
4tomo de nitrégeno funcional.® Los atomos de nitrégeno de los hidrazonas son nucleéfilicos vy el
4tomo de carbono tiene naturaleza electrofilica.* El a-hidrégeno de las hidrazonas es mas acido
que de cetonas &cidas.’ La combinacién de hidrazonas con otro grupo funcional conduce a
compuestos con caracter fisico y quimico Unico.® Debido a sus propiedades bioldgicas y
farmacoldgicas, son consideradas importantes para la sintesis de compuestos heterociclicos.’

El grupo carbonilo esta formado por un atomo de carbono unido por un doble enlace a un oxigeno;

las estructuras generales son:

Figura 2. Estructura general de grupo carbonilo de aldehidos y cetonas.

El grupo carbonilo es uno de los grupos funcionales mas abundantes en biomoléculas, como
grasas, carbohidratos, proteinas y esteroides, y en productos sintéticos para uso industrial, como
formalina, acetaldehido y acetona. En la naturaleza, existen aldehidos y cetonas que por su olor

agradable se emplean como aromatizantes o saborizantes; por ejemplo, la vainillina y alcanfor.

Estructuralmente hablando, el carbono del grupo carbonilo presenta una forma trigonal plana. En

este tipo de hibridacion los cuatro electrones del carbono se distribuyen de la siguiente manera:

e Tres electrones en tres orbitales hibridosatémicos sp% estos orbitales estan en un mismo
plano y separados entre si por un angulo de 120°.

e Un electron en un orbital p, perpendicular a ese plano.

En el grupo carbonilo, el carbono forma tres enlaces sigma y un enlace pi. El doble enlace del
carbono con el oxigeno, (C=0), ocurre cuando un orbital sp? del oxigeno se superpone con un

orbital sp® del carbono y forma el enlace sigma (o) C-O. Al oxigeno le quedan dos pares de



electrones no compartidos que ocupan los orbitales sp® correspondientes. Y el enlace pi (n) se
forma por el traslapamiento de los orbitales p puros de cada 4&tomo en cuestion. Esto se observa en

la siguiente figura.®

\\
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Figura 3. Enlace de C=0 mostrado con orbitales.

Caracteristicas de aldehidos y cetonas.

El grupo carbonilo, caracteristico del aldehido y cetonas, confiere a éstos compuestos su
reactividad especial. Como el atomo de oxigeno es mucho més electronegativo, atrae mas a los
electrones que el atomo de carbono. El carbono del grupo carbonilo al presentar hibridacién sp?,
como ya lo mencionamos, los 3 atomos que estan unidos directamente a él se encuentran en un
mismo plano con un angulo de separacion de aproximadamente 120°. Los aldehidos y cetonas se
caracterizan por presentar reacciones comunes que se deben a dos caracteristicas muy importantes
de la estructura del carbonilo, la planaridad y la polarizacion del doble enlace. Sin embargo, la
distinta ubicacion del grupo carbonilo en la cadena hidrocarbonada (en el extremo para los
aldehidos) supone ciertas diferencias entre las dos funciones. Los aldehidos y cetonas en el
infrarrojo presentan una banda de absorcion entre 1670 y 1730 cm™, debido a la vibracién de
tension del enlace carbono-oxigeno. En el ultravioleta hay también una absorcion débil entre los
2600 y 3000 A. En la espectroscopia RMN se puede distinguir la funcion aldehido de la funcion
cetona por su diferente desplazamiento quimico en el espectro.Tanto aldehidos como la cetonas
presentan una reaccion caracteristica con la 2,4-dinitrofenilhidracina para dar las correspondientes

fenilhidrazonas con un precipitado rojo- naranja, lo cual permite evidenciar su presencia.

Los aldehidos y las cetonas no pueden formar enlaces intermoleculares de hidrégeno, porgue al
carecer de grupos hidroxilo (-OH) sus puntos de ebullicion son mas bajos que los alcoholes

correspondientes. Sin embargo, los aldehidos y las cetonas pueden atraerse entre si mediante las
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interacciones dipolo-dipolo de sus grupos carbonilo por eso sus puntos de ebullicion son mas altos
que los de los alcanos correspondientes. Con excepcién del metanal, que es gaseoso a la
temperatura ambiente, la mayor parte de los aldehidos y cetonas son liquidos y los homdlogos
superiores son sélidos. Los primeros miembros de la serie de los aldehidos alifaticos tienen olor
fuerte e irritante, pero los demas aldehidos y casi todas las cetonas presentan olor agradable por lo

que se utilizan en perfumeria y como agentes aromatizantes.

Antecedentesdel cancer

El cancer es un grupo de méas de 100 enfermedades que incluyen tumores malignos con diferentes
localizaciones; segun la Organizacion Mundial para la Salud el cancer se considera un problema
de salud publica, siendo una de las principales causas de muerte en la poblacion mundial. El
cancer se ha convertido en una enfermedad cronica gracias a la optimizacion de las terapias que se
usan para controlar su progresion (cirugia, quimioterapia, radioterapia), pero ain no tiene cura. El
obstaculo radica en la complejidad de los mecanismos moleculares subyacentes. En la Gltima
década, la comunidad cientifica se ha centrado en la basqueda de compuestos para el desarrollo de
nuevos tratamientos con diferentes aproximaciones, como la farmacogenémica’ o la induccién de
la muerte de las células tumorales mediante la activacion de rutas de muerte celular
independientes de la apoptosis.’® Paralelamente, a esta blsqueda, también ha crecido la necesidad
de encontrar nuevas identidades quimicas con una actividad citotdxica potente y especifica contra

las células tumorales.

En 2012, el cancer fue responsable de 8,2 millones de muertes, y se espera que los casos anuales
aumentara de 14 millones en 2012 a 22 millones en los préximos dos decenios.™*? En los Gltimos
afos, se han hecho muchos esfuerzos para desarrollar nuevas estrategias para encontrar maneras
seguras y eficaces de tratamiento de esta enfermedad, que incluye una mejor comprensién de los

procesos biolégicos implicados en la supervivencia de células de cancer.*®

En este contexto, los benzotiazoles representan una clase importante de compuestos heterociclicos
gue han atraido una atencion especial debido a sus diversas actividades bioldgicas, incluyendo
antimicrobiana,*  anticonvulsionante,® antiinflamatorio,’® antimalarica,'’ antiparasitario,*®

anticancerigena.”



La resistencia a los medicamentos constituye la falta de respuesta a muchos quimicamente y
agentes anticancerigenos mecanicamente no relacionadas por las células cancerosas. Es una de las
principales causas de fracaso de la quimioterapia y puede conducir a recurrencia de la enfermedad
o incluso la muerte.® La administracion clinica de altas dosis de medicamentos contra el cancer
para superar la resistencia conduce a toxicidades inducidas por drogas.?* De ahi, que los agentes
anticancerosos nuevos necesitan ser sintetizado y probado por su eficacia tanto in vitro como in

vivo para superar la resistencia a farmacos.
Actividad anticancerosa de las hidrazonas

Dandawate et al.,?? desarrollé plumbagina derivados de hidrazona (53) con una elevada actividad
frente a cancer de mama. Mohareb y Al-Omran® sintetizaron cianoacetilhidrazona con derivados
de pregnanolona (54) activa contra maltiples lineas celulares de cancer. Aydin et al.,?* sintetiz6 y

evalué derivados flurbiprofenohidrazida (55) contra lineas celulares de cancer de ovario y

2
1%

leucemia. Cui et al.,” sintetizd acilhidrazonas (56) e informd que tienen una potente actividad

2
.2

contra las células leucémicas humanas promielocitica (HL-60). Al-Said et a sintetizaron

ciertos compuestos (57) y reportaron tener actividad anticancerigena in vitro contra lineas
celulares humanas de cancer de mama MCF7. Liu et al,*’
hidrazona(58) para la actividad antitumoral contra A549, HCT11b, HepG2, lineas-9 PC y A375
lineas celular con un ICsq de 4-17 uM; Derivados de arilhidrazona (59) sintetizado por Vogel et

a|.28

sintetizé y evalu6 derivados de acetil

Se informo de un ICsy de 6.7 nM frente a MDA-MB231 y MCF-7 lineas celulares de cancer de
mama. Xu et al.,”® seleciond derivados de hidrazona (60) para la inhibicién de la quinasa en
diferentes lineas celulares. Benites et al., sintetiz6 derivados de hidrazona(61) y reportd de su
actividad antiproliferativa significativa. Derivados de hidrazona reportados por Hayakawa et

al.,(62) mostraronuna marcada inhibicioén de quinasa PI3 p110 o.
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Figura 4. Estructura de hidrazonas reportadas como agentes anticancerosos.
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Historia de los cultivos celulares

En 1878, Claude Bernard demostr6 que el medio interno, a pesar de ser producto del metabolismo
celular, regulaba la actividad de los propios tejidos. Ademas, que para estudiar las células era
necesario aislarlas en sistemas artificiales sin la influencia del organismo. Uno de los primeros
pasos en este sentido fue dado por von Recklinghausen que en 1886, logré6 mantenergldbulos de
anfibios por més de un mes bajo diferentes condiciones en recipientes esterilizados*®. En 1885,
Wilhelm Roux, aislo a través de una técnica microquirdrgica la placaneural de embrién de pollo,
en donde observo la formacién de tubo neural, precursor del sistema nerviosocentral, estos

resultados fueron considerados como el primer explante in vitro.

En 1898, Ljunggren mantuvo in vitro, por varias semanas, explantes de piel humana inmersos en
liquidode ascitis®*. En 1903, Jolly hizo las primeras observaciones detalladas sobre la
supervivencia y la division celular in vitrologrando mantener, por 30 dias, leucocitos de
salamandra. Ross Harrison, describi6 la diferenciacion de células de trozos de tubo neural de rana,
en gota de linfa de rana, mostrd que la funcion normal continuaba in vitro, marcando asi
elverdadero inicio del cultivo celular. M. Burrows, uso las técnicas de cultivo de tejidos de
anfibiospara los tejidos de animales homeotermos, descubriendo la importancia del plasma
sanguineo como medio de cultivo. Alexis Carrel, Premio Nobel en Cirugia Experimental, fue uno
de los responsables del desarrollo de los métodos de cultivo celular, gran conocedor de las
técnicas de asepsia, que usO técnicas quirurgicas en su trabajo. Con una técnica innovadora, le

permitié mantener una linea celular de tejido conectivo de pollo activa por 34 afios.

La perfeccion de los actuales métodos de cultivo celular fue desarrollada, en gran parte, por el
grupo del National Cancer Institute de los EUA, liderado por Wilton Earle, quien fue el primero
en mantener células en multiplicacion sobre vidrio, siendo el primero en mantener células en
suspension. Entre 1911-1912, se inicié el desarrollo de cultivo de células animales con los
estudios realizados por Warren & Lewis. Otros estudios fueron realizados para la optimizacion de
los cultivos de tejidos, tales como los componentes del medio de cultivo necesarios para el
desarrollo y crecimiento de las células®. De estas investigaciones se generéla variada gama de
medios de cultivo disponibles en la actualidad, en donde inclusiveactualmente se tienen

condiciones libres de suero, siendo estas las condiciones mas valiosas para los ensayos
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farmacologicos. La idea del cultivo de células vegetales fue alcanzada por Haberlandt en 1902,
pero los primeros intentos con éxito fueron realizados en 1921 por Molliardy, Kotte y Robbins, al
lograr mantener raices de vegetales vivas durante algunas semanas®*. Varios tipos de células
animales, tanto de embriones como de adultos, han sido cultivados in vitro por periodos variables

de tiempo, posibilitando su estudio sobre varias condiciones.

Entre los afios cuarentas y los setentas los cultivos celulares pasaron a tener un importante papel
en el aislamiento y estudio de los virus. Esto presentd un amplio soporte cuando Enders, Weller &
Robbins en 1948, mostraron que el virus de la poliomielitis, tipo 2, podria replicarse en cultivo de
tejidos de origen no nervioso de embriones humanos, determinando un efecto citopatogénico
facilmente observable en cultivos infectados. Asimismo, podria ser bloqueado por el uso de un
suero inmune especifico®.

Actualmente, las neoplasias malignas, o cancer, representan un conjunto de enfermedades
responsables de siete millones de muertes anuales en todo el mundo. La comprension de los
mecanismos basicos involucrados en el crecimiento tumoral es fundamental para el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas, especialmente para las formas méas avanzadas de la enfermedad
para las cuales las opciones actuales han mostrado impacto limitado en su eficiencia terapéutica.
El proceso de proliferacion, diferenciacion y transformacion tumoral promueve considerable

diversidad genética entre las células neoplésicas en crecimiento.

Estas células son sometidas a innumerables mecanismos de presion selectiva, incluyendo la
hipoxia por vascularizacion inadecuada y, probablemente, el ataque por el sistema inmune. La
secuencia de eventos, desde la primera célula alterada hasta la metéastasis, involucra una serie de
interacciones entre la célula tumoral y células inmunes, estromales, endoteliales y macrofagos que

estan involucradas en procesos diversos como la angiogénesis, invasion y evasion inmune.
Recientemente, la comprension sobre la relacion entre inmunidad en neoplasias avanzo a partir de

nuevas herramientas para los estudios experimentales, y abre un area de atencion que es la

inmunomodulacion.
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Las técnicas de cultivo celular se han perfeccionado, actualmente permitiendo el cultivo de tejidos,
organos e inclusive embriones en desarrollo, los sistemas de cultivo celular son ampliamente

usados, ya que:

* Constituyen un sistema econdémico

* Son relativamente faciles de mantener

* Necesitan de poco espacio fisico

* Permiten aislar virus, preparar antigenos virales y realizar pruebas de neutralizacion

» Son convenientes para la produccion de vacunas, pues proporcionan preparaciones conelevadas
concentraciones virales, relativamente libres de materiales extrafios

* Permiten aislar gran nimero de virus que anteriormente era imposible aislar y/ocultivarlos

* Incrementan la complejidad de los estudios o estrategias experimentales sobre la biologia

molecular de las respuestas celulares bésicas.

Los resultados en este proceso son de gran interés biolégico, citolégico, fisioldgico, bioquimico,
farmacoldgico, patologico, genético, etc., y su importancia aumenta cada dia. ElI uso de los
cultivos celulares con fines experimentales ha sido posible gracias a la creacion de bancos de
células que es posible mantener congeladas en nitrogeno liquido (-190°C), almacenando asi una
gran diversidad de lineas celulares a disposicion de la comunidad cientifica mundial.

Respuestas celulares basicas

Los diferentes tejidos que constituyen a los organismos multicelulares se encuentran en unproceso
de continua adaptacion a los diferentes estimulos que reciben. La sefializacién que perciben y su
integracion favorecen respuestas celulares béasicas, destacan entre ellas la proliferacion celular, la

diferenciacion y la muerte celular.

Linfocitos
Los linfocitos son las Unicas células del organismo capaces de reconocer Yy distinguir
especificamente diferentes determinantes antigénicas, y por tanto, son responsables de las

caracteristicas que definen la respuesta inmunitaria adaptativa, especificidad y memoria.Los
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linfocitos estan formados por distintos subtipos que difieren en sus funciones y productos

proteicos, aunque morfolégicamente son indistinguibles.

Evaluacion de citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad son técnicas de cultivo celular. La toxicidad en tejidos y células se
define como una alteracion de las funciones celulares bésicas por efectos toxicos de drogas y
compuestos quimicos. A través de estimulos las células pierden su equilibrio homeostéatico, que
puede causar su adaptacion o sufrir un proceso regresivo o morir (Figura 5). En los Gltimos afios

se estdn empezando a conocer los factores determinantes de la toxicidad en tejidos y células.

Homeostasis
Insulto 7 N

Adaptacion

Figura 5. Esquema de la supervivencia celular. La célula recibe estimulos nocivos que de ser
controlados se adapta, llevando a cabo diversos mecanismos metabdlicos o tréficos que le pueden
permitir regresar a su condicion basal en un proceso homeostético.

La supervivencia celular es dependiente de la capacidad del organismo en sustituir las células
lesionadas o muertas o reparar los tejidos. A partir de un estimulo o lesion se ejercen respuestas
celulares, que son adaptacion, degeneracion o muerte celular. La adaptacion puede tener un
caracter fisiologico si el estimulo agresor es moderado. Las adaptaciones patoldgicas pueden tener
mecanismos adaptativos propiciando que la célula module su medio ambiente y se adapte,
escapando de las agresiones, siendo definido como un cambio morfolégico resultante de una
lesion no mortal de la célula. Cuando la célula no se adapta, se observa un metabolismo reducido,
consecuentemente su funcion también sera disminuida, por lo tanto, en este caso se puede decir

que la célula sufrié una alteracion regresiva.
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Distintos agentes nocivos, al mismotiempo que producen dafios, ponen en marcha la reparacion de
los tejidos que comprende dos procesos: a) la regeneracion o sustitucion de las células lesionadas
por otras de la misma clase y b) la sustitucion del tejido conjuntivo Ilamada fibrosis, el cual lleva a

una cicatriz permanente.

Estos dos procesos basicamente son los mismos mecanismos que intervienen en la migracion, la
proliferacion, la diferenciacion celular y las interacciones célula-matriz. Para la supervivencia, el
organismo debe ser capaz de sustituir las células lesionadas o muertas y de reparar los tejidos.

Diversos fendmenos sirven para reducir los dafios y también para que las células lesionadas
supervivientes se multipliquen lo suficiente para reemplazar las células muertas. La Figura 5,

describe los procesos de adaptacidén y homeostasis.

Cuando las células presentan una respuesta aumentada en consecuencia de la alteracion sufrida,se
reconoce como una alteracion progresiva, la cual puede ser de cinco tipos: hipertrofia, hiperplasia,
regeneracion, metaplasia y neoplasia. Las alteraciones degenerativas debidas a ladisminucién de la
funcién celular son tres respuestas celulares basicas: a) alteraciones del balance hidro-electrolito o
hidrépica; b) sobrecarga de productos catabélicos (glucégeno, lipidos y proteinas) y ¢) acumulo de

productos complejos no degradables: pigmentos, minerales y sustancias exogenas.

Citotoxicidadcelular

La citotoxicidad puede ser definida como la capacidad que poseen ciertos compuestos de producir
una alteracion de las funciones celulares basicas que conlleva a un dafio que puede ser detectado.
Para la cuantificacion de la citotoxicidad es necesaria la implementacion de diferentes tipos de
ensayos que se encuentran descritos empleando diversos métodos y estrategias para realizarlos.
Entre los métodos para cuantificar la citotoxicidad de un compuesto se cuenta con los que miden

actividad metabdlica celular y por los que se basan en el principio de exclusion celular.
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Quimica verde

La Quimica Organica es una ciencia que aporta una incuestionable contribucién a la mejora de la
calidad de vida y al bienestar del hombre, ideando soluciones en campos tan diferentes como la

salud, la higiene, o la preparacion de nuevos materiales.

Segun el codigo de conducta de la American Chemical Society

"Los quimicos tienen como responsabilidad profesional servir al interés publico, al bienestar y al
avance del conocimiento cientifico, preocuparse de la salud y el bienestar de sus comparieros,
consumidores y la comunidad, comprender y anticiparse a las consecuencias medioambientales de

su trabajo, evitar la polucién y de proteger el medioambiente™.

Esta preocupacion por las cuestiones medioambientales ha hecho que en los dltimos afios surja
todo un enfoque dentro de la Quimica, en general, y de la Quimica Organica, en particular que
tiene por objetivo prevenir o minimizar la contaminacion desde su origen, tanto a escala industrial
como en los laboratorios de investigacion o de caracter docente. Es lo que se denomina Quimica
Verde. Esto supone un paso mucho més allad de lo que seria el mero hecho de un correcto
tratamiento de los residuos potencialmente contaminantes que puedan generarse si no algo mucho
mas importante: evitar la formacién de desechos contaminantes y propiciar la economia de tiempo

Y recursos.

La Quimica Verde o Quimica beneficiosa para el medio ambiente se ocupa del disefio de
productos y procesos quimicos que reducen o eliminan el uso y produccién de sustancias

peligrosas.

Desde su concepcion y definitivo impulso, en torno a 1991, la Quimica Verde ha crecido a nivel
internacional como un enfoque especial en la Quimica. Se han creado organismos, redes,

instituciones, revistas y programas educativos relacionados con la Quimica Verde.

El disefio de productos y procesos medioambientalmente benignos debe guiarse con los 12

principios de la quimica verde que se basan en
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1. Prevencion:

o Es preferible evitar la produccion de un residuo que tratar de limpiarlo una vez que se haya

formado.
2. Economia atdbmica:

o Los métodos de sintesis deberan disefiarse de manera que incorporen al méaximo, en el
producto final, todos los materiales usados durante el proceso, minimizando la formacion

de subproductos.
3. Uso de metodologias que generen productos con toxicidad reducida:

« Siempre que sea posible, los métodos de sintesis deberan disefiarse para utilizar y generar
sustancias que tengan poca o0 ninguna toxicidad, tanto para el hombre como para el medio

ambiente.
4. Generar productos eficaces pero no toxicos

o Los productos quimicos deberan ser disefiados de manera que mantengan la eficacia a la

vez que reduzcan su toxicidad.
5. Reducir el uso de sustancias auxiliares

o Se evitard, en lo posible, el uso de sustancias que no sean imprescindibles (disolventes,
reactivos para llevar a cabo separaciones, etc.) y en el caso de que se utilicen que sean lo

mas inocuos posible.
6. Disminuir el consumo energético

e Los requerimientos energéticos seran catalogados por su impacto medioambiental y
econdmico, reduciendose todo lo posible. Se intentara llevar a cabo los métodos de sintesis

a temperatura y presién ambientes.
7. Utilizacion de materias primas renovables
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o La materia prima ha de ser preferiblemente renovable en vez de agotable, siempre que sea

técnica y econdémicamente viable.
8. Evitar la derivatizacion innecesaria

e Se evitard en lo posible la formacion de derivados (grupos de bloqueo, de

proteccidn/desproteccion, modificacion temporal de procesos fisicos/quimicos).
9. Potenciacion de la catélisis

o Se emplearan catalizadores (lo més selectivos posible), reutilizables en lo posible, en lugar

de reactivos estequiométricos
10. Generar productos biodegradabables

e Los productos quimicos se disefiaran de tal manera que al finalizar su funcion no persistan

en el medio ambiento sino que se transformen en productos de degradacion inocuos.
11. Desarrollar metodologias analiticas para la monitorizacion en tiempo real

o Las metodologias analiticas seran desarrolladas posteriormente para permitir una
monitorizacién y control en tiempo real del proceso, previo a la formacion de sustancias

peligrosas
12. Minimizar el potencial de accidentes quimicos.

« Se elegiran las sustancias empleadas en los procesos quimicos de forma que se minimice el

riesgo de accidentes quimicos, incluidas las emanaciones, explosiones e incendios.*
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PARTE EXPERIMENTAL

El seguimiento de las reacciones se realiz6 por cromatografia en capa fina empleando
cromatoplacas analiticas de aluminio DC-Fertigfolien ALUGRAM Xtra SIL G/UVs4 de 0.20 mm
de espesor, utilizando para su revelado una lampara de luz UV modelo UVGL-25 Multiband UV-
254/366 nm.

Los puntos de fusion sedeterminaron utilizando un fusiébmetro marca Tekno-Lab en grados

centigrados y no fueron corregidos.

La caracterizacion por espectrometria de masas se realiz6 mediante el método de ionizacion de
impacto electrénico (IE), en un intervalo de lectura m/z de 0-800, haciendo uso de un
espectrometro de masas marca JEOL modelo JMS-700. Los espectros de masas se obtuvieron con
una energia de ionizacién de 70 eV a una temperatura de 250 °C en la cdmara de ionizacion.

Los espectros de infrarrojo fueron realizados en un espectrometro FTIR EXCALIBUR FTS3000
MX en soporte de KBr. Las frecuencias se expresan en cm™.

La caracterizacion de espectroscopia UV-VIS se realiz6 en un espectrofotometro Perkin Elmer
Lambda 35 UV / VIS.

Los experimentos de RMN de *H y de'®*C se realizaron en un equipo Mercury de 400 MHz
respectivamente. Todos los experimentos se realizaron usando TMS como referencia interna. Los
desplazamientos quimicos se expresan en ppm (8), las constantes de acoplamiento en Hz (J) y la
multiplicidad de las sefiales de 'H es indicada con las siguientes abreviaturas: s=simple,
d=doble,t=triple.

Los analisis de rayos-X para los productos A-24 y B-24,serealizaron en un difractometro Bruker
P4,
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

A continuacion se muestran las reacciones generales en las que se centrd el presente trabajo,

realizadas bajo las condiciones y pardmetros ya establecidos en el laboratorio de investigacion.

Esquema 2. Esquema general de reacciones.

En este caso se trabajo con un compuesto carbonilico de aldehido el 5-(4-nitrofenil)furan-2-
carbaldehido. Estas sintesis se realizaron utilizando como medio de disolucion etanol ya que de
acuerdo a muchos estudios hechos por el grupo de trabajo resulta ser idéneo para este tipo de

reacciones.
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El grado de solubilidad de los reactivos fue un factor importante durante la realizacion de
obtencion de estos compuestos, ya que el tiempo que duraba la reaccion dependia directamente

con el tiempo en que se disolvian ambas materias primas.

Figura 6. Disolucion de reactivos.

Material y equipos Reactivos

4 ) (5-(4-nitrofenil)furan-2- A
3 Matraz de bola de 100 ml carbaldehido

3 Barras magnéticas Difenilhidracina

4 Espatulas Hidracina

3 Embudos de vidrio Fenilhidracina

3 Agitadores de vidrio Etanol

1510\/as|os de precipitados de eEtIiLlj())l/ehnet)ia?’]C(?t(aSt% )de

m \° : )

\_ J
(Placas cromatograficas de )

aluminio

Papel filtro

1 Balanza analitica
1 Manta de calentamiento
.l Lampara UV y
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Se afiadieron 0.3 g del compuesto carbonilico 5-(4-nitrofenil)furan-2-carbaldehido al matraz de
bola de 100 mL, colocando una barra magnética para su “posterior agitacion. Después, se afiadio
gota la difenilhidracina, fenilhidracina o hidracina, previamente disueltas con la minima cantidad
de etanol.

El monitoreo de las reacciones se llevo a cabo mediante cromatografia en capa fina utilizando
placas de aluminio con soporte de gel de silice. El sistema empleado como eluyente para esta

reaccion fue una mezcla 8:2 de hexano y acetato de etilo respectivamente.

Figura 7. Monitoreo por cromatografia en capa fina.
Se tomaron alicuotas del matraz de reaccion cada 15 min con el objetivo de monitorear la

reaccion.

Figura 8. Preparacion de placa cromatografica.
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Los parametros que se utilizaron en el desarrollo de estareaccidn se muestran a continuacion:

Agitacion:
continua

Disolvente: Temperatura:
etanol ambiente

Condiciones
de reaccion

Una vez teniendo la seguridad de que ya no existia materia prima, basados en el andlisis de los
resultados de la cromatografia en capa fina, se procedid a realizar la filtracién de los cristales,
mediante una filtracion simple. Debido a que el producto se encontraba como un solido resulto ser

apto para una recristalizacion, esto con el fin de obtener la mayor pureza posible del compuesto.

Figura 9. Medicion de punto de fusion.
Ademas, una vez hecha la filtracion se midio el punto de fusion del compuesto para observar su

grado de pureza.
Después, se realizaron las caracterizaciones estructurales de los productos, mediante

espectroscopia infrarroja, espectroscopia UV-VIS, espectrometria de masas, RMN'H y RMN*3C
para comprobar las estructuras propuestas.
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CARACTERIZACIONDE LOS PRODUCTOS

Caracterizacion por espectroscopia UV-visible
A-24

0.42q
0.40

0 35-\
0.301 \
0.251

< 0.201

200 300 400 500 600 700
nm

Espectro de UV-VIS del compuesto A-24

UV Amax = 433.99nm
En este espectro se puede observar claramente una sefial localizada en 433.99 nm atribuida a los
sistemas aromaticos, posiblemente también al enlace C=N presente en la estructura de este

compuesto, ya que la banda es muy ancha.
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B-24

3.29
3.0§

25{ _

2.04

443.97nm 0.24A

0.5+
0.04

-0.51

210 250 300 350 400 450 500 509
nm

Espectro de UV-VIS del compuesto B-24

UV A max = 443.97nm

En este espectro se pueden observar una sefial localizada en 443.97 nm atribuida a los sistemas
aromaticos, posiblemente también al enlace C=N presente en la estructura de este compuesto, ya
que la banda es muy ancha.
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D-24

424
4.0q

3.5
3.0

2.5q

211 250 300 350 400

Espectro de UV-VIS del compuesto D-24

UV A max = 342.51nm
En este espectro se puede observar claramente una sefiale, localizada en 342.51nm atribuida alos
sistemas aromaticos, posiblemente también al enlace C=N presente en la estructura de este

compuesto, ya que la banda es muy ancha.
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Caracterizacion por espectroscopia IR
Este espectro del compuesto A-24 presenta diferentes bandas interpretandose en este caso solo las

mas significativas.

A24

100=

1606

#\

1360

Y Transmittance

1589 1491 750

0= 1351 1221

I T T T T T T T T T T T T T T T T T T O I T T T O T T T T O T T S T T T S T O T S T H T T S I T B S I I R
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 4
Wy avenumber

Espectro de IR del compuesto (E)-2-((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metileno)-1,1-difenilhidracina

En su correspondiente espectro de infrarrojo se observa una banda media de absorcién con
frecuencia de 3433 cm™ una banda pequefia asignada al enlace Cspo-H, en 1589 cm™ asignada a la
vibracion del enlace C=N, en 1221 cm™ una banda intensa asignada al enlace N-O del grupo -
NO,, en 750 cm™ una banda intensa asignada al enlace C-H aromatico para-disustituido, en 691 cm™

una banda media asignada al enlace C-H aromatico monosustituido.

Un resumen de las bandas de IR més caracteristicas de este compuesto A-24, y el nimero de onda

al que aparece cada una de ellas se indican en la siguiente tabla:

Asignacion Intervalo (cm™)
vN=C 1589
vNno, 1221
dC-H aromatico para-disustituido 750
dC-H aromético monosustituido 691

Tabla 1: Valores de las sefiales més caracteristicas del compuesto con clave A-24.
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(E)-2-((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metilen)-1,1-difenilhidracina

TZ0=

B24
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a0~ 3294 ‘ ‘ lL >
1213
3113 l
BO— I
1472 ‘I
405 1601 I 1261
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20-
|

B31
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Espectro de IR del compuesto (E) 1-((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metileno)-2-fenilhidracina

En el espectro de IR del compuesto B-24 se aprecian los siguientes picos:

Se observa una banda intensa de absorcién con frecuencia de 3294 cm™asignada al enlace N-H y
en 3113 cm™ una banda pequefia asignada al enlace Cspo-H. En 1684 y 1601 cm™asignada a la
vibracién del enlace N=C, en 1261 cm™ una banda media asignada al grupo nitro NO,, en
853 cm™ una banda intensa asignada al enlace C-H aromético para-disustituido, en 753 cm™ una

banda media asignada al enlace C-H aromatico monosustituido.

Asignacion Intervalo (cm™)
vN-H RNHR’(secundaria) 3294
VCsp2-H 3113
v C=N 1684, 1601
v NO; 1261
dC-H aromatico para-disustituido 853
dC-H aromético monosustituido 753

Tabla 2: Valores de las sefiales més caracteristicas del compuesto con clave B-24,
(E) 1-((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metilen)-2-fenilhidracina
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Espectro de IR del compuesto D-24, (1E,2E)-1,2-bis((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metilen)hidracina.

Se observa una banda intensa de absorcion con frecuencia de 3113 cm™ asignada al enlace Cgpo-H,
1684 y 1518 cm™ asignada a la vibracion del enlace N=C, en 1290 cm™ una banda pequefia
asignada al enlace N-O del grupo NO,, en 853 cm™ una banda media asignada al enlace C-H
aromatico para-disustituido.

En la siguiente tabla se aprecia de manera resumida los datos que se obtuvieron del espectro IR de

este compuesto.

Asignacion Intervalo (cm™)
v Csp2-H 3113
vN=C 1684, 1518
v NO; 1342
dC-H aromatico para-disustituido 853

Tabla 3: Valores de las sefiales méas caracteristicas del compuesto con clave D-24,
(1E,2E)-1,2-bis((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metileno)hidracina

Caracterizacion por RMN'H

En el espectro de RMN *H del compuesto con clave A-24 se observa una sefial doble en 8.23 ppm
asignada a 2 hidrogenos CH(3") con una J = 8.88 Hz del C3"- C2"; en 7.80 ppm se aprecia una
sefial doble asignada a 2 hidrégenos CH(2") con una J = 8.88 Hz del C2°- C3"; en 7.45 ppm se
observa una sefial triple asignada a 4hidrogenosCH(3""), en 7.24 ppm se encuentra una sefial
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multiple asignada a 4 hidrégenos al CH(2") y CH(4™"); en 7.22 ppm se encuentra una sefial triple
que integra para 2 hidrogenos asignada a CH(4™"); en 7.06 ppm se observa una sefial simple
asignada al H-iminico, en 6.91 ppm se observa una sefial doble asignada al CH(4) con una J
= 3.60 Hz del C4 - C3 que integra para 1 hidrogeno y en 6.64 ppm se observa una sefial doble
asignada al CH(3) que integra para 1 hidrogeno con una J = 3.60 Hz del C3 — C4.

A-24

— Zsbz's
—— pgze's
—— ETI8'£
—— 168L £
_— STHEL
£EZZ'L
8P0T L
a1
60
—— Z6v9'9
Th— Z0b9

99.b'L

i iisvd
SCh'

— 0Leb's

e
=

Estructura del compuesto A-24, (E)-2-((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metilen)-1,1-difenilhidracina
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En la siguiente tabla se pueden apreciar los 8 distintos tipos de hidrégenos los cuales estan
presentes en la estructura de esta molécula:

RMN *H (CD;COCD; 400MHz & (ppm) de A24,(E)-2-((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metilen)-

1,1-difenilhidracina

Tipode hidrégeno Multiplicidad Integracion ppm
CH(3) Doblete 2 8.23
(d)
CH(2") Doblete 2 7.80
(d)
CH(3") Triplete 7.45
4
(t)
Multiplete 4 7.24
CH(2”
27) (m)
Triplete
; 2 7.22
CH(4") ®
7.06
. 1
Singulete
CH(i) (s)
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CH(@3) Doblete 1 6.91
(d)

CH(4) Doblete 1 6,64
(d)

En el espectro de RMN *Hdel compuesto B-24 se puede observar en 9.54 ppm una sefial simple
que integra para 1 hidrogeno asignado al NH, también se aprecia una sefal triple dobleteada
centrada en 8.25 ppm que integra para 2 hidrégenos asignados al CH (3°)J=9.2 C3’’-C2’’;
unasefialdoblecentradaen 7.93 ppm que integra para 2 hidrégenos asignados al CH (2°”) con J=9.2
C2’-C3’’; en 7.78 ppm se aprecia otra sefial simple asignado al CH(i) (hidrégeno iminico);con un
valor de 7.25 ppm aparece una sefial doble de doble que integra para 2 hidrégenos asignados a CH(3")
con J=7.25 C2’-C3’, J=7.25C2’-C4’; una sefial doble en 7.19 ppm que integra para 1 hidrogeno asignada
aCH(4"); en 7.15 ppm aparece una sefial doble de doble que integra para 2 hidrogenos asignada a CH(2");
otra sefial triple dobleteada en 6.82 ppm que integra para 1 hidrégeno asignado al CH(3);
finalmente en aparece también una sefial doble en 6.77 ppm integrando para 1 hidrégeno asignado
al CH(4) ;

Estructura del compuesto B-24,(E) 1-((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metileno)-2-fenilhidracina.
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El compuesto B-24 presenta diferentes tipos de hidrdgenos, a continuacion se presentan sus

multiplicidades, integraciones y el valor en ppm en que aparecen:

RMN *H (CD3;COCD3 400MHz & (ppm) deB-24, ,(E) 1-((5-(4-nitrofenil)furan-2-
il)metilen)-2-fenilhidracina

Tipo de hidrogeno Multiplicidad Integracion ppm
NH
Singulete 1 9.54
(s)
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CH(3")

Triplete
dobleteado

(td)

8.25

CH(2")

Triplete
dobleteado

(td)

7.93

CH(i)

Singulete

(s)

7.78

CH(3")

Doble de doble
(dd)

7.25

CH(4")

Doblete
(d)

7.19

CH(2)

Doble de doble
(dd)

7.15

CH(4)

Triplete
dobleteado

(td)

6.82

CH(@3)

Doblete
(d)

6.77
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En el espectro del compuesto D-24 se pueden observar varias sefiales que se describen a
continuacion:

En 8.19 ppm aparece una sefial multiple que integra para 2 hidrogenos asignados al CH(3)con una
J=9.00;en 7.88 ppm aparece una sefial doble tripleteada que integra para 2 hidrégenos asignados al
CH(4) con una J=9.00, también aparece una sefial multiplea7.49 ppm que integra para 4
hidrégenos asignados al CH(3");en 7.28 ppm aparece una sefial simple que integra para 1
hidrégeno asignado al CH(i) (hidrégeno iminico). En 7.26 ppm aparece otra sefial maltiple que
integra para 4 hidrégenos asignados al CH(2").

D-24
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Estructura del compuesto D-24, (1E,2E)-1,2-bis((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metileno)hidracina.
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En la siguiente tabla se muestra la informacion del compuesto D-24 que presenta 5 tipos de
hidrégenos diferentes esto debido a la simetria de la molécula, a continuacion se muestran los

datos que arrojo el espectro:

RMN *H (CD;COCD; 400MHz & (ppm) deD-24, (1E,2E)-1,2-bis((5-(4-nitrofenil)furan-2-
il)metileno)hidracina
Tipo de hidrégeno Multiplicidad Integracion ppm
Multiplete 2 8.19
CH(3) (m)
Doblete 2 7.88
CH(4) tripleteado
(dt)
4 7.49
Triplete
d
CH(3") )
Singulete 2 7.28
CH(i) (s)
CH(2) Triplete 4 7.26
(d)
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Caracterizacién por RMN C
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Estructura del compuesto A-24, (E)-2-((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metilen)-1,1-difenilhidracina

En este espectro podemos observar en 153.48 ppm una sefial pequefia asignada al C4", en 151.15
ppm otra sefial pequefia asignada al C5, en 146.14 ppm una sefial mas pequefia asignada al C2, en
142.86 ppm una sefial pequefia asignada al C1", En 135.98 ppm otra sefial pequefia asignada al
C1”, en 129.92 una sefial intensa asignada al C3"", en 125.06 ppm una sefial pequefia asignada al
C2”, en 124.84 ppm una sefial pequefia asignada al Ci, en 124.34 ppm una sefial media asignada

al C3’, en 123.74 ppm otra sefial media asignada al C2", en 122.43 ppm una sefial pequefa
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asignada al C2", en 111.26 ppm una sefial pequefa asignada al C4 y en 110.75 ppm otra sefial

pequerfia asignada al C3.

B-24
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Estructura del compuesto B-24,(E) 1-((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metilen)-2-fenilhidracina.

En este otro espectro podemos observar en 153.10 ppm una sefial pequefia asignada al C5, en
151.10 ppm otra sefial pequefia asignada al C4"", en 144.85 ppm una sefial mas pequefia asignada
al C2, en 135.97 ppm una sefial pequefia asignada al C1", en 129.11 ppm una sefial intensa
asignada al C3’, en 126.25 una sefal intensa asignada al Ci, en 124.28 ppm una sefial intensa
asignada al C3"", en 123.81 ppm una sefial intensa asignada al C2"", en 119.73 ppm una sefial

pequefia asignada al C4", en 113.24 ppm otra sefial pequefia asignada al C1"", en 112.37 ppm una
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sefial media asignada al C2", en 111.80 ppm una sefial pequefia asignada al C4 y en 111.02 ppm

otra sefial pequefia asignada al C3.

D-24
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Estructura del compuesto D-24, (1E,2E)-1,2-bis((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metilen)hidracina.

En este espectro podemos observar en 146.90 ppm una sefial pequefia asignada al C4", en 143.07
ppm otra sefial pequefa asignada al C5, en 144.82 ppm una sefial mas pequefia asignada al C1", en
132.33 ppm una sefal pequefia asignada al Ci, en 130.03 ppm una sefial intensa asignada al C3",
en 126.25 una sefial intensa asignada al Ci, en 126.60 ppm una sefial intensa asignada al C4, en
125.35 ppm una sefial intensa asignada al C2, en 123.88 ppm una sefial pequefia asignada al C3,

en 122.45 ppm otra sefial pequefia asignada al C2".
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Caracterizacion por Difraccion de rayos X
A-24

Espectro de rayos X del compuesto A-24

Nombre:
(E)-2-((5-(4-nitrofenil) furan-2-il) metileno)-1,1-difenilhidracina
Aspecto fisico: Rendimiento: Punto de fusién: UV Anax= 415 nm
cristales rojos 78%a25°C 163-165 °C EM-IEm/z=
peso molecular: 383 M*
383 g/mol

RMN *H (CD3;COCD; 400MHz & (ppm)
(8/ppm, J/ Hz): 8,23 (d, 2H, C3", J = 8,88), 7,80 (d, 2H, C2' J = 8,88), 7,46 (dd, 4H, C3"),
7,22, (m, 6H, C2', C4"), 7,06 (s, 1H, C = N), 6,91 (d, 1H, C4), 6,64 (d, 1H, C3)

RMN C (CD3;COCD; 400MHz & (ppm):
(5 / ppm): 153,49 (C4), 151,16(C5), 146.14 (C2), 142.87 (C1), 135.98 (C1 "), 129.93 (C3"),
125,06 (C2"), 124.84 (C = N), 124.35 (C3), 123.75 (C2), 122.43 (C4"), 111.27 (C4), 110.76 (C3)
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B-24

Espectro de rayos X del compuesto B-24

Nombre:
(E)-1-((5- (4-nitrofenil)furan-2-il)metileno)-2-fenilhidracina
Aspecto fisico: Rendimiento: Punto de fusién: UV Anax =419 nm
Cristales color vino 75%a25°C 175-176 °C EM-IEm/z=
Peso molecular: 307 M*
307 g/mol

RMN *H (CD;COCD; 400MHz & (ppm):
(8 / ppm,J / Hz): 9,54 (s, 1H, NH), 8,25 (td, 2H, C3"), 7,93 (td, 2H, C2"), 7,78 (s, 1H, C =
N), 7,25 (dd , 2H, C3'), 7,19 (d, 1H, 4'), 7,15 (dd, 2H, C2"), 6,82 (td, 1H, C4), 6,77 (d, 1H, C3)

RMN 2C (CD3COCD; 400MHz & (ppm):

(3 / ppm): 153,10 (C5), 151,10 (C4), 144,86 (C2), 135,97 (C1), 129,11 (C3), 126,26 (C =
N),124.29 (C3"), 123.82(C2"), 119.73 (C4"), 113.25 (C1"), 112.37 (C2"), 111.81 (C4), 111.02
(C3)
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Caracterizacion por Espectrometria de masas
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Espectro de masas del compuesto A-24

El espectro de masas del compuesto A-24,(E)-2-((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metilen)-1,1-
difenilhidracina, da lugar a dos fragmentos caracteristicos, siendo el de mayor intensidad el de

383.11 m/z M*, y con menor intensidad el fragmento de 168.05 m/z.
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B-24
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Espectro de masas del compuesto B-24

El espectro de masas del compuesto B-24, (E) 1-((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metilen)-2-
fenilhidracina, da lugar a dos fragmentos caracteristicos, siendo el de mayor intensidad el de 307
m/z M",y con menor intensidad el fragmento de 261 m/z.
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D-24
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Espectro de masas del compuesto D-24

El espectro de masas del compuesto D-24, (1E,2E)-1,2-bis((5-(4-nitrofenil)furan-2-
il)metilen)hidracina, da lugar a dos fragmentos caracteristicos, siendo el de mayor intensidad el de

430 m/z M*, y con menor intensidad el fragmento de 28 m/z.
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EVALUACION DE CITOTOXICIDAD

Reactivos

-Compuestos de hidrazonas a concentraciones de 1 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.250 mg/mLy 0.100
mg/MI para linfocitos y 1uM, 0.1uM, 0.01uMparalas lineas celulares HTB-38 cancer de colon,

HTB-17cancer de pulmon, MOLT-4 leucemia linfoblastica aguda, MCF-7 cancer de mama.
-Ficol

-Sangre

-Azul de tripano (colorante azoico) 0.4%

-Medio suplementado (10% suero fetal bobino, 1% antibi6tico y antimicotico)

-DMSO, PBS

Preparacién de soluciones

Se prepar6 un stock de 1mg/mL de los compuestos de hidrazonas con DMSO.
CALCULOS

V1 Cl = V2 C2 V1: V2C2/ Cl

1. V;=(200puL) (0.5mg/mL)/Img/mL = 100uL

2. V1= (200uL) (0.250mg/mL)/1mg/mL = 50uL

3. V3= (200pL) (0.100mg/mL)/Img/mL = 20uL
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Figura 10. Preparacion de disoluciones.

Se colocd 1 mg de la hidrazona correspondiente en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, posteriormente

se afladié 1mLde DMSOpara asi preparar el stock de cada uno de los 3 compuestos.

Seguido de esto, se prepararon volimenes de 200 pL con concentraciones de 0.5 mg/mL, 0.250
mg/mLy 0.100 mg/mL.

Anteriormente, se realizaron las pruebas de solubilidad de dichos compuestos en dos medios PBS
y DMSOrespectivamente, la mayoria de los compuestos analizados resultaron ser solubles en
DMSO, por lo tanto el disolvente elegido fue el DMSO. Una vez preparadas dichas

solucionesfueron almacenadas en el refrigerador.

Separacion de células
Paso 1

Se colocaron 5 mL de ficol dentro de un tubo conico de 15 mL utilizando una micropipeta de 1000

ML.
Paso 2

Se afiadi6 a este mismo tubo 5 mL de sangre humana de un paciente sano.

Nota: La sangre fue adicionada por la pared del tubo para asi evitar el rompimiento del gradiente
(fases), de igual forma se afiadi6 con la micropipeta de 1000 pL cambiando solo la punta

esterilizada por una nueva.

Paso 3
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A continuacion, dicho tubo se coloco dentro de la Centrifuga Hamilton Bell (Van guardV6500)

durante 35 minutos aproximadamente.

Figura 11. Centrifugacion de sangre.

Paso 4

Figura 12. Separacion de fases de la sangre.

Después se extrajeron los leucocitos de este mismo tubo con ayuda de una pipeta Pasteur y una

goma.

Observacion: El tubo presentaba 3 colores perfectamente marcados que son los siguientes:
Amarillo en la parte superior (suero), blancoen el centro (zona de blancos) yrojo en la parteinferior

(plasma). Los leucocitos extraidos se tomaron de la parte superior de la zona de blancos.
Paso 5

Posteriormente, los leucocitos extraidos del tubofueron depositados en un nuevo tubo e

introducidos en un contenedor para transportarlo y evitar contaminaciones.
Paso 6

Posteriormente, se llevaron al cuarto de cultivo de tejidospara iniciar el proceso.
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Figura 13. Gabinete de bioseguridad.

Observacion: Se atemperaron las células en el gabinete de bioseguridad y se encendio la luz UV

del cuarto de cultivo paramantenerestéril el ambiente durante 20 minutos aproximadamente.
Inicio de cultivos
Paso 1

Se colocaron los leucocitos dentro de una caja de cultivo, la cual poseia un tapon con un filtro para

evitar algiin contaminante.
Paso 2
Primero, este medio se coloco en un bafio de agua a 37 grados para poder usarse.

Se afiadieron 10 mLde medio suplementado a la caja de cultivo con ayuda del pipeteador

automatico y una de las pipetas estériles de vidrio.

Figura 14. Conteo celular.
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Nota: ElI medio suplementado se encontraba congelado,para evitar la desnaturalizacién de las

proteinas que contiene dicho medio y por lo tanto dejaria de funcionar como tal.

Observacion: La pipeta estéril siempre debe encontrarse dentro el espacio estéril del gabinete de

bioseguridad para evitar su contaminacion.
Paso 3

Después de haber realizado todo este trabajo dentro del gabinete de bioseguridad, se observaron

las células en el microscopio invertido para conocer el cultivo antes del crecimiento celular.

Paso 4

Se coloco la caja de cultivo dentro del gabinete de incubacién, el cual se encontraba bajo

atmosfera de CO..

Figura 15. Gabinete de incubacién-

Nota: Esta incubacién tuvo una duracién de 24 horas.

Conteo de células
Paso 1

Se tomola caja de cultivo del gabinete de incubacion realizando un movimiento circular para

homogenizar el contenido del cultivo.

Paso 2
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Se colocaron50 uL de azul de tripano y 50 pL de cultivo celular en un tubo cénico pequefio y se

homogenizo la mezcla.

Figura 16. Preparacion de cultivo celular con azul de tripano.

Paso 3

Posteriormente, se colocaron 20 uL de dicha mezcla en la cAmara de Neubauer hasta llenarla
completamente. Hay que subrayar que el llenado de la cdmara se debe realizar cuando la cdmara

ya se encuentre sobre la superficiede observacion del microscopio.

Figura 17. Llenado de camara de Neubauer.

Finalmente una vez llenada la camarase observa al microscopio para el conteo de células.
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O Célula que debe ser contada

@ Célula que no debe ser contada
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Diagrama que indica las células que deben ser contadas

Observacion: Las células vivas se observaban circulares con el centro transparente, las muertas
de la misma forma con ladiferencia de que tienen el centro en color azul (debidoala presencia del
azul de tripano).
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Tratamiento
Paso 1

Para probar la citotoxicicidad de las hidrazonas, éstas se atemperaroncon un bafio a 37 grados para

su posterior uso.
Paso 2

Se destapd la placa de 96 pozos y se comenzo a llenarcon el cultivo de células en volumenes de 14

pL.

Figura 18. Llenado de pozos para el tratamiento.
Paso 3

Posteriormente, se colocaron cada una de las soluciones preparadas (0.5 mg/mL, 0.250 mg/mL y
0.100 mg/mL) con estas concentraciones de los compuestos de hidrazona con voliumenes de
186 uL en cada pozo, que ya contenia los 14 pL de cultivo celular, para asi, obtener un volumen

total de 200 pL por pozo.

Figura 19. Cierre de caja de cultivo.
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Nota: Esta relacion de volumenes se obtuvo de la siguiente manera:

Numero Total de células = (nimero de células) (2) (FC) (V)

2= proporcion de dilucién

V= volumen total de cada pozo (200 pL)

FC= factor de correccion

NUmero total de células= (110 células) (2) (10000) (10mL) = 22000000 células totales
Ya que el volumen total de sangre y ficol fue de 1mL entonces se realizd esta relacion:
10mL.......... 22000000

ImL.............. X=12200000

Después se realiz el siguiente célculo:
Sien 10 mL hay 22, 000,000 células entonces, para 30,000 células se requieren:
0.014 mL = 14 pL de cultivo celular.
Después se realiz el siguiente célculo:
Sien 10 mL hay 22, 000,000 células entonces, para 30,000 células se requieren:
0.014 mL = 14 pL de cultivo celular.

Antesdel tratamiento se realizo un conteo celularpara verificar la poblacion de células, el cual nos

arroj6 un total de 110 células porlos 4 cuadrantes de la camara de Neubauer.
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Observacion: Cada vez que se utilizaba un compuesto a una concentracion determinada la punta
de la micropipeta era reemplazada por una nueva, realizando esta operacion dentro de la campana

de bioseguridad.

Paso 4

Una vez terminado el llenado de los pozos de la placa se colocé dentro del gabinete de incubacion

con las mismas condiciones del cultivo de las células, arribaindicadas.

Observacion: Lo antes mencionado se realizd con el objetivo de observar el efecto de las
hidrazonas dentro del cultivo celular, para lo cual se dejaron actuar durante 24 horas para su

posterior conteo.

Para poder llevar un control del nimero de células vivas después de afiadir las hidrazonas, es
decir para observar el efecto de citotoxicidad de las hidrazonas en el cultivo celular, se afiadieron

en tres pozos de la misma placa, solo el cultivo celular con medio suplementado.

Para las lineas celulares cancerosasMOLT-4, HTB-38, HTB-177, MCF-7,se parti6 de 1.5-2
millones de células por mililitro en un volumen de 10mL. de cultivo, para su evaluacion
citotoxica,se aplicé de igual forma elprocedimiento antes mencionado,a excepcion de la
separacién de células con ficol. Este reactivo tiene la caracteristica de separar las fases de la
sangre, pero como se contaba con laslineas celulares aisladas, no fue necesaria su utilizacién, por
ultimo, hay que subrayar queel cultivo de las células cancerosas se realizddirecto del vial a la caja

de cultivo.

RESULTADOS

Los resultados del conteo celulardespués del tratamiento en linfocitos,se muestran a continuacion

en la tabla 4:
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Promedio de células

Compuesto AT? AT
Control 1 11 141
Control 2 14 123
Control 3 13 153
A24 (0.100 mg/mL) 48 12
A24 (0.250 mg/mL) 37 22
A24 (0.5 mg/mL) 41 11
A24 (1 mg/mL) 32 21
D24 (0.100 mg/mL) 33 20
D24 (0.250 mg/mL) 23 74
D24 (0.5 mg/mL) 13 22
D24 (1 mg/mL) 14 63
B24 (0.100 mg/mL) 18 32
B24 (0.250 mg/mL) 16 31
B24 (0.5mg/mL) 25 43
B24 (1 mg/mL) 39 21
AT'= Células muertas AT = Células vivas

Como se puede observar en la tabla 1 los compuestos con la menor toxicidad en linfocitos
resultaron ser:
D24 (0.250mg/m L)
D24 (Img/m L)
B24 (0.5mg/m L)
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En las siguientes tablaspodemos observar el promedio de células vivas después del tratamiento en
las lineas celulares cancerosas MOLT-4, HTB-38, HTB-177, MCF-7. Se usaron Colchicina y
Metrotexato que son medicamentos auxiliares en el tratamiento del cadncer como controles para
poder hacer una buena comparacion ademas de tener una referenciaen cuanto ala cantidad de

células vivas resultantes.

Linea celular HTB-38

Promedio de células vivas

COMPUESTO 1pM 0.1uM 0.01uM
A-24 97 99 94
B-24 98 94 88
D-24 95 102 105
COLCHICINA 6 14 66
MTX 36 102 95
(METROTEXATO)

Gréafica 1.Comportamiento de los compuestos en la linea celular cancerosa HTB-38
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Linea celular HTB-177

Promedio de células vivas

COMPUESTO 1pM 0.1uM 0.01uM
A-24 105 102 96
B-24 96 83 96
D-24 94 93 109
COLCHICINA 5 11 17
MTX 25 94 97
(METROTEXATO)

Gréafica 2. Comportamiento de los compuestos en la linea celular cancerosa HTB-177
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Promedin de céhilas vivas

Linea celular MOLT-4

Promedio de células vivas

COMPUESTO 1pM
A-24 87
B-24 108
D-24 95
COLCHICINA 70
MTX 36
(METROTEXATO)

Gréafica 3. Comportamiento de los compuestos en la linea celular cancerosa MOLT-4
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COMPUESTO
A-24
B-24
D-24
COLCHICINA
MTX
(METROTEXATO)

Linea celular MCF-7

Promedio de células vivas

1uM 0.1uM
97 99
88 101
115 118
40 45
11 42

0.01uM
94
101
126
66
98

Gréafica 4. Comportamiento de los compuestos en la linea celular cancerosa MCF-7
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Por otra parte, el compuesto D-24 con concentracion de 0.01uM resultd ser en las cuatro lineas
celulares el compuesto menos citotoxico de los utilizados en el tratamiento, ya que dejé una

cantidad elevada de células vivas.

DISCUSION DE RESULTADOS

Como se puede apreciar, el compuesto D-24resulto ser el menos citotoxico de los tres compuestos
en las pruebas realizadas en linfocitos. La particularidad que presenta dicho compuesto es una
doble adicién de 5-(4-nitrofenil) furan-2-carbaldehido en ambos lados de la hidracina a diferencia
de los otros dos compuestos donde la adicion de 5-(4-nitrofenil) furan-2-carbaldehido solo se hace
de un lado del compuesto de hidracina, otra particularidad del compuesto D-24 es la ausencia de
grupos fenilosen la estructura de la hidracina y su gran voluminosidad en comparacion con los

compuestos A-24 y B-24.

Por su parte, en los resultados arrojados en el tratamiento de las lineas celulares cancerosas
MOLT-4, HTB-38, HTB-177, MCF-7, se pudo apreciar que el compuesto D-24 en concentracion
de 0.01uM resulto ser el menos citotdéxico ya que dejé la mayor cantidad de células vivas en
dichas lineas celulares cancerosas, sin embargo, el proposito de los farmacos auxiliares para el
tratamiento del cancer es eliminar a las células infectadas , este propdésito fue cumplido bien por el
compuesto B-24 en concentraciéon de 0.01uM para las lineas celulares cancerosas HTB-38, HTB-
177, el cual dej6 una cantidad menor de células vivas en las lineas celulares cancerosas. Por parte,
del compuesto A-24 en concentracion de 0.01uM para las lineas celulares cancerosas MOLT-4 y
MCF-7, de la misma forma, dej6é una cantidad menor de células vivas en comparacion con los

otros dos compuestos probados B-24 y D-24 respectivamente.

Se puede observar que en general el compuesto D-24 resultd ser el menos citotoxico durante el
tratamiento, ya que en los linfocitos, como en las lineas celulares cancerosas dejaron un gran
namero de células vivas, mientras que el compuesto A-24 en concentracion de 0.01uM resulto ser
el mas citotoxico en el tratamiento de los linfocitos al igual que en dos de las lineas celulares
cancerosas MOLT-4 y MCF-7. Sin embrago, resulta tener un buen uso el compuesto A24, ya que

elimino de la mejor manera a las células infectadas de estas dos lineas celulares.
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Dichos resultados pueden ser atribuidos a la naturaleza quimica de los compuestos, su estructura,

su tamafio y su concentracion.

Una de las razones mas significativas del por qué estos compuestos dan estos resultados podria ser

la participacion del grupo azometino, el cual se encuentra presente en las tres estructuras, y

también esta de acuerdo con la literatura consultada para la realizacion de este trabajo.

CONCLUSIONES

1.- Se efectuo la sintesis de 3 hidrazonas a partir de aldehidos derivados del furano:

1)

2)

3)

4)

5)

I.  A24,(E)-2-((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metileno)-1,1-difenilhidracina
Il.  B-24, ,(E) 1-((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metileno)-2-fenilhidracina
1. D-24, (1E,2E)-1,2-bis((5-(4-nitrofenil)furan-2-il)metileno)hidracina

Se establecieron las condiciones de reaccién para la obtencion de las hidrazonas y se

obtuvo un rendimiento elevado en para los tres compuestos.

Los compuestos obtenidos fueron totalmente caracterizados mediante Espectrometria de

masas Y estudios espectroscopicos de UV, IR, RMN de *H y **C, y Difraccién de Rayos-X.

La quimica verde tuvo un papel importante en la elaboracion de los compuestos debido a
que se aplicaron algunos de sus principios con el fin de disminuir la contaminacion y de

esta forma ser amigables con el medio ambiente.

Se realizaron las correspondientes evaluaciones citotoxicas para los tres compuestos

sintetizados en células sanas (linfocitos).

Se realizaron y analizaron las evaluaciones citotoxicas de los tres compuestos en las lineas
celulares cancerosas: HTB-38 cancer de colon, HTB-17cancer de pulmén, MOLT-4

leucemia linfoblastica aguda, MCF-7 cancer de mama.
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GLOSARIO
-Ficol: es un polisacéarido hidrofilico altamente ramificado, y es soluble en soluciones
acuosas.Marca registrada propiedad de la empresa GE Healthcare.

-PBS:es una solucion acuosa y salina que contiene cloruro sodico, fosfatosodico, cloruro de

potasioyfosfato de potasio.
-Metrotexato: es un farmaco usado en el tratamiento delcanceryenfermedades autoinmunes.

-Colchicina: es un farmaco antimitético que detiene o inhibe la division celular en metafase o en

anafase.

-Azul de tripano: es un colorante azoico que se utiliza en tinciones histologicas para ensayos de

viabilidad que permiten diferenciar células vivas de células muertas.
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