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I Introduccion

I. INTRODUCCION

La presente investigacion tuvo como objetivo fundamental sintetizar una familia de
hidrazonas y evaluar su actividad bioldgica (antifangica), con el fin de realizar un estudio de
comparacion entre estructura de las hidrazonas sintetizadas y su posible capacidad de inhibir

el crecimiento de microorganismos.

Ya que la resistencia a los medicamentos por cepas bacterianas se ha vuelto bastante
alarmante, la demanda de nuevos compuestos con un mayor potencial de actividad bioldgica
ha aumentado, hoy en dia la busqueda de nuevas sustancias con actividad antimicrobiana se

ha convertido en un importante campo de la investigacion.

En las dltimas décadas ha aumentado considerablemente el interés en el desarrollo de
nuevos compuestos con actividad anticonvulsiva, antidepresiva, analgésica, antinflamatoria,
antiplaquetaria, antibacterial, antifungica, antimalarica, antimicrobiana, antitumoral y
antiviral. Las hidrazonas constituyen una clase importante de compuestos para el desarrollo
de nuevos medicamentos. Por esta razon, muchos investigadores han sintetizado esta clase
de compuestos como estructuras diana y evaluado sus actividades bioldgicas. Estas
investigaciones han guiado el desarrollo de nuevas hidrazonas que poseen actividades

bioldgicas variadas.

Los compuestos que contienen en su estructura el grupo R2C=N-NR2 se denominan
hidrazonas, estas pertenecen a la gran clase de azometinas (oximas, iminas y bases de Schiff)
y se distinguen de los otros miembros de esta clase por la presencia de dos atomos de
nitrogeno de diferente naturaleza enlazados entre si. El doble enlace C=N en las hidrazonas
se conjuga con un par de electrones libres del atomo de nitrégeno terminal, estas
caracteristicas estructurales son las principales responsables de las propiedades fisicas y

quimicas de las hidrazonas.

El método clésico de sintesis para las hidrazonas involucra la condensacion de compuestos

carbonilicos (aldehidos y cetonas) con hidrazinas mediante la eliminacion de una molécula

1



I Introduccion

de agua para dar el enlace imino caracteristico en las hidrazonas. La metodologia para las
sintesis de hidrazonas en esta investigacion se baso en este método clasico de sintesis donde
se utilizd 2,4-DFH y diferentes benzofenonas sustituidas para la obtencion de las

correspondientes 2,4-dinitrofenilhidrazonas a las cuales se les realiz6 ensayos antifangicos.

Se ha demostrado que las hidrazonas poseen actividad bioldgica como: antimicrobianos,
anticonvulsivos, analgesicos, antinflamatorios, antiplaquetarios, antituberculosos y
antitumorales. Por ejemplo, algunos derivados de hidrazona, como la piridoxal
isonicotinoilhidrazona, se utilizan como agentes quelantes de hierro y pueden ser asimismo
utilizados como agentes terapéuticos en el tratamiento del cancer. Esta Gltima aplicacion es
debido a que, durante el crecimiento y metabolismo acelerado de las células tumorales se
produce una gran demanda de hierro, por lo que la privacion de este metal afecta mas a las
células cancerosas que a las normales. Numerosos derivados de hidrazona, con sustituyentes
heterociclicos han demostrado propiedades antifingicas y antimicrobianas ante
microorganismos tales como Staphylococcus aureus y Mycobacterium tuberculosis. Las
propiedades bioldgicas de muchos de estos compuestos aumentan cuando se forma un

complejo metalico.



Il Objetivos

Il. OBJETIVOS

Objetivo general

Sintetizar una familia de hidrazonas aromaticas y evaluar su actividad bioldgica.

Obijetivos especificos

» Optimizar la sintesis de hidrazonas, derivadas de la benzofenona.

> Sintetizar una familia de hidrazonas derivadas de benzofenonas con diferentes

sustituyentes.

» Purificar los compuestos obtenidos mediante técnicas de recristalizacion y

cromatograficas.

» Caracterizar los productos obtenidos utilizando espectroscopia Ultravioleta Visible

(UV-vis), Infrarrojo (IR) y Resonancia Magnética Nuclear de protones (H* RMN).

» Evaluar la actividad antifingica de las hidrazonas sintetizadas.
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11l. MARCO TEORICO

3.1. GENERALIDADES

3.1.1. Grupo carbonilo

Los compuestos carbonilicos estan presentes en todas partes. La mayoria de las moléculas
biolégicas contienen grupos carbonilo, al igual que la mayor parte de los agentes
farmacéuticos y muchas de las sustancias quimicas sintéticas con las que tratamos todos los
dias.?® El grupo carbonilo, es sin duda el grupo funcional mas importante en la quimica

organica.

Aunque existen muchos tipos diferentes de compuestos carbonilicos y muchas reacciones

diferentes, podemos encontrar dos amplias clases de este tipo de compuestos:

1. Compuestos que solo tienen atomos de carbono e hidrégeno enlazados al grupo
carbonilo tales como: aldehidos y cetonas.
2. Compuestos que contienen atomos electronegativos enlazados al grupo carbonilo

tales como: &cidos carboxilicos, cloruros de &cidos, esteres y amidas.°

El grupo carbonilo esta formado por un doble enlace que une un atomo de carbono y un
atomo de oxigeno, el enlace doble carbono—oxigeno de un grupo carbonilo es similar en
varios aspectos al enlace doble carbono—carbono de un alqueno. El atomo de carbono
carbonilico tiene hibridacion sp? y forma tres enlaces o. El cuarto electrén de valencia
permanece en un orbital p del carbono y forma un enlace © con oxigeno por el traslape con
un orbital p del oxigeno. El atomo de oxigeno también tiene dos pares de electrones no
enlazados, los cuales ocupan sus dos orbitales restantes. El enlace doble carbono—oxigeno
estd fuertemente polarizado debido a la alta electronegatividad del oxigeno en relacién con
el carbono y es la alta polaridad de este enlace que domina la quimica de los compuestos

carbonilicos. 41129:31.32

Como el oxigeno es mas electronegativo que el carbono, el atomo de oxigeno atrae los

electrones del doble enlace carbono-oxigeno, haciendo que el enlace carbonilo sea polar. En
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términos de resonancia se puede describir al grupo carbonilo como una combinacion de dos
formas contribuyentes, en la figura 1 se muestra como el grupo carbonilo es estabilizado por

resonancia, al igual que sus estructuras contribuyentes.*32

H H
. -
CcC=0: - +C—0O:
H H
1 2

Figura 1. Grupo carbonilo estabilizado por resonancia.

La estructura contribuyente 1 es mas importante, ya que cada atomo del grupo carbonilo
tiene el octeto de Lewis completo, y no hay ninguna carga formal sobre los atomos. Las
formas de resonancia polares de los compuestos carbonilicos también ayudan a explicar las
propiedades quimicas de los aldehidos y cetonas, ya que el &tomo de carbono carbonilico es

electrofilico y el &tomo de oxigeno carbonilico es nucleofilico.*3?
3.1.2. Adicién nucleofilica al grupo carbonilo

La reaccion mas comun de aldehidos y cetonas es la adicién nucleofilica, adicion de un
nucleofilo y un protdn a través del doble enlace carbono-oxigeno. Existen dos tipos de enlace
entre Cy O, el doble enlace C=0 es bastante mas corto que un tipico enlace sencillo C-O, y
también es doblemente méas fuerte; sin embargo, es mas reactivo, esto esté relacionado a la
polarizacién. El enlace C=0 polarizado da al atomo de carbono una carga parcial positiva, y
esta carga atrae nucleofilos con carga negativa y estimula la reaccion, como se muestra en la

figura 2 4,11,12, 29

Nuc :=,

iy 0t B N .. H—Nuc N - _
IC—O‘ — ‘(\L_O — )C—O + Nuc:™

Figura 2. Ataque nucleofilico al grupo carbonilo.
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En el ataque de un nucledfilo los electrones del enlace pi son forzados a salir al atomo de
oxigeno para formar un anién alcéxido, una vez formado, y dependiendo de la naturaleza del
nucleofilo, el alcoxido tetraédrico intermediario puede experimentar una protonacion por
agua o acido para formar un alcohol como producto o alternativamente, el intermediario
tetraédrico puede protonarse y eliminar el oxigeno para formar un nuevo enlace doble entre

el carbono carbonilico y el nucleofilo. 122
3.1.3. Adicion de compuestos nitrogenados a aldehidos y cetonas.

Amoniaco y aminas de formula general RNH, son analogos nitrogenados del agua y
alcoholes. Ellos son mas nucledfilos que el agua y los alcoholes, y reaccionan mas
rapidamente con grupos carbonilo de aldehidos y cetonas. En estas reacciones se forma el
analogo nitrogenado de un hemiacetal, lamado un hemiaminal. El mecanismo de formacién
del hemiaminal es similar al del hemiacetal y se muestra en la figura 3. En primer lugar, el
nitrégeno nucleofilico ataca al atomo de carbono carbonilico para dar un aducto tetraédrico
con una carga positiva sobre el nitrégeno y una carga negativa en el oxigeno. El producto
inicial experimenta rdpidamente una transferencia intermolecular del proton del nitrogeno al

atomo de oxigeno.*32

) H
< i il ki
C + RR—N—H =/ R—C NF—R'=—=R—C—N
P P\ -
RT || ||
H H H H

Figura 3. Mecanismo de formacion del hemiaminal.

El hemiaminal no reacciona con un segundo mol de amina para formar el analogo de
nitrégeno de un acetal porque pierde facilmente una molécula de agua para formar un
compuesto con un doble enlace carbono-nitrogeno, llamado una imina como se muestra en

la figura 4.432
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il) @ \o'g
R—T—Il\f—R' - R_(::IT_R"_ R—C=—N—-R'+ H,0 + H

H H H H H

Figura 4. Pérdida de una molécula de agua para la formacion del enlace imina.

La reaccion global de un compuesto carbonilico con una amina es una reaccion de adicion-
eliminacion. En la etapa de adicion, el &tomo de nitrogeno se adiciona al &tomo de carbono
carbonilico. El producto de adicién entonces pierde una molécula de agua en una reaccion de

eliminacion para dar una imina.**?

3.2.  HIDRAZONAS

3.2.1. Generalidades

Las hidrazonas y sus derivados constituyen una clase de compuestos versatiles en la quimica
organica, que poseen en su estructura el grupo R2C=N-NRz2, este grupo contiene dos atomos
de nitrogeno de diferente naturaleza enlazados entre si y un doble enlace C=N que se conjuga
con un par de electrones libres del 4tomo de nitrégeno terminal, estas caracteristicas
estructurales son las principales responsables de las propiedades fisicas y quimicas de las
hidrazonas. En la figura 5 se muestra que ambos atomos de nitrégeno del grupo hidrazona
son nucledfilos, aunque el nitrégeno de tipo amino es mas reactivo. EI &omo de carbono del

grupo hidrazona tiene caracter tanto electrofilico como nucleofilico.>®

R; (E) R,

2R I

/..\ /éI> R,

Figura 5. Estructura y reactividad del grupo hidrazona
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Debido a la capacidad de reaccionar con reactivos nucleofilicos y electrofilicos, las
hidrazonas son ampliamente utilizadas en la sintesis organica, especialmente para la

preparacion de compuestos heterociclicos.>®

Las hidrazonas sustituidas, alquilhidrazonas y ciertas arilhidrazonas y azinas de aldehidos
alifaticos y cetonas simples son liquidos incoloros o ligeramente coloreados que poseen un
olor caracteristico. El punto de ebullicién de las hidrazonas se eleva con respecto al peso

molecular de los sustituyentes “R” como se muestra en la siguiente figura®:

R R
\ /"
C=—N—N
/ \
Rz R4

Figura 6. Sustituyentes “R” en la estructura de las hidrazonas.

Las alquilhidrazonas que poseen una cadena de carbono ramificada poseen puntos de
ebullicién més bajos que sus analogos que tienen una cadena lineal. Las fenilhidrazonas de
aldehidos y cetonas aromaticos son solidos, la mayoria ligeramente coloreado. Varias
arilhidrazonas, especialmente las 4-nitro y 2,4-dinitrofenilhidrazonas, tienen una estructura
cristalina bien desarrollada y los puntos de fusion definidos, de modo que son convenientes

para la identificacion de compuestos carbonilicos.®

Andlisis cristalograficos indican que la agrupacion R2C=NNR: en hidrazonas posee una
estructura plana, aunque la coplanaridad puede degradarse en ciertas moléculas impedidas
estericamente. La longitud del enlace C=N en hidrazonas depende de la naturaleza de los
sustituyentes, variando entre 1.27 y 1.35A. El cual es superior a los valores de 1.24 y 1.255A
para iminas alifaticas. La presencia de un par de electrones libres en el a&tomo de nitrégeno
de tipo amino en el grupo hidrazonas, es capaz de conjugarse con los electrones =, lo cual
conlleva a una disminucién en el orden de enlace C=N y por lo tanto un aumento de su

longitud.®
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3.2.2.Mecanismo de formacién

La reaccion global de un compuesto carbonilo con una amina es una reaccién de adicion-
eliminacion. En el paso de adicion el atomo de nitrégeno se enlaza al atomo de carbono del
grupo carbonilo, y el atomo de hidrogeno se enlaza al atomo de oxigeno del carbonilo. El
producto de adicién pierde una molécula de agua en una reaccion de eliminacion para generar
una imina, como se muestra en las figuras 3 y 4. Los compuestos derivados de aminas
también reaccionan bajo este mecanismo para formar derivados estables de iminas. Estos
compuestos incluyen hidroxilamina, hidrazina, y aminas sustituidas tal como semicarbazida

y 2,4-dinitrofenilhidrazina.*

La formacion de una imina requiere catalisis &cida, sin un catalizador &cido, la reaccion
es muy lenta, sin embargo, algunos compuestos como las oximas, por ejemplo, se forman sin
catélisis &cida, aunque la reaccion se da mas rapido en medio acido. La formacion de una
imina es de hecho mas rapida a un pH aproximado de 4-6: a pH maés bajo, el exceso de amina
se protona y la tasa de la primera etapa es lenta; por encima de este pH la concentracion de
protones es demasiado baja para permitir la protonacion del grupo saliente OH en la etapa de
deshidratacion.!

3.2.3.Sintesis de hidrazonas

El método general y mas antiguo para la sintesis de hidrazonas, es la reaccion de hidracinas
con compuestos carbonilicos. En la figura 7, se muestra este método clasico de sintesis para
las hidrazonas, que involucra la condensacion de compuestos carbonilicos (aldehidos y

cetonas) con hidracinas mediante la eliminacion de una molécula de agua para dar el enlace

imino.>®
O R3 RZ R4
I / -H,0 /
/C\ + NH,—/N ‘? /C=N—N
R, R, R, R, R;

Figura 7. Reaccion de formacién de hidrazonas.
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3.3. CARACTERIZACION DE HIDRAZONAS

Las principales técnicas que forman la base de andlisis estructural moderno son:
espectroscopia ultravioleta (UV) e Infrarrojo (IR), y espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN).

Para la caracterizacion de las hidrazonas es necesario realizar una purificacion previa de

los productos obtenidos, ya sea utilizando técnicas de recristalizacion o cromatograficas.
3.3.1.Cromatografia en capa fina analitica (TLC)

La cromatografia en capa fina analitica es una técnica cualitativa que se utiliza con los
siguientes fines: Monitoreo de una reaccion, identificacion de un compuesto, determinacion
de los componentes de una mezcla, comprobacion de la pureza de un compuesto,
determinacion del disolvente apropiado para llevar a cabo una separacion mediante
cromatografia preparativa y andlisis de las fracciones recogidas en una cromatografia en
columna. La fase estacionaria (adsorbente) se encuentra depositada, formando una capa fina
de espesor uniforme (0.1 - 0.2 mm), sobre una placa de vidrio, plastico, o una lamina

metélica.'®
3.3.2.Cromatografia en capa fina preparativa (CCFP)

La cromatografia en capa fina preparativa se emplea en la separacion de componentes de una
mezcla con el fin no solo de identificarlos, sino de cuantificarlos mediante su recuperacion a
partir de la placa o cromatofolios. A diferencia de la cromatografia de capa fina analitica, la
cromatografia preparativa se utiliza para la separacion y aislamiento de los componentes de
mezclas en cantidades comprendidas entre 100 y 200 mg. Este tipo de cromatografia se lleva
a cabo en placas de gel de silice de 1-2 mm de espesor sobre un soporte de vidrio de 20x20

cm.B
3.3.3. Espectroscopia ultravioleta (UV)

Las medidas de absorcion de radiacion ultravioleta y visible tienen una gran aplicacion en la
identificacion y determinacion de una enorme cantidad de especies inorganicas y organicas.

La espectroscopia UV se basa en la medida de la transmitancia (T) o de la absorbancia (A)

11
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de disoluciones que se encuentran en cubetas transparentes que tienen un camino optico.
Normalmente, la concentracion de un analito absorbente esta relacionados linealmente con
la absorbancia. La absorcion de la radiacion visible y ultravioleta de longitud de onda larga
estd restringida a un namero limitado de grupos funcionales (Ilamados cromoforos) que
contienen electrones de valencia con energias de excitacion relativamente bajas.’* Las
hidrazonas que se sintetizaron poseen grupos cromoforos y son compuestos coloreados, por

lo tanto, se esperan obtener valores de longitudes de onda maximos para cada uno de ellos.**
3.3.4. Espectroscopia Infrarroja (IR)

La espectroscopia infrarroja (IR) se utiliza para analizar las caracteristicas vibracionales de
las moléculas, estructuras cristalinas y cristales, utilizando para ello diferentes tipos de

muestras y diferentes instrumentaciones.®

Los espectros aparecen con numerosas bandas caracteristicas en el intervalo del espectro
infrarroja (sobre 100 cm™ a 4000 cm™). Se pueden asociar bandas individuales con grupos
quimicos especificos, tales como el grupo carbonilo. Casi todos los instrumentos utilizados
en IR estan equipados con sistemas de analisis que utilizan transformadas de Fourier de haz

sencillo.r®

Las sefiales observadas en los espectros de IR describen vibraciones moleculares como si
las moléculas fuesen masas conectadas por muelles. Para la caracterizacion de las hidrazonas
por IR, estas presentan la vibracion molecular del enlace caracteristico (C=N) en el intervalo

de frecuencias 1640-1690 cm™.13
3.3.5. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La espectroscopia de resonancia magnetica nuclear (RMN) se basa en la medida de la
absorcion de la radiacion electromagnética en la region de las radiofrecuencias
aproximadamente de 4 a 900 MHz. En contraste con la absorcion ultravioleta visible e
infrarroja, en el proceso de absorcion estan implicados los nucleos de los atomos en vez de
los electrones exteriores.’* La espectroscopia de RMN es una técnica que proporciona
informacién estructural y estereoquimica de gran interés en un espacio de tiempo

relativamente corto. Se trata de una técnica no destructiva que estudia el comportamiento de

12
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ciertos nucleos atémicos (aquéllos que poseen spin nuclear distinto de cero) en presencia de

un campo magnético externo.!2

De particular interés para la Resonancia Magnética Nuclear es el espin de los protones y
neutrones del ndcleo atdmico. En el nacleo atdmico, cada proton se puede aparear con otro
proton con espin antiparalelo (algo analogo a los que sucede con los electrones en los enlaces
quimicos). Los neutrones también pueden hacerlo. Los pares de particulas que resultan de
combinar un espin de signo positivo con otro negativo, da como resultado un espin neto de
valor cero. Por esta razon los nucleos con nimero de protones y neutrones impar dan lugar a
un espin neto, donde el nimero de desapareamientos contribuye con un ¥z al total del nimero
cuéntico de espin nuclear, denominado I, por tanto, entre los elementos de la Tabla Periddica,
cada isotopo de un determinado &tomo, dependiendo de cual sea el nimero de protones y

neutrones del ndcleo, va a tener un determinado valor de 1.13

Entre los ndcleos activos en RMN los mas interesantes son aquellos cuyo nimero cuéntico
de spin (1) es igual a un ¥, como los ntcleos de *Hy *C. En el caso de RMN de *H, la escala
de valores del desplazamiento quimico va de 0 a ~15 ppm, y para *C, de 1 a 220. Es
importante notar que, puesto que la escala es relativa, no cambiara, aunque cambie la

frecuencia de operacion del instrumento.

A continuacion, en la tabla 1, se resume la informacién general que aportan los

experimentos de *H y para 13C, llamados experimentos monodimensionales.

Tabla 1. Experimentos monodimensionales

EXPERIMENTO INFORMACION CONCLUSIONES
Valor del desplazamiento quimico (en Permite relacionar
ppm), la multiplicidad de cada sefial, | estrechamente cada proton con
RMN H : .
y la constante de acoplamiento para los atomos de carbono
cada hidrogeno. adyacentes.
Evidencia todos los carbonos de la Hibridacion de cada atomo de
RMN 13C molécula. carbono, asi como su

funcionalizacion.
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3.4. APLICACIONES DE LAS HIDRAZONAS

Las hidrazonas se consideran entre los grupos mas importantes de compuestos en la quimica
inorganica, organica, analitica y medicinal debido a su accesibilidad preparativa, variedad
estructural, habilidad de formar una larga variedad de compuestos y su amplio perfil
biolégico. La introduccion de grupos funcionales en estas moléculas amplia el campo de
aplicaciones en el uso de estas ultimas en la sintesis organica. Ademas, la combinacion del
grupo hidrazona con otros grupos funcionales conduce a compuestos con propiedades fisicas
y quimicas Unicas, es por ello por lo que una de las principales tareas de un quimico organico
es el disefio y sintesis de nuevos compuestos con altas aplicaciones a partir de reactivos

facilmente disponibles.®933:34

Aparte de la quimica de coordinacion, las bases de Schiff, hidrazonas, y sus derivados,
tales como carbazonas, semicarbazonas y tiosemicarbazonas, son objeto de muchos estudios
atractivos debido a sus aplicaciones.®° EI amplio rango de aplicaciones para las hidrazonas
estan bien documentados. Entre dichas aplicaciones que poseen las hidrazonas se encuentra
su uso como sensores moleculares, cuyo desarrollo se encuentra en auge por el amplio rango
de aplicaciones industriales, medioambientales y bioldgicas que implican la deteccién de

cantidades traza de especies quimicas y biolégicas en alimentos, medicamentos, etc.>°

En lo que se refiere a la industria de los pigmentos, varias hidrazonas como el 1-fenilazo-
2-naftol, se utilizan con ese fin. Como se muestra en la figura 8, en este compuesto existe un
tautomerismo azo/hidrazona, presentandose predominantemente en la forma tautomérica
hidrazona. Con la desprotonacion, el anion resultante también tiene propiedades como tintes

y segun el sustituyente R se denominan Orange Il (R = SO3H) y Para Red (R = NOy).

14
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(a) Hidrazona (b) Azo

Figura 8. Tautomerismo del pigmento 1-fenilazo-2-naftol.

Otra aplicacion de las hidrazonas es en la industria de los polimeros, diversas hidrazonas
se emplean como agentes plastificantes, antioxidantes e iniciadores de la polimerizacion®.
Ademas, algunas hidrazonas se han utilizado también como herbicidas, insecticidas,

nematicidas, rodenticidas, y reguladores del crecimiento de plantas.®

Asi, en lo que se refiere al analisis quimico, la formacion de derivados aromaticos de
hidrazonas se utiliza para medir la concentracion de Aldehidos y cetonas de bajo peso
molecular, la Formacion de derivados de 2,4-dinitrofenilhidrazonas de compuestos de
carbonilo ha sido durante mucho tiempo un ejercicio comun en los laboratorios de quimica

organica.>

3.5. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE HIDRAZONAS

Las hidrazonas constituyen una clase importante de compuestos que han atraido la atencion
de los quimicos medicinales con respecto a estudiar sus estructuras, ya que poseen enormes
e interesantes propiedades bioldgicas tales como: anticancerigenos, antitumorales,
antimalaricos, antibacteriales, antituberculosos, antifungicos, anticonvulsivos, y actividades

antiinflamatorias. 2911734
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3.5.1. Actividad anticancerigena

En el 2006 Easmon et al, sintetizaron las 2-benzoxazolil hidrazonas derivadas de 2-formil y
2-acetilpiridinas las cuales presentaron actividades antitumorales. La hidrazona de la 2-
acetilpiridina inhibe in vitro la proliferacion celular en el rango de los nM, mientras que las
hidrazonas derivadas de la R-(N)-acetildiazinas/quinolinas inhibe el crecimiento celular en

el rango de uM.'8

Recientemente, en el 2014, Lindgren et al, sintetizaron hidrazonas de benzotiazol y
evaluaron su actividad anti proliferativa in vitro frente a tres lineas celulares de cancer
humano: HL-60 (leucemia), MDAMB-435 (mama) y HCT-8 (colon). Obtuvieron una buena
citotoxicidad para las tres lineas celulares de cancer y dos moléculas prometedoras (figura 9)

para el disefio de farmacos contra el cancer.®

OH HO

N=—CH OH N=—CH OH

/>_ 4 />_ N

Figura 9. Estructura de las hidrazonas del (E)-2-benzotiazol

3.5.2. Actividad antibacterial

Las enfermedades infecciosas son la segunda causa principal de muerte en el mundo y la
tercera causa principal de muerte en los paises econémicamente avanzados?, el aumento de
forma espectacular de la prevalencia de las infecciones microbianas resistentes a multiples
farmacos en las Gltimas décadas se ha convertido en un grave problema de atencién médica.
La busqueda de nuevos agentes antimicrobianos sera, en consecuencia, siempre una tarea
importante y un reto para los quimicos medicinales?. La leishmaniasis es una enfermedad
tropical causada por la infeccion de protozoos Leishmania, ha sido reconocida por la

Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como un problema de salud creciente; muchas
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partes de Asia y Africa son vulnerables a la leishmaniasis. Diversas hidrazonas de la
benzofenona, como la hidrazona de la 4,4-dimetoxibenzofenona (figura 10) ha demostrado
una significativa actividad antileishmanial, asi este compuesto y otros derivados de

hidrazonas han presentado actividad antifingica y antibacterial.2°

H,N(

H;CO OCH;,

Figura 10. Estructura de la hidrazona de la 4,4-dimetoxibenzofenona

Aslan y Karacan en el 2012, sintetizaron una serie de hidrazonas sulfonil aromaticas y se
evaluaron sus actividades antimicrobianas. Todos los compuestos mostraron una potente
inhibicion contra cepas como S. aureus, E. faecalis, S. epidermidis, P. fluorescens, E. coli,

entre otras.!

Numerosos derivados de hidrazona, con sustituyentes como heterociclos o
macromoléculas han demostrado propiedades antifingicas y antimicrobianas ante
microorganismos tales como Staphylococcus aureus y Mycobacterium tuberculosis®. Las
propiedades bioldgicas de muchos de estos compuestos aumentan cuando se forma un
complejo metalico®. Asimismo, algunas hidrazonas derivadas de la Quinazolona (figura 11)
han demostrado tener actividad anti-inflamatoria y poseen actividad antibacteriana in vitro

contra varias cepas de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.?
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Figura 11. Estructura general de las hidrazonas de la Quinazolona.

Las proteasas de cisteina (PC) son enzimas que participan en funciones importantes del
ciclo de vida de muchos parasitos, entre ellas el trafico de proteinas necesarias para el
metabolismo y las funciones reproductivas; especificamente, se ha encontrado que estas PC
son de gran relevancia en varios aspectos importantes para el parasito como son el
crecimiento, la infectividad y la supervivencia al interior de la célula huésped, en la busqueda
de sustancias antiparasitarias, se han sintetizado diferentes hidrazonas derivadas de cromano,
tiocromano (figura 12), alquil y aril hidrazonas, ya que algunas tienen la capacidad de inhibir
una PC del parasito y por lo tanto afectar el crecimiento y desarrollo de estos

microorganismos en la célula huesped.?2

O O

o) S
(a) (b)

Figura 12. Estructura de la 4-cromanona (a) y de la 4-tiocromanona (b)

La tuberculosis (TB) es una pandemia mundial causada por diferentes especies de
micobacterias. Mycobacterium tuberculosis es un patdgeno eficaz, que causa la tuberculosis
y es la mayor causa infecciosa de muerte en todo el mundo, matando a aproximadamente dos

millones de personas al afio. Kulandai y Geethamalika recientemente, en el 2017, sintetizaron
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nuevas hidrazonas derivadas de la benzohidracina(4-aliloxi-benzilideno) (figura 13) y se
encontrd que estos compuestos actlan como agentes anti-tuberculosis muy potentes, el
porcentaje de inhibicion fue de 97.9 y 98.7%. Previamente realizaron estudios
antibacterianos in vitro con bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) y Gram-

negativas (Escherichia coli) presentando inhibicion contra dichas bacterias.®

(0} O\/\
/©)‘\ /N )
N
H
Ry

Figura 13. Estructura de las hidrazonas derivadas de la benzohidracina(4-aliloxy-
benzilideno)

3.5.3. Actividad antinflamatoria

Todeschini et al. sintetizaron el derivado antiinflamatorio méas importante la 2-(2-formilfuril)
piridilhidrazona (figura 14), el cual presenta una inhibicion del 79 % de la pleuresia en una

dosis de 80,1 umol / kg.?

C
H H

Figura 14. Estructura de la 2-(2-formilfuril)piridilhidrazona

3.5.4. Actividad anticonvulsiva

Una serie de hidrazonas derivadas del acido nicotinico (figura 15) han sido investigadas y
pueden ser consideradas como una nueva droga en el disefio de nuevos farmacos
anticonvulsivos. La epilepsia no es una enfermedad, sino un sindrome de diferentes

trastornos del sistema nervioso central que involucran la actividad eléctrica, espontéanea,
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intermitente, anormal en el cerebro, este sindrome afecta a 60 millones de personas en todo

el mundo.> %

\ N’N
| H
N =~

Q/Arl

Figura 15. Estructura general de las hidrazonas derivadas del acido nicotinico
3.5.5. Actividad antitumoral

Una variedad de farmacos antitumorales esta actualmente en uso clinico. La busqueda de
farmacos antitumorales llevé al descubrimiento de varias hidrazonas que tienen actividad
antitumoral. Algunas hidrazonas di fenolicas mostraron una inhibicion méaxima uterotrofica
(término utilizado para describir un efecto positivo sobre el crecimiento de los tejidos
uterinos) de 70 %, mientras que el compuesto mostrado en la figura 16 exhibid citotoxicidad
en el intervalo de 50 a 70% contra lineas celulares malignas del tipo MCF-7 y ZR-75-

1(cancer de mama).?

HO NO,

Tz

NO,

Figura 16. Estructura de la hidrazona difenolica

3.5.6. Actividad antifungica

Tyrkov et al en el 2013, sintetizaron hidrazonas sustituidas de nitrotetrazol-5-carbaldehido y
evaluaron su actividad antifungica obteniendo resultados positivos contra cepas de Candida

albicans, Microsporum canis, y Trichophyton rubrum.?*
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Sushama et al en el 2017, sintetizaron algunas tiazolil hidrazonas (figura 17) y evaluaron
su actividad antioxidante y antifungica in vitro. La actividad antiflngica in vitro de los
compuestos sintetizados contra las especies de hongos Candida albicans, Aspergillus niger
y Aspergillus flavus encontraron que era moderada a buena en comparacion con el estandar

de fluconazol.®®

/ \ Cl

Cl

Figura 17. Estructura general de las tiazolil hidrazonas

3.6. HIDRAZONAS COMO LIGANDOS

Las propiedades bioldgicas de las hidrazonas estdn a menudo relacionadas con la
coordinacion a un ion metélico. Esto es debido, en primer lugar, a la lipofilicidad, que
controla el porcentaje y velocidad de entrada de los compuestos quimicos en las células y
que se modifica con la coordinacion. Asimismo, los complejos metalicos pueden ser mas
activos que el ligando libre y algunos de los efectos secundarios pueden decrecer después de

la complejacion.>34

Las bases de Schiff tienen diversas aplicaciones en diferentes areas tales como la catélisis,
desactivadores metalicos, procesos de separacion, la electroguimica, bioinorganica, quimica
ambiental y en la biologia, en esta ultima ejerciendo su efecto como antitumorales,

antibacteriales, antifingicos e inhibidor de otras actividades.?2°

Las hidrazonas actian como ligandos en complejos metélicos uniéndose al centro
metalico a través del nitrogeno iminico®, esta cualidad las hace mas versatiles para formar

complejos con iones metalicos con estado de oxidacion variable®, asi complejos metalicos
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de Zn(11)°, Cu(11)®, Fe(111)°, Co(I11)?", Ni(11)?" y Cd(I1)?", muestran amplias aplicaciones

bioldgicas.

Asimismo, la presencia de sustituyentes con atomos dadores de electrones, tanto en el
compuesto carbonilicos como en la hidrazina, puede aumentar el nUmero de puntos de unién

(denticidad), como se muestra en la figura 18°.

/R3 Rl R3
\C=N—N \C=N—N
% N N
R; R, R,
M M
| 11
R R, R,
/ \
—N— C=—N—N
N { /
M\ D. ”M\.E
11 v

Figura 18. Modos de coordinacion de las hidrazonas (D y E atomos dadores)

Los complejos metélicos de bases de Schiff tienen un rol esencial en el campo de la
quimica de coordinacion, la cual constituye uno de los campos mas importantes de la
Quimica Inorganica, no sélo por su amplitud y complejidad sino por el gran volumen de

investigacion que se le dedica.>?’

El impulso de la Quimica en la Coordinacion se debe en gran parte al desarrollo en el
campo teorico, en los métodos de sintesis y en el campo de las aplicaciones de los compuestos

de coordinacion.®

Entre las aplicaciones de las hidrazonas en los compuestos de coordinacion y en las bases

de Schiff se puede mencionar la actividad antioxidante de una nueva serie de bases de Schiff
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que fueron sintetizadas las cuales contienen bis-1,2,4-triazol y bis-hidrazona derivadas de
dihidrazida tereftalica.?®

Los complejos de hidrazonas con esterol y platino como metal presentan actividad
bioldgica contra Leishmania mexicana. Estos complejos son inhibidores especificos de la
esterol metil transferasa (EMT), los parasitos que causan leishmaniasis poseen ergosterol (el
anélogo al esterol en los vertebrados). La enzima EMT cataliza la incorporacién de este
esterol, el cual lo requiere el parasito para sobrevivir y crecer, al ser inhibida, este muere.
Esta enzima es especifica para la ruta biosintética del ergosterol y no interfiere en la

biosintesis de colesterol, siendo éste, el principal esterol en los vertebrados.?®

HO

Figura 19. Estructura de las hidrazonas de esterol

De igual manera se han realizado estudios de complejos organometalicos de bases de
Schiff derivadas de la condensacion del &cido salicilico-3-aldehido con isonicotinoil
hidrazina, los cuales poseen actividad antibacterial contra S. aureus, E coli, B subtilis y P.

aeruginosa.?’
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IV. METODOLOGIA

4.1. REACTIVOS Y MATERIALES

4.1.1. Reactivos

Para llevar a cabo las reacciones de sintesis de las hidrazonas se emplearon los reactivos

siguientes:

1. La hidrazina utilizada en la sintesis de los compuestos fue la 2,4-
dinitrofenilhidrazina (Sigma Aldrich, calidad sintesis)

2. Como disolvente para llevar a cabo la reaccion de sintesis se utilizd etanol,
etilenglicol y dimetilformamida (DMF) (Sigma Aldrich, calidad sintesis), cada
uno se utiliz6 dependiendo de la solubilidad de los reactivos.

3. Las cetonas empleadas fueron la benzofenona, diferentes benzofenonas
sustituidas, la fluorenona y la xantona.

4. Acido clorhidrico concentrado, se utiliz6 como catalizador en cada una de las

reacciones.

Los reactivos de los numerales 1, 2 y 4 se solicitaron a la bodega de la Escuela de Quimica
de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica, la benzofenona que se utilizdé fue
adquirida de la casa Sigma Aldrich mientras que la xantona, fluorenona y benzofenonas con
sustituyentes metoxi y fldor, se obtuvieron mediante oxidacion suave de sus bencidroles
correspondiente. Las benzofenonas con sustituyentes nitro y yodo se sintetizaron a partir de
la benzofenona. A continuacion, se detallan las estructuras de las benzofenonas utilizadas,
las cuales fueron sintetizadas y caracterizadas en el centro de investigacion en productos
naturales (CIPRONA) de la Universidad de Costa Rica (UCR).
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(0) (0]
e OO
R2 R4

fluorenona
R1=R3=H; R=R4=H (0)

R1=R3=H; R,=R4s=0OMe

R1=R3=NO2; Ro=Rs=H O O
Ri=Rs=I; R>=Rs=H o
R1=R3=H; R2=R4s=F

Xantona

Figura 20. Estructura de las benzofenonas utilizadas

4.1.2. Materiales

Toda la cristaleria y demas material que fue utilizado para la sintesis de las hidrazonas se
solicité a la bodega de la Escuela de Quimica de la Facultad de Ciencias Naturales y
Matemética.

4.2. INSTRUMENTACION

La caracterizacion de los productos obtenidos se realizd por técnicas espectroscépicas, que a

continuacion, se detallan:
4.2.1. Espectroscopia Infrarroja (FT-IR)

Los espectros de infrarrojo (FT-IR) de las hidrazonas obtenidas se realizaron en un equipo
Thermo Scientific Nicolet iS5 y unidad de Reflectancia Total Atenuada (iD7 ATR).

4.2.2. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) fueron realizados en un instrumento
Varian-Mercury 400 BB (600 MHz para los ntcleos de *H). Los productos se disolvieron en
cloroformo deuterado (CDCls) que contiene tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.

Los valores de desplazamiento quimico (8) se expresan en ppm Yy las constantes de
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acoplamiento (J) en Hz. En los experimentos de RMN H, la multiplicidad de las sefiales se
indica por las abreviaturas: (s) singulete, (d) doblete y (m) multiplete. EIl procesamiento y el
analisis de los espectros de RMN, se efectuaron utilizando los programas Mestre Nova

(MestreLab Research), segun las necesidades.
4.2.3. Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis)

Los espectros de absorcidn en la region de ultravioleta-visible (UV-Vis) se realizaron en un
espectrofotometro UV- Pharmaspec-1700 de la marca SHIMADZU. El analisis se realizé en

la Escuela de Quimica de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica.

4.3. SINTESIS DE REACTIVOS

4.3.1. Procedimiento general de sintesis para la oxidacion de bencidroles

El procedimiento de oxidacién para alcoholes utilizando hipoclorito de sodio da como
resultado excelentes rendimientos de los productos oxidados deseados. Este método de
oxidacion es suave, eficiente y seguro. Los procedimientos experimentales son muy
convenientes. Ademas, el bajo costo y la disponibilidad del hipoclorito de sodio como lejia

doméstica comercial hace que este método de oxidacion de alcoholes sea muy atractivo.*!

La figura 21 muestra la reaccion general de oxidacion para la obtencién de las

benzofenonas a partir de los correspondientes bencidroles.

OH 0]
R - Rs NaClO R, R;
| - g
Z H36BrN T°C b
R, R, Ci6H36Br am R, R,

Figura 21. Reaccién general para la oxidacion de bencidroles

La reaccion de oxidacion se realizo en un balén fondo redondo equipado con un agitador
magnético, se mezclo el alcohol (bencidrol) e hipoclorito de sodio utilizando acetato de etilo
como disolvente, posteriormente se adiciond el bromuro de tetrabutilamonio como reactivo

de transferencia de fase, el tiempo de reaccion fue de 30 minutos.?® El monitoreo de las

27



IV Metodologia

reacciones se llevo a cabo mediante cromatografia de capa fina (TLC) empleando hexano-
acetato de etilo 8:2 como fase mavil y fase estacionaria de gel de silice HF254.%°

4.3.2. Procedimiento de sintesis de la 3,3 -diyodobenzofenona (2)

La figura 22 muestra la reaccion de sintesis para la obtencion de la 3,3"-diyodobenzofenona
(2) a partir de la benzofenona, asi como también las condiciones en que se llevé a cabo la

reaccion.

0] 0]
I R H:SO4 > I I N I
~/ disolucion de yodo =
1) (2)

Figura 22. Reaccidn de sintesis de la 3,3 -diyodobenzofenona

La reaccion se llevd a cabo en un balon fondo redondo conteniendo 20 mL de acido
sulfarico concentrado, en €l se agregé la benzofenona (1) pulverizada (1.98 g), la mezcla se
colocé en un bafio de hielo (0 - 5 °C aproximadamente), manteniendo la temperatura fria,
luego se adiciono gota a gota la disolucion yodante, que se prepar6 previamente disolviendo
NalO4 (1.324 g), K1 (2.772 g), y 12(2.4 g) en 60 mL de &cido sulfarico. La mezcla se dejo en
agitacion por 75 minutos manteniendo la temperatura. Se realizd una extraccion liquido-
liquido utilizando éter etilico, la fase organica se seco con desecante, se filtré por gravedad

y se rota evaporo.
La purificacion se realiz por recristalizacion utilizando acetona.
4.3.3. Procedimiento de sintesis de la 3,3"-dinitrobenzofenona (3)

La figura 23 muestra la reaccion de sintesis para la obtencion de la 3,3"-dinitrobenzofenona
(3) a partir de la benzofenona, asi como también las condiciones en las que se llevé a cabo la

reaccion.
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HN 03 O,N NO,
HzSO4 O O
1) (3)

Figura 23. Reaccion de sintesis de la 3,3 -dinitrobenzofenona

S/

Primeramente, se prepard la mezcla nitrificante, se pesaron en frascos cerrados
(Erlenmeyer) y por separado 5.075 g de HNO3y 15 g de H2SO4, se enfrid el &cido sulfurico
y se adicion6 gota a gota el acido nitrico, la mezcla se mantuvo en un bafio de hielo para
evitar que la temperatura superara los 20 °C.

En un bal6n fondo redondo se adicion6 (1) pulverizada a 50 g de &cido sulfurico, se agit6
esta mezcla hasta total disolucidn, posteriormente se adiciond gota a gota la mezcla
nitrificante manteniendo la temperatura por debajo de los 20 °C. Se calent6 la mezcla por
debajo de los 70 °C y con agitacion constante durante dos horas y media. Pasado el tiempo
se dejé enfriar la mezcla y se hizo precipitar un solido en un bafio de hielo el cual se filtré al

vacio y se lavo con agua hasta neutralidad.
El producto se recristalizé en metanol.

4.4. SINTESIS DE LA FAMILIA DE HIDRAZONAS

4.4.1. Procedimiento general de sintesis de hidrazonas

La figura 24 muestra la reaccion general de sintesis para las hidrazonas, asi como también

las condiciones en las que se llevaron a cabo las reacciones.
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Rs s Disolvente, HCI
T°C SN
R, O,N NO

Figura 24. Reaccion general de sintesis de hidrazonas.

La reaccion se llevo a cabo en un balon de fondo redondo, donde se utilizo etanol,
etilenglicol y DMF, segun la solubilidad de los reactivos y acido clorhidrico como catalizador
(las cantidades usadas tanto de reactivos como de disolvente y catalizador fueron medidas en
mmol), se realizd una solucion en etanol de la 2,4-dinitrofenilhidrazina (4) en medio &cido,
se agrego la cetona a emplear. Se adapté un condensador para reflujo, se le aplico calor hasta
ebullicion y agitacion constante al sistema de reaccion. EI monitoreo de las reacciones se
llevé a cabo mediante cromatografia de capa fina (TLC) empleando cromatofolios con fase

estacionaria de gel de silice HF254 y triclorometano como fase movil.

Posteriormente se filtrd la mezcla al vacio y se realizaron lavados con etanol frio, agua y
una mezcla de etanol y HCI diluido, a fin de garantizar la eliminacion de posibles residuos

de reactivos en el producto obtenido.
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4.4.2. Sintesis de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la benzofenona (5)

O O HZN, :@ Etanol, HCI -
+ T°C
O,N NO

Figura 25. Reaccidn de sintesis de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la benzofenona

En un bal6n fondo redondo de 50 ml se mezclé 1 mL de HCI (catalizador) y 10 mL de etanol
como disolvente, posteriormente se adicionaron 197 mg (1.03 mmol) de (4), se agito la
mezcla hasta total disolucion, luego se agreg6 (187 mg, 1.03 mmol) de (1), se aplico reflujo
con agitacién por 15 minutos, la mezcla se dejo enfriar. Se procedio a realizar la separacion
del sélido formado utilizando filtracion al vacio, la hidrazona formada se lavé con HCI 1 M,
agua y etanol frio, con la finalidad de eliminar restos de (4). Se obtuvo un producto
anaranjado claro, la obtencion de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la benzofenona (5) se
confirmé por espectroscopia UV, IR y 'H- RMN.

Caracterizacion: *H NMR (600 MHz, CDCls) 8(ppm): 6 11.23 (s, 1H), 9.07 (d, J = 2.6 Hz,
1H), 8.37 (ddd, J = 9.6, 2.6, 0.7 Hz, 1H), 8.21 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 7.74 — 7.59 (m, 5H), 7.46
—7.39 (M, 3H), 7.38 — 7.35 (m, 2H). IR (ATR), v (cm™): 3300 (>N-H); 1620 (C=N); 1510
(N-H); 1260 (C-N). UV-vis, (CHCI3), Amax (nm): 387.2. Estado fisico: solido. Color:
anaranjado claro. PF: 240 °C. Rendimiento: 67 %
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4.4.3. Sintesis de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3 -dinitrobenzofenona (6)

0 H
O,N NO N
2 2 H,N Etanol, HCI -
+ T°C
O,N NO,
3) “4)

Figura 26. Reaccion de sintesis de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3 -dinitrobenzofenona

En un bal6n fondo redondo de 50 mL se agregaron 10 mL de etanol como disolvente y 101.1
mg (0.383 mmol) de (3), se agitd y calento la mezcla hasta total disolucion. En un beaker se
prepar6 una disolucion con 109.7 mg (0.55 mmol) de (4) en 5 mL de etanol y 1 mL de HCI
concentrado, se agitd y calentd hasta total disolucién, esta mezcla se prepard por separado
debido a la solubilidad de los reactivos. Poco a poco se adiciond esta mezcla al balén de
reaccion que contenia la cetona, se llevé a ebullicién con agitacién por 1.5 horas. La
hidrazona formada se filtr6 al vacio y se lavé con HCI 1 M, agua y etanol frio con la finalidad
de eliminar restos de (4). Se obtuvo un producto sélido de color amarillo, la obtencion de la
2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3"-dinitrobenzofenona (6) se confirmé por espectroscopia
UV, IRy H- RMN.

Caracterizacion: *H NMR (600 MHz, CDCls) 8 11.25 (s, 1H), 9.10 (d, J = 2.5 Hz, 1H),
8.33 (ddd, J = 8.1, 2.2, 0.9 Hz, 1H), 8.23 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 8.00 — 7.91 (m, 4H), 7.81 —
7.75 (M, 4H). IR (ATR), v (cm™): 3100 (>N-H); 1660 (C=N); 1540, 1350 (NO); 1270 (CN).
UV-vis, (CHCI3), Amax (nm): 373.2. Estado fisico: sdlido. Color: amarillo. PF: 264 °C.
Rendimiento: 49.3 %
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4.4.4. Sintesis de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la fluorenona (8)

0 H
’N Etanol, HCI
AR ONE
O 0,N NO, e
) “4)

Figura 27. Reaccion de sintesis de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la fluorenona

En un balén fondo redondo de 50 mL se agregaron 10 mL de etanol como disolvente y 90.4
mg (0.50 mmol) de (7), se agitd y calento la mezcla hasta total disolucion. En un beaker se
prepar6 una disolucion de 0.1004 g (0.507 mmol) de (4) en 5 mL de etanol y 1 mL de HCI
concentrado como catalizador, se agitd y calentd hasta total disolucién, esta mezcla se
prepard por separado debido a la solubilidad de los reactivos. Poco a poco se adicioné esta
mezcla al baldn de reaccidn que contenia la cetona, se llevo a ebullicion con agitacién por 15
minutos, la hidrazona formada se filtr6 al vacio, se lavo con HCI 1 M, agua y etanol frio con
la finalidad de eliminar restos de (4). Se obtuvo un producto anaranjado claro, la obtencion
de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la fluorenona (8) se confirmo por espectroscopia UV, IR 'y
'H- RMN.

Caracterizacion: *H NMR (600 MHz, CDCls) & 12.22 (s, 1H), 9.20 (d, J = 2.5 Hz, 1H),
8.44 (dd, J = 9.5, 2.5 Hz, 1H), 8.36 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 8.18 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.92 (d, J =
7.5Hz, 1H), 7.77 (d,J =7.5 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.54 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.46
(dt, J = 21.1, 7.5 Hz, 2H), 7.36 (t, J = 7.4 Hz, 1H). IR (ATR), v (cm™): 3331 (>NH); 1615
(C=N); 1499 (NH); 1332 (CN). UV-vis, (CHCl3), Amax (nm): 393.4. Estado fisico: solido.

Color: anaranjado claro. PF: 282 °C. Rendimiento: 58 %
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4.4.5. Sintesis de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 4,4’-dimetoxibenzofenona (10)

O O . HN :@\ Etanol, HCI
T°C
H;CO O,N NO

OCH; 2
) 4) H;CO

Figura 28. Reaccion de sintesis de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 4,4 ’-dimetoxibenzofenona

En un balon fondo redondo de 25 mL se agregaron 5 mL de etanol y 4,4’-
dimetoxibenzofenona (9) 119.5 mg (0.494 mmol), se agitd y calentd la mezcla hasta total
disolucion. En un beaker se prepard una disolucion de 99 mg (0.5 mmol) de (4) en 5 mL de
etanol y 15 gotas de HCI concentrado, se agitd y calento hasta total disolucién. Poco a poco
se adiciond esta mezcla al baldn de reaccidn que contenia la cetona, se llevo a ebullicion con
agitacion por 15 minutos. la hidrazona formada se filtr6 al vacio, se lavo con HCI 1 M, agua
y etanol frio con la finalidad de eliminar restos de (4), se recristaliz6 en acetona. Se obtuvo
un producto anaranjado claro, la obtencion de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 4,4’-

dimetoxibenzofenona (10) se confirmd por espectroscopia UV, IR y *H- RMN.

Caracterizacion: *H NMR (600 MHz, CDCls) 8 11.31 (s, 1H), 9.08 (d, J = 2.6 Hz, 1H),
8.34 (dd, J = 9.6 Hz, 1H), 8.26 (dd, J = 9.6, 2.6 Hz, 2H), 8.18 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 8.08 (d, J
= 9.7 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 9.6 Hz, 2H), 7.73 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 9.0 Hz, 2H),
6.98 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 3.79 (s, J = 4.3 Hz, 6H). IR (ATR), v (cm™): 3270 (>N-H); 1607
(C=N); 1586 (N-H); 1332 (CN); 1248 (C-0). UV-vis, (CHCIs3), kmax (nm): 396, 263.4. Estado
fisico: solido. Color: anaranjado claro. PF: 165-167 °C. Rendimiento: 35 %
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4.4.6. Sintesis de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3’-diyodobenzofenona (11)

®f
o H
N

| 1 . . .
H,N Etilenglicol, HCI - N 1}1
+ T°C HN
O,N NO,
2 (C)) I
O,N NO

an

2

Figura 29. Reaccion de sintesis de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3 ’-diyodobenzofenona

En un bal6n fondo redondo de 25 mL se agregaron 5 mL de etilenglicol como disolvente y
50.5 mg (0.255 mmol) de (4), se agitd y calentd la mezcla hasta total disolucion,
posteriormente se agregaron 106.5 mg (0.245 mmol) de (2) y 0.5 mL de HCI concentrado, se
agito y calento a reflujo hasta total disolucion. Se dej6 enfriar la mezcla, se filtré al vacio y
la hidrazona obtenida se lavo con una mezcla de etanol y agua 1:1 y 8:2 con la finalidad de
eliminar restos de (4), posteriormente se purifico recristalizandolo en acetona. Se obtuvo un
producto anaranjado oscuro, la obtencion de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3’-

diyodobenzofenona (11) se confirmo por espectroscopia UV, IR y *H- RMN.

Caracterizacion: 'H NMR (600 MHz, CDCls) & 11.20 (s, 1H), 9.09 (dd, J = 9.1, 2.6 Hz,
1H), 8.41 (dd, J = 9.5, 2.5 Hz, 1H), 8.37 (dd, J = 9.6, 2.4 Hz, 1H), 8.24 — 8.17 (m, 2H), 8.12
(t, J = 1.6 Hz, 1H), 8.07 (t, J = 1.6 Hz, 1H), 7.96 — 7.93 (m, 2H), 7.81 — 7.62 (m, 2H), 7.54 —
7.32 (m, 2H). IR (ATR), v (cm™): 3281.89 (>NH); 1650.18 (C=N): 1509.05 (NH); 1335.55
(CN). UV-vis, (CHCI3), Amax (nm): 382.4. Estado fisico: sélido. Color: anaranjado. PF: 276-
278 °C. Rendimiento: 29.38 %
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4.4.7. Sintesis de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 4,4’-difluorobenzofenona (13)

(12) “4)

(13)

Figura 30. Reaccion de sintesis de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 4,4 -difluorobenzofenona

Utilizando un bal6n fondo redondo de 25 mL se agregaron 100 mg (0.505 mmol) de (4) y
como disolvente 5 mL de dimetilformamida (DMF), se agit6 la mezcla hasta total disolucion,
luego se afadieron 110.9 mg (0.509 mmol) de (12) y 3 gotas de HCI concentrado (como
catalizador), la mezcla se mantuvo en agitacion y calentamiento por 30 minutos. Debido a
que el producto obtenido presentaba alta solubilidad en el disolvente (DMF), se procedio a
afiadir agua fria para precipitar la hidrazona, el producto obtenido se filtro al vacio y se lavo
con etanol y acido clorhidrico diluido con la finalidad de eliminar restos de (4), se recristaliz6
en acetona. Se obtuvo un producto rojo, la obtencién de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la

4,4’-difluorobenzofenona (13) se confirmé por espectroscopia UV e IR.

Caracterizacion: IR (ATR), v (cm™): 3280 (>N-H); 1620 (C=N); 1500 (NH); 1220 (CN).
UV-vis, (CHCI3), Amax (nm): 385.6. Estado fisico: solido. Color: rojo. PF: 290-293 °C.
Rendimiento: 38 %

A continuacién, se muestra una tabla resumen con los productos obtenidos para cada

reaccion de sintesis.
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Tabla 2. Estructuras de las hidrazonas sintetizadas

Cocligo de R1=R3 R>=R4 R,
estructura
A Ry
5 H H |
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6 NO> H
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10 H OCHs | I
RN HN
11 | H 4
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4.4.8. Procedimientos de sintesis de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la xantona

Dentro de la sintesis de la familia de hidrazonas se planted la obtencion de la 2,4-
dinitrofenilhidrazona de la xantona (figura 31), se realizaron cuatro procedimientos sintéticos

mostrados a continuacion, en ninguno de ellos se obtuvo la molécula objetivo.

(0)
u
NN
B
A
O,N NO,

Figura 31. 2,4-dinitrofenilhidrazona de la xantona
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En las 4 metodologias se empleo el procedimiento general de sintesis de las hidrazonas
(seccion 1.6) a continuacion se muestra una tabla resumen donde se muestran las variaciones

de las condiciones en cada reaccion.

Tabla 3. Condiciones de reacciones para la xantona

N° | Cetona | Hidrazina | Solvente | Tiempo | Catalizador

1 | xantona | 2,4-DFH Etanol 15min | 1 mL HCI []

2 | xantona | 2,4-DFH | Etilenglicol | 30 min | 1 mL HCI []

3 | xantona | 2,4-DFH DMF 60 min | 1 mL HCI []

4 | xantona | 2,4-DFH DMF 90 min | 2mL HCI[]

En ninguna de las reacciones se logro obtener la hidrazona objetivo, cada reaccion se
monitore6 con TLC, cada una de las cuales mostraba unicamente manchas correspondientes

a los reactivos.
4.5. ACTIVIDAD BIOLOGICA

Se evalué la actividad antifingica de las hidrazonas obtenidas permitiendo asi hacer una
relacién entre su estructura y actividad biologica presentada, con el fin de determinar cuéles
compuestos poseen mayor actividad bioldgica. Estos ensayos se realizaron en los laboratorios
del Centro de Investigaciones y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la Universidad de El
Salvador (UES).

La actividad antifungica de los compuestos sintetizados fue evaluada con dos diferentes
cepas de hongos (C. albicans y A. niger) utilizando el método de difusion en agar. Esta prueba
se realizé a las soluciones de prueba de cada compuesto sintetizado, se prepararon en 8
concentraciones diferentes 25, 40, 55, 100, 150, 200, 250 y 300 pg/mL utilizando DMF como

solvente.

Posteriormente se utilizaron discos de papel filtro whatman N°2 (6 mm de didmetro)
impregnados con las disoluciones de los compuestos, se utilizd un disco impregnado con

DMF para control negativo; dichos discos se obtuvieron por medio de un sacabocados. Los
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discos se colocaron en la superficie del medio de cultivo agar Mueller-Hinton, las cajas Petri
se pre-incubaron por 1 hora a temperatura ambiente para minimizar el efecto de la variacion
del tiempo entre la aplicacion de las diferentes disoluciones, posteriormente las cajas Petri
fueron incubadas por 24 horas a 35 °C. El valor de inhibicion se calcul6 igual al promedio
de los didmetros de inhibicion (mm) menos el diametro del disco (en mm): C=A-B; donde C
es el valor de inhibicion, A es el tamafio del halo méas tamafio de disco y B es el tamafio del
disco (6 mm). Cada prueba se realizé por duplicado. Se establecié un control positivo
constituido por las especies de hongos expuestas a los antifingicos ketoconazol y

cicloheximida que poseen una probada actividad biocida.*?
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los objetivos planteados en este trabajo, se realizaron diferentes estrategias
sintéticas para la obtencion de una familia de hidrazonas utilizando benzofenonas sustituidas,
con el fin de estudiar su actividad antifungica, y presentar una relacion de estructura versus

actividad antifungica.

Asi, se comenz0 sintetizando los reactivos de partida, realizando la oxidacion de
bencidroles y la sintesis de (2) y (3), ambas sintetizadas a partir de la benzofenona, una vez
obtenidos estos compuestos, se realizé la sintesis de cada una de las hidrazonas propuestas,
a continuacién, se muestra de manera separada para cada hidrazona, la discusion del
procedimiento experimental empleado y el andlisis de la confirmacién de la obtencién de
producto utilizando espectroscopia UV-vis, IR y *H- RMN.

5.1. 2,4-DINITROFENILHIDRAZONA DE LA BENZOFENONA (5)

Para la sintesis de este producto se empled la metodologia expuesta en la seccién 4.4.2, donde
las condiciones de reaccién consultadas en la literatura involucran como primera fase la
preparacion de una disolucion de 2,4-DFH, utilizando etanol como disolvente y acido
clorhidrico como catalizador, como segunda fase de sintesis se agregé (1) sélida, el sistema
se coloco a reflujo para total disolucion de la benzofenona, la mezcla se mantuvo en agitacion

y calentamiento a reflujo por 15 minutos.

Se obtuvo con un rendimiento del 67 % (5) figura 32, un sélido color anaranjado claro. Se
determind el punto de fusion de la hidrazona sintetizada utilizando un Melt-Temp Thomas
Scientific, obteniendo un valor de 240 °C, este dato se contrastd con la bibliografia en la cual
se reporta un valor de 239 °C3® para esa hidrazona, este valor cercano nos da indicios de la
obtencion del producto esperado, ademas de la pureza de este, posteriormente se realizé la

caracterizacion del producto utilizando espectros *H-RMN, IR (ATR) y UV-vis.
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NO,

(5)

Figura 32. 2,4-dinitrofenilhidrazona de la benzofenona

La siguiente figura muestra el espectro *H-RMN obtenido de (5) donde se muestran

ampliadas las regiones importantes del espectro.
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Figura 33. Secciones y espectro 1H-RMN obtenido de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la
benzofenona
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Los datos obtenidos del espectro *H-RMN (600 MHz, CDCl3) mostrado en la figura 33
confirman la obtencién de (5). El analisis realizado de este espectro, muestra en color verde
el pico caracteristico que indica la formacion del producto, el cual es correspondiente a la
sefial del proton del grupo -NH de la hidrazona, con un desplazamiento quimico de & 11.23
ppm (s, 1H) (singlete, un proton), este dato obtenido se comparé con la bibliografia
consultada, mostrando desplazamientos quimicos para este proton de ~ 10.8-12.3 ppm.24 3":
3. En la expansion B se observan los desplazamientos quimicos para los tres protones del
anillo aromatico proveniente de la 2,4-dinitrofenilhidrazina mostrados en color rojo que van
desde 8.21 ppm hasta 9.07 ppm y la expansion A, muestra dos multipletes correspondientes
alos 10 protones de los anillos aromaticos provenientes de la benzofenona (7.38 —7.35 ppm)
y (7.74 — 7.59 ppm).

Comparando los protones presentes en los 3 anillos aromaticos, se observa que los
protones provenientes de la 2,4-dinitrofenilhidrazina (seccion B) se encuentran mas
desplazados a campo bajo con respecto a los protones aromaticos de la benzofenona (seccién
A), esto se debe a la presencia y efecto sustractor de electrones de los grupos nitro (-NO>)
sobre los protones de ese anillo, causando un efecto de desproteccion, desplazando la sefial

a campo bajo.38%

A continuacion, se muestra el espectro IR (ATR) obtenido de (5), donde se muestran las
bandas de absorcién caracteristicas de acuerdo con las vibraciones de los enlaces de la

molécula.
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Figura 34. Espectro IR de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la benzofenona

El espectro IR mostrado en la figura 34 exhibe 4 bandas de absorcion importantes,
descritas a continuacion, v (cm™): 3290 (>N-H); 1620 (C=N); 1510 (N-H); 1260 (C-N). la
primera banda de absorcidn corresponde a la vibracion de estiramiento asimétrico del grupo
amino (>N-H)%. La siguiente sefial pertenece a la vibracion de estiramiento del enlace imino
de la hidrazona (C=N)??43"3 mientras que las Gltimas 2 sefiales de 1510 y 1260 cm™
corresponden a la vibracién de torsion del enlace (N-H) y al estiramiento del enlace (C-N)

de una amina aromatica.

La siguiente tabla muestra el espectro UV-vis obtenido de (5), los datos de los puntos de
absorbancia maximo y minimos, como también el valor de longitud de onda para cada valor
de absorbancia. El espectro fue obtenido mediante la preparacion de una disolucion de la

hidrazona utilizando triclorometano (CHCI3) como disolvente.
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Tabla 4. Espectro ultravioleta visible de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la benzofenona

0740 1+

0.G00 Z_¢ 7o
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1

2
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0.400
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318.40

Absorbancia

0.675

0200

0.077

oozzlae—me—
250.00 300,00 350.00 400.00 450.00 S00.00
nm.

De acuerdo con el espectro obtenido se pueden observar dos longitudes de onda, una para
la méxima absorbancia (0.675) y otra para la minima absorbancia (0.077), 387.20 y 318.40
nm respectivamente. Estas sefiales son consecuencia de la presencia de grupos cromoforos
en la estructura de la hidrazona, tales como: C=C de los anillos arométicos, C=N del grupo

imino y R-NOg, los cuales presentan transiciones de tipo T—7" Yy N—7 .

Los datos obtenidos de absorbancia se compararon con los valores reportados por Oparin,
et al.,, 1978, que presentan absorbancias maximas y minimas de 380 y 318 nm

respectivamente para (5).
5.2. 2,4-DINITROFENILHIDRAZONA DE LA 3,3 -DINITROBENZOFENONA (6)

Para la sintesis de este producto se empled la metodologia expuesta en la seccién 4.4.3, donde
las condiciones de reaccion consultadas en la literatura involucran como primera fase la
preparacion de una disolucion de 2,4-DFH, utilizando etanol como disolvente y acido
clorhidrico como catalizador, como segunda fase de reaccion se prepard otra solucion de (3)
y etanol, la cual se coloco a reflujo para total disolucién de la cetona, ambas soluciones se

mezclaron y se mantuvieron a reflujo por 1.5 horas.®
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Previamente a la obtencion del producto se realizaron 2 diferentes procedimientos de
sintesis en los cuales no se obtuvieron resultados satisfactorios, el siguiente cuadro resume
las condiciones de reaccion para cada procedimiento y la reaccion de sintesis

correspondiente.

Tabla 5. Condiciones y reaccion para la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3"-dinitrobenzofenona
NO,
| X
=

H
N

2

0}
O,N NO P N
2 O O 2 HZN @\ Etanol, HCl 1|V
+ E— > HN
T°C
e L
3) NO

4 NO
“) 2 O,N ,
(6)

Reaccion Cetona Hidrazina | Solvente | Catalizador Observacion
Se formé un
solido color
naranja en el

s seno de la
1 3.3 -dlnl(tsrgﬁgg)zofenona 2,4-DFH Etanol | 1 mL HCI[] | reaccion, pero al
filtrarlo se formé
un s6lido
amarillo en las
aguas madre.
s No se observd
o |33 -dinitrobenzofenona |, ) he | Eranol | 2mLHCI] | formacion  de
(solida) solido.
Se obtuvo un
s solido color
3 3,3 -dinitrobenzofenona 2,4-DFH Etanol | 1 mL HCI[] | amarillo en el
(disuelta en etanol) Seno de Ia
reaccion.

En la reaccion nimero 1 se realiz6 el procedimiento descrito en la seccion 4.4.1 que
corresponde al procedimiento general de sintesis, como resultado se obtuvo un sélido de
color anaranjado en el seno de la reaccion, ademas, se observo que (3) no se disolvio
facilmente, al realizar la filtracion al vacio del solido anaranjado obtenido, se observé que en
el kitazato que contenia las aguas madres de la reaccidn precipito un solido color amarillo,

generando la duda sobre cuadl de ambos sélidos (color anaranjado o color amarillo)
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correspondia a la molécula objetivo (2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3"-dinitrobenzofenona)
por lo que se procedio a la determinacion de los puntos de fusion de ambos s6lidos como
dato importante en la identificacion del producto esperado. Para el sélido color anaranjado
se obtuvo un PF de 195 °C, y para el solido color amarillo se obtuvo un punto de fusion de
262 °C. El sdlido anaranjado presenté un PF muy cercano al de la 2,4-DFH (198 °C)%
reportado en la bibliografia, por lo que se llego a la conclusion que correspondia a 2,4-DFH
cristalizada en el seno de la reaccion. Para el PF del solido color amarillo no se encontrd
bibliografia para contrastar el dato obtenido, pero este se acerca mas al dato esperado, ya que
(6) por ser una molécula grande se espera un PF alto y cercano al del resto de la familia de

hidrazonas sintetizadas.

Teniendo en cuenta lo anterior, se procedié a montar una reaccion para la obtencion del
producto de forma directa, es decir, en el seno de la reaccion y no como subproducto de las
aguas madres, para ello se monto la reaccién numero 2 donde se tomd en cuenta que el pH
pudo influir en los resultados de la reaccion numero 1, con esta consideracion se decidi
aumentar el pH agregando 2 mL de catalizador (HCI), como resultado no se observo
formacion de ningun sélido en la reaccion, el pH fue muy &cido, lo cual provoco que el exceso
de hidrazina se protonara y la tasa de la primera etapa fuera lental!, descartando de esta

manera que el pH influyé de manera directa en los resultados de la reaccion 1.

Para la reaccion numero 3 se consider0 la poca solubilidad de (3) en el medio de reaccion,
por lo que prepar6 una solucion de esta cetona en etanol garantizando la solubilidad total de
la misma, esta disolucién fue afiadida lentamente y con agitacion constante al medio de
reaccion y se procedio a calentar a reflujo aumentando el tiempo a 1.5 horas, como resultado
se observo la formacién de un solido color amarillo. Se determiné asi que la solubilidad de

los reactivos es un factor muy importante e influyente en la obtencion del producto.

Se obtuvo con un rendimiento del 49.3 % la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3"-
dinitrobenzofenona (figura 35), un solido color amarillo. Se determind el punto de fusion de
la hidrazona sintetizada utilizando un Melt-Temp Thomas Scientific obteniendo un valor de
262 °C, dando indicios de la pureza de la hidrazona. Es importante mencionar que no se
encontré un dato bibliografico con el cual contrastar este valor obtenido. Posteriormente se

realizé la caracterizacion del producto utilizando espectros *H-RMN, IR (ATR) y UV-vis.
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(6)

Figura 35. 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3 -dinitrobenzofenona

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion utilizando *H-
RMN, IR (ATR) y UV-vis:

La siguiente figura muestra el espectro H-RMN obtenido de (6) donde se muestran

ampliadas las regiones importantes del espectro.
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Figura 36. Espectro 1H-RMN obtenido de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3"-dinitrobenzofenona

Los datos obtenidos del espectro *H-RMN (600 MHz, CDCIls) mostrado en la figura 33,
confirman la obtencién de (6). En el analisis realizado de este espectro, la expansién en color
rojo muestra el pico caracteristico que indica la formacion del producto, el cual es
correspondiente a la sefial del protdn del grupo -NH (color rojo) presente en la estructura de
la hidrazona, con un desplazamiento quimico de 11.25 ppm (s, 1H), este dato obtenido se
compard con la bibliografia consultada, mostrando desplazamientos quimicos para este
proton de ~ 10.8-12.3 ppm.2* 3" 38 Debido a que la hidrazona presenta grupos nitro (-NO2)
en todos los anillos aromaticos, se observan desplazamientos quimicos similares en los
protones del compuesto tanto para los tres protones del anillo aromatico proveniente de la
2,4-dinitrofenilhidrazina, asi como los 8 protones de los anillos aromaticos provenientes de

la 3,3 dinitrobenzofenona, los protones de los anillos aromaéticos se ven desprotegidos y por
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lo tanto desplazados a campo bajo, por el efecto atractor de electrones de los grupos nitro.8%
La sefial con desplazamiento quimico a 9.10 ppm corresponde al proton del anillo
proveniente de la parte de la 2,4-DFH en la molécula de la hidrazona, dicho proton esta
rodeado por grupos nitro, debido al efecto antes mencionado, se ve mas desplazado a campo
bajo, el resto de los protones muestran sefiales que van desde 7.65 ppm hasta 8.7 ppm
(secciones Ay B).

En la siguiente figura se muestra el espectro IR (ATR) obtenido de (6), donde se muestran
las bandas de absorcién caracteristicas de acuerdo con las vibraciones de los enlaces de la

molécula.
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Figura 37. Espectro IR obtenido de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3 -dinitrobenzofenona

El espectro IR mostrado en la figura 37 muestra 5 bandas de absorcién importantes,
descritas a continuacion, v (cm™): 3100 (>N-H); 1660 (C=N); 1540, 1350 (NO); 1270 (CN).
la primera banda de absorcion corresponde a la vibracion de estiramiento asimétrico del
grupo amino (>N-H)?. La siguiente sefial pertenece a la vibracion de estiramiento del enlace
imino de la hidrazona (C=N)?>?43"3 mientras que las 2 sefiales de 1540 y 1350 cm
corresponden a la vibracion de estiramiento del enlace (N-O) de los grupos nitro y la sefial a
1270 cm le corresponde al estiramiento del enlace (C-N) de una amina aromatica.
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La siguiente tabla muestra el espectro UV-vis obtenido de (6), los datos de los puntos de
absorbancia méximo y mininos, como también el valor de longitud de onda para cada valor
de absorbancia. El espectro fue obtenido mediante la preparacion de una disolucion de la

hidrazona utilizando triclorometano (CHCI3) como disolvente.

Tabla 6. Espectro ultravioleta visible de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3"-
dinitrobenzofenona
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] 315.60
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0.400

Abs.

0200

szl e L
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nm.

De acuerdo con el espectro obtenido se pueden observar dos longitudes de onda, una para la
maxima absorbancia (0.651) y otra para la minima absorbancia (0.164), 373.20 y 315.60 nm
respectivamente. Estas sefiales son consecuencia de la presencia de grupos cromaéforos en la
estructura de la hidrazona, tales como: C=C de los anillos aromaticos, C=N del grupo imino

y R-NOy, los cuales presentan transiciones de tipo m—n" Yy N—m .
5.3. 2,4-DINITROFENILHIDRAZONA DE LA FLUORENONA (8)

La obtencion de este producto involucro la metodologia expuesta en la seccion 4.4.4 donde
las condiciones de reaccion consultadas en la literatura indican como primera parte la
preparacion de una solucion de (4), utilizando etanol como disolvente y acido clorhidrico

como catalizador, como segunda fase se agregd (7) en disolucion ocupando etanol como
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disolvente, ambas disoluciones se mezclaron, el sistema se colocd a reflujo en agitacién hasta

ebullicion.®

Se obtuvo con un rendimiento del 58 % la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la fluorenona
(figura 38) un sélido color anaranjado claro. Se determiné el punto de fusion de la hidrazona
sintetizada utilizando un Melt-Temp Thomas Scientific, obteniendo un valor de 282 °C, el
cual fue contrastado con la bibliografia en la cual se reporta un valor de 283 °C3%, Este valor
da indicios de la obtencion del producto esperado, ademas de la pureza de este,
posteriormente se realizé la caracterizacion del producto utilizando espectros 1H-RMN, IR
y UV-vis.

2

(8)

Figura 38. 2,4-dinitrofenilhidrazona de la fluorenona

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion utilizando *H-
RMN, IR (ATR) y UV-vis.

La figura 39 muestra el espectro *H-RMN obtenido de (8) donde se muestran ampliadas
las regiones importantes del espectro.
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Figura 39. Secciones y espectro 1H-RMN obtenido de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la fluorenona

Los datos obtenidos del espectro *H-RMN (600 MHz, CDCIls) mostrado en la figura

anterior, confirman la obtencién de (8), tal como se detalla a continuacién:

El analisis realizado de este espectro muestra una sefial caracteristica que indica la
formacion del producto, la cual es correspondiente al proton del grupo -NH (marcado en
color verde) presente en la hidrazona, con un desplazamiento quimico de 12.22 ppm (s, 1H),
este dato obtenido se compar6 con la bibliografia consultada, mostrando desplazamientos
quimicos para este proton de ~ 10.8-12.3 ppm.?* 738 De igual manera se presentan los 3
protones del anillo aromatico proveniente de la 2,4-dinitrofenilhidrazina (seccion B),
representados por 3 sefiales las cuales se encuentran a 8.36, 8.44 y 9.20 ppm, desplazados a

campo bajo por el efecto que ejerce los grupos nitro (-NOz) de anillo aromatico, siendo el
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proton ubicado en posicion meta con respecto al grupo imino (en medio de los grupos nitro)
el més afectado y desplazado a campo bajo 9.20 ppm. Asi mismo, se observan los protones
aromaticos proveniente de la parte de la fluorenona (color azul), ambos anillos aromaticos
estan conectados por un anillo de 5 carbonos, lo cual afecta en el desplazamiento de las
sefiales, en la expansion Al se observan 4 dobletes que van desde 7.65 ppm hasta 8.18 ppm
los cuales poseen la misma constante de acoplamiento (7.5 Hz) indicando la relacion entre
ellos, estas sefiales corresponden a 4 protones en posicion orto con respecto al anillo de 5
carbonos, de igual manera en la expansion A2 se observan 2 tripletes y un doblete de triplete

correspondiente a los protones en posiciones meta con respecto al anillo de 5 carbonos.

La siguiente figura muestra el espectro IR (ATR) obtenido de (8), donde se muestran las
bandas de absorcion caracteristicas de acuerdo con las vibraciones de los enlaces de la

molécula.
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Figura 40. Espectro IR obtenido de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la fluorenona
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En el analisis del espectro IR de (8) se muestran 4 bandas de absorcién importantes, sefialadas
a continuacion: v (cm™): 3331 (>NH); 1615 (C=N); 1499 (NH); 1332 (CN). La primera
banda de absorcion corresponde a la vibracion de estiramiento asimétrico del grupo amino
(>N-H)?. La siguiente sefial es la mas importante debido a que pertenece a la vibracion de
estiramiento del enlace imino de la hidrazona (C=N)?°24373 enlace indicativo de la
formacion del producto esperado, mientras que las Gltimas 2 sefiales 1499 y 1332 cm™
corresponden a la vibracién de torsion del enlace (N-H) y al estiramiento del enlace (C-N)

respectivamente.

La siguiente tabla muestra el espectro UV-vis obtenido de (8), los datos de los puntos de
absorbancia maximo y minimos, como también el valor de longitud de onda para cada valor
de absorbancia. El espectro fue obtenido mediante la preparacion de una disolucién de la

hidrazona utilizando triclorometano (CHCI3) como disolvente.

Tabla 7. Espectro ultravioleta visible de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la fluorenona
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Abs,

0200

B
25000 300.00 400.00 £00.00  550.00
nm.

De acuerdo con el espectro obtenido se pueden observar dos longitudes de onda, una para
la maxima absorbancia (0.651) y otra para la minima absorbancia (0.164), 373.20 y 315.60

nm respectivamente. Estas sefiales son consecuencia de la presencia de grupos cromaforos
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en la estructura de la hidrazona, tales como: C=C de los anillos aromaticos, C=N del grupo

imino y R-NOg, los cuales presentan transiciones de tipo n— 1 Yy N—m .

5.4. 2,A-DINITROFENILHIDRAZONA DE LA 4,4’-DIMETOXIBENZOFENONA (10)

Para la sintesis de esta hidrazona se empled la metodologia expuesta en la seccion 4.4.5,
donde las condiciones de reaccion consultadas en la literatura involucra como primera fase
de reaccion la preparacion de una disolucion de (9) ocupando etanol como disolvente, como
segunda fase de reaccion se prepard una disolucion de 2,4-DFH, utilizando etanol como
disolvente y acido clorhidrico como catalizador, ambas disoluciones se mezclaron, el sistema

se colocd a reflujo en agitacion y calentamiento hasta ebullicion por 15 minutos.®

Se obtuvo con rendimiento de 35 % la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 4,4"-
dimetoxibenzofenona (figura 41) un sélido color anaranjado claro. Se determiné el punto de
fusion de la hidrazona sintetizada utilizando un Melt-Temp Thomas Scientific, obteniendo
un rango de temperaturas de 165-167 °C. Es importante mencionar que no se encontré un

dato bibliogréafico con el cual contrastar este valor obtenido.

(10)

Figura 41. 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 4,4"-dimetoxibenzofenona

Obtenido el compuesto se procedio a realizar la caracterizacion de este, utilizando ‘H-
RMN, IR (ATR) y UV-vis, a continuacion, se muestra por separado la discusion de los

resultados obtenidos para cada andlisis espectroscépico.
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La figura 42 muestra el espectro *H-RMN obtenido de (10) donde se muestran ampliadas las

regiones importantes del espectro.

T T T
72 7.0 6.8

Sodu J 5
T T T T T T
84 B2 B0 78 7 74

.6
f1 (ppm)

| |

VAN W, W, G

T T T T T T T
930 925 920 915 910 905 9.00 895

T T T T T T T T
384 382 380 378 376 3174 372 370
f1 (ppm)

po

OCH,

AP S
H;CO OzN NO;

—k _11” | |-

T T T
11.5 11.0 10.5 10,0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0

75
f1 (ppm)

Figura 42. Espectro 1H-RMN de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 4,4"-dimetoxibenzofenona

Los datos obtenidos del espectro *H-RMN (600 MHz, CDCls) mostrado en la figura
anterior, confirman la obtencién de (10); sin embargo, se observan muchas sefiales que no
corresponden a ningin proton dentro de la estructura de la hidrazona, estos podrian estar
relacionados a impurezas de reactivos, degradacion de la muestra 0 mal manejo de esta. En
este punto es importante sefialar que la limitacion de disolventes dificultd la purificacion

adecuada de los productos.

El analisis realizado de este espectro muestra una sefial caracteristica que indica la

formacion del producto, la cual es correspondiente al proton del grupo -NH (seccion A)
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presente en la hidrazona, con un desplazamiento quimico de 11.31 ppm (s, 1H), este dato
obtenido se contrastd con la literatura consultada, la cual muestra desplazamientos quimicos
para este proton en el rango de ~ 10.8-12.3 ppm.?* 3”3 De igual manera en la expansion B
se presentan los 3 protones del anillo aromatico proveniente de la 2,4-dinitrofenilhidrazina
(color rojo), desplazadas a campo bajo por el efecto que ejerce los grupos nitro (-NO2) del
anillo aromatico, y un singlete a 9.23 ppm®°, relacionado al proton Ph-NH de la 2,4-

dinitrofenilhidrazina, presente como impureza en el producto.

Asimismo, en la expansion C, se observan las sefiales (dobletes) de los protones
aromaticos provenientes de la parte de la 4,4"-dimetoxibenzofenona (color azul), los cuales
poseen entornos quimicos diferentes debido a los sustituyentes metoxi (-OCHz) presentes en
ambos anillos aromaticos. Este grupo también desplaza las sefiales a campo bajo por el efecto
atractor de electrones, ademas se observan sefiales correspondientes a impurezas en el
producto (reactivos), de igual manera se observa un singulete (expansion D) a un
desplazamiento quimico de 3.79 ppm que integra para 6 protones los cuales provienen de los

grupos metoxi de los anillos aromaticos.

La siguiente figura muestra el espectro IR (ATR) obtenido de (10), donde se muestran las
bandas de absorcion caracteristicas de acuerdo con las vibraciones de los enlaces de la

molécula.
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Figura 43. Espectro IR de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 4,4"-dimetoxibenzofenona

En el andlisis del espectro IR de la hidrazona se muestran 5 bandas de absorcién
importantes, sefialadas a continuacion: v (cm™): 3270 (>N-H); 1607 (C=N); 1586 (N-H);
1332 (CN); 1248 (C-0). La primera banda de absorcién corresponde a la vibracion de
estiramiento asimétrico en el enlace N-H del grupo amino (>N-H)?. La siguiente sefial es la
mas importante debido a que pertenece a la vibracién de estiramiento del enlace imino de la
hidrazona (C=N)?°243":38 enlace indicativo de la formacion del producto esperado, mientras
que las sefiales de 1586 y 1332 cm™ corresponden a la vibracion de torsion del enlace (N-H)
y al estiramiento del enlace (C-N) respectivamente. También se muestra la sefial del

estiramiento del enlace C-O de un éter aril alquilico a 1248 cm™,

La siguiente tabla muestra el espectro UV-vis obtenido de (10), los datos de los puntos de
absorbancia méximo y minimos, como también el valor de longitud de onda para cada valor
de absorbancia. El espectro fue obtenido mediante la preparacion de una disolucion de la

hidrazona utilizando triclorometano (CHCI3z) como disolvente.
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Tabla 8. Espectro UV de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 4,4"-dimetoxibenzofenona

074 ——T—————————————
Maximos y
0600 ] minimos
1
2
3
Longitud de onda
i 0.400 (nm)
* 396.00
263.40
320.00
0200 Absorbancia
0.452
0.459
0.169
opEzle——»~
250.00  300.00 400.00 s00.00  &50.00

nm.

En el espectro obtenido, se pueden observar dos picos de maxima absorbancia para este
compuesto, a 396 y 263.4 nm, este Gltimo es el que posee la mayor absorbancia, también se
observa la sefal de la minima absorbancia (0.169) a una A= 320 nm. Estas sefales son
consecuencia de la presencia de grupos cromoforos en la estructura de la hidrazona, tales
como: C=C de los anillos aromaticos, C=N del grupo imino y R-NO, los cuales presentan

transiciones de tipo n—n" y N—m .

5.5. 2,4-DINITROFENILHIDRAZONA DE LA 3,3’-DIYODOBENZOFENONA (11)

Para la sintesis de este producto se empled la metodologia expuesta en la seccion 4.4.6, donde
las condiciones de reaccion consultadas en la literatura involucran como primera parte la
preparacion de una disolucién de (4), utilizando etilenglicol como disolvente y acido
clorhidrico como catalizador, como segunda parte se agregé (2) y éacido clorhidrico
concentrado como catalizador, se coloco a reflujo hasta total disolucion de la cetonay se dejo

enfriar la mezcla.
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Primeramente, se realizo la reaccion utilizando etanol como disolvente, pero se observo que

la (2) fue insoluble en etanol, por lo tanto, la reaccion no dio la formacion de la hidrazona

correspondiente, la solubilidad fue favorecida al utilizar etilenglicol, a continuacion, se

muestra una tabla resumen de las reacciones realizadas.

Tabla 9. Condiciones y reaccion para la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3"-diyodobenzofenona

~

o
I I
Jgo-"
-+
2

L
O,N NO

H

Etilenglicol, HCI

T°C HN
2
r LG
O,N NO,
(1)

Reaccion Cetona Hidrazina Solvente Catalizador Observacion
No se observé la
formacion  del

3,3 - producto, la
1 diyodobenzofenona 2,4-DNFH Etanol 1 mLHCI[] |cetona no se
(s6lida) disolvié en el
medio de la
reaccion.
Se observd la
total solubilidad
3,3- de la cetona y se
2 diyodobenzofenona 2,4-DNFH | Etilenglicol | 1 mL HCI[] | observo la
(s6lida) formacion de un
solido amarillo
naranja.

Se obtuvo con un rendimiento de 29.38 % la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3"-

diyodobenzofenona (figura 44) un solido color anaranjado, en este sélido se observaron unas

particulas color café, por lo que se procedio a recristalizar la hidrazona utilizando acetona

con el fin de purificar el producto. Se obtuvo un producto naranja oscuro, se tomo el punto

de fusion de la hidrazona recristalizada, utilizando un Melt-Temp Thomas Scientific,

obteniendo un valor de 276-278 °C. Es importante mencionar que no se encontré un dato

bibliografico con el cual contrastar este valor obtenido. Posteriormente se realizd la

caracterizacion utilizando los espectros *H-RMN, IR (ATR) y UV-vis.

61




V Resultados y discusion

(11)

Figura 44. 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3"diyodobenzofenona

Con el fin de dar cumplimiento a los objetivos planteados, la formacién del producto se
verificd mediante el analisis espectroscopico utilizando *H-RMN, IR (ATR) y UV-vis, a
continuacidn, se muestra por separado la discusién de los resultados obtenidos.

Espectro *H-RMN obtenido de (11) donde se muestran ampliadas las regiones importantes

del espectro.

B

._JLMH,‘_,,m..w______,lht

T T T T T T T T
a1 9.0 89 88 &7 86 85 84

T T T T T T T T T T T
11.5 114 113 11.2 111 11.0

U JL,MHJIL' )hﬁ“u%ﬂ'b\\b_

T T T T T T T T T T
82 81 80 79 78 77 76 TS5 74 73

Figura 45. Espectro 1H-RMN de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3 -diyodobenzofenona
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Los datos obtenidos del espectro *H-RMN (600 MHz, CDCls) mostrado en la figura 45,
muestran la obtencion de (11); sin embargo, se observan muchas sefiales que no corresponden
ningun protén dentro de la estructura de la hidrazona, estos podrian estar relacionados a
impurezas de reactivos, degradacion de la muestra 0 mal manejo de esta. Cabe mencionar

que la limitacion de disolventes dificulto la purificacién adecuada de los productos.

El anélisis realizado de este espectro muestra una sefial caracteristica que indica la
formacion del producto, la cual es correspondiente al proton del grupo -NH (seccion A)
presente en la hidrazona, un singlete con un desplazamiento quimico de 11.20 ppm, este dato
obtenido se contrastdé con la literatura consultada, en la cual muestran desplazamientos
quimicos para este proton en el rango de ~ 10.8-12.3 ppm.2* 3" 3 De jgual manera se
presentan los 3 protones del anillo aromatico proveniente de la 2,4-dinitrofenilhidrazina
(color rojo), representados por las sefiales de la expansion B, desplazadas a campo bajo por
el efecto que ejerce los grupos nitro (-NO2) de anillo aromatico, con desplazamientos

quimicos que van aproximadamente en el rango de 8.37-9.09 ppm.

Asimismo, en la expansion C, se observan las sefiales de los protones aromaticos
proveniente de la parte de la 3,3 -diyodobenzofenona, los cuales poseen entornos quimicos
diferentes debido a los sustituyentes -yodo presentes en ambos anillos aromaticos, ademas se
observan numerosas sefiales que no corresponde a la hidrazona objetivo, pudiendo ser

impurezas de los reactivos o una posible descomposicidn con el tiempo de la hidrazona

La siguiente figura muestra el espectro IR (ATR) obtenido de (11), donde se muestran las
bandas de absorcion caracteristicas de acuerdo con las vibraciones de los enlaces de la

molécula.
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Figura 46. Espectro IR de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3 -diyodobenzofenona

En el analisis del espectro IR de la hidrazona se muestran 4 bandas de absorcion
importantes, sefialadas a continuacion: v (cm™): 3281.89 (>N-H); 1650.18 (C=N); 1509.05
(N-H); 1335.55 (C-N). La primera banda de absorcion corresponde a la vibracion de
estiramiento asimétrico en el enlace N-H del grupo amino (>N-H)?. La siguiente sefial es la
mas importante debido a que pertenece a la vibracidn de estiramiento del enlace imino de la
hidrazona (C=N)?°243":38 enlace indicativo de la formacion del producto esperado, mientras
que las 2 sefiales de 1509.05 y 1335.55 cm™ corresponden a la vibracion de torsion del enlace
(N-H) y al estiramiento del enlace (C-N) respectivamente.

La siguiente tabla muestra el espectro UV-vis obtenido de (11), los datos de los puntos de
absorbancia maximo y minimos, como también el valor de longitud de onda para cada valor
de absorbancia. El espectro fue obtenido mediante la preparacion de una disolucion de la

hidrazona utilizando triclorometano (CHCI3) como disolvente.
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Tabla 10. Espectro UV de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 3,3 -diyodobenzofenona
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En el espectro obtenido, se puede observar un pico de maxima absorbancia para este
compuesto, a 382.40 nm, este ultimo posee la absorbancia de 0.442, también se observa la
sefal de la minima absorbancia (0.077) a una A= 323.40 nm. Estas sefiales son consecuencia
de la presencia de grupos cromoforos en la estructura de la hidrazona, tales como: C=C de
los anillos aromaticos, C=N del grupo imino y R-NO, los cuales presentan transiciones de

tipo -7 y N—x’.

5.6. 2,4-DINITROFENILHIDRAZONA DE LA 4,4’-DIFLUOROBENZOFENONA (13)

Para la sintesis de este producto se empled la metodologia expuesta en la seccion 4.4.7, donde
las condiciones de reaccion consultadas en la literatura involucran como primera fase, la
preparacion de una disolucion de (4), utilizando dimetilformamida (DMF) como disolvente,
como segunda fase se agregd (12) y acido clorhidrico concentrado como catalizador, se

coloco a reflujo y agitacion para total disolucion de la cetona, por 30 minutos.**

Se obtuvo con un rendimiento del 38% la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 4,4 -

difluorobenzofenona (figura 47) un solido color rojo. Se determiné el punto de fusion de la
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hidrazona sintetizada utilizando un Melt-Temp Thomas Scientific, obteniendo un rango de
temperaturas de 290-293 °C. Es importante mencionar que no se encontré un dato
bibliografico con el cual contrastar este valor obtenido. Posteriormente se realizd la

caracterizacion utilizando los espectros IR (ATR) y UV-vis.

(13)

Figura 47. 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 4,4 -difluorobenzofenona

Con el fin de dar cumplimiento a los objetivos planteados, la formacion del producto se
verific6 mediante el analisis espectroscopico utilizando IR (ATR) y UV-vis. Para esta

analisis, no se cuenta con el espectro de *H RMN, por lo que se obviara su discusion.

A continuacién, se muestra por separado la discusion de los resultados obtenidos. La
figura 48 muestra el espectro IR (ATR) obtenido de (13), donde se muestran las bandas de

absorcion caracteristicas de acuerdo con las vibraciones de los enlaces de la molécula.
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Figura 48. Espectro IR de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 4,4"-difluorobenzofenona

En el andlisis del espectro IR de la hidrazona se muestran 5 bandas de absorcion
importantes, sefialadas a continuacién: v (cm™): 3280 (>N-H); 1620 (C=N); 1500 (N-H);
1350 (C-N); 1220 (C-F). La primera banda de absorcion corresponde a la vibracion de
estiramiento asimétrico en el enlace N-H del grupo amino (>N-H)%. La siguiente sefial es la
mas importante debido a que pertenece a la vibracién de estiramiento del enlace imino de la
hidrazona (C=N)?°243":38 enlace indicativo de la formacion del producto esperado, mientras
que las sefiales de 1500 y 1350 cm™ corresponden a la vibracion de torsion del enlace (N-H)
y al estiramiento del enlace (C-N) respectivamente, ademas se muestra la sefial de

estiramiento del enlace (C-F) a 1220 cm™.

La siguiente tabla muestra el espectro UV-vis obtenido de (13), los datos de los puntos de
absorbancia maximo y minimos, como también el valor de longitud de onda para cada valor
de absorbancia. El espectro fue obtenido mediante la preparacion de una disolucion de la

hidrazona utilizando triclorometano (CHCI3z) como disolvente.
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Tabla 11. Espectro UV de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 4,4"-difluorobenzofenona
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nm.

En el espectro obtenido, se puede observar un pico de méxima absorbancia para este
compuesto, a 385.60 nm, este Gltimo posee la absorbancia de 1.055. También se observa la
sefal de la minima absorbancia (0.158) a una A= 317.60 nm. Estas sefiales son consecuencia
de la presencia de grupos cromoforos en la estructura de la hidrazona, tales como: C=C de
los anillos aromaticos, C=N del grupo imino y R-NO>, los cuales presentan transiciones de

tipo t—m Yy N—m .

5.7. REACCIONES DE SINTESIS PARA 2,4-DINITROFENILHIDRAZONA DE LA
XANTONA

Dentro de las sintesis planteadas para la investigacion se propuso la sintesis de la 2,4-
dinitrofenilhidrazona de la xantona (figura 31), para la cual se realizaron varias reacciones
utilizando condiciones diferentes, sin obtener un resultado favorable para la obtencién de la

hidrazona.

Se realizaron 4 reacciones de sintesis con el fin de lograr la obtencion de esta hidrazona,
las reacciones involucraron condiciones expuestas en la literatura consultada donde,

primeramente se prepard una disolucion de (4), utilizando etanol como disolvente y acido
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clorhidrico como catalizador, como segunda fase de reaccion se agregd la xantona en
disolucion ocupando etanol como disolvente, ambas disoluciones se mezclaron, el sistema se

coloco a reflujo en agitacion hasta ebullicion.? La reaccion se repitio ocupando etilenglicol y

DMF.

A continuacion, se muestra un cuadro resumen de las reacciones llevadas a cabo para los

intentos de sintesis de esta hidrazona.

Tabla 12. Condiciones de reacciones para la xantona

NO

Cetona

Hidrazina

Solvente

Tiempo

Catalizador

Observacion

Xantona

2,4-DFH

Etanol

15 min

1 mL HCI[]

No se observo formacién de sélido, al
dejar reposar el sistema se formé un
solido en forma de agujas

Xantona

2,4-DFH

Etilenglicol

30 min

1 mL HCI[]

No se observo formacion de solido, al
dejar reposar el sistema se formé un
solido en forma de agujas

Xantona

2,4-DFH

DMF

60 min

1 mL HCI[]

No se observo formacién de sélido, al
dejar reposar el sistema se formé un
solido en forma de agujas

Xantona

2,4-DFH

DMF

90 min

2 mL HCI ]

No se observo formacion de solido, al
dejar reposar el sistema se formd un

solido en forma de agujas

Para todas las reacciones llevadas a cabo se obtuvo el mismo resultado, el sélido obtenido
tenia una forma muy parecida a la xantona, para cada reaccién se realizé una cromatografia
en capa fina, corriendo sobre ella la 2,4-dinitrofenilhidrazina, la xantona y el producto
obtenido, y se logré verificar que el solido obtenido poseia el mismo RF de la xantona por lo
que se comprob6 que las reacciones no dieron el producto esperado. En las primeras 3
reacciones se modifico el disolvente y el tiempo de reflujo, con la finalidad de comprobar si
la solubilidad y el tiempo afectaban de manera directa la formacion de la hidrazona, pero se
obtuvieron resultados negativos. Se aumenté el pH en la reaccién 4 para verificar si la acidez
del medio era un factor que influia en el resultado, ya que segun el mecanismo de reaccion
para la formacion de las hidrazonas se necesita un pH ligeramente acido para promover la
salida del oxigeno carbonilico en forma de agua y formacién del enlace imino, pero de igual

manera no se logroé obtener el producto esperado.
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Se realiz6 una busqueda bibliografica del producto esperado para comprobar si algin autor
reportaba la sintesis de esta hidrazona, pero no se encontr6 ningin documento que verificara
la reaccion. Fuson, RC. no reporta 2,4-dinitrofenilhidrazona de la xantona, pero si reporta

producto utilizando la fenilhidrazina como nucledfilo.

Comparando las estructuras de los nucledfilos, fenilhidrazina (@) y 2,4-
dinitrofenilhidrazina (b) en la figura 49, se puede discutir que el volumen del nucle6filo
(impedimento estérico) afecta de gran manera en el ataque nucleofilico de la 2,4-

dinitrofenilhidrazina al carbono carbonilico de la xantona.

zNHZ
_NH, HN
HN NO,
NO,
(@
(b)

Figura 49. Estructuras de la fenilhidrazina y la 2,4-dinitrofenilhidrazina
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5.8. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS HIDRAZONAS

La actividad antifangica de los compuestos sintetizados se determind con respecto a las cepas
de hongos C. albicans y A. niger. Se encontrd la presencia de propiedades antifingicas bajo
condiciones in vitro utilizando el método Kirby-Bauer (método de difusidn en agar) descrito

en la seccion 6.7 de la metodologia.

La mayoria de los compuestos sintetizados se encontraron activos contra las dos cepas de
hongos probadas en las 8 concentraciones diferentes de cada compuesto. Cabe mencionar
que hubo inhibicion del crecimiento utilizando el control negativo (DMF), debido a que todas
las disoluciones utilizaban este disolvente se puede plantear la discusion de si son los
compuestos sintetizados o el disolvente el que presenta la actividad antifingica, la utilizacion

de otros disolventes se vio limitada por la falta de los mismos.

A continuacion, se muestran las tablas que representan los resultados obtenidos, donde
claramente indican que todos los compuestos fueron igualmente activos, pero con cierto
grado de variacion, tomando en cuenta los farmacos de referencia (ketoconazol y
cicloheximida 1 %), se observo que los compuestos fueron menos activos en comparacion al
ketoconazol, pero presentaron mayor o igual actividad que el otro farmaco de referencia,
cicloheximida. No se encontr6 diferencia significativa de las actividades antifungicas entre
las disoluciones de mayor y menor concentracion, es decir, no se observa un patron lineal de

mayor concentracion mayor actividad antifingica.

Entre los compuestos sintetizados, (10) mostré mayor inhibicion (18.54 mm y 17.60 mm
a 250y 200 pg/mL respectivamente) contra C. albicans, sin embargo, fue considerablemente
menos efectivo que el ketoconazol, pero fue méas efectivo en todas las concentraciones que
la cicloheximida. La actividad antifungica presentada por este compuesto se asocia a la
presencia de los sustituyentes (grupo metoxi) en la estructura de la molécula, debido a que

son grupos fuertemente donadores de electrones?.

En las siguientes tablas se muestran los resultados de la actividad antifungica de las
hidrazonas sintetizadas con respecto a las cepas de hongos empleadas, se realizé el ensayo

por duplicado para cada una de las disoluciones preparadas, ademas se muestra el promedio
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(%) de ambas mediciones, la desviacion estandar (s), el control negativo y los antifungicos de
referencia, donde C+ indica la actividad positiva de los antifingicos de referencia y la
abreviatura N.M significa “no medible” haciendo referencia a los casos en los que el halo de

inhibicion es muy pequefio.
5.8.1. Actividad antifangica de (5)

El compuesto (5) presentd inhibicion contra las dos cepas de hongos utilizadas, y en todas
las concentraciones preparadas de este compuesto, cabe mencionar que el disolvente DMF
también presentd inhibicidn en el control negativo, en la tabla siguiente se muestran marcadas
(rosado) las concentraciones que presentaron mayor inhibicion (en mm) que el disolvente.
Las disoluciones de mas concentracion tuvieron un efecto mayor de inhibicién contra C.
albicans, caso contrario en la cepa de A. niger donde las disoluciones de mas baja

concentracion presentaron mayor inhibicion.

Tabla 13. Actividad antifangica del compuesto 5

@

H
S UN
O 1L
O,N NO,
Concentracion Zona de inhibicion en mm
(ng/mL) C. albicans A. niger
P1 P2 X S P1 P2 X S
25 12.70 |15.31 |14.01 | 1.85 15.16 | 13.41 | 1429 | 1.24
40 12.34 |14.00 | 13.17 |1.17 13.96 | 13.20 | 13.58 | 0.54
55 12.82 1485 |13.84 |1.435 |13.36 |13.18 | 13.27 | 0.127
100 1458 | 1559 |15.09 |0.71 14.44 | 13.46 | 13.95 | 0.69
150 15.60 |17.09 |16.35 | 1.05 11.90 | 11.15 | 11.53 | 0.53
200 15.28 [19.80 |17.54 | 3.20 11.93 | 1152 | 11.73 | 0.29
250 15.64 |17.32 |16.48 | 1.19 10.51 | 10.46 | 10.49 | 0.04
300 15.65 |18.28 | 16.97 | 1.86 11.14 | 10.27 | 10.71 | 0.62
DMF NM [16.3c [iGRON - [12.71 [12.75 NGl - |
Ketoconazol 56.61 | 67.64 |62.13 - 2148 | 305 |25.99 |-
Cicloheximida 12.05 - 12.05 - 12.13 | 13.44 | 12.79 | -
C+ + + - + +
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5.8.2. Actividad antifangica de (6)

La tabla siguiente se muestran marcadas (rosado) las concentraciones que presentaron mayor
inhibicidn (en mm) que el disolvente. Este compuesto presentd una inhibicion mayor que el
disolvente tinicamente en dos concentraciones (25 y 250 pg/mL) contra la cepa de C.
albicans, mientras que contra la cepa de A. niger ninguna de las concentraciones de las

disoluciones presentd una inhibicién mayor que la del disolvente (12.73 mm).

Tabla 14. Actividad antifingica del compuesto 6

2

Concentracién Zona de inhibicién en mm
(ng/mL) C. albicans A. niger
P1 P2 X S P1 P2 X S
25 16.01 |17.06 | 16.54 | 0.74 1290 |11.40 | 12.15 | 1.06
40 - 15.69 | 15.69 | - 11.70 | 11.37 | 11.54 | 0.23
55 16.36 | 15.07 | 15.72 | 0912 |11.07 | 12.15 | 11.61 | 0.764
100 16.36 | 14.66 | 1551 | 1.20 10.85 |12.41 | 11.63 | 1.10
150 18.28 | 12.61 | 15.45 | 4.01 9.20 9.09 |9.15 0.08
200 1219 | 1551 |13.85 | 2.35 1534 [ 9.57 |12.46 | 4.08
250 1710 |17.45 |17.28 | 0.25 10.98 | 11.02 | 11.00 | 0.03
300 1400 |16.90 | 15.45 | 2.05 1163 |[11.38 | 11.51 | 0.18
DMF NM [16.3c |G - [12.71 [12.75 NGl - |
Ketoconazol 56.61 | 67.64 | 62.13 - 2148 | 305 |25.99 |-
Cicloheximida 12.05 - 12.05 - 12.13 |13.44 | 12.79 | -
C+ + + - + +
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5.8.3. Actividad antiflngica de (8)

El compuesto 8 presentd inhibicidn en todas las disoluciones preparadas de este compuesto,
de igual manera el control negativo (DMF) present6 inhibicidén contra las dos cepas de
hongos analizadas. En la tabla 15 se muestran en rosado las disoluciones que presentaron una
mayor inhibicion que el disolvente, contra la cepa C. albicans las concentraciones de 25 y 55
ug/mL con 17.48 y 16.81 mm respectivamente fueron las que presentaron mayor inhibicion
que el control negativo, mientras que, contra la cepa A. niger las concentraciones de 40 y 100
pg/mL con 12.74 y 12.88 mm respectivamente fueron las que presentaron mayor inhibicion
que el control negativo, ademas se observo para esta cepa que hubo un decrecimiento de la

actividad antifungica a medida se aumenta la concentracion de las disoluciones.

Tabla 15. Actividad antifangica del compuesto 8

2

Concentracién Zona de inhibicién en mm
(ng/mL) C. albicans A. niger
P1 P2 X S P1 P2 X S
25 1788 |17.07 | 17.48 | 0.57 11.66 |12.68 | 12.17 | 0.72
40 1651 |15.44 | 1598 | 0.76 10.38 | 15.09 | 12.74 | 3.33
55 1858 | 15.04 | 16.81 | 2.503 | 10.88 | 14.29 | 12.59 | 2.411
100 1857 |13.13 | 1595 | 3.71 1253 |13.23 | 12.88 | 0.49
150 13.89 |16.32 | 15.11 |1.72 10.40 |11.64 | 11.02 | 0.88
200 12.22 |14.87 | 1355 | 1.87 10.66 |11.64 | 11.15 | 0.69
250 13.67 | 15.46 | 1457 | 1.27 10.66 |11.18 | 10.92 | 0.37
300 11.47 |14.39 | 12.93 | 2.06 10.33 [ 9.85 | 10.09 |0.34
DMF NM [163c [GEON - [12.71 [1275 (NN - |
Ketoconazol 56.61 | 67.64 | 62.13 - 21.48 |1 305 |25.99 |-
Cicloheximida 12.05 - 12.05 - 12.13 |13.44 | 12.79 | -
C+ + + - + +
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5.8.4. Actividad antifangica de (10)

La siguiente tabla muestra la actividad antifngica de las disoluciones preparadas del
compuesto 10, para las cuales se observan en color rosado las disoluciones que presentaron
una mayor inhibicién contra las cepas de hongos analizadas. Para la cepa de C. albicans se
observa que las disoluciones de mayor concentracion presentaron una mayor inhibicion que
el control negativo DMF (disolvente), siendo la disolucion de 250 pg/mL la que presento
mayor inhibicion contra esta cepa de hongo. Para la cepa de A. niger solo se observaron 2
disoluciones (55 y 100 pg/mL) que superaron el didmetro de inhibicion del control negativo
(DMF), siendo este compuesto menos efectivo contra la cepa de A. niger.

Tabla 16. Actividad antifangica del compuesto 10

2

Concentracién Zona de inhibicién en mm
(ng/mL) C. albicans A. niger
P1 P2 X S P1 P2 X S
25 13.49 |13.73 | 13.61 | 0.17 11.08 | 10.22 | 10.65 | 0.61
40 13.73 |13.28 | 1351 | 0.32 11.40 |10.72 | 11.06 | 0.48
55 13.32 | 12.94 | 13.13 | 0.269 | 11.43 | 18.00 | 14.72 | 4.646
100 13.31 |12.36 | 12.84 | 0.67 12.35 |13.32 | 12.84 | 0.69
150 N.M 16.60 | 16.60 - 11.33 |10.18 | 10.76 | 0.81
200 N.M 17.60 | 17.60 - 10.83 | 10.80 | 10.82 | 0.02
250 N.M 18.54 | 18.54 - 10.62 |11.11 | 10.87 | 0.35
300 N.M 1712 | 17.12 11.63 |11.17 | 11.40 | 0.33
DMF NM [163c [iGRON - [12.71 [12.75 (NGl - |
Ketoconazol 56.61 | 67.64 | 62.13 - 21.48 |1 305 |25.99 |-
Cicloheximida 12.05 - 12.05 - 12.13 |13.44 | 12.79 | -
C+ + + - + +
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5.8.5. Actividad antifungica de (11)

El compuesto 11 presento cierto grado de inhibicidn en todas las disoluciones preparadas de
este compuesto, cabe mencionar que contra la cepa de C. albicans ninguna de las
concentraciones supero el diametro de inhibicion presentado por el control negativo, mientras
que para A. niger las disoluciones de menor concentracion (25, 40, 55 y 100 pg/mL)
presentaron una mayor inhibicién en referencia con el disolvente y con las disoluciones mas
concentradas (150, 200, 250 y 300 pg/mL).

Tabla 17. Actividad antifingica del compuesto 11

2

Concentracion Zona de inhibicion en mm
(ng/mL) C. albicans A. niger
P1 P2 X S P1 P2 X S
25 1433 | 1448 | 1441 | 0.14 | 1488 | 13.00 | 13.94 | 1.33
40 15.13 | 1558 | 15.36 | 0.32 | 13.33 | 11.78 | 12.76 | 1.10
55 14,71 | 15,13 | 14.92 | 0.297 | 13.96 | 14.53 | 14.25 | 0.403
100 15.10 | 1433 | 1472 | 0.54 | 15.36 | 15.68 | 15.52 | 0.23
150 N.M | 11.90 | 11.90 - 1152 | 11.45 | 11.49 | 0.05
200 11.64 | 13.38 | 1251 | 1.23 | 11.18 | 11.27 | 11.23 | 0.06
250 15.69 | 1498 | 1534 | 0.50 | 11.30 | 11.27 | 11.29 | 0.02
300 1439 | 19.79 | 1459 | 0.28 | 11.30 | 1142 | 11.36 | 0.08
DMF N.M | 16.3c [iGEOR - | 1271 [ 1275 [N - |
Ketoconazol 56.61 | 67.64 | 62.13 - 21.48 | 30.5 | 25.99 -
Cicloheximida 12.05 - 12.05 - 12.13 | 13.44 | 12.79 -
C+ + + - + +
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5.8.6. Actividad antifungica de (13)

Los resultados obtenidos de la actividad antifungica del compuesto 13 arrojaron valores de
inhibicidn positivos en todas las disoluciones preparadas de esta hidrazona, cabe mencionar
que, de todos los compuestos sintetizados, este, presentdé un menor grado de inhibicion.
Contra la cepa de C. albicans ninguna de las disoluciones presenté un mayor diametro de
inhibicidn que el control negativo (DMF), mientras que contra la cepa de A. niger Gnicamente
la disolucion de concentracion 100 pg/mL superd el diametro de inhibicion del control

negativo 13.72 y 12.73 mm respectivamente.

Resulta importante destacar que, con respecto a los antifingicos de referencia, ninguna de

las disoluciones se acerca a los valores de inhibicién de estos antifungicos.

Tabla 18. Actividad antifingica del compuesto 13

2

Concentracion Zona de inhibiciéon en mm
(ng/mL) C. albicans A. niger
P1 P2 X S P1 P2 X S
25 15.88 | 11.50 | 13.69 | 3.10 | 11.64 | 12.89 | 12.27 | 0.88
40 16.11 - 16.11 - 11.27 | 13.08 | 12.18 | 1.28
55 16.97 | 13.46 | 15.22 | 2.482 | 12.25 | 12.81 | 12.53 | 0.396
100 16.97 | 15.10 | 16.04 | 1.32 14.24 | 13.20 | 13.72 | 0.74
150 11.01 | N.M | 11.01 - 10.45 | 11.24 | 10.85 | 0.56
200 N.M | 13.89 | 13.89 - 10.83 | 11.08 | 10.96 | 0.18
250 14.11 | 1467 | 1439 | 0.40 | 11.74 | 11.07 | 11.41 | 0.47
300 13.47 | 1487 | 14.17 | 0.99 11.67 | 11.25 | 11.46 | 0.30
DMF N.M [ 16.3c IO - | 1271 [1275[ 1273 | -
Ketoconazol 56.61 | 67.64 | 62.13 - 21.48 | 30.5 | 25.99 -
Cicloheximida 12.05 - 12.05 - 12.13 | 13.44 | 12.79 -
C+ + + - + +
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VI. CONCLUSIONES

Para la realizacion de esta investigacion se incluye primeramente la busqueda de informacion
bibliogréafica, el desarrollo metodologico en el cual se muestran los procesos sintéticos para
la obtencidn de todos los reactivos necesarios, la posterior sintesis de la familia de hidrazonas
y la caracterizacion de cada una de ellas (UV-vis, IR(ATR) y H-RMN), ademas, de los

resultados y discusion, para los cuales se presentan las siguientes conclusiones:

1. El procedimiento general de sintesis empleado para la obtencion de la familia de
hidrazonas mostro resultados positivos, sin embargo, se presentaron pequefias variantes
en su metodologia, ya que cada benzofenona utilizada presentaba diferente solubilidad

frente a los disolventes empleados en el proceso experimental.

2. La caracterizacion empleada (*H-RMN, IR(ATR) y UV-vis) para cada una de las
hidrazonas obtenidas, mostraron sefiales caracteristicas para dichas estructuras, en *H-
RMN se destac6 una sefial caracteristica que indica la formacién del producto, la cual es
correspondiente a un singulete del protén del grupo R=N-NH-R presentes en las
hidrazonas, ademas de las sefiales de los protones del anillo aromatico proveniente de la

2,4-DFH en la estructura de la hidrazona.

3. Para los espectros IR se obtuvieron bandas de absorcion caracteristicas presentes en
todas las estructuras de estos compuestos, tales como: (>N-H); (C=N); (N-H); (C-N).
la caracterizacion de los compuestos sintetizados se vuelve muy importante para la

verificacion en la obtencion de estos.

4. Los ensayos antifingicos realizados a la familia de hidrazonas mostraron cierto grado
de inhibicidn en el crecimiento contra las cepas de hongos C. albicans y A. niger, cabe
mencionar que fueron menos efectivos en comparacion al ketoconazol y presentaron
mayor o igual actividad que la cicloheximida, considerando también que no se pudo

despejar la duda sobre la actividad biol6gica del DMF frente a estas cepas.
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5. El compuesto 10 mostré mayor inhibicion (18.54 mm y 17.60 mm a 250 y 200 pg/mL
respectivamente) contra C. albicans, sin embargo, fue considerablemente menos
efectivo que uno de los antifangicos de referencia, ketoconazol, pero fue mas efectivo
en todas las concentraciones que el segundo antifangico de referencia, cicloheximida.
La actividad antiflngica presentada por este compuesto se asocia a la presencia de los
sustituyentes (grupo metoxi) en la estructura de la molécula, debido a que son grupos

fuertemente donadores de electrones.?°42

6. El compuesto 11 mostré mayor inhibicion (15.52 mm a 100 pg/mL) contra A. niger, sin
embargo, fue considerablemente menos efectivo que uno de los antiflngicos de
referencia, ketoconazol, pero fue més efectivo en las concentraciones de 25, 55y 100
pg/mL que el segundo antifingico de referencia, cicloheximida. La actividad antifingica
presentada por este compuesto se asocia a la presencia de los sustituyentes (yodo) en la
estructura de la molécula, debido a que son grupos atractores de electrones.*?

7. El compuesto 13 fue el menos activo contra las cepas de hongos, ya que presenté mayor
inhibicion Gnicamente en una concentracion (13.72 mm a 100 ug/mL) contra A. niger,
mientras que contra C. albicans ninguna concentracion superd la inhibicion del
disolvente (DMF).
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VIil. RECOMENDACIONES

Replicar los ensayos bioldgicos utilizando un disolvente diferente al DMF, debido a
que este disolvente empleado mostré inhibicidn en el crecimiento de las cepas de

hongos empleadas.

Realizar otros ensayos bioldgicos diferentes, como, por ejemplo, actividades
antibacterial, antiinflamatoria, anticancerigena, etc. A fin de buscar una mayor

aplicacion de actividad biologica de estas hidrazonas sintetizadas.

Utilizar las hidrazonas como ligandos en la sintesis de complejos con iones metalicos,
a fin de analizar un posible aumento en la actividad biolégica de estos compuestos

cuando estan formando complejos metalicos.
Comprobar previamente la solubilidad de los reactivos en el disolvente de reaccion y

monitorear las reacciones utilizando TLC para la obtencién de mejores resultados en

la sintesis de estos compuestos.

Realizar la purificacion de todos los reactivos empleados y productos obtenidos con

la finalidad de obtener mejores resultados y espectros mas limpios.
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