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Resumen

Los nitrofuranos (cuyo farmacdéforo es el esqueleto 5-nitro-2-hidrazonilfurano) son
un grupo de farmacos antimicrobianos ampliamente utilizados pero asociados a una
variedad de efectos adversos. Los mecanismos moleculares asociados a los efectos
citotoxicos de los nitrofuranos no estan del todo establecidos. La reduccién mono-
electronica del grupo 5-nitro catalizada por enzimas del hospedero y la subsecuente
generacién de EROs mediada por reciclaje redox han sido asociados como mecanis-
mos responsables de la toxicidad celular. No obstante, la evidencia actual sugiere que
la generacion de EROs por si sola no es suficiente para explicar la totalidad de los
efectos adversos asociados al consumo de nitrofuranos, proponiendo asi mecanismos
de toxicidad independientes de la nitroreduccion. En el presente trabajo, se sintetizo
una serie de derivados nitrados y no nitrados de nitrofuranos los cuales se sometieron
a evaluacién in vitro en cuanto a su citotoxicidad, capacidad generadora de EROs,
efecto sobre la actividad glutatién S-transferasa y actividad antibacteriana. Nuestros
resultados mostraron que sobre un modelo celular humano, los derivados no nitrados
son menos toxicos que los farmacos parentales, pero inesperadamente preservan la
capacidad de generar ERO intracelular en cantidades similares a los nitrofuranos,
a pesar de no poder entrar en reciclaje redox. Ademas, algunos derivados no nitra-
dos a pesar de no generar ERO mostraron las mas altas toxicidades entre todos los
derivados. También se observé inhibicién de la actividad glutation S-transferasica
por parte de algunos derivados. Finalmente, sélo los derivados nitrados mostraron
efecto antibacteriano. Estos resultados sugieren que la porcion 2-hidrazonilfurano,
el reciclaje redox de los 5-nitrofuranos, y los efectos inhibitorios sobre enzimas an-
tioxidantes serian finalmente los responsables de los efectos téxicos sobre células de

mamiferos asociados a los nitrofuranos estudiados.
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Abstract

Nitrofurans (5-nitro-2-hydrazonylfuran as pharmacophore) are a group of widely
used antimicrobial drugs but also associated to a variety of side effects. The mole-
cular mechanisms that underlie the cytotoxic effects of nitrofuran drugs are not yet
clearly understood. One-electron reduction of 5-nitro group by host enzymes and
ROS production via redox cycling have been attributed as mechanisms of cell toxi-
city. However, the current evidence suggests that nitrofuran ROS generation by itself
is uncapable to explain the whole toxic effects associated to nitrofuran consumption,
proposing a nitro-reduction independent mechanism of toxicity. In the present work,
a series of nitrated and non-nitrated derivatives of nitrofuran drugs were synthe-
sized and evaluated in wvitro for their cytotoxicity, ROS-producing capacity, effect
on GSH-S-transferase and antibacterial activity. Our studies showed that in human
cells non-nitrated derivatives were less toxic than parental drugs but, unexpectedly
preserved the ability to generate intracellular ROS in similar amounts to nitrofurans
despite not entering into a redox cycle mechanism. In addition, some non-nitrated
derivatives although being uncapable to generate ROS exhibited the highest cell to-
xicity among all derivatives. Inhibition of cytosolic glutathione-S-transferase activity
by some derivatives was also observed. Finally, only nitrofuran derivatives displayed
antibacterial effect. Results suggest that the combined 2-hydrazonylfuran moiety,
redox cycling of 5-nitrofuran, and inhibitory effects on antioxidant enzymes, would
be finally responsible for the toxic effects of the studied nitrofurans on mammalian

cells.

XIX



1. INTRODUCCION

Los nitrofuranos son una familia de farmacos antibacterianos y antiparasitarios
que poseen en su estructura un anillo furano sustituido con un grupo nitro en el
carbono 5 y una hidrazona en el carbono 2 de este heterociclo [1]. Estos farmacos
fueron sintetizados como una nueva familia de antisépticos! a principios de los afios
40 [2], donde se determiné que el grupo 5-nitro seria el responsable de su actividad

antibacteriana [3].

Producto de la alta eficacia antibacteriana de estos derivados de furanos sobre
diversas cepas de microorganismos, surgié el interés de diferentes laboratorios por el
desarrollo de nuevos derivados de nitrofuranos. Esto llevé a la sintesis de una gran
cantidad de nuevos derivados, los cuales, si bien exhibian una alta potencia antibac-
teriana, generaban diversos efectos adversos en los pacientes que los consumian [4-6].
Por este motivo, del universo de nitrofuranos sintetizados, a la fecha sélo perduran
para uso humano una pequena porcién de estos, dentro de los cuales se encuen-

tran: nitrofurazona, nitrofurantoina, nifuroxazida, furazolidona y nifurtimox (figura

1)1, 7.

L Asi definidos en la patente original de 1943
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Figura 1. Nitrofuranos de uso actual
Los cinco nitrofuranos que se muestran en la figura comparten el esqueleto
farmacoférico de 5-nitro-2-hidrazonilfurano (en rojo).

Estos farmacos tienen un mecanismo de accién atipico, asociado a la reduccion
enziméatica del grupo 5-nitro. Tanto bacterias como protozoos poseen enzimas capaces
de metabolizar compuestos mono- y polinitrados. Estas enzimas dependientes de
NAD(P)H? catalizan la reduccién de compuestos nitroaromdticos, asf como quinonas
y derivados de riboflavinas [8]. Las, asi llamadas, nitroreductasas, son clasificadas

en dos grandes familias de enzimas dependiendo del tipo de reduccién que catalizan

2Es decir, NADH o NADPH



sobre su sustrato (figura 2). De esta forma, se denominan nitroreductasas de tipo I (u
oxigeno-insensible) a aquellas que enzimas que catalizan reducciones dielectrénicas,
y nitroreductasas de tipo II (u oxigeno-sensible) a aquellas que catalizan reducciones

de tipo monoelectronicas [8].

La reduccién del grupo nitro conduce a la formacién de una amina terminal, luego
de la entrega de 6 electrones al grupo nitro (—NOy Se —NH,). En las nitroreduc-
tasas de tipo I, los electrones son entregados al grupo nitro en pares, por lo que se
obtienen los respectivos intermediarios reducidos nitroso (-N=0) e hidroxilamina

(-NH-OH), con 2 y 4 electrones entregados, respectivamente.

En cambio, las nitroreductasas de tipo II entregan electrones al grupo nitro a
través de un mecanismo monoelectrénico, de manera que el primer intermediario
obtenido es la especie radicalaria denominada radical nitroanién (—NOy* ). Este
radical puede reaccionar con el oxigeno presente en el medio, regenerando al grupo
nitro parental y generando de esta forma al radical anién superéxido (O5* ). Es por
este motivo que estas nitroreductasas se denominan también como ozigeno-sensible,
puesto que el oxigeno presente en el medio inhibe la reduccién del grupo nitro favo-

reciendo de esta forma la reduccién de tipo dielectrénica [9, 10].
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Figura 2. Nitroreductasas de tipo I (oxigeno-insensible) y de tipo II (oxigeno-

sensible)

Las nitroreductasas de tipo II catalizan la reduccién monoelectronica, que al verse
inhibida en presencia de oxigeno, favorece la reduccion de tipo dielectrénica.

Adaptado de Roldan et al. [8].

@)

En microorganismos, el metabolismo de nitrofuranos ocurre principalmente a
través de enzimas nitroreductasas de tipo I [11]. Como se menciond, este tipo de

4



reduccion genera especies intermediarias, nitroso e hidroxilamina, las cuales poseen
centros electrofilicos capaces de interactuar inespecificamente con macromoléculas
presentes en el microorganismo como ribosomas, proteinas, e incluso el ADN (figura
2) [10, 12, 13]. Esta inespecificidad en la unién a biomoléculas en el microorganismo

ha permitido que exista una muy baja generacion de resistencia a nitrofuranos.

En efecto, esta demostrado que la generacién de mutantes Escherichia coli resis-
tentes a nitrofurantoina estd asociado a un coste energético tal, que es muy dificil
incluso para los mutantes resistentes poder mantener un perfil infeccioso [14]. Esto
permite explicar porqué los nitrofuranos conservan su eficacia antibacteriana y anti-
parasitaria aun luego de més de 70 anos de uso. Sumado a lo anterior, atin cuando
no sea posible evidenciar actividad nitroreductasa en los microorganismos, los ni-
trofuranos conservan su actividad bacteriostatica, lo que sugiere que el mecanismo
de accion antibacteriano de estos farmacos no depende tinicamente de la reduccién
enzimatica del grupo 5-nitro y la generacion de especies intermediarias electrofilicas

[15].

Por otra parte, en el hospedero existen variadas enzimas con actividad nitro-
reductasa capaces de reducir compuestos nitroaromaticos, tales como la xantina
deshidrogenasa y la DT-diaforasa®, las que pueden llevar a cabo nitroreducciones

dielectrénicas [16]. Sin embargo, estas enzimas son capaces de reducir compuestos

3También llamada NAD(P)H:quinona oxidoreductasa



como 4-nitroquinolina o derivados de 2-nitronaftaleno pero no nitrofuranos, los cuales
no son sustratos de estas enzimas [17]. Ademads, enzimas como la aldehido oxigena-
sa, citocromo c oxidasa, xantina oxidasa y la NAD(P)H-citocromo P450 reductasa?
son capaces de reducir compuestos nitrados de forma monoelectrénica, siendo esta

ultima la principal enzima reductora de nitrofuranos [18, 19].

La citocromo P450 reductasa es una flavoenzima que media la transferencia de
electrones entre flavinas reducidas y otras proteinas como la heme oxigenasa, la cito-
cromo b5 y las monooxigenasas de la familia citocromo P450 involucradas en el meta-
bolismo de xenobidticos, asi como diversas moléculas endégenas [20]. Esta enzima, al
igual que las nitroreductasas bacterianas de tipo II, al reducir monoelectronicamente
el grupo 5-nitro genera un radical nitroanién que reacciona con oxigeno molecular
generando anién superédxido y regenerando al grupo 5-nitro, proceso conocido como

reciclaje redox (figura 3) [19].

A diferencia de lo que ocurre en los microorganismos, en mamiferos no hay enzi-
mas capaces de reducir de forma dielectronica al grupo 5-nitro de los nitrofuranos, de
manera que éste debe ser metabolizados a través de dos reducciones monoelectronicas
sucesivas para generar el derivado nitroso® [21]. Es por este motivo que, en mamiferos,

la principal via metabdlica de los nitrofuranos esta relacionada al reciclaje redox.

4De aqui en adelante se nombrard como citocromo P450 reductasa
5Esto se discute con més detalle en la seccién 5.7, figura 22



Este ciclo, en donde se genera constantemente anién superoxido y se regenera
el grupo 5-nitro parental, puede conducir a la generacion de especies reactivas del
oxigeno (ERO), induciendo finalmente la generacién de estrés oxidativo celular. Es-
to ultimo permitiria explicar los diferentes efectos adversos asociados al consumo
de estos farmacos, entre los cuales se han descrito: fibrosis pulmonar, dano hepati-
co, trastornos hematolégicos (agranulocitosis y anemia hemolitica), polineuropatia

sensitiva motora, trastornos gastrointestinales, y otros [4, 22, 23].

citocromo P450 . (0]
O,N 0 reductasa OzN\Q/\

NADPH + H* NADP*

| \

l Superoxido dismutasa

FeZ+
HzOz » "OH

l Catalasa/Glutation peroxidasa
H,0

Figura 3. Reciclaje redox de nitrofuranos
La enzima citocromo P450 reductasa es la principal responsable del reciclaje redox
de nitrofuranos. Este ciclo futil, produce una generacién constante de ERO
intracelular que puede conducir a la generacion de estrés oxidativo. Adaptado de
Wang et al. [19].



En la literatura, esta generacion de ERO a través de la reduccién monoelectrénica
del grupo 5-nitro, y el consecuente estrés oxidativo, ha sido asociada a la generacién
de dano celular y efectos secundarios relacionados al consumo de estos farmacos. No
obstante, la sola generacion de estos no es capaz por si sola de explicar la toxicidad
asociada a su consumo. Al respecto, se ha descrito que la generacion de ERO en di-
versas lineas celulares estd correlacionada con los niveles de expresién de la citocromo
P450 reductasa, pero esta generacién de ERO intracelular no se correlaciona con la
citoxicidad de nitrofurantoina expresada en términos de inhibicion de la viabilidad

en diversas lineas celulares de mamiferos (murinas y humanas) [19].

Algunos antecedentes indican que nitrofuranos, entre ellos nitrofurazona, nitrofu-
rantoina y furazolidona, son capaces de inhibir a la glutatién reductasa (GR), enzima
responsable del mantenimiento de los niveles celulares de glutation reducido (GSH),
molécula nucleofilica y agente reductor importante para la proteccién contra estrés
oxidativo, mantencion del balance redox celular y metabolizacién de xenobidticos
lipoelectrofilicos [8, 24]. En el estudio realizado por Cénas et al. [24], aquellos de-
rivados de nitrofuranos en los cuales el grupo nitro fue eliminado o sustituido por
un grupo metilo, no fueron capaces de inhibir a la GR pero si produjeron toxicidad
celular a través de la disminucién de ATP y GSH, a través de un mecanismo, a la

fecha, desconocido.



Asi también, se ha descrito que metabolitos de nitrofuranos, como nitrofurantoina
y furazolidona, son capaces de unirse tanto in vitro (en macromoléculas aisladas y
modelos celulares), como in vivo, a biomoléculas como ADN de peces, porcinos y
ratas, asi como a tejido microsémico de higado de rata, lo que estaria explicado
por el metabolismo reductivo de estos farmacos [12, 25-27]. A través de reduccio-
nes monoelectrénicas sucesivas se genera el intermediario electrofilico nitroso, el cual
es rapidamente reducido a la correspondiente hidroxilamina, siendo estos capaces
de interactuar con macromoléculas (figura 2) [4, 28, 29]. Sumado a lo anterior,
se ha descrito que durante la reduccién de la hidroxilamina a la amina terminal
(-NH-OH —— —NH,), el anillo furano puede abrirse generando un derivado nitri-

lo terminal®, el cual puede reaccionar con el ADN [30-32].

Recientemente, se ha descrito que algunos nitrofuranos, entre ellos nifuroxazida
y nifurtimox, son capaces de inhibir a enzimas de la familia aldehido deshidrogenasa
(ALDH) [33, 34]. Estas enzimas utilizan NAD(P)" como aceptor de electrones’, ca-
talizando la oxidacién del acetaldehido altamente reactivo al respectivo acetato [35].
Sumado a lo anterior, también se ha descrito que nifuroxazida es un potente inhibi-
dor del transductor de senal y activador de la transcripcién 3 (STAT3), evidenciando
efectos antitumorales y antimetastasicos por parte de este fairmaco [36-39]. A la fecha

se ha descrito que estas proteinas (ALDH y STAT3) parecieran estar relacionadas al

SEsto se discute con més detalle en la seccién 5.1.1, figura 10
"Corresponde a la forma oxidada de NAD(P)H



desarrollo de algunos tipos de cancer, por lo que se ha abierto una ventana al uso de

nitrofuranos como potencial tratamiento de estas enfermedades [23, 40].

Por otra parte, existe un reporte sobre el efecto de diversos antibidticos sobre la
actividad de una enzima de la familia de las glutation S-transferasa (GST), donde
se describe que nitrofurantoina es capaz de inhibir a la isoforma GST1B-1 de la
bacteria Proteus mirabilis [41]. Este estudio sugiere que esta enzima actuaria como
secuestradora de antibidticos, protegiendo de esta forma al microorganismo expuesto
a estos. A la fecha, no existen reportes de metabolismo de nitrofuranos por alguna
glutation S-transferasa, y de hecho, no existen reportes de conjugados de nitrofuranos
con GSH, por lo que estos farmacos no serian sustratos de esta familia de enzimas

[42].

Tomados en conjunto, estos antecedentes sugieren que la generacién del radical
nitroaniéon producto de la reduccién monoelectréonica del grupo 5-nitro, y con ello la
formacion de ERO intracelular, no es el tinico responsable de los efectos citotoxicos

causados por nitrofuranos.

Estructuralmente, los nitrofuranos comparten el nicleo farmacoférico basal de 5-
nitro-2-hidrazonilfurano, donde se constata la presencia de la funcién hidrazona (co-
rrespondiente a la estructura —~CH=N-NH-) (figura 4) [1]. Esta funcién hidrazona

en la posicién 2 del anillo furano actia como un puente que permite el movimiento
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de electrones a lo largo de la molécula, generando en ésta centros ricos en electrones,

y centros electrofilicos potencialmente reactivos [43].

-0 \ / N — \‘I
Figura 4. Esqueleto farmacoférico de nitrofuranos
Todos los nitrofuranos comparten este esqueleto farmacoférico (ver figura 1), donde
en azul se muestra el grupo 5-nitro y en rojo se destaca la porcién
2-hidrazonilfurano.

Dados los antecedentes presentados, postulamos que la porcién 2-hidrazonilfurano
del esqueleto farmacoférico de nitrofuranos es la responsable de los efectos citotoxi-
cos que no estan relacionados a la generacion de ERO producto del reciclaje redox
del grupo 5-nitro. Con tal propdsito se sintetizaron una serie de derivados de 2-
hidrazonilfurano, en las cuales se introdujeron cambios a las unidades farmacoféricas
de los nitrofuranos, sustituyendo al grupo 5-nitro por grupos electrénicamente neu-
tros como —H, electrodonor como —CHj y electroatractores como halégenos —Br y
—Cl. Esto permitio la obtencién de derivados no nitrados de los farmacos nitrofurazo-
na, nitrofurantoina y nifuroxazida; y dos nuevas familias de 2-hidrazonilfuranos C-5

sustituidos que permitieron determinar la influencia del sustityente a la hidrazona

11



en la densidad electrénica del puente de 2-hidrazonilfurano.

Los compuestos sintetizados fueron caracterizados a través de resonancia magnéti-
ca nuclear (RMN) de 'H y '3C, espectroscopia infrarroja por transformada de Fou-
rier (FT-IR), punto de fusién (p.f.) y espectrometria de masas de alta resolucién
(EMAR). Estos derivados de 2-hidrazonilfuranos se sometieron a evaluacién in vitro
en cuanto a su efecto sobre la viabilidad de cultivos celulares humanos, los cuales
fueron escogidos de forma representativa a los efectos adversos asociados al consumo
de nitrofuranos, previamente mencionados. Ademas, fue evaluado el efecto de los
compuestos sintetizados sobre la generacién de ERO intracelular en las lineas celu-
lares humanas HL-60 y Hep G2. También, se evalud la capacidad de los derivados de
inducir la generacion de anién superoxido a través de la reduccién monoelectronica
catalizada por la enzima citocromo P450 reductasa presente en microsomas hepaticos
de rata. Posteriormente, y dadas las caracteristicas electrénicas y de lipofilia de los
nitrofuranos y de los derivados de 2-hidrazonilfurano sintetizados, se evalué el efecto
inhibitorio de éstos sobre la actividad glutatién S-transferasica de citosol hepatico
de rata. Finalmente, los compuestos fueron evaluados en su actividad farmacoldgica

sobre cepas de Fscherichia coli y Staphylococcus aureus.

Los antecedentes expuestos llevan a proponer la siguiente hipotesis:

12



2. HIPOTESIS

La porcion estructural de 2-hidrazonilfurano es responsable de la toxicidad celu-
lar de nitrofuranos que es independiente de la generacion de especies reactivas del

oxigeno asociada al reciclaje redox del grupo 5-nitro.

13



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la contribucion de la porcién 2-hidrazonilfurano en la toxicidad in-

ducida por nitrofuranos en modelos in vitro.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar y caracterizar una serie de derivados de 2-hidrazonilfuranos.

2. Evaluar el efecto de los derivados sintetizados sobre la viabilidad de cultivos

celulares humanos.

3. Determinar la capacidad de los derivados sintetizados de generar especies reac-
tivas del oxigeno en cultivos celulares humanos, y a través de reduccion en-

zimatica utilizando microsomas hepaticos de rata.

4. Evaluar el efecto de los derivados sintetizados sobre la actividad glutation S-

transferasa de citosol de higado de rata.

5. Evaluar el efecto farmacoldgico de los derivados sintetizados sobre cepas de

FEscherichia coli y Staphylococcus aureus.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIALES

Las distintas lineas celulares se obtuvieron de la coleccion del Laboratorio de Far-
macologia y Toxicologia Molecular, Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica

y de Farmacia de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Los microsomas y el citosol hepatico de rata fueron obsequiados por la Prof.
Maria Eugenia Letelier (Q.E.P.D.). Estos fueron obtenidos a través de la metodologia

descrita por Letelier et al. [44].

Los medios de cultivo celular RPMI® 1640 y DMEM®-F12, los aminoacidos no
esenciales MEM'? (100X), la solucién de penicilina (10.000 U/ml)-estreptomicina
(10 mg/ml), el suero fetal bovino (FBS) y la tripsina (10X) fueron obtenidos de

Biological Industries, Israel Beit Haemek LTD.

Las cepas bacterianas fueron obtenidas de la coleccion del Laboratorio de Desarro-
llo de Farmacos, Departamento de Quimica Farmacolégica y Toxicoldgica, Facultad

de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. El medio Mueller

8Por medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
9Por medio Dulbecco’s Minimal Essential Medium (DMEM)
OPor medio Minimal Essential Medium (MEM)
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Hinton y las placas de agar sangre fueron obtenidos de Liofilchem s.r.1..

El NaHCOg3, NaCl, KHyPO,4, NaH,PO,4, NagHPO,, CaCl; - 2 H,O, KCl y reactivo

de Folin-Ciocalteau fueron obtenidos de Merck, Darmstadt.

La nitrofurantoina, furazolidona, glutatién reducido (GSH), 2-furaldehido, 5-
cloro-2-furaldehido, 1-aminohidantoina clorhidrato, hidrazida benzoica, diclorodihi-
drofluoresceina diacetato (DCFDA), dcido (4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanesulféni-
co) (HEPES), solucién salina balanceada de Hank (HBSS), rojo de pirogalol (PGR),
1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB), rojo neutro (RN), fenilhidrazina clorhidrato, /3-
NADP™ y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae fueron

obtenidos de Sigma-Aldrich.

El 5-nitro-2-furaldehido, 5-metil-2-furaldehido, 5-bromo-2-furaldehido, hidrazida
p-hidroxibenzoica, Pd-C al 5%, bromuro de metiltiazolildifenil tetrazolio (MTT), y

semicarbazida clorhidrato fueron obtenidos de AkSci, USA.

Los solventes organicos empleados en la sintesis y disoluciéon de los derivados
fueron adquiridos de Merck, Sigma-Aldrich, Bioslab, J.T. Baker y Apollo Sci. Todos

los solventes utilizados fueron de calidad p.a.
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4.2. METODOLOGIA: QUIMICA

4.2.1. Procedimiento General de Sintesis de 2-Hidrazonilfurano Deriva-

dos

Las reacciones fueron llevadas a cabo segin lo descrito previamente por Leite
et al. [45], con algunas modificaciones. En breve, las soluciones de hidrazinas fueron
preparadas en agua destilada (10 ml), la cual contenia acido acético glacial (100
pl). Estas soluciones fueron sonicadas durante 30 min por ultrasonido en un equipo
Ultrasonic Cleaner SB-3200 DTD bajo las siguientes condiciones: 220 V, 100 W, 40
kHz. A estas soluciones se anadieron gota a gota los correspondientes aldehidos, en
proporcion equimolar a las hidrazinas, observandose la presencia de precipitados.
Finalizado el tiempo de reaccién, las soluciones fueron filtradas, los filtrados lavados
con agua destilada helada (2 x 15 ml). Los solidos resultantes fueron secados durante

24 h en una estufa a vacio a 50 °C, correspondiendo a los productos finales.
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Figura 5. Esquema general de sintesis de 2-hidrazonilfurano derivados

4.2.2. Caracterizacion de los Derivados Sintetizados

La caracterizaciéon de los compuestos obtenidos fue realizada mediante espectros-

copia de RMN de hidrégeno (*H-RMN) y carbono (**C-RMN), FT-IR, p.f. y EMAR.

La Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear fue realizada en un es-
pectrémetro Bruker Avance-400 (400 MHz) y se realizaron en solvente deuterado
(DMSO-dg). Los desplazamientos quimicos (J) se expresan en ppm respecto al tetra-
metilsilano (TMS) y los valores de constantes de acoplamiento (/) se indican en Hertz
(Hz). La Espectroscopia de Infrarrojo fue efectuada en un espectrofotémetro Bruker
Vector 22 (FT-IR) utilizando pellets de KBr como matriz para sélidos. Los puntos de
fusién fueron determinados en un medidor de punto de fusiéon Stuart SMP10 Melting
Point Instrument y se expresan como valores no corregidos. La Espectrometria de
Masas de Alta Resolucién fue realizada en un espectrémetro de masas DSA-TOF

AxION 2 TOF MS (Perkin Elmer, Shelton, CT, USA), en modo positivo.
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4.2.3. Calculo de los Mapas de Potencial Electrostatico de los Derivados

Sintetizados

La optimizacion geométrica y mapas de potencial electrostdatico molecular fue-
ron realizados utilizando célculos ab initio Hartree-Fock con el set 6-31G*. Todos
los célculos fueron realizados utilizando el software Spartan -08 (Wavefunction, Inc.,
Irvine, CA). Los mapas de potencial electrostatico molecular fueron realizados a una
isodensidad de superficie equivalente a 0,002 para cada molécula. Las superficies fue-
ron coloreadas de acuerdo con su potencial electrostatico, considerando regiones ricas
en electrones (potencial negativo) coloreadas rojas, y regiones pobres en electrones

(potencial positivo) coloreadas azul.

4.2.4. Calculo de los Valores de Particiéon Octanol-Agua LogP

El célculo de los valores de LogP de los derivados sintetizados se realiz6 a través
del software de uso libre SwissADME (desarrollado por el Swiss Institute of Bioin-
formatics). Esta herramienta computacional entrega un valor denominado consensus
LogP, obtenido a través del calculo de la media aritmética de 5 diferentes calculos

tedricos independientes: XLOGP3, WLOGP, MLOGP, SILICOS-IT e iLOGP [46].
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4.3. METODOLOGIA: FARMACOLOGIA

4.3.1. Cultivo Celular

Las lineas celulares HL-60'" y HCT 1162 fueron cultivadas en medio RPMI 1640
suplementado con FBS al 10 % para crecimiento o 5 % para mantenimiento, bicarbo-
nato de sodio 0,22 %, estreptomicina 100 ug/ml, penicilina 100 pg/ml y aminoacidos

no esenciales MEM 1X.

Las lineas celulares HEK-293'% y Hep G2 fueron cultivadas en medio DMEM
suplementado con FBS al 10 % para crecimiento o 5% para mantenimiento, bicar-
bonato de sodio 0,37 %, HEPES 0,36 %, estreptomicina 100 pg/ml, penicilina 100

pg/ml; y aminoédcidos no esenciales MEM 1X.

La linea celular A549% fue cultivada en medio DMEM-F12 suplementado con
FBS al 10 % para crecimiento o 5 % para mantenimiento, bicarbonato de sodio 0,37 %,

estreptomicina 100 pg/ml, penicilina 100 ug/ml, y aminoécidos no esenciales MEM

1X.

HTeucemia promielocitica aguda humana
12Carcinoma colorectal humano

BRifén embrién humano

MCarcinoma hepatocelular humano

5 Carcinoma pulmonar humano
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4.3.2. Ensayos de Viabilidad Celular

El efecto de los diferentes 2-hidrazonilfuranos sobre la viabilidad de las diferentes
lineas celulares fue evaluado a través de dos técnicas: reduccion mitocondrial de sales
de tetrazolio (MTT) e incorporacién lisosomal de la tincién catiénica rojo neutro.
Para ambos ensayos, las diferentes lineas celulares fueron sembradas en placas de
96 pocillos de fondo plano a una concentracién de 1 x 10° células por ml de medio
de cultivo al 5% de FBS, y se dejaron incubando toda la noche en una incubadora
humidificada en atmésfera de CO, al 5% a 37°C. Posteriormente, los diferentes
compuestos fueron agregados en diluciones seriadas manteniendo el porcentaje de
solvente dimetilsulf6xido (DMSO) al 1% v/v. Las células fueron incubadas por 72
horas y posteriormente fue evaluado el efecto sobre la viabilidad celular segin se

describe a continuacion para cada técnica empleada:

1. MTT: Transcurrido el tiempo de tratamiento, a cada pocillo se le adicion6 10
pl de MTT 5 mg/ml en agua destilada, se incubaron las placas por 4 horas, y
luego el precipitado de cristales de formazan fue disuelto agregando 100 ul de
una solucién de dodecilsulfato de sodio (SDS) 10 % en HCl 1 mM incubando
las placas toda la noche a 37°C en atmosfera humificada. La intensidad de
color se midi6é a 570 nm considerando una longitud de onda de 690 nm como
referencia en un equipo Cytation”™5 de Biotek, USA.
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2. RN: Estos ensayos se llevaron a cabo segin lo descrito por Repetto et al. [47],
con algunas modificaciones. En breve, luego del tiempo de tratamiento, el me-
dio de incubacién fue removido y reemplazado con 100 ul por pocillo de una
solucién 10 ug/ml de rojo neutro en medio de cultivo sin suplementar'®, se dejé
incubando las placas por 2 horas, o hasta que la tincién fuera incorporada a los
lisosomas no excediendo las 4 horas'”. Posteriormente, el medio fue removido
y las placas lavadas 3 veces con tampén fosfato salino (PBS) 1X, para remover
todo el rojo neutro que no fue incorporado. Luego de los lavados, se adicionaron
150 pl de una solucion 50:49:1 etanol:agua:acido acético glacial, y se agitaron
las placas por 25 minutos en un agitador orbital a 37°C a 100 rpm. La incor-
poracion del rojo neutro es medida por fluorescencia con longitudes de onda
de excitacién de 530 nm y de emisién de 645 nm en un equipo Cytation?™5

de Biotek, USA.

Los resultados fueron obtenidos de tres experimentos independientes. Los valores
de concentracién inhibitoria 50 (Clsq) sobre la viabilidad celular'® fueron calculados

utilizando el programa GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc.)

16Esta solucién se preparé a partir de una solucién stock de rojo neutro 2 mg/ml en agua destilada
17En el rango de 2 a 4 horas se incorpora la totalidad de la sonda sin afectar la viabilidad [47]
8Definido como la concentracién que inhibe el 50 % de la viabilidad celular
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4.3.3. Ensayos de Generacion de ERO Intracelular en Cultivos de Lineas

HL-60 y Hep G2

El efecto de los 2-hidrazonilfurano derivados sobre la generacion de ERO intra-
celular fue evaluado a través del uso de la sonda DCFDA, segtiin la metodologia

descrita por Wolfe y Rui [48]. En breve, para las diferentes lineas:

1. HL-60: se incubaron 5 x 10° células en una solucién 20 uM de la sonda DCF-
DA™ en medio de cultivo RPMI no suplementado, por 45 min en una incuba-
dora humidificada en atmdsfera de CO4 al 5% a 37 °C. Posterior al tiempo de
incubacion, las células fueron centrifugadas a 120 g x 5 min, y luego lavadas
2 veces con solucion HBSS bajo las mismas condiciones. Luego, fueron resus-
pendidas en solucion HBSS y sembradas en un volumen de 50 ul por pocillo

en placas blancas de fondo transparente.

2. Hep G2: se sembraron 5 x 10* células por pocillo en placas blancas de fondo
transparente, en medio DMEM suplementado al 10 % en FBS y se dejaron toda
la noche para que éstas se adhirieran a la placa. Al dia siguiente, se removio el
medio y se anadié una solucion 20 pM de la sonda DCFDA en medio de cultivo
DMEM no suplementado, donde las células fueron incubadas por 45 min en

una incubadora humidificada en atmodsfera de CO, al 5% a 37°C. Luego, el

19Ge preparé una solucién stock 100 mM de DCFDA en DMSO, protegido de la luz
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medio fue removido y las células fueron lavadas dos veces con solucion HBSS.

Posteriormente, fueron agregados 50 ul de HBSS a cada pocillo.

Desde aqui el protocolo fue idéntico para ambas lineas celulares. Los derivados
sintetizados fueron disueltos en solucion HBSS a una concentraciéon de 100 pM,
asegurando un volumen méaximo de DMSO equivalente al 0,4 % v/v. Se realiz6 un
control positivo utilizando peréxido de hidrégeno a una concentracion final de 100
1M, para asegurar la incorporacion de la sonda a las células. Los derivados disueltos
en HBSS fueron agregados rapidamente a cada pocillo en un volumen de 50 ul de

manera de obtener una concentracion final de 50 M en cada pocillo.

La generacion de fluorescencia fue medida en intervalos de 2 min durante 1 hora
a 37°C, con longitudes de onda de excitacién de 485 nm y de emisién de 555 nm,
respectivamente, en un equipo Cytation?™5 de Biotek, USA. Se determiné el incre-
mento en la fluorescencia en el tiempo utilizando el software GraphPad Prism 7.0,
donde fue calculada la pendiente de cada curva y comparada de esta forma con la

del control.

Los resultados se expresan como el cociente entre el promedio de las pendientes
obtenidas para los compuestos y el promedio obtenido para los respectivos controles
(ambos expresados en unidades relativas de fluorescencia por minuto, URF /min).

Los resultados fueron obtenidos a partir de 3 experimentos independientes.
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El detalle de los célculos realizados se exhibe en el anexo A.4 ecuaciones 1-6

(paginas 106-107)

4.3.4. Ensayos de Generacién de Anién Superéxido Inducido por Reci-

claje Redox de Nitrofuranos

El efecto de los 2-hidrazonilfuranos sintetizados en la generacién de anién su-
perdxido en microsomas hepéaticos de rata, fue evaluado a través del uso de la sonda
PGR segun lo descrito por Faundez et al. [49]. En breve, se utiliza un sistema mi-
crosémico el cual contiene proteina microsémica de higado de rata (entre 10-150
pg de proteina/ml en tampén fosfato), KCN (1 mM), glucosa-6-fosfato (6 mM),
B-NADP™ (600 uM) y el derivado sintetizado a una concentracién final de 200 uM
(asegurando una concentracién de DMSO no mayor a 1 %) en tampén fosfato 50 mM
pH 7,4. La reaccién se inicia al agregar la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
y es cuantificada a través del blanqueamiento de la sonda PGR a 540 nm en un

espectrofotémetro Jenway 4670 UV /VIS (figura 6).

Cada resultado obtenido fue normalizado por cantidad de proteina microsémica
y se expresan en términos de generacién de anion superdxido considerando que el
PGR reacciona en proporcion 1 es a 2 con anién superdxido, siendo el coeficiente de

extincién molar de PGR a pH 7,4 €540 = 2,39 x 10* M tem™ [50].
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. glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
D-glucosa 6-fosfato + NADP = =

6-fosfo-D-glucono-1,5-lactona + H*

+ NADPH
citocromo P450
reductasa
o) (microsoma hepatico) (0}
| )~ No, | )~ No,"
0, )
PGR O-quinona

Figura 6. Sistema microsémico para generacion de NADPH
La enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa permite una rapida generacién de
B-NADPH, el cual es utilizado como sustrato por la citocromo P450 reductasa
presente en los microsomas.

4.3.5. Ensayos de Actividad Glutatiéon S-Transferasa Citosdlica de Higa-

do de Rata

Estos ensayos se basan en la conjugacion del compuesto CDNB con GSH en una
reaccién catalizada por la enzima GST (figura 7) [51]. En breve, 10 pug de proteina
citosolica y CDNB a concentracion final I1mM en tampén fosfato de sodio 100 mM pH
6,5 son utilizados como blanco, para posteriormente adicionar GSH a concentracién

final 4 mM. La conjugacién de CDNB con GSH genera un compuesto coloreado, el
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cual es cuantificado a 340 nm (€349 = 9,6 mM-tem™?) por 2 minutos a 20 °C. Todos los
ensayos de actividad GST se realizaron en condiciones de velocidad inicial asegurando

la linealidad.

Cl SG
NO, NO,
GSH
> +H"+CI-
GST
NO, NO,
CDNB

Figura 7. Ensayo de actividad GST
Las enzimas de la familia de las GSTs catalizan la reaccién de sustitucion
nucleofilica aromatica del atomo de cloro presente en el CDNB para generar un
conjugado el cual puede ser detectado a 340 nm.

4.3.6. Efecto de los 2-Hidrazonilfurano Derivados Sobre la Actividad

Glutatién S-transferasa

Para determinar el efecto de los derivados sobre la actividad GST se incub6 la
proteina citosolica con los diferentes compuestos por 1 hora a 20 °C. Los compuestos
disueltos en DMSO fueron evaluados en diluciones seriadas, asegurando un volumen
final de estos a 1% v/v. Toda la actividad GST fue determinada en condiciones
de velocidad inicial, de acuerdo con la metodologia descrita anteriormente (seccién
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4.3.6). Los valores de Cl5 de inhibicién sobre la actividad GST? fueron calculados

utilizando el programa GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc.).

4.3.7. Determinacién de Proteinas Totales

La cantidad de proteina microsémica y citosélica se determiné mediante el método

de Lowry et al. [52], utilizando como estandar albiimina de bovino fraccién IV.

4.3.8. Determinacion de la Concentracién Inhibitoria Minima de los 2-
Hidrazonilfurano Derivados sobre Cepas de FEscherichia coli y

Staphylococcus aureus

La concentracién inhibitoria minima (CIM) los derivados 2-hidrazonilfuranos sin-
tetizados fue determinada a través de ensayos para la determinacién de la CIM por
microdilucién en caldo frente a Escherichia coli (gram-negativa) y Staphylococcus au-
reus (gram-positiva). Estos experimentos se realizaron de acuerdo de los protocolos

recomendados por estandares clinicos y de laboratorio [53].

Las bacterias E. coli (ATCC 25922) y S. aureus (ATCC 29213) fueron obtenidas
a partir del cepario del Servicio de Laboratorio Clinico, Unidad de Microbiologia

del Hospital Clinico de la Universidad de Chile. Estas se conservaron congeladas en

20Concentracién que inhibe el 50 % de la actividad glutatién S-transferdsica maxima
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leche descremada estéril a —20 °C. Para la obtencién de las cepas puras se realizaron
cultivos bacterianos en placas de agar sangre incubando las bacterias por 24 horas
a 37°C. Posteriormente, y en forma independiente para cada cepa, se prepard un
ino6culo bacteriano en caldo Mueller Hinton con una concentracion bacteriana de 1,5 x
10® UFC/ml*! (Es decir, 0,5 unidades de McFarland??). La concentracién bacteriana
se midio a través de turbidimetria en un nefelémetro Grant-Bio DEN-1. Se utilizaron
como control interno los antibiéticos gentamicina para E. coli y vancomicina para

S. aureus, respectivamente.

Los 2-hidrazonilfurano derivados fueron masados en triplicado para su posterior
dilucién en DMSO, de manera de preparar una solucién 128 pg/ml al 2 % de DMSO
de cada compuesto en agua estéril. Luego, se realiza una dilucién seriada de los
compuestos en la placa de 96 pocillo en caldo de cultivo asegurando concentraciones
desde 128 pg/ml a 0,25 ug/ml con 100 pl de caldo de cultivo por pocillo. Finalmente,
se adicionan 100 pl de suspensién bacteriana con aproximadamente 1 x 10° UFC.

Las placas fueron incubadas durante 24 horas a 20 °C.

Luego del tratamiento, las placas son observadas a contraluz para evaluar el
crecimiento de las colonias en cada pocillo. Se determina que un compuesto tiene

actividad antibidtica si en un pocillo no se observa crecimiento bacteriano, es decir,

21Unidad Formadora de Colonias (UFC)
22Es decir, una absorbancia entre 0,08-0,10 a 625 nm [53]
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no se observa turbidez en el medio, o bien, no se observa un sedimento de bacterias
en el fondo del pocillo. La CIM corresponde al tltimo pocillo donde no se observa

crecimiento bacteriano.

30



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. ENSAYOS DE NITROREDUCCION DE NITROFURANTOINA

Y FURAZOLIDONA

5.1.1. Ensayos de Reduccién por Hidruros Metalicos y Metales en Medio

Acido

Inicialmente, con el objetivo de modificar las caracteristicas electronicas del far-
macdéforo 2-hidrazonilfurano se procedio a estudiar el comportamiento reductivo de la
funcién hidrazona —C=N-NH- presente en nitrofurantoina y furazolidona, los que
corresponden a dos reconocidos farmacos con accién antibacteriana. De esta forma,
al reducir la funcién imina adyacente al carbono 2 del anillo furano, y asi eliminar el
doble enlace conjugado al furano aromatico (-CH=N-N- — ~CHy;-NH-NH-),
se alterarian las propiedades electrénicas de esta porcién, disminuyendo asi sus ca-

racteristicas electrofilicas.

Se intentaron ensayos de reduccién con borohidruro de sodio (NaBH,) en tetra-
hidrofurano (THF) anhidro, los cuales no llevaron a un producto aislable (figura 8).

A raiz de lo anterior, se abord6 una nueva estrategia, en la cual, en lugar de reducir
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la hidrazona, se reduciria el grupo 5-nitro electroatractor a su derivado aminado con
caracteristicas electrodonoras. Estos nuevos derivados 5-aminofuranos permitirian
determinar la influencia electrénica de la porcion 2-hidrazonilfurano en la toxicidad
celular de los derivados, puesto que se eliminaria la capacidad de estos de entrar en
reciclaje redox por reduccién del grupo 5-nitro, y ademas se modificaria la densidad

electréonica de la porcién 2-hidrazonilfurano.

(0]
0 /lk NaBH
O,N N\ 4 .
_N NH » Descomposicion del producto en TLC
L T
0]
(0]

0
N N\ /“\ NaBH,
2 \ / N/N\ /O THF

Figura 8. Ensayos de reduccion con hidruros metalicos
Los ensayos de reduccion con NaBH, en THF anhidro condujeron a la
descomposicion de los productos, evidenciado en TLC.

(0)

> Descomposicion del producto en TLC

En un primer intento de reduccion del grupo nitroaromatico se llevé a cabo el en-
sayo de estos dos compuestos con dos reconocidos agentes reductores: i) borohidruro
de sodio efectuado en THF vy ii) hierro metélico (Fe’ en medio acético-agua-etanol

(figura 9)*. Ambos ensayos no condujeron a los amino derivados, comprobandose

23Las reacciones se realizaron en diferentes condiciones de temperatura y de concentracién de
solventes
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también una descomposicién de los productos por generacion de variadas manchas

en cromatografia en capa fina (TLC) (por su sigla en inglés, Thin Layer Chromato-

graphy).

Se intentd, no obstante, la purificacién por cromatografia en columna, enviandose
a 'H-RMN uno de los productos obtenidos. Los espectros de resonancia magnética
nuclear obtenidos confirmaron la descomposicién®®. En tal sentido, los productos de
reduccion no fueron re-purificados. Esta inestabilidad del nticleo de nitrofurano a los
procesos reductivos, podrian corresponder a productos de apertura del anillo furano

cuya formacién se verfa favorecida en los ambientes reductivos ensayados (figura 10)

29, 54].
(o)
© )k Fer
O.N N N NH Descomposicion del producto en TLC
— r
\ / N Etanol:Ac. acético:Agua (1:1:1)
50°C, 1h
(0]
(0]
O,N © /[k Fe?
2 N\ _N 0 - > Descomposicion del producto en TLC
\ / N7\ /  Etanol:Ac. acético:Agua (1:1:1)
50°C,1h

Figura 9. Ensayos de reducciéon con metales en medio acido
En la literatura esta reportada la reduccién de nitroaromaticos con hierro en medio
acido. No obstante, estos ensayos condujeron a la degradacion del producto. Se
ensayaron otros metales y diferentes condiciones de temperatura y tiempo.

24Datos no mostrados
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HN 0 N 0 N 0
_— AN HO/ XX
\ +
/ — —
Hidroxilamina Cis Trans

0 )

S5-aminofurano l

nitrilo derivado

Figura 10. Apertura del anillo furano por tautomerismo del intermediario
En la reducciéon del grupo 5-nitro, la hidroxilamina intermediaria puede adoptar las
conformaciones cis o trans, donde la apertura del anillo furano se ve favorecida en
esta ultima.
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Al estudiar la reduccion de ambos farmacos con hierro metalico en medio acido,
se considerd el uso de otros metales reductores como zinc polvo (Zn”)® y estafo
(en sus formas Sn°, SnCl, y SnCl, - H,0). Las reacciones no procedieron, o bien, en
el caso del ensayo de reduccion de furazolidona con zinc polvo, se descompuso el

producto evidenciado por multiples manchas en la TLC?S.

5.1.2. Ensayos de Reduccién por Hidrogenaciéon Catalitica

Dado que los ensayos previos no condujeron a la obtencion de productos aislables,
o simplemente no procedieron las reacciones, y en relacién con lo encontrado en

literatura, se decidié intentar la reduccién por hidrogenacion catalitica [56].

(0]

O
O,N )]\ H, (5 bar)
2 \N/N NH > Descomposicién del producto en TLC
\ / \ g 5% Pd-C, Metanol
O
O
0N 0 N /L H, (10 bar)
NN O Descomposicion del producto en TLC
\ / \ / 5% Pd-C, Metanol

Figura 11. Ensayos de reduccion mediante hidrogenacion catalitica
Este ensayo se realizé basado en lo descrito por Ebetino et al. [56]. Las condiciones
en las cuales se llevaron a cabo los ensayos, condujeron a la descomposicién del
producto.

ZEste fue previamente activado utilizando HCI [55]
26Datos no mostrados
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Estos ensayos se realizaron en metanol anhidro con 5% de Pd-C a 5 o 10 bar de
presién de hidrégeno (para nitrofurantoina y furazolidona, respectivamente), lo que
condujo a la desaparicién de los productos de partida, con aparicion de multiples
manchas en las TLC (figura 11). Uno de los productos de la reaccién con nitrofuran-
toina, dada su polaridad quedd retenido en el origen de la placa cromatografica. No
fue posible purificarlo, de manera que no se procedié a la purificacién de los produc-
tos obtenidos. Es probable que el producto se haya descompuesto en un mecanismo

similar a lo descrito anteriormente (figura 10).

5.1.3. Ensayos de Reduccién Electroquimica

Debido a que los intentos de reduccion del grupo nitroaromético con agentes
reductores clasicos no procedieron, se intenté abordar la reduccién electroquimica de
los dos farmacos nitrofuranos. En un reporte previo, el farmaco nifuroxazida y un
derivado metilado?”, fueron evaluados a través de una voltametria ciclica que indicaba
picos de reduccion a -350 mV y -1350 mV. Posteriormente, estas moléculas fueron
sometidas a un potencial fijo de reduccion de -1350 mV donde se obtuvo tanto la

reduccién del grupo 5-nitrofurano a 5-aminofurano como del puente azometino [57].

2TEl compuesto en cuestién es un derivado metilado en el hidroxilo de la benzohidrazida (4-
metoxi- N’-((5-nitrofuran-2-il)metilen)benzohidrazida)
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Nitrofurantoina 50 mM Furazolidona 50 mM

L 2
: ;
Bt =]
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Potencial (V) Potencial (V)

Figura 12. Voltametria ciclica de nitrofurantoina y furazolidona
Las voltametrias ciclicas se realizaron en DMSO burbujeado con gas inerte y luego
en atmosfera inerte (Ar o Ny), con TBAP como electrolito con una corriente de
barrido de 500 mV/s. Se indican con una linea punteada vertical, los picos de
reduccién observados para ambos nitrofuranos.

Con este antecedente, mediante voltametria ciclica utilizando un electrodo de
carbén vitreo en DMSO en atmésfera inerte (en No o Ar), con perclorato de tetrabu-
tilamonio (TBAP) como electrolito, se observé que ambos nitrofuranos presentaban
picos de reduccién y oxidacion (figura 12), por lo que se ensay6 la reduccién a po-
tencial fijo (-1200 mV), tomando como referencia el pico de reduccién observado a
-900 mV bajo las condiciones en las que fue realizada el ensayo (figura 12). Sin em-
bargo, la reduccion electroquimica tanto para nitrofurantoina como furazolidona, no

procedi6 en ambos casos (figura 13).
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Tris 0,1 M:Metanol (1:1)
Buffer Citrato pH3-6
3-5 horas

L

/H\ -1200 mV
>  No hubo reaccién

Tris 0,1 M:Metanol (1:1)
Buffer Citrato pH3-6
3-5 horas

-1200 mV
> No hubo reaccioén

Figura 13. Ensayos de reduccion electroquimica
Los ensayos se realizaron basados en lo descrito por Largeron y Fleury [57]. Se
consideraron los resultados previos obtenidos por las voltametrias ciclicas (figura
12), manteniendo un potencial de reduccién fijo superior a los picos de reduccién de
nitrofurantoina y furazolidona.

5.2. SINTESIS DE 2-HIDRAZONILFURANO DERIVADOS C-5 SUS-

TITUIDOS

Dado que los ensayos de reduccién del grupo 5-nitro no llevaron a produc-
tos aislables, se procedié a sintetizar cinco pequenas familias (1-5) de nuevos 2-
hidrazonilfurano derivados sustituidos con —H, —CHjz, —Br y —NOs en la posicion 5
del anillo furano. Los grupos escogidos son electrénicamente neutros (—H), electro-
donor débil (—~CHj) y electroatractores (—Br y —Cl). Estas moléculas conservan la
porcién 2-hidrazonilfurano, pero presentan distintos grupos sustituyentes a la hidra-

zona que modifican sus caracteristica electrénicas y de solubilidad.
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Estas reacciones se llevaron a cabo utilizando 2-furaldehidos C-5 funcionaliza-
dos, en presencia de las hidrazinas comerciales semicarbazida, fenilhidrazina, 1-
aminohidantoina, hidrazida benzoica e hidrazida p-hidroxibenzoica (ver seccién 4.2.1,

figura 5).

5.2.1. Sintesis de Familia 1. Obtencion de Derivados de Semicarbazida:

la-1d y NFZ

La primera familia sintetizada corresponde a andlogos del farmaco nitrofurazona
(NFZ), el cual es utilizado como agente antibacteriano tépico. Estos derivados sin-
tetizados, presentan un grupo carbonilo electroatractor adyacente a la hidrazona el
cual permite el desplazamiento de la nube electronica en las moléculas, disminuyendo
la densidad electrénica en la porcion 2-hidrazonilfurano. Ademads, el sustituyente de
semicarbazida, confiere a estos derivados una disminucion en la lipofilia evidenciado

por sus valores de consensus LogP menores a 1 (tabla 2).

Las reacciones se llevaron a cabo baséndose en lo descrito por Leite et al. [45], con
algunas modificaciones. En breve, en tubos de ensayo se pesaron cantidades equimo-
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lares de semicarbazida clorhidrato y se adicionaron 5 ml de agua destilada y 100 ul
de dcido acético glacial (AcOH) aplicando ultrasonido por 5 minutos de manera de
solubilizar las hidrazinas. Luego, se adicionaron por goteo los 2-furaldehidos, con lo
que procede la reaccién ya que inmediatamente se obtienen precipitados. La adicién
de AcOH instala un equilibrio acido-base que permite la neutralizacién de la sal
cuaternaria de semicarbazida a su base libre. Esta, posterior ataque nucleofilico al
sistema aldehidico, conduce al proceso de adicion-condensacién con eliminacién de
agua y formacién de la semicarbazona. Una vez terminada la reaccién, se aprecié un
precipitado de diferentes colores para los productos obtenidos (blanco para la-1d,
y amarillo para NFZ). La solucién, con el sélido presente, fue filtrada y el sélido
colectado en el filtro, lavado con porciones de agua fria (3 x 15 ml) y posteriormente

los filtrados secados en horno al vacio a 50 °C toda la noche.

Los compuestos obtenidos fueron estructuralmente caracterizados por 'H-RMN

y BC-RMN, FT-IR, p.f. y EMAR (ver anexo B, paginas 110-130).

5.2.2. Sintesis de Familia 2. Obtenciéon de Derivados de Fenilhidrazina:

2a-2c

ZT

0 X

\ |
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Para la sintesis de esta familia se consideré la incorporacién de un grupo electro-
donor y que ademas otorga lipofilia a las moléculas. Es por ello por lo que se considerd
el uso del grupo fenilo como sustituyente para las moléculas de esta familia, y asi

obtener derivados 2-hidrazonilfurano lipofilicos y electronicamente enriquecidos.

Para la sintesis de estos derivados se realizé el mismo procedimiento descrito

anteriormente (ver figura 5).

En tubos de ensayo se pesaron cantidades equimolares de fenilhidrazina clorhidra-
to y se adicionaron 5 ml de agua destilada y 100 pl de dcido acético glacial (AcOH)
aplicando ultrasonido por 5 minutos de manera de solubilizar las hidrazinas. Luego,
se adicionaron por goteo los 2-furaldehidos y procedié la reacciéon. Una vez termi-
nada la reaccién, se aprecié un precipitado de diferentes colores para los productos
obtenidos (marrén para 2a y 2b, y rojo para 2c). La solucidn, con el sélido presente,
fue filtrada y el sélido colectado en el filtro, lavado con porciones de agua (3 x 15
ml). Posteriormente, el filtrado se secd en estufa de vacio a 50°C durante toda la

noche.

Los compuestos obtenidos fueron estructuralmente caracterizados por 'H-RMN

y BC-RMN, FT-IR, p.f. y EMAR (ver anexo B, paginas 135-145).
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5.2.3. Sintesis de Familia 3. Obtencién de Derivados de 1-aminohidantoina:

3a-3d y NHT

La familia 3 toma como base la estructura del farmaco nitrofurantoina (NHT),
antibacteriano utilizado para el tratamiento de infecciones del tracto urinario. La pre-
sencia del grupo hidantoina, como sustituyente en la hidrazona, que contiene un gru-
po carbonilo electroatractor, contribuye al desplazamiento de la densidad electronica

del puente hidrazona favoreciendo una disminucion de ésta.

La sintesis de estos derivados se realiz6 segin lo descrito anteriormente (ver figura
5). Cabe destacar que este es el primer reporte de sintesis de nitrofurantoina a través
de esta metodologia. En un tubo de ensayo se pesaron cantidades equimolares de
1-aminohidantoina clorhidrato y se adicionaron 5 ml de agua destilada y 100 ul de
acido clorhidrico 1 M (o dcido acético glacial 100 ul) aplicando ultrasonido por 5
minutos de manera de solubilizar las hidrazinas. Luego, se adicionaron por goteo los
2-furaldehidos (0,100 mmol) y procedié la reaccién. Una vez terminada la reaccién,

se aprecié un precipitado de diferentes colores para los productos obtenidos (blanco
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para 3a-3d y amarillo para NHT'). La solucidn, con el s6lido presente, fue filtrada y el
sélido colectado en el filtro, lavado con porciones de agua (3 x 15 ml). Posteriormente,

el filtrado se secé en estufa de vacio a 50 °C durante toda la noche.

Los compuestos obtenidos fueron estructuralmente caracterizados por 'H-RMN

y BC-RMN, FT-IR, p.f. y EMAR (ver anexo B, paginas 150-170).

5.2.4. Sintesis de Familia 4. Obtencion de Derivados de Hidrazida Ben-

zolca: 4a-4e

La sintesis de esta familia se basé en analogos no hidroxilados del farmaco nifu-
roxazida, utilizado para el tratamiento de trastornos gastrointestinales ocasionados
por microorganismos. Por este motivo se consider6 el uso de hidrazida benzoica como
sustituyente, el cual al poseer un grupo carbonilo electroatractor disminuye la den-
sidad electrénica del puente hidrazona, y al carecer del grupo hidroxilo en posicion

para en el anillo benceno incrementa moderadamente su lipofilia (tabla 2).

Para la sintesis de estos derivados se realizé el mismo procedimiento descrito

anteriormente (ver figura 5).
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En tubos de ensayo se pesaron cantidades equimolares de hidrazida benzoica
y se solubilizaron en 5 ml de agua destilada aplicando ultrasonido por 5 minutos,
anadiendo gotas de una soluciéon de HCl 1 N hasta su total disolucién. Luego, se
adicionaron por goteo los 2-furaldehidos (1 equivalente) y procedié la reaccién. Una
vez terminada la reaccién, se aprecié un precipitado de diferentes colores para los
productos obtenidos (blanco para 4a-4d y amarillo para 4e). La solucién, con el
solido presente, fue filtrada y el sélido colectado en el filtro, lavado con porciones de

agua fria (3x15 ml). Posteriormente, el filtrado se seco en estufa de vacio.

Los compuestos obtenidos fueron estructuralmente caracterizados por 'H-RMN

y BC-RMN, FT-IR, p.f. y EMAR (ver anexo B, paginas 175-195).

5.2.5. Sintesis de Familia 5. Obtencién de Derivados de Hidrazida p-

hidroxibenzoica: 5a-5d y NFX

La sintesis de esta familia se basa en anélogos del fAirmaco nifuroxazida (NFX).
La presencia de un grupo donor hidroxilo en posicién para en el anillo benceno dis-

minuye discretamente la lipofilia de estos derivados en comparacién a su contraparte
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de la familia 4 (tabla 2).

Para la sintesis de estos derivados se realizé el mismo procedimiento descrito
anteriormente (ver figura 5). Cabe destacar que este corresponde al primer reporte

de sintesis de este farmaco a través de la metodologia descrita.

En tubos de ensayo se pesaron cantidades equimolares de hidrazida p-hidroxibenzoica
y se solubilizaron en 5 ml de agua destilada aplicando ultrasonido por 5 minutos,
anadiendo gotas de una soluciéon de HCl 1 N hasta su total disolucién. Luego, se
adicionaron por goteo los 2-furaldehidos (1 equivalente) y procedié la reaccién. Una
vez terminada la reaccion, se aprecido un precipitado de diferentes colores para los
productos obtenidos (blanco para 5a-5d y amarillo para NFX). La solucién, con el
solido presente, fue filtrada y el sélido colectado en el filtro, lavado con porciones de

agua fria (3 x 15 ml). Posteriormente, el filtrado se secé en estufa de vacio.

Los compuestos obtenidos fueron estructuralmente caracterizados por 'H-RMN

y BC-RMN, FT-IR, p.f. y EMAR (ver anexo B, paginas 200-220).

45



5.3. MAPAS DE POTENCIAL ELECTROSTATICO DE 2-HIDRAZO-

NILFURANO DERIVADOS

Con el objetivo de determinar el efecto de los sustituyentes en C-5 del anillo furano
y en la hidrazona sobre la densidad electrénica de la porcién de 2-hidrazonilfurano

se calcularon los mapas de potencial electrostatico de los derivados sintetizados.

La densidad electrénica sobre el anillo furano varia de acuerdo a los sustituyen-
tes en C-5, donde la densidad electrénica en el anillo heterociclico incrementa segin
NO; < CI < Br < H < CHj siendo el grupo nitro aquel que deja la menor den-
sidad electronica en este, y el metilo aquel que mas la incrementa. Este patron se
observa entre todas las familias sintetizadas, y de hecho, el efecto electroatractor
de los sustituyentes en C-5 se transmite a lo largo de la porciéon 2-hidrazonilfurano
(figuras 14-18), pero de forma no tan evidente como en el anillo furano. Comparan-
do los mapas entre familias, la densidad sobre el anillo furano es equiparable entre
las diferentes familias, a excepcién de la familia 2 que presenta una alta densidad

electrénica en relacion a las otras familias (figura 15).
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Figura 14. Mapas de potencial electrostatico de derivados de familia 1
Los potenciales electrostaticos se muestran en colores, indicando centros ricos en electrones de color rojo y
centros pobres en electrones con color azul. Arriba (izq a der): NFZ-1a. Abajo (izq a der): 1b-1c-1d.
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Figura 15. Mapas de potencial electrostatico de derivados de familia 2
Los potenciales electrostaticos se muestran en colores, indicando centros ricos en electrones de color rojo y
centros pobres en electrones con color azul. De izq a der: 2c-2a-2b.



6%

- ~
3 £

Figura 16. Mapas de potencial electrostatico de derivados de familia 3
Los potenciales electrostaticos se muestran en colores, indicando centros ricos en electrones de color rojo y
centros pobres en electrones con color azul. Arriba (de izq a der): NHT-3a. Abajo (de izq a der): 3b-3c-3d.
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Figura 17. Mapas de potencial electrostatico de derivados de familia 4
Los potenciales electrostaticos se muestran en colores, indicando centros ricos en electrones de color rojo y
centros pobres en electrones con color azul. Arriba (de izq a der): 4c-4a. Abajo (de izq a der): 4b-4c-4d.
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Figura 18. Mapas de potencial electrostatico de derivados de familia 5

Los potenciales electrostaticos se muestran en colores, indicando centros ricos en electrones de color rojo y
centros pobres en electrones con color azul. Arriba (de izq a der): NFX-5a. Abajo (de izq a der): 5b-5¢c-5d.




Los resultados de los calculos de los potenciales electrostaticos nos sugieren que
la presencia de grupos electroatractores como NOs, Cl y Br son capaces de disminuir
la densidad electrénica en la porcién 2-hidrazonilfurano. Cabe destacar que los tres
grupos electroatractores escogidos, exhiben efectos diferenciales sobre la disminucién
de la densidad electrénica del anillo furano, y la porcién de hidrazona, posiblemente

debido a las propiedades intrinsecas de cada grupo sustituyente.

En general, las caracteristicas electroatractoras de un grupo se relacionan a las
propiedades electronegativas de este, donde el grupo NO, y los halégenos Cl y Br,
corresponden a grupos electroatractores con caracteristicas electronegativas simila-
res entre ellos. No obstante, el efecto de estos sustituyentes sobre el desplazamiento
electronico no dependera uinicamente de su electronegatividad, sino también de otra
propiedad intrinseca denominada dureza. Este parametro hace referencia a las ca-
racteristicas que permiten la facilidad de distorsién de la distribucion de la densidad
electrénica en un atomo o grupo de atomos [58]. Un incremento en la dureza de un
sustituyente esta relacionada a una disminucion del radio atémico, una alta carga

nuclear efectiva, y una disminucién en la polarizabilidad® de este [59, 60].

En particular, los grupos electroactractores escogidos presentan diferentes grados

de dureza®, donde ésta incrementa segtin NOy < Br < Cl [60]. Este efecto de la du-

28La polarizabilidad mide la respuesta de un ién o molécula a un campo eléctrico, la cual estd
determinada por los valores de dureza del 4&tomo o i6n
29En particular, los halégenos incrementan su dureza en el orden I < Br < Cl < F
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reza de los sustituyentes permite explicar las diferencias observadas en los mapas de
potencial electrostaticos calculados, donde el grupo NO, al ser electronegativo pero
blando, permite una mayor polarizabilidad, lo que favorece la distorsion electronica
en la molécula; efecto que se pierde notablemente en la presencia del grupo electro-
atractor Cl, que a pesar de ser mas electronegativo que los otros dos grupos, al ser
mas duro, pierde su polarizabilidad y por lo tanto su capacidad de distorsionar la

densidad electrénica en la porcién 2-hidrazonilfurano.

Ademas, la densidad electrénica en la porcion 2-hidrazonilfurano también se ve
influenciada por los grupos sustituyentes a la hidrazona, incrementando en la presen-
cia del sustituyente fenilo (familia 2, figura 15) y disminuyendo en presencia de los
sustituyentes electroatractores. Cuando se comparan los sustituyentes a la hidrazo-
na, opuestos al anillo furano, la densidad electrénica varia desde: bajo (hidantoina,
familia 3), neutro (carboxamida, familia 1) y alta (fenilhidrazina, familia 2; ben-
zohidrazidas familias 4 y 5), lo que indica la presencia de grupo pobres y ricos en
electrones (ver mapas de potencial electrostéticos, figuras 14-18). Estos efectos se
pueden evidenciar empiricamente al comparar los valores de desplazamiento quimico
obtenido a través de la resonancia magnética nuclear de carbono-13 a la cual fueron

sometidos los derivados sintetizados durante su caracterizacion.

El desplazamiento quimico de un atomo esta influenciado por el ambiente quimico
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de éste, donde ambientes pobres en electrones desprotegen al dtomo en cuestién,
manifestado como un desapantallamiento de la senal hacia campo bajo (mayores

valores de ppm).

Tabla 1. Valores de desplazamiento quimico () del carbono iminico de la hidrazona

H

oL 1T
RE AN

Desplazamiento quimico (d) en ppm del carbono iminico

Familia Sustituyentes en C-5

H CHj Br Cl NO,

] 130 130,7 128,8 129,3 1279
(1a) (1b) (1c) (1d) (NFZ)

9 1277 i 126 i 1244

(2a) (2b) (2¢)

5 133,3 133,7 132,1 132,6 131,6
(3a) (3b) (3c) (3d) (NHT)

4 133,4 133,4 133,2 133,7 132,8

(4a) (4b) (4c) (4d) (4e)

5 136,7 136,7 135,4 136 134,5
(5a) (5b) (5¢) (5d) (NFX)

Los valores de desplazamiento quimicos fueron asignados al carbono iminico
(destacado en rojo) respecto al TMS, los cuales se encuentran en detalle en la
caracterizacién de los derivados sintetizados (ver Anexo B, pdginas 110-220).

En la tabla 1, se indican los valores de desplazamiento quimico § (en ppm) de
BC-RMN del carbono iminico presente en la hidrazona (ver figura en la tabla 1).
Este valor entrega un resultado empirico que permite la comparacion del ambiente

quimico del carbono iminico entre los derivados sintetizados.
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El desplazamiento quimico del carbono iminico se desapantalla conforme incre-
mentan las caracteristicas electroatractoras del sustituyente en la hidrazona, donde
se aprecia el marcado efecto electrodonor del fenilo sustituyente (familia 2), com-
parado al efecto electroatractor del sustituyente de hidrazida benzoica (familia 4).
Estos valores empiricos de resonancia magnética nuclear se relacionan a los calculos

obtenidos para los mapas de potencial electrostatico.

Los célculos realizados sugieren entonces que la densidad electréonica sobre la por-
cién 2-hidrazonilfurano dependera de la electronegatividad y dureza del sustituyente

en C-5 del anillo furano y del grupo sustituyente a la hidrazona.

5.4. VALORES DE CONSENSUS LogP DE LOS DERIVADOS de 2-

HIDRAZONILFURANO SINTETIZADOS

El valor del coeficiente de particién octanol-agua (LogP) ha sido ampliamente
descrito como un indicador de lipofilia. Este parametro es importante en la prediccién
del perfil farmacocinético de farmacos, o de nuevas moléculas sintetizadas, donde
moléculas con LogP elevados (mayores a 5) presentardn una mala absorcién, o bien

una mala permeacion celular o tisular [61].

Los calculos realizados sobre los derivados sintetizados indican que estos presen-

tan diferentes perfiles de lipofilia. En particular, la familia 1 presenta los coeficientes
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LogP maés pequenos, mientras que las familias 2 y 4 los valores més altos (tabla 2).

Tabla 2. Valores de consensus LogP calculados para derivados sintetizados

Sustituyente en C-5 del anillo furano

Familia H CH, Br Cl NO,

! 0,13 0,27 0,65 0,57 -0,59
(1a) (1b) (1c) (1d) (NFZ)

) 9222 ] 2.9 ] 1.65

(2a) (2b) (2c)

; 0,2 0,32 0,48 0,41 20,74
(3a) (3b) (3¢c) (3d) (NHT)

A 2.03 231 2.6 257 1.39

(4a) (4b) (4c) (4d) (4e)

- 1,64 1,77 211 2.03 0,9
(5a) (5b) (5¢) (5d) (NFX)

Los valores mostrados corresponden al promedio aritmético obtenido entre 5 calculos
independientes de LogP, a través del software de uso libre SwissADME.

En el caso de los nitrofuranos evaluados en este trabajo (NFZ, 2c, NHT, 4e y
NFX), todos resultaron ser las moléculas mas insolubles de cada familia, a pesar de
que en los consensus LogP estos aparecen con una menor lipofilia en comparacién a
sus contrapartes no nitradas (ver tabla 2). Este hecho puede deberse a que el grupo
nitro es altamente polar disminuyendo la lipofilia de las moléculas en los calculos

tedricos, lo que se ve de manifiesto en la disminucion de los valores de consensus

LogP.

Los céalculos tedricos sugieren que en términos farmacocinéticos todas las molécu-

las sintetizadas, al menos en lo que refiere a la lipofilia, serian capaces de ingresar a
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la célula’®.

5.5. EFECTO DE LOS 2-HIDRAZONILFURANO DERIVADOS SO-

BRE LA VIABILIDAD CELULAR

Con el objetivo de determinar el efecto de la porcién de 2-hidrazonilfurano so-
bre la toxicidad celular, se determiné el efecto de los derivados sintetizados sobre la
viabilidad de diversas lineas celulares humanas. Estas lineas celulares fueron escogi-
das tomando en consideracion los diferentes efectos adversos observados en pacientes
luego del consumo oral de nitrofuranos, razén por la cual se escogieron lineas repre-

sentativas de tejido renal, hepatico, sanguineo, pulmonar y gastrointestinal.

Para determinar el efecto sobre la viabilidad celular, se llevaron a cabo dos técni-
cas: 1) reduccién de sales de tetrazolio (MTT) e ii) incorporacién de rojo neutro.
Ambas técnicas son ampliamente utilizadas en la literatura para determinar viabili-
dad celular. La primera comprende el metabolismo de una sal de tetrazolio, la cual
es reducida a un compuesto insoluble. La segunda, en cambio, se basa en la incorpo-
racion de la sonda a los lisosomas de las células viables, los cuales dado su ambiente

acido permiten la protonacion de la sonda, quedando esta retenida.

30El software SwissADME realiza miiltiples célculos farmacocinéticos aparte del LogP. Todas las
moléculas sintetizadas cumplen las reglas de Lipinski: no més de 5 enlaces donores de H, no maés
de 10 enlaces aceptores de H, masa molecular menor a 500 Da, LogP menor a 5
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Los resultados obtenidos a través de ambas técnicas muestran que la sustitucién
del grupo nitro disminuye la toxicidad de los derivados, pero no la suprime por com-
pleto. En el caso de los derivados sustituidos en C-5 del anillo furano con grupos
electronicamente neutros o donores como H y CHj, la toxicidad disminuye consi-
derablemente en la mayoria de los derivados; mientras que la presencia del grupo
halégeno Br en C-5 permite que los derivados mantengan un perfil de toxicidad, al

menos evidenciado en las lineas celulares Hep G2, HL-60 y A549 (tablas 3-7).

Por otra parte, la sustitucion en la hidrazona pareciera ejercer un efecto diferen-
cial sobre la toxicidad de los derivados sintetizados. En el caso de las familias con
sustituyentes electroatractores (familia 1, 3, 4 y 5), la toxicidad incrementa confor-
me incrementa el perfil electroatractor del sustituyente a la hidrazona (ver mapas de
potencial electrostatico, figuras 14-18); efecto evidenciado en la familia 5 siendo la

mas citotéxica entre las previamente mencionadas (tabla 7).

Particularmente, cada sustituyente confiere caracteristicas fisicoquimicas diferen-
tes a los derivados sintetizados. Los derivados de la familia 1 tienen un grupo sus-
tituyente (semicarbazida) cuyas propiedades electroatractoras son las més débiles
dentro de todas las familias previamente mencionadas, siendo ademaés la familia con
la mayor solubilidad, siendo esta la familia con un menor perfil de toxicidad (tabla

3).
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En este mismo sentido, en la familia 3 el sustituyente de hidantoina se presen-
ta como un mejor grupo electroatractor en comparacion al de semicarbazida de la
familia 1, presentando propiedades de solubilidad intermedias en comparacion a los
otros derivados. Sumado a lo anterior, los derivados de la familia 4 y 5 presentan
mejores caracteristicas electroatractoras en comparacién a las dos familias previa-
mente descritas, lo que, sumado a sus propiedades de solubilidad, contribuirian en

mayor grado a la toxicidad ejercida por estos derivados.

Por otra parte, los resultados obtenidos con la familia 2 muestran una elevada
toxicidad en todos los derivados sintetizados (tabla 4). En el caso de los resultados
obtenidos con la técnica de MTT se observa que estos no se relacionan a sus contra-
partes en rojo neutro. Al momento de realizar los ensayos de viabilidad, las células
fueron observadas al microscopio donde se veia que a altas concentraciones no habia
células adheridas, o células presentes, en el pocillo del experimento, pero que al mo-
mento de cuantificar la reduccion de la sal de tetrazolio el pocillo se tornaba de azul

intenso, incrementando la absorbancia a 570 nm.

Ademas, aquellos pocillos que si tenian células, a concentraciones menores de los
derivados de la familia 2, las células se apreciaban con una gran cantidad de cristales
de formazan. Lo anterior nos sugiere que estos derivados, de alguna forma inducen

la reduccién intracelular de las sales de tetrazolio.
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De hecho, para descartar la reduccion directa por parte de estos derivados, se
incubaron los derivados de la familia 2 en medio de cultivo bajo las mismas condi-
ciones de la técnica de MTT en ausencia de células, y no se observé la reduccion de
las sales de tetrazolio, evidenciado en la permanencia del color amarillo caracteristico

de la sal de tetrazolio oxidada (datos no mostrados).

Los resultados obtenidos a través de la técnica de rojo neutro indican que, en
el caso de estos derivados sintetizados, la sustitucién del grupo nitro no suprime
la toxicidad celular. De hecho, tal como queda de manifiesto en la tabla 4 estos
derivados exhiben una elevada toxicidad ain con la presencia de un H o Br en C-5

(compuesto 2a y 2b, respectivamente).

En el caso de la familia 2, la presencia de un grupo fenilo electrodonor, contribuye
al incremento de la densidad electrénica en el puente de hidrazona (figura 15, a la vez
que genera un incremento de la lipofilia de estos derivados (figura 2), lo que podria

contribuir en la toxicidad observada en estos.

Los resultados obtenidos sugieren que la citotoxicidad de nitrofuranos no esta de-
terminada por la presencia del grupo 5-nitro, sino que seria més bien la sumatoria en-
tre las propiedades electrénicas propias de este grupo (es decir, su capacidad de ser re-
ducido) junto con las caracteristicas electrénicas del esqueleto de 2-hidrazonilfurano,

lo que estaria influenciado por el grupo sustituyente a la hidrazona.
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En los anexos A.1, A.2 y A.3 se muestran algunos resultados experimentales

obtenidos con MTT y rojo neutro (paginas 99-103)
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Tabla 3. Efecto de derivados de la familia 1 sobre la viabilidad celular

Sustituyente en C-5 del anillo furano

Linea celular NO; (NFZ) H (1a) CHj; (1b) Br (1c) Cl (1d)
MTT Rojo MTT Rojo MTT Rojo MTT Rojo MTT Rojo
Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro
HEK-293 30,9 51,8 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
+2,8 +1,8
HCT 116 44,8 60,4 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
+6,5 +3,2
HL-60 4,3 23,2 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
+0,4 +0,5
Hep G2 45,0 71,2 >500 375,0 >500 211,3 327,3 104.,5 >500 >500
+4,2 +10,5 +60, 4 +19,5 +63,9 +11,61
A549 40,9 58,5 >500 >500 >500 471,1 >500 433.7 >500 >500
+1,4 +3,1 +16,7 + 26,1

En la tabla se muestran los resultados obtenidos a través de la técnica de MTT (a la izquierda) y rojo neutro (a la
derecha). Cada valor corresponde al promedio més desviacién estandar del resultado obtenido en 3 experimentos
independientes. Los valores > indican que no fue posible calcular una Cl5( en las concentraciones evaluadas.
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Tabla 4. Efecto de derivados de la familia 2 sobre la viabilidad celular

Sustituyente en C-5 del anillo furano

Linea celular NO; (2¢) H (2a) Br (2b)
MTT Rojo Neutro MTT Rojo Neutro MTT Rojo Neutro
HEK-293 224 +2/6 6,4 +0,7 129 £1,6 24,3 £3,8 >250 37,1 +£1,2
HCT 116 21,8 +4,2 21,8 +£4,2 53,3 +£13,5 53,3 £13,5 >250 50,1 +£1,8
HL-60 >250 11,4 £0,9 >500 473 £2,5 >250 134,3 +£9,3
Hep G2 13,0 £0,6 20,6 +£2,6 143,7 £10,4 62,9 £3,5 28,6 1,7 13,2 £0,9
Ab49 23,7 +£0,6 4,2 +0,1 >500 30,1 £2,0 2624 £7,4 110,6 £7,3

En la tabla se muestran los resultados obtenidos a través de la técnica de MTT (a la izquierda) y rojo neutro (a la
derecha). Cada valor corresponde al promedio méas desviacién estandar del resultado obtenido en 3 experimentos
independientes. Los valores > indican que no fue posible calcular una Clsy en las concentraciones evaluadas.
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Tabla 5. Efecto de derivados de la familia 3 sobre la viabilidad celular

Sustituyente en C-5 del anillo furano

Linea celular ~ NO, (NHT) H (3a) CH; (3b) Br (3c) Cl (3d)
MTT Rojo MTT Rojo MTT Rojo MTT Rojo MTT Rojo
Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro
HEK-293 37,7 40,4 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
+1.5 +2.7
HCT 116 83,7 105,2 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
+6,5 +7,9
HL-60 81,1 40,0 >500 >500 >500 >500 >500 388,4 >500 >500
+5.6 +1,8 +25,7
Hep G2 28.6 43,4 >500 285,1 >500 243,2 >500 158.,9 >500 >500
+2,1 +3,1 +57,3 +21,1 +34,5
A549 29.8 59,9 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
+0,9 +3,1

En la tabla se muestran los resultados obtenidos a través de la técnica de MTT (a la izquierda) y rojo neutro (a la
derecha). Cada valor corresponde al promedio més desviacién estandar del resultado obtenido en 3 experimentos
independientes. Los valores >indican que no fue posible calcular una CIj; en las concentraciones evaluadas.
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Tabla 6. Efecto de derivados de la familia 4 sobre la viabilidad celular

Sustituyente en C-5 del anillo furano

Linea celular NO; (4e) H (4a) CHj; (4b) Br (4c) Cl (4d)

MTT Rojo MTT Rojo MTT Rojo MTT Rojo MTT Rojo

Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro

HEK-293 10,6 14,6 >500 >500 >500 >500 117,1 214,1 >500 >500
+0,3 +0,8 +7,4 +5,1

HCT 116 13,4 13,4 >500 >500 >500 >500 219,2 148.7 >500 >500
+0,3 +0,6 +15,1 +75,6

HL-60 10,0 17,6 >500 >500 >500 >500 211,0 165,6 >500 >500
+0,8 +0,5 +10,5 +4,4

Hep G2 18,7 25,7 >500 420,7 >500 65,6 162,5 82,5 >500 >500
+1,1 +6,5 +25,9 +4.7 +14,6 +8,7

A549 16,5 46,7 >500 380,3 >500 356,7 208,0 150,3 >500 >500
+0,5 +3,4 +32,5 +16,1 +22,2 +10,4

En la tabla se muestran los resultados obtenidos a través de la técnica de MTT (a la izquierda) y rojo neutro (a la
derecha). Cada valor corresponde al promedio més desviacién estandar del resultado obtenido en 3 experimentos
independientes. Los valores > indican que no fue posible calcular una Cl5( en las concentraciones evaluadas.
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Tabla 7. Efecto de derivados de la familia 5 sobre la viabilidad celular

Sustituyente en C-5 del anillo furano

Linea celular ~ NOy (NFX) H (5a) CHj; (5b) Br (5c¢) Cl (5d)

MTT Rojo MTT Rojo MTT Rojo MTT Rojo MTT Rojo

Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro

HEK-293 7.4 10,9 >500 >500 >500 >500 168,5 154,3 >500 >500
40,2 +0,7 +9,1 +9,1

HCT 116 8,0 14,1 >500 >500 >500 >500 166,1 160,0 >500 >500
+0,4 +0,7 +6,7 +7,8

HL-60 6,6 7.4 >500 213,3 >500 3079 139,5 9.4 >500 >500
+0,2 +0,1 +14,7 +10,8 +10,5 +£0,3

Hep G2 14,8 23,5 >500 >500 >500 >500 213,9 102,0 >500 >500
+1,0 +3,4 +19,2 +15,1

A549 9,0 14,4 >500 410,9 398,1 309,1 138.,9 51,7 >500 >500
+0,2 +0,7 +27,5 +21,9 +£26,8 +4,9 +0,7

En la tabla se muestran los resultados obtenidos a través de la técnica de MTT (a la izquierda) y rojo neutro (a la
derecha). Cada valor corresponde al promedio més desviacién estandar del resultado obtenido en 3 experimentos
independientes. Los valores > indican que no fue posible calcular una Cl5( en las concentraciones evaluadas.



5.6. EFECTO DE LOS 2-HIDRAZONILFURANO DERIVADOS EN
LA GENERACION DE ERO INTRACELULAR EN LAS LINEAS

HL-60 Y HEP G2

Uno de los mecanismos de toxicidad propuestos por los cuales actuarian los nitro-
furanos es la generacién de ERO intracelular producto del reciclaje redox del grupo
5-nitro. Es por ello, que se decidi6 evaluar el efecto de los derivados sintetizados en

su capacidad de generacién de ERO intracelular.

Para las células HL-60, se observd que ninguno de los derivados sintetizados, in-
cluidos los nitrados, fue capaz de inducir la generacion ERO intracelular comparado
al control con DMSO, a excepcién de los derivados 5a y 5b (figura 19). Estos resul-
tados pueden explicarse tomando en consideracién que las células HL-60 presentan
una baja expresion de la enzima citocromo P450 reductasa, la cual es la principal
responsable de la reduccién monoelectrénica del grupo 5-nitro [19]. Por lo tanto,
la incapacidad de generar ERO intracelular ain en presencia del grupo 5-nitro, se

explicaria por sus niveles enzimaticos de citocromo P450 reductasa.
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Figura 19. Generacion de ERO intracelular en HLL-60
La generacion de fluorescencia fue medida durante 1 hora luego de la exposicién de las células a una
concentracion de 50 pM. En blanco se indican los controles, en grafito los derivados no nitrados, en amarillo los
derivados nitrados, y en negro el control positivo con peréxido de hidrégeno (H,O5). Los resultados son
expresados calculados como la cinética de generacién de fluorescencia normalizados respecto al control (ver
ecuacion 6 en seccion A.4). (***) p < 0,01.
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Figura 20. Generacion de ERO intracelular en Hep G2
La generacion de fluorescencia fue medida durante 1 hora luego de la exposicion de las células a una
concentracion de 50 M. En blanco se indican los controles, en grafito los derivados no nitrados, en amarillo los
derivados nitrados, y en negro el control positivo con peréxido de hidrégeno (Hy0O5). Los resultados son
expresados calculados como la cinética de generacién de fluorescencia normalizados respecto al control (ver
ecuacion 6 en seccion A.4). (***) p < 0,01.



Por otra parte, en los experimentos de viabilidad todos los derivados sintetizados
exhibfan un marcado perfil t6xico en las células HL-60 (ver resultados 5.5, pdginas 62-
66), no obstante, estos derivados no son capaces de inducir la generacién de ERO en
esta linea celular (figura 19). Esto sugiere que, al menos en esta linea celular, existen

mecanismos de toxicidad no relacionados a la generacion de ERO intracelular.

Para las células Hep G2, con origen hepatico que presentan una alta expresion de
citocromo P450 reductasa, se obtuvieron resultados inesperados: no sélo los deriva-
dos nitrados fueron capaces de inducir la generaciéon de ERO intracelular, sino que
también los derivados halogenados. A pesar de carecer del grupo 5-nitro susceptible
de entrar en reciclaje redox, estos derivados fueron capaces de inducir la generacién
de ERO intracelular en niveles comparables, e incluso superiores a sus contrapartes

nitradas (ver compuestos 5c¢ y 5d, figura 20).

Sumado a lo anterior, otros resultados inesperados fueron los obtenidos con los
derivados de la familia 2. En particular, estos compuestos que exhibieron una alta
toxicidad en todas las lineas celulares evaluadas (ver resultados 5.5, paginas 62-66),
no fueron capaces de inducir la generacién de ERO intracelular, ain cuando estuviera
el grupo 5-nitro presente en el compuesto 2c. Es mas, el efecto observado con estos
compuestos muestra una menor pendiente en los niveles de fluorescencia generada

en el tiempo en comparacién al control (figuras 19 y 20). Esto ultimo sugiere que
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estos compuestos podrian estar inhibiendo la respiracion celular.

Los resultados obtenidos sugieren que la generacién de ERO intracelular no de-
pende de la presencia del grupo 5-nitro, sino méas bien las propiedades electronicas
de la porcién 2-hidrazonilfurano, donde la presencia de grupo electroatractores sus-
tituyentes en C-5 y en la hidrazona incrementan la capacidad de generacién de ERO
intracelular. Al respecto, tal cual se observa en los mapas de potencial electrostatico
(figuras 14-18), y sumado a lo evidenciado en los desplazamientos quimicos del car-
bono iminico (tabla 1), la capacidad de generacién de ERO intracelular incrementa
conforme disminuye la densidad electrénica en la porcion de 2-hidrazonilfurano. De
hecho, la presencia del sustituyente fenilo electrodonor en la hidrazona (familia 2),
a pesar de incrementar la toxicidad de los derivados, suprime la capacidad de estos

de generar ERO intracelular.

En el anexo A.4 se muestran algunos experimentos representativos obtenidos para

las lineas celulares HL-60 y Hep G2 (pédgina 104)
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5.7. EFECTO DE DERIVADOS DE 2-HIDRAZONILFURANO EN LA
GENERACION DE ANION SUPEROXIDO INDUCIDO POR RE-

CICLAJE REDOX

Tal y como ha sido mencionado, la enzima citocromo P450 reductasa es la prin-
cipal responsable de la reducciéon monoelectrénica de compuestos nitrados en el or-
ganismo, por lo que su papel en el reciclaje redox de nitrofuranos estda ampliamente
documentado (ver figura 3). En los experimentos anteriores de generacién de ERO
intracelular, se obtuvieron resultados inesperados con los derivados no nitrados, en
particular los derivados halogenados. Producto de lo anterior, se decidié evaluar la
capacidad de los derivados sintetizados de generar anion superoxido a través de la

reduccion enzimatica por la enzima citocromo P450 reductasa.

Con esta finalidad, se consider6 el uso de la sonda PGR, capaz de interactuar
de forma estequiométrica con anién superéxido®!, lo que permitirfa la cuantificacién
de generacién de este radical inducido por reciclaje redox. La enzima citocromo
P450 reductasa se obtuvo a partir de microsomas hepaticos de rata, y el sustrato
NADPH a través de un sistema generador utilizando la enzima glucosa 6-fosfato

deshidrogenasa. De esta forma, es posible mantener niveles constantes de NADPH

31La sonda PGR puede interactuar con diferentes radicales libres [62]. En el sistema empleado en
este trabajo se ve favorecida la generacién de anién superdxido, por lo que la interaccién de PGR
con otros posibles radicales que se formaran se considera insignificante
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en el medio, asegurando un ambiente reductor que permita la posterior reduccién

enzimdtica de los derivados sintetizados (ver seccién 4.3.4, figura 6).

Los derivados no nitrados no fueron capaces de inducir la generacién de anion
superoxido a través de reduccién enzimatica, lo que sugiere que la generacién de ERO
intracelular no se debe tinicamente a la capacidad de los derivados de ser reducidos

a través de la enzima citocromo P450 reductasa.

En particular, inicamente los derivados nitrados fueron capaces de entrar en re-
ciclaje redox en diferentes magnitudes, a excepcion del compuesto 2c el cual a pesar
de ser nitrado no fue capaz de generar anion superdxido a través del sistema en-
zimatico evaluado. Este derivado, a pesar de ser uno de los derivados mas citotéxicos
evaluados, no fue capaz de inducir la generacion de ERO intracelular y tampoco fue
capaz de entrar en reciclaje redox incluso a altas concentraciones (200 pM), lo que

sugiere que su toxicidad no se debe tnicamente a la presencia del grupo 5-nitro.
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Figura 21. Generacion de anion superéxido inducido por reciclaje redox
La generacion de anion superéxido fue cuantificada a través del blanqueamiento de la sonda PGR, de acuerdo a
lo descrito en métodos (ver seccién 4.3.4). En amarillo se muestran los derivados nitrados. Los valores se
expresan en generacion de anién superdxido en pM por min, normalizados por cantidad de proteina microsémica.
Los resultados se expresan como promedio y desviacién estandar de 3 experimentos independientes.



Estos resultados, pueden ser explicados en términos de la densidad electrénica de
la porcion 2-hidrazonilfurano. Esté descrito que los potenciales de reduccién del gru-
po 5-nitro se correlacionan con el efecto citotdxico asociado a estos [63-66]. En efecto,
mientras menor sea la densidad electrénica en la porcién de 2-hidrazonilfurano mayor
es la susceptibilidad del grupo 5-nitro de ser reducido; efecto que se ve evidenciado

en los mapas de potencial electrostaticos (figuras 14-18).

Sumado a lo anterior, una reciente publicacion sugiere que la deficiencia electroni-
ca en el nitrégeno del grupo 5-nitro del farmaco nitrofurantoina, favorece su reduc-
cién, lo que contribuiria a su toxicidad hepética [67]. Por el contrario, la presencia del
grupo electrodonor fenilo en la hidrazona desfavorece la reduccién del grupo 5-nitro
alin enzimaticamente, probablemente debido a una desestabilizacién de la estructura

resonante del intermediario radicalario [64].

Ademas, la presencia de los grupos electroatractores ejerce un efecto diferencial
sobre el reciclaje redox. Ciertamente, en términos de comparacion de los sustituyen-
tes a la hidrazona el grupo semicarbazida tiene la menor capacidad electroatractora,
hidantoina es intermedio y las benzohidrazidas tienen una alta capacidad electro-
atractora (ver 5.3, figuras 14-18). Esto permite explicar porqué, a la misma concen-
tracion, NFZ genera cuantitativamente menos anién superéxido que NHT y ésta

menos que el farmaco NFX (figura 21). Sumado a lo anterior, esta descrito que ni-
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furtimox tiene una capacidad de entrar en reciclaje redox aiin menor en comparacién
a nitrofurantoina y furazolidona, lo que podria estar explicado por la presencia del

sustituyente donor de tiomorfolina en la hidrazona [49].

La reduccion monoelectrénica del grupo 5-nitro se vera favorecida conforme dis-
minuye la densidad electrénica en el nitrogeno de este grupo [67]. La citocromo P450
reductasa ejerce un mecanismo reductivo de tipo ping-pong, por lo que el radical
nitroaniéon puede reaccionar con oxigeno, o bien, ser reducido nuevamente por esta
enzima. De esta forma, se generara el intermediario nitroso, y con ello la posterior
generacion de la hidroxilamina, los cuales si pueden ser reducidos por otras enzimas

como la monooxigenasa citocromo P450 [68-70].

Si bien, el primer paso reductivo dependera de la disminucion en la densidad
electronica de la molécula, los pasos siguientes se veran favorecidos con la presencia de
electrones 7 disponibles para el nitrégeno terminal de la hidrazona [64]. El mecanismo
de reduccién propuesto en la figura 22, permite comprender de mejor manera la
influencia de las sustituciones en la hidrazona sobre el cardcter reductivo del grupo
5-nitro, y asi explicar los fenémenos observados en los experimentos de generacion

de anién superoxido.
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Figura 22. Mecanismo propuesto para la reduccién del grupo 5-nitro
En mamiferos la reduccién del grupo 5-nitro es principalmente monoelectronica,
pero dado el mecanismo tipo ping-pong de la citocromo P450 reductasa, los
intermediarios nitroso e hidroxilamina pueden ser metabolizados por otras enzimas
como la monooxigenasa citocromo P450.

77



Los resultados obtenidos muestran que la sola presencia del grupo 5-nitro no
es suficiente para inducir la generacién de anién superdxido, sino que su ambiente
electronico esta directamente relacionado a la capacidad de ser reducido; por lo que
el efecto de densidad electrénica en la molécula no sélo influird en la capacidad del

nitrofurano de generar ERQO, sino también en la toxicidad relativa a éste.

En el anexo A.5 se muestra un experimento representativo obtenido para los

compuestos 5¢ y NFX (pagina 108)

5.8. EFECTO DE LOS DERIVADOS DE 2-HIDRAZONILFURANO
SINTETIZADOS SOBRE LA ACTIVIDAD GST CITOSOLICA

HEPATICA

Las enzimas de la familia de GST catalizan la conjugacién de GSH con sustratos
lipofilicos y con centros electrofilicos, conformando el primero de los cuatro pasos en
la biotransformacion de xenobidticos en la ruta de los dcidos mercapturicos [71]. En
particular, los nitrofuranos no son metabolizados a través de esta via, y de hecho,

no existen reportes de conjugados entre GSH y nitrofuranos [42].

Previamente se ha discutido sobre las propiedades electronicas y lipofilicas de
los derivados sintetizados. A pesar de no ser sustratos de estas enzimas, se decidio

evaluar el efecto inhibitorio de las moléculas sintetizadas sobre la actividad glutatién
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S-transferasa de citosol de higado de rata.

En la tabla se muestra el perfil inhibitorio de los derivados sintetizados sobre la
actividad GST. Todos los nitrofuranos fueron capaces de inhibir la actividad GST,
pero soélo fue posible calcular una Clsy para NFZ y NHT, con valores de 157 uM y

136 uM, respectivamente.

En particular, los derivados no nitrados de la familia 1 no fueron capaces de
inhibir la actividad enzimética, probablemente debido a la notoria disminuciéon de
la lipofilia de estos al sustituir el grupo nitro, sumado al incremento en la densidad

electrénica de estos derivados (ver figuras 14-18 y valores de LogP en tabla 2).

En la familia 2, s6lo fue posible obtener el valor de Cl5y para el derivado 2a (168
pM), ya que por problemas de solubilidad en las condiciones que se llevé a cabo el
experimento, los derivados 2b y 2c precipitaban a concentraciones superiores a 150
uM. El efecto inhibitorio de esta molécula sobre la actividad GST se puede explicar
en funcién de la marcada lipofilia de los derivados de la familia 2 (tabla 2). A pesar
de poseer un grupo fenilo electrodonor, la lipofilia de estos derivados les permitiria

interactuar con las enzimas de esta familia.
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Tabla 8. Efecto de derivados de 2-hidrazonilfurano sobre la actividad GST de citosol

de higado de rata

Familia Sustituyente en C-5 Clsg sobre actividad GST (uM)
H (1a) n.i.
1 Br (1c) n.i.
Cl (1d) n.i.
NO, (NFZ) 157,0 £7,4
H (2a) 163,0 23,9
2 Br (2b) n.d.
NO; (2c) n.d.
H (3a) n.i.
CHj; (3b) n.i.
3 Br (3c) n.i.
Cl1 (3d) n.i.
NO, (NHT) 136,4 £ 6,1
H (4a) n.i.
CH; (4b) 1284 £ 10,0
4 Br (4c) 197,8 + 18,8
Cl (4d) 08,7 £ 10, 1
N02 (46) n.d.
H (5a) n.i.
5 Br (5¢) 153,6 +19,7
Cl (5d) n.i.
NO, (NFX) n.d.

Los valores son expresados como Clsg sobre la actividad GST evaluada segun lo
descrito anteriormente (seccién 4.3.6). Todos los resultados estan expresados como
promedio y desviacion estandar como el resultado de 3 experimentos
independientes. (n.i.: no inhibe en el rango de concentraciones evaluados; n.d.: no
determinado por problemas de solubilidad).

Respecto de la familia 3, sélo el farmaco nitrofurantoina (NHT) fue capaz de
inhibir la actividad GST. La pérdida en la capacidad inhibitoria por los derivados

no nitrados, puede deberse a lo descrito previamente para la familia 1: pérdida de
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lipofilia e incremento de la densidad electronica en el esqueleto farmacoférico. En
particular para NH'T, se procedié a determinar el mecanismo de inhibicién que este
farmaco ejerce sobre las GST (figura 23). Esta familia de enzimas se caracteriza por
poseer dos sustratos, lo que implico la determinaciéon del mecanismo de inhibicién
para cada sustrato en particular (GSH y CDNB). Los resultados indican que NHT
disminuye los valores de K,,, y V... para ambos sustratos, lo que sugiere un sitio de
unién alostérico (o sitios) en las enzimas, lo que provocarfa cambios conformacionales

tales que se inhibirfa la actividad enzimatica.

Los derivados de la familia 4, todos fueron capaces de inhibir la actividad GST.
Esto se deberd al perfil lipofilico asociado a esta familia (todas las moléculas presen-
tan un consensus LogP mayor a 2, ver tabla 2), sumado a la deficiencia electrénica en
la porcion de 2-hidrazonilfurano, evidenciada en los mapas de potencial electrostati-

CO.

Para los derivados de la familia 5, sélo los derivados con grupos electroatractores
5¢ y NFX fueron capaces de inhibir la actividad GST, pudiendo obtener un valor
de CI5p tUnicamente para el derivado 5c¢ por problemas de solubilidad con NFX.
Los cambios en la densidad electronica y en el perfil lipofilico de estos derivados,
sugieren la pérdida en la capacidad inhibitoria de esta familia, efectos explicados con

anterioridad.
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Figura 23. Mecanismo de inhibicién de nitrofurantoina sobre la actividad GST
citosolica
El mecanismo de inhibicién de la actividad GST se determiné con dos
concentraciones de NHT superiores al Clj, sobre la actividad GST (160 y 190
pM). Arriba: curva para GSH a una concentracién de CDNB constante (1 mM),
Abajo: curva para CDNB a una concentracién de GSH constante (4 mM). Cada
punto expresa el promedio y desviacién estandar de al menos dos experimentos
independientes

Tal y como se mencioné anteriormente, un estudio sobre la enzima glutatiéon S-
transferasa B-1 (GSTB-1) de la bacteria gram-negativa Proteus mirabilis determiné

que esta enzima es inhibida por una gran cantidad de antibidticos, entre los cuales
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se encuentra nitrofurantoina [41]. Este estudio no profundiza mayormente en la in-
teraccion de nitrofurantoina con GST, sin embargo, se destaca que los cambios en
los pardmetros enziméticos de la enzima (disminucién de la k., y de la K,, para
CDNB y GSH) sugieren la unién de este farmaco a un sitio (o sitios) diferente al
de sitio de unién a GSH (sitio catalitico) y al del sustrato CDNB (sitio hidrofébi-
co, denominado sitio H), y que esta unién produciria un cambio conformacional que
inhibirfa asf la actividad GST. Los autores del mencionado estudio destacan que esta
isoforma de la enzima bacteriana, a pesar de ser secuencialmente diferente, es similar

estructuralmente a las enzimas de mamifero.

Sumado a lo anterior, un estudio sobre los efectos de la biotransformacion de ni-
trofurantoina y nifurtimox en microsomas hepaticos de rata mostré que estos farma-

cos inhiben la actividad GST microsémica hepética [72].

Los resultados obtenidos demuestran que los nitrofuranos inhiben la actividad
GST de citosol hepatico de rata de una forma concentracion dependiente. Ademas,
los resultados obtenidos con nitrofurantoina sobre la actividad GST sugieren que este
antibiético inhibiria la actividad enzimética a través de la union a sitios alostéricos

de la enzima, de una manera similar a lo descrito por Perito et al. [41].

33



5.9. EFECTO ANTIBACTERIANO DE LOS 2-HIDRAZONILFURANO
DERIVADOS DE SOBRE CEPAS DE FEscherichia coli Y Staphy-

lococcus aureus

Los nitrofuranos corresponden a una familia de farmacos con conocidas propieda-
des antibacterianas y antiparasitarias. El efecto antibacteriano ha sido atribuido a la
reduccion dielectrénica del grupo 5-nitro a través de enzimas nitroreductasas de tipo
I. Debido a que los derivados 2-hidrazonilfurano presentan diferentes sustituyentes
en la posicién 5 del anillo furano se decidi6 evaluar el efecto de estos sobre cultivos

bacterianos.

Con este proposito, se escogié una cepa gram-negativa (FE. coli) y una cepa gram-
positiva (S. aureus). Los ensayos indican que la actividad antibacteriana, en las
condiciones evaluadas, se pierde cuando el grupo 5-nitro ha sido reemplazado (tabla

9).

Interesantemente, el derivado nitrado 2c no exhibe actividad antibacteriana en
todo el rango de concentraciones evaluadas, a pesar de ser este el mas citotoxico de
los derivados sintetizados. Estos resultados, pueden explicarse en base a lo descrito
previamente respecto de la densidad electrénica de este y su incapacidad de ser

reducido (ver secciones 5.3 y 5.7, figuras 15 y 21, respectivamente).
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Tabla 9. Determinacion de la CIM bacteriana de los 2-hidrazonilfurano derivados

Faili Sustituyente en C-5 CIM sobre cepas bacterianas (ug/ml)
amilia .
(compuesto) E. coli S. aureus
H (1a) >64 >64
CH; (1b) >64 >64
1 Br (1c) >64 >64
Cl (1d) >64 >64
NO, (NFZ) 8 16
 (2a) ~64 >64
2 Br (2b) >64 >64
NO; (2¢) >32 >32
H (3a) >64 >64
CHj; (3b) >64 >64
3 Br (3c) >64 >64
Cl (3d) >64 >64
NO, (NHT) 8 16
 (4a) ~64 >64
CHj; (4b) >64 >64
4 Br (4c) >64 >64
Cl (4d) >64 >64
NO; (4e) >32 >32
H (5a) >64 >64
CHj; (5b) >64 >64
5 Br (5c) ~64 ~64
Cl (5d) >64 >64
NO, (NFX) 32 8

Los resultados se expresan como el valor de la concentracién de la molécula que
inhibié el crecimiento bacteriano observado en tres experimentos independientes.
Los controles internos gentamicina y vancomicina exhibieron una CIM de 0,5
pug/mly 1 pg/ml para E. coli y S. aureus, respectivamente, en todos los
experimentos realizados.

El incremento en la densidad electronica producto de la sustitucion de la hidra-
zona con un fenilo donor de electrones, desfavorece las estructuras resonantes que

ocurren durante el proceso reductivo del grupo 5-nitro, impidiendo de esta forma
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la reduccion de éste. De esta forma, para el caso de microorganismos que reducen
grupos nitros principalmente a través de un mecanismo dielectrénico, la reduccién

se veria igualmente desfavorecida que para las enzimas de mamiferos.

Estos resultados sugieren, que la actividad antibacteriana de nitrofuranos no
depende unicamente de la presencia del grupo 5-nitro, sino de la capacidad de este
de ser reducido, lo que viene determinado por la densidad electronica de la porcién

2-hidrazonilfurano de acuerdo al grupo presente en la hidrazona.

En el anexo A.6 se muestra un experimento representativo obtenido para deriva-

dos de la familia 3 (figura 32, pagina 109)
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6. CONCLUSIONES

. La citotoxicidad de 2-hidrazonilfuranos no es dependiente de la presencia del

grupo H-nitro.

. La capacidad de generacién de ERO intracelular es dependiente de la disminu-

cion en la densidad electrénica de la porcién 2-hidrazonilfurano.

. La capacidad de generacién de ERO intracelular no depende de la presencia

del grupo 5-nitro.

. La capacidad de nitrofuranos de ser reducidos a través de la enzima cito-
cromo P450 reductasa depende de la densidad electrénica en la porcién 2-

hidrazonilfurano.

. Los nitrofuranos son inhibidores de la actividad GST de citosol hepatico de

rata.

. El efecto antibacteriano de nitrofuranos esta influenciado por la densidad electréni-

ca de la porcion 2-hidrazonilfurano
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A.l.

A. EXPERIMENTOS
REPRESENTATIVOS

Experimentos Representativos de Viabilidad Obtenidos en la Linea

Celular A549
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Figura 24. Experimentos Viabilidad por MTT en Linea Celular A549
Cada condicion fue evaluada en triplicado.
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Figura 25. Experimentos Viabilidad por RN en Linea Celular A549
Cada condicion fue evaluada en triplicado.
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A.2.

Experimentos Representativos de Viabilidad Obtenidos en la Linea

Celular Hep G2
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Figura 26. Experimentos Viabilidad por MTT en Linea Celular Hep G2
Cada condicion fue evaluada en triplicado.

101



150+
200+
N —- 1a 5 o 2
3 1504 -1 3 -
3 -~ 1c E 1001 = 2a
-]
§ 100+ NFZ 3
2 g 501
> 504 >
B ES
T T 1 o 1
-6 -5 -4 3 6 -3
Log ([compuesto], M) Log ([compuesto], M)
(a) Familia 1 (b) Familia 2
1504
150+
-~ 3c - - 4a
[ o
[} = - 4C
E I v+ 11 T3 e L o 4
Rl . -3 S e
- ]
8 NHT 3
g 5] E 51 o
> 2 o
B X o
0 T T | o T T 1
-6 -5 4 -3 6 -5 -4 3
Log ([compuesto], M) Log ([compuesto], M)
(c¢) Familia 3 (d) Familia 4
200+
NFX
8
S 150 - 5a
8 -e- 5¢c
3
] 1004
=
8
S 50
ES
v T T 1
] 5 4 3

Log ([compuesto], M)

(e) Familia 5

Figura 27. Experimentos Viabilidad por RN en Linea Celular Hep G2
Cada condicion fue evaluada en triplicado.
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A.3. Experimentos Representativos de Viabilidad Obtenidos en la Linea

Celular HL-60
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Figura 28. Experimentos Viabilidad por RN en Linea Celular HL-60
Cada condicion fue evaluada en triplicado.
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Cada condicion fue evaluada con 4 réplicas.
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(e) Familia 5

Figura 30. Experimentos representativos de generacién de ERO intracelular en la

Linea Hep G2

Resultados normalizados. No se incluyé en los graficos la condicion HoOy 100 M.
Cada condicion fue evaluada con 4 réplicas.
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Los resultados de la generacion de ERO intracelular fueron calculados conside-
rando la linealidad en la curva. Cada experimento n fue analizado en particular, y

los céalculos fueron realizados de la siguiente forma:

Para cada curva fue sustraido el valor inicial donde la curva comenzara a ser li-
neal. Este valor de unidad relativa de fluorescencia sera denominado U RF},ormalizados

el cual fue calculado de la siguiente forma:

URFnormalizado - URFemperimento - URFt:O (]-)

donde U RFeyperimento corresponde al valor crudo obtenido experimentalmente, y
URFr—g corresponde al valor inicial de URF en el tiempo (ver figura (29)). Asi, cada

curva partirfa desde un valor de U RF,,ormaiizadot=0 = 0.

Luego, fue calculada la regresion lineal para cada recta, con lo que se obtuvie-
ron pendientes para cada experimento individual denominadas mg, . imento, donde
experimento corresponde a la condicién evaluada (e.g. compuesto 2a) y n a la réplica
del experimento (e.g. pocillo C8 de la placa de 96 pocillos). Ademads, las pendiente del

control se denominan m!, ., para diferenciarlas de las pendientes experimentales.

Las pendientes fueron calculadas segin:

T n —_—n _
m" . _ Zt:O(URFexperimento - URFea:perimento)(t - t) (2)
experimento Zfzo (t — z)z

Donde T corresponde al tiempo final considerado para el célculo de la recta, t
al valor promedio de todos los tiempos considerados y W%pmmmw corresponde
al valor promedio de los resultados de fluorescencia. Las pendientes de los contro-
les fueron promediadas y consideradas como valor unitario, obteniendo para cada

experimento un valor de mY . =1 + d.e., segtn:
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N 2221 m?ontrol (3)

m =
trol
control Ny

donde m¥

—ontror COTTESponde al valor promedio de los controles del experimento

(definido en ecuacién 3) y n, al nimero de réplicas por experimento N.

Posteriomente, cada valor de my, . imento fue dividido por (3), obteniendo enton-

n

ces un valor llamado ROSZ, .. .imento

definido por:

m?r._ .
RO n _ experimento (4)

experimento —N
Meontrol

El cual corresponde al valor normalizado de generacion de fluorescencia de cada

réplica n en el experimento.

Posteriormente, se calculd el promedio y desviacién estandar para cada condicién
N

ezperimento en cada experimento N, obteniendo el valor ROS, . . imento: definido
por:
N me,
E>YaYal o experimento
ROSemperimento - mN (5>

control
Luego, el resultado reportado en las figuras 19 y 20 (llamado AURF/min (veces
respecto al control), ver seccién 5.6), corresponde al promedio y desviacién estandar

de los valores obtenidos en (5), definido por:

N
experimento (6)

total . 27]:/:1 ROS

experimento ~ N

ROS

donde N corresponde al nimero de experimentos independientes.
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A.5. Generacion de Anién Superoxido Inducido por Reciclaje Redox

Compuesto 5¢c Compuesto 5c (+ NADPH)

0.6 0.6+

0.4+ 0.4+

Absorbancia (U.A.)
Absorbancia (U.A))

300 400 500 600 " 400 500 600
(a) Compuesto 5¢

NFX NFX (+ NADPH)

0.6 0.6+

Absorbancia (U.A.)
Absorbancia (U.A.)
o
o

0.29

Y\l

T T T T
300 400 500 600

0.0-——— =

(b) Compuesto NFX

Figura 31. Cambios en el espectro de absorciéon de PGR
En la figura 31(a) se muestra que en presencia de NADPH no se generan radicales
libres que reduzcan al PGR, en cambio, en la figura 31(b) se aprecia el punto
isosbéstico y los cambios isocrémicos caracteristicos de la reduccién de PGR
(destacados con flechas). Cada linea, desde la negra a la mds clara, corresponde a 1
min de reaccion. Notese el incremento en la absorbancia a 340 nm producto de la
generacion de NADPH gracias al sistema microsémico (figura 6).

108



A.6. Determinacién de la CIM Bacteriana
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(b) Compuestos 3c y NHT

Figura 32. Experimentos de determinacion de CIM para E. coli
La columna 12 corresponde al control de esterilidad, y las filas G-H a los controles
internos con gentamicina. Cada compuesto y cada concentracion fue evaluada en
triplicado (filas A-C y D-E). Nétese en la figura 32(b) la inhibicién del crecimiento
bacteriano con NHT.
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B. MARCHAS DE REACCION Y
CARACTERIZACION

2-(Furan-2-ilmetilen)hidrazina-1-carboxamida (1a)

O

Una solucién de semicarbazida clorhidrato (1,1126 g; 9,976 mmol) en agua desti-
lada (10 ml), conteniendo AcOH (100 ul), es sometida a sonicacién por ultrasonido
por 30 min, anadiéndose a esta solucién 2-furaldehido (828 ul; 9,9967 mmol) por go-
teo, observandose la presencia de un precipitado blanquecino. Finalizado este tiempo,
la solucién es filtrada al vacio, y el filtrado lavado con agua destilada helada (2 x 15
ml). El sélido resultante es secado por 24 h en un horno de vacio a 50 °C, para dar

como resultado el compuesto 1la (1,4361 g; 94 % rendimiento).

TH-RMN (400 MHz, DMSO-dg) § ppm : 10.25 (s, 1H, NH), 7.76 (s, 1H, H-6),
7.73 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H-3), 6.79 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H-5), 6.56 (dd, J =
3.5, 1.8 Hz, 1H, H-4), 6.33 (s, 2H, NH2)

BC-RMN (101 MHz, DMSO-dg) § ppm : 156.6, 149.9, 144.0, 130.0, 112.0, 110.9.

« Ir v (cm™1): 3456 (N-H), 3287 (N-H), 1698 (C=0), 1519 (C=C), 1435 (C=N).

p.f. 203-208 °C.

EMAR [M+]: CgH;N3O5 cale 153.1390. Encontrado: 153.1382.
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2-((5-metilfuran-2-il)metilen)hidrazina-1-carboxamida (1b)

Una solucién de semicarbazida (0,4320 g; mmol3,873 mmol) en agua destilada
(10 ml), conteniendo AcOH (100 pl), es sometida a sonicacién por ultrasonido por
30 min, anadiéndose a esta solucién 5-metil-2-furaldehido (385,3 pl; 3,873 mmol)
por goteo, observandose la presencia de un precipitado blanquecino. Finalizado este
tiempo, la solucion es filtrada al vacio, y el filtrado lavado con agua destilada helada
(2 x 15 ml). El sélido resultante es secado por 24 h en un horno de vacio a 50 °C,

para dar como resultado el compuesto 1b (0,5827 g; 90 % rendimiento).

'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) § ppm : 10.16 (s, 1H, NH), 7.68 (s, 1H, H-6),
6.65 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H-3), 6.28 (s, 2H, NH2), 6.18 (d, J = 3.2 Hz, 1H,
H-4), 2.29 (s, 3H, CH3).

13C-RMN (101 MHz, DMSO-dg) § ppm :157.0, 153.8, 148.7, 130.7, 113.1, 108.7,
13.9. v (em™): 3456 (N-H), 3220 (N-H), 1674 (C=0),1573 (N-H),1442 (C=N).

p.f. 200-204 °C.

EMAR [M+]: C;HgN3Os calc 167.1656. Encontrado: 167.1666.
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2-((5-bromofuran-2-il)metilen)hidrazino-1-carboxamida (1c)

"~ N

Una solucién de semicarbazida (0,0860 g; 0,5810 mmol) en agua destilada (10
ml), conteniendo AcOH (100 pl), es sometida a sonicacién por ultrasonido por 30
min, anadiéndose a esta solucién 5-bromo-2-furaldehido (disuelto en 100 pl de DM-
SO; 0,0860 g; 0,5810 mmol) por goteo, observédndose la presencia de un precipitado
blanquecino. Finalizado este tiempo, la solucion es filtrada al vacio, y el filtrado la-
vado con agua destilada helada (2 x 15 ml). Finalizado este tiempo, la solucién es
filtrada al vacio, y el filtrado lavado con agua destilada helada (2 x 15 ml). El sélido
resultante es secado por 24 h en un horno de vacio a 50 °C, para dar como resultado

el compuesto 1c (0,0790 g; 59 % rendimiento).

TH-RMN (400 MHz, DMSO-dg) § ppm : 10.29 (s, 1H, NH), 7.68 (s, 1H, H-6),
6.84 (d, J = 3.4 Hz, 1H, H-3), 6.68 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H-4), 6.34 (s, 2H,
NH2).

BBC-RMN (101 MHz, DMSO-dg) § ppm : 156.3, 151.9, 128.8, 122.9, 114.0, 113.4.

= Ir v (cm™): 3464 (N-H), 3325 (N-H), 1681 (C=0), 1573 (N-H), 1442 (C=N).

p.f. dec. 210 °C.

EMAR [M+]: C¢HgBrN3;Os calc 232.0346. Encontrado: 232.0350.
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2-((5-clorofuran-2-il)metilen)hidrazina-1-carboxamida (1d)

W_Jﬁ

Una solucién de semicarbazida (0,0813 g; 0,7293 mmol) en agua destilada (10
ml), conteniendo AcOH (100 ul), es sometida a sonicacién por ultrasonido por 30
min, anadiéndose a esta solucién 2-furaldehido (0,0898 g en 100 wl; 0,6876 mmol)
por goteo, observandose la presencia de un precipitado blanquecino. Finalizado este
tiempo, la solucion es filtrada al vacio, y el filtrado lavado con agua destilada helada
(2 x 15 ml). El sélido resultante es secado por 24 h en un horno de vacio a 50°C,

para dar como resultado el compuesto 1d (0,1031 g; 80 % rendimiento).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) § ppm : 10.31 (s, 1H, NH), 7.69 (d, 1H, H-6),
6.88 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H-3), 6.60 (d, J = 3.5 Hz, 1H H-4), 6.35 (s, 2H, NH2).

13C-RMN (101 MHz, DMSO-dg) § ppm :156.81, 150.21, 136.42, 129.25, 113.61,
109.64.

= Ir v (em™1): 3456 (N-H), 3278 (N-H), 1705 (C=0), 1589 (N-H), 1427 (C=N).

p.f. 186-188 °C.

EMAR [M+]: CgHgCIN3Os: calc 188.0227. Encontrado: 188.0229.

125



9¢1

TH NME (400 MHz, DMS0-d) & 10,31 is, TH), 7.69 (LS = 0.8 Hz, 1H), 6.8% (4 7=

3.5 He, 1H), 6.60 {d, /= 3.5 Hz, 1H), 6.35 (3. 2H). OO0
g  Ldwad
- T coooS
= TR EEEER : GERSE
- P=r= o el = l.'l. =ledeled
b [ | oot
D
SR
JI3/500
2] [ |[ew
1641 anem| [sasy L

—
o

| 1 -

pae
T

“H -
B &
T z -g LI |

=181

L T T T T T
180 125 120 118 11.0 1

st

K 1 1 !’ 1 N 1 L | N 1 L) 1 N 1 ’ 1 N 1 1 !’ 1 N
100 9% 94 BS EBO Y5 70 65 &0 55 50 45 40 35 30 25 20 1

Figura 45. Espectro "H-RMN compuesto 1d

— T T T ¥ T T
S 1.0 @45 00 -



Lcl

“C NMR (101 MHz, DMSO0) 6 156.81, 150.21, 136.42, 12925,
113.61, 109.64,

—156.81
—150.21
—136.42
— 128,25
—113.61
—109.64

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 S0 @80 70 60 50 40 30 20 10

Figura 46. Espectro *C-RMN compuesto 1d



8¢T

%T

A0

d

4000

3800

3200 2800 2400 2000 1600
omd

Figura 47. Espectro de FT-IR compuesto 1d

400



6¢1

AA-CFS 123 (1 268 TOF W5 ES=
100 1880229 GRS
274 2EAE
& 1825078 39T ITR M5
S— .29 201,058 S
1080552 “l;::“f;a -

5 | { il 458 9733 sap ggp 200580 57,2700 -
0 00 150 200 = g0 350 400 450 500 550 e B30 oo TS0 &0 a5 pe) = 1000
AA-CFS 125 (1.288) TOF M5 ESe
100 2T 1.9703

16302500
ZTR.A085
g Mz NN
BT O MANTTE
2780137
o TEZ. T AINMTE 45 BI6E
) i HE BES ST ST
o i ST popome  £dB008E TADSIH -

50 100 150 2m 250

30 3] &0 &5 50D 550

&0D 650 OO 750 BID B50 800 50

Figura 48. Espectroscopia de masas de alta resoluciéon compuesto 1d



2-((5-nitrofuran-2-il)metilen)hidrazina-1-carboxamida (nitrofurazona, NFZ)

Una solucién de semicarbazida (0,1110 g; 0,9944 mmol) en agua destilada (10
ml), conteniendo AcOH (100 ul), es sometida a sonicacién por ultrasonido por 30
min, anadiéndose a esta solucién 5-nitro-2-furaldehido (disuelto en 100 pl de DM-
SO; 0,1404 g, 0,0052 mmol) por goteo, observandose la presencia de un precipitado
amarillo. Finalizado este tiempo, la solucion es filtrada al vacio, y el filtrado lavado
con agua destilada helada (2 x 15 ml). El sélido resultante es secado por 24 h en un
horno de vacio a 50 °C, para dar como resultado el compuesto 1le (nitrofurazona)

(0,1796 g; 97 % rendimiento).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) ¢ ppm : 10.78 (s, 1H, NH), 7.79 (s, 1H, H-6),
7.76 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H-3), 7.22 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H-4), 6.61 (s, 2H,
NH2).

BC-RMN (101 MHz, DMSO-dg) 6 ppm : 156.4, 153.6, 151.7, 127.9, 115.7, 112.6.

= Ir v (cm™): 3464-3294 (N-H), 1720 (C=0), 1581(C=N), 1512 ((CH,)), 1388
(NO,).

p.f. no determinado

EMAR [M+]: C4HgN,Oy4 calc 198.1366. Encontrado: 198.1366.
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1-(furan-2-ilmetilen)-2-fenilhidrazina (2a)

Una solucién de fenilhidrazina (0,1458 g; 1,008 mmol) en agua destilada (10 ml),
conteniendo AcOH (100 pl), es sometida a sonicacién por ultrasonido por 30 min,
anadiéndose a esta solucién 2-furaldehido (84 ul; 1,010 mmol) por goteo, observando-
se la presencia de un precipitado blanquecino. Finalizado este tiempo, la soluciéon es
filtrada al vacio, y el filtrado lavado con agua destilada helada (2 x 15 ml). El sélido
resultante es secado por 24 h en un horno de vacio a 50 °C, para dar como resultado

el compuesto 2a (0,1986 g; 97 % rendimiento).

= 'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) & ppm : 10.31 (s, 1H, NH), 7.79 (s, 1H, H-6),
7.70 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H-5), 7.22 (t, J = 7.7 Hz, 2H, H-11), 7.02 (d, J = 7.7
Hz, 2H, H-10), 6.75 (t, J = 7.7 Hz, 1H, H-12), 6.64 (d, J = 3.4 Hz, 1H, H-3),
6.55 (dd, J = 3.4, 1.8 Hz, 1H, H-4).

= 13C-RMN (101 MHz, DMSO-dg) § ppm : 151.3, 145.5, 143.5, 129.6, 127.7, 119.3,
112.4, 112.3, 109.3, 60.2.

» Ir v (em™!): 3317 (N-H), 1481 (C=N), 1512 (C=C), 1442 (C=C).
= p.f. dec. 86 °C.

» EMAR [M+]: C1;H9N2O calc 186.2104. Encontrado: 186.2106.
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1-((5-bromofuran-2-il)metilen)-2-fenilhidrazina (2b)

Una solucién de fenilhidrazina (0,1646 g; 1,142 mmol) en agua destilada (10
ml), conteniendo AcOH (100 ul), es sometida a sonicacién por ultrasonido por 30
min, anadiéndose a esta solucién 5-bromo-2-furaldehido (0,1646 g disueltos en 100
pl de DMSO; 1,142 mmol) por goteo, observédndose la presencia de un precipitado
blanquecino. Finalizado este tiempo, la solucién es filtrada al vacio, y el filtrado
lavado con agua destilada helada (2 x 15 ml). El sélido resultante es secado por 24
h en un horno de vacio a 50 °C, para dar como resultado el compuesto 2b (0,0760 g;

50 % rendimiento).

=« 'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) § ppm : 10.39 (s, 1H, NH), 7.68 (s, 1H, H-6),
7.21 (t, 2H, H-11), 7.00 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-10), 6.76 (t, J = 7.2 Hz, 1H,
H-12), 6.67 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H-3), 6.66 (d, J = 3.4 Hz, 1H, H-4).

= BC-RMN (101 MHz, DMSO-dg) & ppm : 152.9, 144.8, 129.1, 126.0, 121.7, 119.1,
113.8, 112.0, 111.2.

» Ir v (em™'): 3302 (N-H), 1442 (C=N).
= p.f. ;300 °C.

» EMAR [M+]: C1;HgBrN,O cale 265.1060. Calculado: 265.1066.
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1-((5-nitrofuran-2-il)metilen)-2-fenilhidrazina (2c)

Una solucién de 1,4578 g (10,08 mmol) en agua destilada (10 ml), conteniendo
AcOH (100 pul), es sometida a sonicaciéon por ultrasonido por 30 min, anadiéndose
a esta solucién 5-nitro-2-furaldehido (1,4217 g disueltos en 100 pl de DMSO; 10,08
mmol) por goteo, observandose la presencia de un precipitado rojo. Finalizado este
tiempo, la solucion es filtrada al vacio, y el filtrado lavado con agua destilada helada
(2 x 15 ml). El sélido resultante es secado por 24 h en un horno de vacio a 50 °C. Los

cristales rojos filtrados corresponden al producto 2c¢ (2,2840 g; 98 % rendimiento).

IH-RMN (400 MHz, DMSO-dg) § ppm : 11.12 (s, 1H, NH), 7.78 (s, 1H, H-6),
7.73 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H-4), 7.27 (t, J = 7.7 Hz, 2H, H-11), 7.12 (¢, J = 7.7
Hz, 2H, H-10), 6.98 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H-3), 6.86 (t, J = 7.7 Hz, 1H, H-12).

13C-RMN (101 MHz, DMSO-dg) § ppm : 156.0, 151.4, 144.2, 129.7, 124.4, 121.0,
116.3, 113.3, 111.2.

= Ir v (em™): 3302 (N-H), 1597 (C=N), 1566 (NO,), 1365 (NO,), 1465 (C=C).

p.f. 190-192 °C.

EMAR [M+]: C11HgN303 Calculado: 231.2080. Encontrado: 231.2088.
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1-((furan-2-ilmetilen)amino)imidazolidin-2,4-diona (3a)

Una solucién de l-aminohidantoina (0,0768 g; 0,506 mmol) en agua destilada
(10 ml), conteniendo AcOH (100 ul), es sometida a sonicacién por ultrasonido por
30 min, anadiéndose a esta solucién 2-furaldehido (71 ul; 0,862 mmol) por goteo,
observandose la presencia de un precipitado blanquecino. Finalizado este tiempo, la
solucién es filtrada al vacio, y el filtrado lavado con agua destilada helada (2 x 15
ml). El sélido resultante es secado por 24 h en un horno de vacio a 50 °C, para dar

como resultado el compuesto 3a (0,0880 g; 90 % rendimiento).

= 'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) & ppm : 11.23 (s, 1H, NH), 7.81 (d, J = 1.8
Hz, 1H, H-5), 7.69 (s, 1H, H-6), 6.83 (d, J = 3.4 Hz, 1H, H-3), 6.62 (dd, J =
3.4, 1.8 Hz, 1H, H-4), 4.32 (s, 2H, CH2).

= 13C-RMN (101 MHz, DMSO-dg) & ppm :169.0, 153.4, 149.5, 144.9, 133.3, 113.0,
112.2, 48.9, 40.4, 40.2, 39.9, 39.7, 39.5, 39.3, 39.1, 38.9.

» Ir v (em™): 1782 (C=0), 1720 (C=0), 1481 (C=N), 1442 (CH,).
= p.f. dec. 220 °C.

» EMAR [M+]: CgH7N303 Calculado: 194.0560. Encontrado: 194.1872
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1-(((5-metilfuran-2-il)metilen)amino)imidazolidin-2,4-diona (3b)

(o)

ch\mN—N

Una solucién de 1-aminohidantoina (0,1674 g; 1,104 mmol) en agua destilada (10

o

ml), conteniendo AcOH (100 pl), es sometida a sonicacién por ultrasonido por 30 min,
anadiéndose a esta solucién 5-metil-2-furaldehido (100 ul; 1,005 mmol) por goteo,
observandose la presencia de un precipitado blanquecino. Finalizado este tiempo, la
solucién es filtrada al vacio, y el filtrado lavado con agua destilada helada (2 x 15
ml). El sélido resultante es secado por 24 h en un horno de vacio a 50 °C, para dar

como resultado el compuesto 3b (0,1832 g; 88 % rendimiento).

= 'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) § ppm : 11.20 (s, 1H, NH), 7.61 (s, 1H, H-6),
6.70 (d, J = 3.3 Hz, 1H, H-3), 6.23 (d, J = 3.3 Hz, 1H, H-4), 4.30 (s, 2H,
CH2), 2.33 (s, 3H, CH3);

= 13C-RMN (101 MHz, DMSO-dg) & ppm :169.4, 154.5, 153.7, 148.4, 133.7, 115.2,
108.9, 49.3, 13.9.

» Ir v (em™): 11782 (C=0), 1720 (C=0), 1527 (C=N), 1442 (CHy).
= p.f. dec. 230 °C.

» EMAR [M+]: CgHgN303 Calculado: 208.0717. Encontrado: 208.1800.
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1-(((5-bromofuran-2-il)metilen)amino)imidazolidin-2,4-diona (3c)

Una solucién de 1-aminohidantoina (0,0717 g; 0,4731 mmol) en agua destilada
(10 ml), conteniendo AcOH (100 ul), es sometida a sonicacién por ultrasonido por 30
min, anadiéndose a esta solucién 5-bromo-2-furaldehido (0,0828 g disueltos en 100
pl de DMSO; 0,4731 mmol) por goteo, observandose la presencia de un precipitado
blanquecino. Finalizado este tiempo, la solucion es filtrada al vacio, y el filtrado
lavado con agua destilada helada (2 x 15 ml). El sélido resultante es secado por 24
h en un horno de vacio a 50 °C, para dar como resultado el compuesto 3¢ (0,0636 g;

49 % rendimiento).

= 'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) § ppm : 11.27 (s, 1H, NH), 7.63 (s, 1H, H-6),
6.85 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H-3), 6.74 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H-4), 4.30 (s, 2H, CH2).

13C-RMN (101 MHz, DMSO-dg) § ppm :168.8, 153.3, 151.4, 132.1, 124.1, 115.5,
114.2, 48.9.

» Ir v (em™'): 1789 (C=0), 1712 (C=0), 1481 (C=N), 1442 (CH,).

p.f. dec. 220 °C.

EMAR [M+]: CgHgBrN3O3 Calculado: 271.9665. Encontrado: 272.0049.
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1-(((5-clorofuran-2-il)metilen)amino)imidazolidin-2,4-diona (3d)

Eé
s

Una solucién de l-aminohidantoina (0,1105 g; 0,7293 mmol) en agua destilada
(10 ml), conteniendo AcOH (100 ul), es sometida a sonicacién por ultrasonido por
30 min, anadiéndose a esta solucién 2-furaldehido (0,0898 g en 100 ul de DMSO;
0,6876 mmol) por goteo, observdndose la presencia de un precipitado blanquecino.
Finalizado este tiempo, la solucién es filtrada al vacio, y el filtrado lavado con agua
destilada helada (2 x 15 ml). El sélido resultante es secado por 24 h en un horno de

vacio a 50 °C, para dar como resultado el compuesto 3d (0,1393 g; 89 % rendimiento).

= 'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm : 11.29 (s, 1H, NH), 7.63 (s, 1H, H-6),
6.90 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H-4), 6.65 (dd, J = 3.5, 1.2 Hz, 1H, H-3), 4.31 (s,
2H).

» BC-RMN (101 MHz, DMSO-dg) 6 ppm :169.30, 153.77, 149.73, 137.43, 132.57,
115.76, 109.83, 49.30.

s Ir v (em™1): 1813 (C=0), 1760 (C=0), 1442 (C=N), 1350 (CH,).
= p.f. 198-200 °C.

» EMAR [M+]: CsHgCIN3O3 Calculado: 228.0176. Encontrado: 228.0179.
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1-(((5-nitrofuran-2-il)metilen)amino)imidazolidin-2,4-diona (nitrofurantoina,

NHT)

T

Una solucién de l-aminohidantoina (0,0970 g; 0,6401 mmol) en agua destilada

S

(10 ml), conteniendo AcOH (100 pl), es sometida a sonicacién por ultrasonido por
30 min, anadiéndose a esta solucién 5-nitro-2-furaldehido (0,0715 g disueltos en 100
pl de DMSO; 0,5068 mmol) por goteo, observandose la presencia de un precipitado
amarillo. Finalizado este tiempo, la solucién es filtrada al vacio, y el filtrado lavado
con agua destilada helada (2 x 15 ml). El sélido resultante es secado por 24 h en un
horno de vacio a 50 °C, para dar como resultado el compuesto 3e (nitrofurantoina)
(0,1183 g; 95 % rendimiento). Espectralmente la nitrofurantoina sintetizada (3e) es

idéntica a la nitrofurantoina adquirida en Sigma-Aldrich.

"H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) ¢ ppm : 11.46 (s, 1H, NH), 7.78 (s, 1H, H-6),
777 (d, J = 3.9 Hz, 1H, H-4), 7.13 (d, J = 3.9 Hz, 1H, H-3), 4.35 (s, 2H, CH2).

13C-RMN (101 MHz, DMSO-dg) § ppm : 169.1, 153.7, 152.3, 152.2, 131.6, 115.2,
115.0, 49.5, 40.3, 39.6, 31.1.

Ir no determinado

p.f. no determinado

EMAR [M+]: CgHgN,4O5 Calculado: 239.0411. Encontrado: 239.1626.
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N’-(furan-2-ilmetilen)benzohidrazida (4a)

O 40

Una solucién de hidrazida benzoica (0,1819 g; 1,336 mmol) en agua destilada (10
ml), conteniendo AcOH (100 ul), es sometida a sonicacién por ultrasonido por 30
min, anadiéndose a esta solucién 2-furaldehido (110,7 wl; 1,336 mmol) por goteo,
observandose la presencia de un precipitado blanquecino. Finalizado este tiempo, la
solucién es filtrada al vacio, y el filtrado lavado con agua destilada helada (2 x 15
ml). El sélido resultante es secado por 24 h en un horno de vacio a 50 °C, para dar

como resultado el compuesto 4a (0,1349 g; 47 % rendimiento).

= 'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) § ppm : 11.79 (s, 1H, NH), 8.36 (s, 1H, H-6),
7.94 - 7.87 (m, 2H, H-11), 7.85 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H-5), 7.59 (t, J = 7.3 Hz,
1H, H-13), 7.52 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H-12), 6.93 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H-3), 6.64
(dd, J = 3.5, 1.8 Hz, 1H, C-4).

= BC-RMN (101 MHz, DMSO-dg) & ppm : 163.1, 149.5, 145.2, 137.6, 133.4, 131.8,
128.5, 127.6, 113.5, 112.2.

» Ir v (em™'): 3240 (N-H), 3055 (N-H), 1651 (C=0), 1473 (C=N).
« p.f. 180-182 °C.

» EMAR [M+]: C12H19N2O5 Calculado: 214.2205. Encontrado: 214.2215.
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N’-(5-metilfuran-2-ilmetilen)benzohidrazida (4b)

Una solucién de 0,4653 g (3,418 mmol en agua destilada (10 ml), conteniendo
AcOH (100 pl), es sometida a sonicacién por ultrasonido por 30 min, anadiéndose a
esta solucién 5-metil-2-furaldehido (340,0 ul; 3,418 mmol) por goteo, observandose
la presencia de un precipitado blanquecino. Finalizado este tiempo, la solucion es
filtrada al vacio, y el filtrado lavado con agua destilada helada (2 x 15 ml). El sélido
resultante es secado por 24 h en un horno de vacio a 50 °C, para dar como resultado

el compuesto 4b (0,7646 g; 98 % rendimiento).

= 'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) § ppm : 11.72 (s, 1H, NH), 8.26 (s, 1H, H-6),
7.89 (d, J = 7.0 Hz, 2H, H-11), 7.58 (t, J = 7.3 Hz, 1H, H-13), 7.51 (t, J = 7.3
Hz, 2H, H-12), 6.81 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H-3), 6.26 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H-4),
2.34 (s, 3H, CH3).

13C-RMN (101 MHz, DMSO-dg) 6 ppm : 163.0, 154.6, 147.9, 137.4, 133.4, 131.7,
128.4, 127.5, 115.3, 108.6, 40.2, 39.9, 39.7, 39.5, 39.3, 39.1, 38.9, 13.5.

= Ir v (cm™): 3210 (N-H), 3051 (N-H), 1641 (C=0), 1485 (C=N).

p.f. 161-163 °C.

EMAR [M+]: C13H13N304 Calculado: 228.2472. Encontrado: 228.2477.
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N’-((5-bromofuran-2-il)metilen)benzohidrazida (4c)

Una solucién de hidrazida benzoica (0,0614 g; 0,4510 mmol) en agua destilada
(10 ml), conteniendo AcOH (100 pl), es sometida a sonicacién por ultrasonido por 30
min, anadiéndose a esta solucién 5-bromo-2-furaldehido (0,0789 g disueltos en 100
pl de DMSO; 0,4510 mmol) por goteo, observandose la presencia de un precipitado
blanquecino. Finalizado este tiempo, la solucién es filtrada al vacio, y el filtrado
lavado con agua destilada helada (2 x 15 ml). El sélido resultante es secado por 24
h en un horno de vacio a 50 °C, para dar como resultado el compuesto 4c¢ g; 0,1204

g; 91 % rendimiento)

=« 'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) § ppm : 11.86 (s, 1H, NH), 8.27 (s, 1H, H-6),
7.89 (d, J = 7.2 Hz, 2H, H-11), 7.59 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-13), 7.52 (t, J = 7.5
Hz, 2H, H-12), 6.98 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H-4), 6.76 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H-3).

= 13C-RMN (101 MHz, DMSO-dg) § ppm : 163.1, 151.4, 136.3, 133.2, 131.8, 128.5,
127.6, 124.6, 116.2, 114.2.

« Ir v (cm™Y): 3240 (N-H), 3058 (N-H), 1649 (C=0), 1475 (C=N).
s p.f. dec. 164 °C.

» EMAR [M+]: C12HgBrN,O, Calculado: 293.1161. Encontrado: 293.1156.
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N’-((5-clorofuran-2-il)metilen)benzohidrazida (4d)

Una solucién de hidrazida benzoica (0,7293 g; 0,0993 mmol) en agua destilada
(10 ml), conteniendo AcOH (100 pl), es sometida a sonicacién por ultrasonido por
30 min, anadiéndose a esta solucién 2-furaldehido (0,0898 g en 100 ul de DMSO;
0,6876 mmol) por goteo, observandose la presencia de un precipitado blanquecino.
Finalizado este tiempo, la solucién es filtrada al vacio, y el filtrado lavado con agua
destilada helada (2 x 15 ml). El sélido resultante es secado por 24 h en un horno de

vacio a 50°C (4d (0,1624 g; 95 % rendimiento).

» 'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) 6 ppm : 11.87 (s, 1H, NH), 8.28 (s, 1H, H-6),
7.90 (d, J = 7.2 Hz, 2H, H-11), 7.65-7.57 (m, 1H, H-13), 7.53 (dd, J = 8.2, 6.5
Hz, 21, H-12), 7.03 (d, J = 3.5 Hz, 1M, H-4), 6.68 (d, J = 3.5 Hz, 1M, H-3).

= 3C-RMN (101 MHz, DMSO-dg) § ppm :163.60, 149.71, 137.81, 136.83, 133.70,
132.32, 128.97, 128.07, 116.41, 109.92.

= Ir v (cm™): 3425 (N-H), 3224 (N-H), 1650 (C=0), 1489 (C=N).
a p.f. 170-171 °C.

= EMAR [M+]: C12HgCIN,O4 Calculado: 249.0431. Encontrado: 249.0435.
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N’-((5-nitrofuran-2-il)metilen)benzohidrazida (4e)

Una solucién de hidrazida benzoica (0,0993 g; 0,7293 mmol) en agua destilada
(10 ml), conteniendo AcOH (100 pl), es sometida a sonicacién por ultrasonido por
30 min, anadiéndose a esta solucién 5-nitro-2-furaldehido (0,0970 g disueltos en 100
pl de DMSO:; 0,6876 mmol) por goteo, observandose la presencia de un precipitado
amarillo. Finalizado este tiempo, la solucion es filtrada al vacio, y el filtrado lavado
con agua destilada helada (2 x 15 ml). El sélido resultante es secado por 24 h en
un horno de vacio a 50 °C, para dar como resultado el compuesto 4e (0,1379 g; 77 %

rendimiento).

= 'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) § ppm : 12.23 (s, 1H, NH), 8.41 (s, 1H, H-6),
7.92 (d, J = 7.3 Hz, 2H, H-11), 7.79 (d, J = 3.9 Hz, 1H, H-4), 7.62 (t, J = 7.3
Hz, 1H, H-13), 7.55 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H-12), 7.27 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H-3).

= 3C-RMN (101 MHz, DMSO-dg) 6 ppm :163.5, 151.9, 151.8, 135.5, 132.8, 132.2,
128.6, 127.8, 115.3, 114.7.

= Ir v (em™): 3248 (N-H), 3016 (N-H), 1654 (C=0), 1475 (C=N).
= p.f. 221-224 °C.

» EMAR [M+]: C12HgN30,4 Calculado: 259.2181. Encontrado: 259.2188.
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N’-(furan-2-ilmetilen)-4-hidroxibenzohidrazida (5a)

Una solucién de hidrazida p-hidroxibenzoica (0,1292 g; 0,8492 mmol) en agua
destilada (10 ml), conteniendo AcOH (100 ul), es sometida a sonicacién por ultra-
sonido por 30 min, anadiéndose a esta solucién 2-furaldehido (70,3 ul; 0,849 mmol)
por goteo, observandose la presencia de un precipitado blanquecino. Finalizado este
tiempo, la solucion es filtrada al vacio, y el filtrado lavado con agua destilada helada
(2 x 15 ml). El sélido resultante es secado por 24 h en un horno de vacio a 50°C,

para dar como resultado el compuesto 5a (0,1725 g; 88 % rendimiento).

'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) § ppm : 11.58 (s, 1H, NH), 10.12 (s, 1H, OH),
8.33 (s, 1H, H-6), 7.82 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H-5), 7.81-7.75 (m, 2H, H-11), 6.89
(d, J = 3.4 Hz, 1H, H-3), 6.87-6.82 (m, 2H, H-12), 6.62 (t, J = 3.4, 1.8 Hz,
1H, H-4).

1BC.RMN (101 MHz, DMSO-dg) 6 ppm : 162.7, 160.7, 149.6, 144.9, 136.7, 129.7,
123.8, 115.0, 113.0, 112.2.

» Ir v (cm™!): 1666 (C=0), 1435 (C=N).

p.f. 230-234 °C.

EMAR [M+]: C15H19N2O3 Calculado: 230.2199. Encontrado: 230.2211.
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N’-(5-metilfuran-2-ilmetilen)-4-hidroxibenzohidrazida (5b)

(e}

Una solucién de hidrazida p-hidroxibenzoica (0,2957 g; 1,943 mmol) en agua des-
tilada (10 ml), conteniendo AcOH (100 pl), es sometida a sonicacién por ultrasonido
por 30 min, anadiéndose a esta soluciéon 5-metil-2-furaldehido (193,3 DMSO; 1,943
mmol) por goteo, observandose la presencia de un precipitado blanquecino. Finaliza-
do este tiempo, la solucién es filtrada al vacio, y el filtrado lavado con agua destilada
helada (2 x 15 ml). El sélido resultante es secado por 24 h en un horno de vacio a

50°C, para dar como resultado el compuesto 5b (0,4603 g; 97 % rendimiento).

'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) & ppm : 11.53 (s, 1H, NH), 10.11 (s, 1H, OH),
8.24 (s, 1H, H-6), 7.80 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-11), 6.87 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
H-12), 6.75 (d, J = 3.3 Hz, 1H, H-4), 6.23 (d, J = 3.3 Hz, 1H, H-3), 2.32 (s,
3H, CH3).

= 3C-RMN (101 MHz, DMSO-dg) § ppm : 162.7, 160.7, 154.3, 148.1, 136.7, 129.6,
123.9, 115.0, 114.8, 108.5, 40.2, 39.9, 39.7, 39.5, 39.3, 39.1, 38.9, 13.5.

» Ir v (em™!): 1620 (C=0), 1435 (C=N).
« p.f. 203-206 °C.

» EMAR [M+]: C13H15N20O3 Calculado: 244.2466. Encontrado: 244.2477.
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N’-((5-bromofuran-2-il)metilen)-4-hidroxibenzohidrazida (5c)

Una solucién de hidrazida p-hidroxibenzoica (0,0888 g; 0,5836 mmol) en agua
destilada (10 ml), conteniendo AcOH (100 ul), es sometida a sonicacién por ul-
trasonido por 30 min, anadiéndose a esta solucién 5-bromo-2-furaldehido (0,1021 g
disueltos en 100 pl de DMSO; 0,5835 mmol) por goteo, observandose la presencia de
un precipitado blanquecino. Finalizado este tiempo, la solucién es filtrada al vacio,
y el filtrado lavado con agua destilada helada (2 x 15 ml). El sélido resultante es
secado por 24 h en un horno de vacio a 50 °C, para dar como resultado el compuesto

5c (0,1612 g; 89 % rendimiento).

'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) & ppm : 11.65 (s, 1H, NH), 10.13 (s, 1H, OH),
8.23 (s, 1H, H-6), 7.78 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-11), 6.93 (d, J = 3.4 Hz, 1H,
H-3), 6.86 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-12), 6.74 (d, J = 3.4 Hz, 1H, H-4).

BC-RMN (101 MHz, DMSO-dg) 6 ppm : 160.7, 151.6, 135.4, 129.7, 124.3, 123.7,
115.7, 115.0, 114.2.

» Ir v (cm™!): 1651 (C=0), 1442 (C=N).

p.f. 198-200 °C.

EMAR [M+]: C12HgBrN,O3 Calculado: 309.1155. Encontrado: 309.1164.
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N’-((5-clorofuran-2-il)metilen)-4-hidroxibenzohidrazida (5d)

Una solucién de hidrazida p-hidroxibenzoica (0,1110 g; 0,7293 mmol) en agua
destilada (10 ml), conteniendo AcOH (100 pl), es sometida a sonicacién por ultra-
sonido por 30 min, anadiéndose a esta solucién 2-furaldehido (0,0898 g en 100 pl de
DMSO; 0,6876 mmol) por goteo, observandose la presencia de un precipitado blan-
quecino. Finalizado este tiempo, la solucién es filtrada al vacio, y el filtrado lavado
con agua destilada helada (2 x 15 ml). El sélido resultante es secado por 24 h en un
horno de vacio a 50 °C, para dar como resultado el compuesto 5d (0,1620 g; 89 %

rendimiento).
"H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) § ppm : 11.66 (s, 1H, NH), 10.14 (s, 1H, OH),

8.24 (s, 1H, H-6), 7.83-7.75 (m, 2H, H-11), 6.98 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H-3),
6.91-6.83 (m, 2H, H-12), 6.66 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H-4).

13C-RMN (101 MHz, DMSO-dg) § ppm : 163.25, 161.23, 149.90, 137.54, 135.95,
130.16, 124.13, 115.86, 115.51, 109.84.

Ir v (em™): 1635 (C=0), 1435 (C=N).

p.f. 186-188 °C.

EMAR [M+]: C12HgCIN,O3 Calculado: 265.0380. Encontrado: 285.0383.
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N’-((5-nitrofuran-2-il)metilen)-4-hidroxibenzohidrazida (nifuroxazida, NFX)

o

Una solucion de hidrazida p-hidroxibenzoica (0,1581 g; 1,039 mmol) en agua des-
tilada (10 ml), conteniendo AcOH (100 pl), es sometida a sonicacién por ultrasonido
por 30 min, afiadiéndose a esta solucién 5-nitro-2-furaldehido (0,1496 g disueltos en
100 pl de DMSO; 1,060 mmol) por goteo, observandose la presencia de un precipitado
amarillo. Finalizado este tiempo, la solucién es filtrada al vacio, y el filtrado lavado
con agua destilada helada (2 x 15 ml). El sélido resultante es secado por 24 h en
un horno de vacio a 50 °C, DMSO; 5e (nifuroxazida) (0,1850 g; 65 % rendimiento).
Este derivado es idéntico espectralmente a lo reportado en la literatura, siendo este

el primer reporte de sintesis de nifuroxazida a través de la metodologia descrita.

"H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) 6 ppm : 12.03 (s, 1H, NH), 10.22 (s, 1H, OH),
8.37 (s, 1H, H-6), 7.81 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-11), 7.78 (d, J = 3.9 Hz, 1H,
H-4), 7.23 (d, J = 3.9 Hz, 1H, H-3), 6.88 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-12).

1BC.RMN (101 MHz, DMSO-dg) & ppm : 161.3, 161.1, 152.1, 151.8, 130.0, 123.2,
115.3, 115.1, 114.8, 114.7.

» Ir v (cm™!): 1674 (C=0), 1465 (C=N).

p.f. dec. 257 °C.

EMAR [M+]: C13HgN3O5 Calculado: 275.2176. Encontrado: 275.2192.
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Figura 121. Espectro 'H-RMN compuesto nifuroxazida

BERRE
N g §iiis
2 g % wgAR= 20 86 ¥ CEHEE
-— k-] P P P P, = P D L= LN R Bl
1 | ] ‘—j—w N | b L
- .
|' | |" | |
J ,. )
4y |di 13a ()
T7B E.BE
Ba (sl Ty |5y Faisl| | 12adl | | daid
12.03 .32 a2.28 7Bl 723
H
H
I .
[
m"!""'cllw"“-:-"'"%h h1‘|l o ey
T
g —H & 't
Ea W l Wy H
H H H H
s ™ - 1ha
1
1
_.||_ A, _-'IL N Jk_‘m_\“\_ll.ﬂ]._ L e
o o T A T
g 2 g ®F 8§ F
20 TE MG 05 WO 85 80 85 80 TE T0 65 €0 55 50 45 40 35 30 28

TN

s EEEEEREREEE:




GGG

R E R
2228322
52 £5 2 RE R exndneR
B e & H o w==F coosdacm
=F - = - - EE T LR
b g | | ety ™

-1400

~1300

00

~G&00

B0

-4

-300

-200

~100

70 %65 180 155 150 145 140 136 130 9ES 120 ME MO 105 100 95 90 88 B 5 O J0 BS 80 55 S50 45 40 &R
11 ippmi

Figura 122. Espectro 3*C-RMN compuesto nifuroxazida



€CC

T

100

H-
\
m.
m-
(=] 1 I 1 r ! ' 1
400 3200 2800 2400 2000 1600 1200 Bon 400
cm?

Figura 123. Espectro de FT-IR compuesto nifuroxazida



vac

RA-MFX 66 |04675)

100 FIn21as
#
64,8475
7|y ELALEE
. 1asrra ERINET g anes 433 2385

Y 0 50 20 250 L HE 40 45

R 144 (1.47T)

1B 75 e
Fd
ITEIUT
o vmarer S o an0s 354 2580 AF5 T
50 100 150 200 250 ano a50 400 450

TOF M5 E5+
23883
BO3.1B3G
£39.0E01
apsagy  G02aldd SeLhow ———
miz

50 550 B E50 o ral 8OO Be0 i o M

TOF M5 ES+
1. 02ad
N T
BIE2F12  E3nOTO4
miz

E00 [ =R [ LLEE] 0 B0 BED 300 850 1000

Figura 124. Espectroscopia de masas de alta resoluciéon compuesto nifuroxazida



	INTRODUCCIÓN
	HIPÓTESIS
	OBJETIVOS
	OBJETIVO GENERAL
	OBJETIVOS ESPECÍFICOS

	MATERIALES Y MÉTODOS
	MATERIALES
	METODOLOGÍA: QUÍMICA
	Procedimiento General de Síntesis
	Caracterización de los Derivados Sintetizados
	Cálculo de Mapas de Potencial Electrostáticos
	Cálculo de los Valores de LogP

	METODOLOGÍA: FARMACOLOGÍA
	Cultivo Celular
	Ensayos de Viabilidad Celular
	Ensayos de Generación de ERO Intracelular
	Ensayos de Generación de Anión Superóxido Inducido por Reciclaje Redox de Nitrofuranos
	Ensayos de Actividad Glutatión S-Transferasa Citosólica de Hígado de Rata
	Efecto de los 2-Hidrazonilfurano Derivados Sobre la Actividad Glutatión S-transferasa
	Determinación de Proteínas Totales
	Determinación de la CIM bacteriana


	RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	ENSAYOS DE NITROREDUCCIÓN DE NITROFURANTOÍNA Y FURAZOLIDONA
	Ensayos de Reducción por Hidruros Metálicos y Metales en Medio Ácido
	Ensayos de Reducción por Hidrogenación Catalítica
	Ensayos de Reducción Electroquímica

	SÍNTESIS DE 2-HIDRAZONILFURANO DERIVADOS C-5 SUSTITUIDOS
	Síntesis de Familia 1. Obtención de Derivados de Semicarbazida: 1a-1d y NFZ
	Síntesis de Familia 2. Obtención de Derivados de Fenilhidrazina: 2a-2c
	Síntesis de Familia 3. Obtención de Derivados de Aminohidantoína: 3a-3d y NHT
	Síntesis de Familia 4. Obtención de Derivados de Hidrazida Benzoica: 4a-4e
	Síntesis de Familia 5. Obtención de Derivados de Hidrazida p-hidroxibenzoica: 5a-5d y NFX

	MAPAS DE POTENCIAL ELECTROSTÁTICO DE DERIVADOS SINTETIZADOS
	VALORES DE CONSENSUS LogP DE LOS DERIVADOS SINTETIZADOS
	EFECTO DE LOS 2-HIDRAZONILFURANO DERIVADOS SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR
	EFECTO DE LOS 2-HIDRAZONILFURANO DERIVADOS EN LA GENERACIÓN DE ERO INTRACELULAR EN LAS LÍNEAS HL-60 Y HEP G2
	EFECTO DE DERIVADOS DE 2-HIDRAZONILFURANO EN LA GENERACIÓN DE ANIÓN SUPERÓXIDO INDUCIDO POR RECICLAJE REDOX
	EFECTO DE LOS DERIVADOS SINTETIZADOS SOBRE LA ACTIVIDAD GST CITOSÓLICA HEPÁTICA
	EFECTO ANTIBACTERIANO DE LOS DERIVADOS SINTETIZADOS

	CONCLUSIONES
	REFERENCIAS
	Apéndice EXPERIMENTOS FARMACOLÓGICOS REPRESENTATIVOS
	Experimentos Representativos de Viabilidad Obtenidos en la Línea Celular A549
	Experimentos Representativos de Viabilidad Obtenidos en la Línea Celular Hep G2
	Experimentos Representativos de Viabilidad Obtenidos en la Línea Celular HL-60
	Experimentos Representativos de Generación de ERO intracelular
	Generación de Anión Superóxido Inducido por Reciclaje Redox
	Determinación de la CIM Bacteriana

	Apéndice MARCHAS DE REACCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LOS 2-HIDRAZONILFURANO DERIVADOS SINTETIZADOS

