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“El deseo de saber y de ilustrarse es innato en el corazon del hombre”. Benito Judrez.

“Nunca consideres el estudio como una obligacidn, sino como una oportunidad para
penetrar en el bello y maravilloso mundo del saber". Albert Einstein.

"Los fracasos son también ttiles, porque, bien analizados, pueden conducir al éxito".
Alexander Fleming.

“Un hombre que limita sus intereses, limita su vida”. Vincent Price.

“El que lee mucho y anda mucho, ve mucho y sabe mucho” Miguel de Cervantes Saavedra.

“La vida es maravillosa. Estar vivo, respirar y ver el sol es un don. Y de hecho no hay nada
mds que eso.”. Michael Crichton

“Ama lo que haces y haz lo que amas. No escuches a nadie mds que te diga que no lo
hagas. Haz lo que quieras, lo que ames. La imaginacion debe ser el centro de tu vida.” Ray
Bradbury.

“Tenemos que elegir entre lo que es correcto y lo que es fdcil” JK Rowlling

“Si he visto mds lejos es porque estoy sentado sobre los hombros de gigantes” Isaac
Newton.

"En algun lugar algo increible estd esperando ser descubierto" Carl Sagan.



AGRADECIMIENTOS

* Le doy gracias a Dios, por todo lo que me ha dado a mi y a mi familia, por mi
pasion a la ciencia y permitir conocer y vivir tantas experiencias, por darme salud,
felicidad, familia, amigos y mentores que me han ayudado a lo largo de mi vida.

* A mi familia por apoyarme en todos los sentidos como emocional, econdmica,
fisica y espiritualmente, por su tiempo, confianza, paciencia, amor, y por creer en
mi, en especial a mi madre Esther Zamarripa Cérdova a quien le dedico esta tesis
como muestra de gratitud de todo lo que me ha dado.

* Al Dr. Ivan Cérdova por todo su apoyo y ensefianzas, le agradezco por haberme
tenido tanta paciencia a pesar de mi larga estancia y algunas imprudencias de mi
parte como casi incendiar el laboratorio una ocasién. Gracias por todo el esfuerzo
que ha invertido en mi formacion. Gracias por todos los conocimientos
transmitidos a lo largo de estos afios

* Quiero agradecer a todo el equipo del al Laboratorio de Quimica Medicinal y
Productos Naturales, por todo el apoyo, orientacién, ayuda, paciencia y su tiempo
para ayudarme. A los quimicos Laura Diaz, Wagner Barajas, Arturo Estolano,
Eduardo Noriega y demas miembros, gracias por su amistad y compafierismo.

* A mis maestros, que a lo largo de mi carrera me han brindado sus conocimientos y
herramientas tanto dentro como fuera del salén de clases, por su apoyo, su guia y
consejos. Gracias por ayudarme a formarme como profesional y seguir sus pasos
en el drea docente y motivarme para adentrarme al campo de la investigacion

* Ala Universidad Auténoma de Baja California, y a la Facultad de Ciencias Quimicas
e Ingenieria, por haberme dado las oportunidades para estudiar y desarrollarme
profesionalmente.

* Al laboratorio de analisis microbiolégico de la Universidad Auténoma de Baja
California por su apoyo y ayudarme en la parte de evaluacion bioldgica.

* A todos los amigos que tuve el privilegio de conocer en la carrera. que compartieron
conmigo el esfuerzo, el estrés, las desveladas estudiando, los viajes, los experimentos
gue en mas de una ocasidén ponian en riesgo nuestras vidas pero nos si divertiamos, las
imprudencias o payasadas que llegamos hacer y mas, muchas gracias por todo.



RESUMEN

En este proyecto se realizd la sintesis de derivados de trifenil imidazol, el
encapsulamiento de algunos de los compuestos sintetizados, caracterizacion por
diferentes métodos y la evaluacidn antibiodtica de estos productos.

En la Introducciéon se menciona la evolucién de la quimica medicinal a través de la
historia, como se fueron dando los primeros avances a través de la curiosidad y la
experimentaciéon y como se fue recolectando esta informacion, el impacto que tuvo la
sintesis organica en el desarrollo de medicamentos, las ventajas que presenta en la
quimica medicinal en la actualidad y por ultimo el problema de la resistencia a los
antibioticos.

En las Generalidades se muestra una explicacidn sobre el grupo imidazol, sus propiedades
fisicoquimicas, bioactividad y diferentes aplicaciones en biomoléculas. Ademas de ver los
diferentes métodos para sintetizar estos compuestos de interés y su impacto para obtener
las encapsulados metalicos.

En la Metodologia se muestra la serie de pasos sintéticos para los productos generados en
esta tesis, tanto de los derivados del trifenil imidazol como los encapsulados, asi como el
procedimiento de las evaluaciones bioldgicas por medio de la técnica de antibiograma

En Discusion de Resultados se expone la obtencién de los productos, rendimientos, su
caracterizacion por diferentes técnicas: Espectroscopia de Ultravioleta-Visible (UV-Vis),
Infrarrojo (FT-IR), espectrometria de masas (MS), resonancia magnética nuclear (RMN), la
obtencién de NP de plata unidas a los productos y se evalua la actividad antibacteriana y
la antimicética de los compuestos.

Finalmente en las Conclusiones se recapitulan los datos obtenidos y objetivos logrados en
este trabajo y se hace un andlisis de resultados y se formulan propuestas que expliquen
como éstos confirman la hipdtesis planteada, ademds de dejar una base de informacion
para posibles trabajos a futuro.
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1. INTRODUCCION
La historia de la quimica medicinal tiene sus origenes cuando los humanos en su

necesidad por encontrar tratamientos para sus males y enfermedades, lo movieron
buscar respuestas y soluciones mediante la observacion, la curiosidad y la
experimentacion.

Tuvieron que ser cuidadosos espectadores de la naturaleza para sobrevivir. Se vieron en la
necesidad de estudiar la conducta de los animales, de las plantas comestibles de las que
se alimentaba o de las venenosas que rehuian, en el caso de animales de aspecto
enfermizo o que sufrian al estar lastimados, consumian determinada planta y estos
llegaban a sanar. Estas conductas que fueron imitadas mas tarde por los humanos al sentir
malestares o también de forma empirica, por medio de ensayos de prueba y error fueron
aprendiendo de algunas plantas tenian la propiedad de sanar o apaciguar el dolor, pero
también otras podian producir malestares, alucinaciones o incluso la muerte'. Esta
condicidon del descubrimiento se realizé gracias a una combinacidon de accidente vy
sagacidad.

Tiempo después, la utilizacion de las raices, frutos, hojas y cortezas de plantas fueron
aumentando y aparecieron otras fuentes como hongos, minerales y érganos, tejidos y
desechos de animales. Tras el aumento de conocimientos curar era fuente de autoridad y
prestigio reservada solo por curanderos, magos tribales o sacerdotes de una casta y se
relacioné a las enfermedades como castigos divinos®.

El crecimiento de civilizaciones trajo consigo nuevos conocimientos sobre las propiedades
alimenticias, curativas y toéxicas de las plantas y animales que los
rodeaban y nuevas practicas como la aparicién de la medicina como
oficio. Existen documentos como las tablillas de arcilla en escritura

cuneiforme con listas de drogas cuidadosamente redactadas en
tiempos de los sumerios. Algunos de estos preparados tenian

propiedades antibidticas o antisépticas o enmascaraban el mal olor y
de las heridas. Quizas uno de los primeros documentos detallados es ~ Fig. 1 Tabla

el Cddice de Hammurabi, (Fig.1) el cual contiene numerosas Sumeria
proveniente del

Codice de |
Hammurabi

referencias sobre el uso de plantas curativas que hasta nuestros dias
siguen siendo utilizadas.

El surgimiento de culturas como la Egipcia, China e India tuvieron un gran auge en el
estudio de las plantas, animales y minerales con fines terapéuticos, ademas de
formulaciones medicinales Esos conocimientos fueron plasmados en Papiros vy
representaciones artisticas en monumentos y compendios como Pen tsao kang-mou®*.
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Aparecieron figuras como Hipdcrates (entre el siglo IV y lll a. C.) y Teofrasto alumno de
Hipdcrates quien escribié diversas obras como: Historia de las plantas (Historia
plantarum), donde aborda el tema de las propiedades medicinales de las hierbas. Estos
conocimientos trajeron la idea de crear las primeras escuelas de medicina. Otros como
Discoredes médico militar romano (40-90 d.C.) y Galeno, (129 - 200 d. C.) escribieron las
primeras farmacopea donde se registran las caracteristicas de cientos de plantas y sus
i~ usos medicinales y hasta hoy en dia sus escritos son indiscutibles”.

=2 Yoy

iy apalnt Kk 3 Chosm

El descubrimiento del Continente Americano facilité el enriquecimiento
de los conocimientos médicos que los colonizadores poseian. De los
principales legados sobre herbolaria y medicina de las culturas
mesoamericanas tenemos el cddice Libellus de medicinalibus indorum

Fig. 2 Hoja
ilustrada del herbis escrito en 1552 por el médico nahuatl Martin de la Cruz y
cédice Badiano traducido al latin por el indio Juan Badiano®.(Fig. 2)

A principios del siglo XIX comenzé el nacimiento de la industria farmacéutica a partir de
varias actividades relacionadas con la obtencién de extractos. Los boticarios, quimicos o
los propietarios de herbolarios obtenian sus productos de diversas plantas, recogidas
localmente o se compraban a los comerciantes que importaban especias.

Los fundamentos de la quimica fueron creciendo en 1700 cuando evolucioné del arte de la
alquimia hasta convertirse en una ciencia moderna. Los productos quimicos extraidos de
plantas o animales se conocian como compuestos orgdnicos, término acufiado por Jons
Jacob Berzelius y se creia que los primeros sdlo podian ser producidos por los organismos
vivos, de ahi su nombre, en contraposicion a los compuestos inorganicos, que eran
derivados de otras fuentes. Se creia que se podian sintetizar los compuestos inorganicos
en el laboratorio, pero no los compuestos organicos; al menos no a partir de materiales
inorganicos, a esta doctrina se le llamaba vitalismo ’.

Friedrich Wilhelm Sertiirner 1816 logré aislar el principio activo del opio, la morfina y en
1820 el quimico francés Joseph Pelleterier extrajo el alcaloide activo de la corteza de la
quina al que llamé quinina. Después de este éxito aislo diversos alcaloides mas, entre ellos
la atropina obtenida de la belladona o la estricnina obtenida de la nuez vémica®.

Pero en 1828, el quimico alemdn Friedrich Wohler rompid con esa teoria al llevar una
reacciéon en el laboratorio en la que calenté un compuesto inorganico, el cianato de
amonio, y consiguid producir urea, que anteriormente sélo se habia conseguido aislar a
partir de la orina (Esquema 1). Esta sintesis revolucionaria hizo que se intentaran sintetizar

L. o
otros compuestos organicos. o
// NH,*
N —
HoN NH,

Cianato de Amonio
Urea

13 Esauema 1 Sintesis de Urea



Uno de los primeros farmacos sintéticos fue la acetofenidina, sintetizada por Harmon
Northrop Morse en 1878, comercializada en 1887 como analgésico por la empresa Bayer,
de Leverkusen (Alemania) bajo la marca Phenacetin. El paracetamol -utilizado hoy como
analgésico- derivo posteriormente de aquel compuesto (Fig. 3).2

Otro farmaco sintético importante, comercializado en 1897, fue el acido acetilsalicilico,
creado por el doctor Felix Hoffmann en los laboratorios de investigacién de Bayer. Este
farmaco se vendié en todo el mundo con el nombre comercial de Aspirina, propiedad de
Bayer, y supuso un tratamiento nuevo y eficaz para los dolores reumaticos (Fig. 4).
Aparecieron otros medicamentos sintéticos como el Arsobenzol y el Salvarsan creados por

Paul Ehrlich en 1910 como tratamiento contra la sifilis®.
(0]

NH
OH

o
o HO

Ac. Acetilsalicilico /K Paracetamol
Fig. 4 o Fig. 3

Se crearon mas compafias farmacéuticas en diferentes paises por empresarios o
profesionales de la Medicina, algunas companias surgieron a raiz de los comienzos de la
industria quimica, ademds se fueron descubriendo nuevos principios activos y crecid la
demanda por medicamentos con el creciente aumento de poblacién y los avances
cientificos, pero a veces esa demanda excedia la cantidad disponible de estos y ponia en
riesgo especies tanto vegetales como animales de donde se extraian. Por lo que la
industria de la quimica medicinal fue ganando terreno™.

La quimica medicinal es una ciencia interdisciplinaria situada entre la quimica organica,
guimica combinatoria, bioquimica, farmacologia, biologia molecular, farmacognosia,
inmunologia, fisicoquimica, toxicologia, farmacocinética, biofarmacia, farmacogenética, la
espectroscopia, informatica ademas de otras. La IUPAC establece que la quimica medicinal
o0 quimica farmacéutica tiene como objetivo el descubrimiento, desarrollo, identificacién
e interpretacién del modo de accion de los compuestos bioldgicamente activos a nivel
molecular. Otro objetivo de la quimica medicinal es la optimizaciéon de biomoléculas de
origen natural por métodos de semisintesis donde se busca mejorar sus efectos benéficos,
o disminuir sus negativos ya sea modificar el coeficiente de particion, su afinidad por
receptores, reduciendo su toxicidad o modificando sus propiedades fisicoquimicas'®.

Ademas de entre sus otros intereses estan la busqueda de alternativas para la obtencion
de moléculas de especies en peligro o la optimizacion de mayor obtencién ejemplo de ello
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es el Taxol o Paclitaxel usado para el tratamiento para inhibir el crecimiento de las células
cancerigenas. Se obtiene a partir de la corteza del tejo pacifico (Taxus brevifolia), su
actividad antitumoral fue confirmada en 1977 resultando un excelente candidato como
tratamiento eficaz contra tumores mamarios y el cancer ovarico.

A pesar de su interés como agente quimioterapéutico, el uso del Paclitaxel se vio
restringido como consecuencia de las limitaciones de disponibilidad derivadas de las
dificultades para su obtencién. Entre ellas su baja concentraciéon en la corteza (0,007% del
peso seco) y el elevado coste del proceso de extraccidn, asi que se requeria procesar unos
750 &rboles para obtener 1 kg de Paclitaxel™®>. A ello hay que afiadir que la tala
indiscriminada del tejo podria causar la rdpida extincion de la especie, a la vez que
comprometeria la propia fuente natural del Paclitaxel. Lo que trajo de consecuencia que

dicho compuesto tenga un precio muy elevado.

Tiempo después se logrd optimizar un método el cual consistia en sinterizar el Paclitaxel a
partir de un compuesto relacionado mucho mas asequible, el 10-deacetylbaccatin, En este
tipo de sintesis enantioselectiva se han conseguido rendimientos de hasta el 75%
(Esquema 2)*.

HO O HO o
Esquema 2. . \ 081 {C2Hs)s
CH, 1a
Ruta de la (C,H, ),SiCl / C,H N
sintesis del 0--- >
Taxol < < N
OH H OH : <
C H,COO OCOCH, C.H,COO OCOCH,
. CH,COCI/ CHN
10-Deacetylbaccatin ITI ! 1 GH, l
CeHsCONH O
CgHsg OH
OCHCH,
CH; coo 0 _ OC.Hs oH Y
OSi (CaHy)s C.H. COO GCOCH,
CyH CONH ( o
/\/l\ DPC, DMAP
CaHy CGH50H3
HCI/GH,OH/H,0
CeH.CONH O
CeHy

oH

Key :
DPC = di-2-pyridyl carbonate
DMAP = 4-(dimethylaminopyridine)
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Hoy en dia sabemos que los compuestos derivados de las plantas y los compuestos
sintetizados son idénticos, si asumimos que son puros. Como a principios del siglo XIX se
refuto el Vitalismo del que ya se menciond, se podria pensar que en la actualidad la teoria
ya no existe, pero el Vitalismo persiste hoy en dia en las mentes de aquellos que creen
qgue las vitaminas, compuestos saborizantes, etc. “naturales” (derivados de las plantas)
son de cierta manera diferentes y mas saludables que los compuestos idénticos
“artificiales” (sintetizados) ***°.

En la actualidad con ayuda de los avances tecnolégicos, el desarrollo de nuevas rutas
sintéticas, y mejores instrumentos, la quimica medicinal se apoya en el uso de la
bioinformatica, la quimica computacional y la quimica combinatoria para acelerar los
procesos para la obtencidon de nuevos medicamentos con una mayor comprension de los
procesos con el farmaco y su diana. Una técnica es el cribado (screening) en donde se
realiza una evaluacion rapida de la actividad biolégica de varias moléculas procedentes de
una familia o colecciones de compuestos usando las bases de datos y simulaciones por
medio de programas informaticos.

El preocupante aumento de bacterias resistentes a los antibidticos y la creciente demanda

de medicamentos son razones por las que las instituciones se apoyen de la quimica
medicinal en la busqueda de nuevos principios activos para resolver estos problemas.
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2. HIPOTESIS

El efecto electrénico sobre el anillo A y la forma encapsulada de los derivados de
Trifenilimidazol son parametros moleculares que influyen en la actividad antimicrobiana
de estos compuestos.

HN \N
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3. OBJETIVOS

Objetivo general:

Sintetizar una familia de compuestos derivados del trifenilimidazol y evaluar los efectos
electrénicos y de encapsulacidn en experimentos antimicrobianos.

Objetivos particulares:

- Disefiar la ruta sintética dptima y llevar a cabo la sintesis de derivados de trifenil
imidazol.

- Obtener particulas de plata a partir de los derivados imidazdlicos.

- Caracterizar los productos e intermedios, mediante técnicas de espectroscopia
infrarroja, resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas.

- Realizar pruebas biolégicas complementarias a los compuestos evaluando la
actividad antibacteriana y antimicotica de los productos sintéticos, por medio de la

técnica de antibiograma.

- Determinar qué factores electrénicos y moleculares influyen en el estudio
bioldgico de los productos evaluados.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Imidazol: propiedades y aplicaciones

El anillo del imidazol (1,3-diazol o 1,3-Diaza-2,4-ciclopentadieno) es un heterociclo
aromatico de 5 miembros de la familia de los azoles que ha servido de base de numerosas
moléculas bioactivas y diversos farmacos, su formula molecular es CsHsN, y su peso
molecular es de 68.077 g/mol*®.

Es soluble en agua y otros solventes polares proteicos, tiene una densidad de 1.03 g/cm”.
Su punto de ebullicién es de 268°C y su punto de fusién es de 89°C. Tiene propiedades
anfotéricas por lo que puede ser considerado una base, con un pKa de 7.0 o como 4acido
con un pKa de 14.52, su forma radical es conocida como imidazolil y son cristales que van
del incoloro a amarillo. Presenta diferentes formas resonantes de acuerdo en el medio en
el que se encuentre acido o basico. Tiene 2 formas tautoméricas equivalentes, 1H-
imidazol y 3H-imidazol'® "’.

El imidazol es considerado un alcaloide y se puede encontrar presente en las semillas de
varias especies de plantas leguminosas por ejemplo las lentejas (Lens culinaris). Ademas
estd presente en moléculas de gran importancia bioldgico. El derivado mas importante del
Imidazol es el aminodcido histidina y su producto de descarboxilacion la histamina
(Esquema 3). Otras moléculas donde se encuentra presente son en las Purinas como la
Adenina y la Guanina que forman parte de los nucleotidos del ADN y ARN*®.

Histidina Histamina Esquema 3.
Sintesis de
N NH ) .
</ J/\/ 2 Histidil Descarboxilasa </N ! NH2 H|Stém|na a
COOH —_— partir de
HiY HN Histidina

La histidina es uno de los aminoacidos mds importantes en la hemoglobina por su
capacidad para ser complejos con el hierro, como neuromodulador en el sistema nervioso
central, es importante en varias proteinas para el mantenimiento de las vainas de mielina
gue protegen a las neuronas y desintoxicacién de metales pesados y como ya se habia
mencionado para la sintesis de histamina ademads de otras funciones de crecimiento y
reparacion de tejidos y proteccién contra dafios de radiacion.

La histamina esta involucrada en numerosos procesos en nuestro cuerpo actuando en los
diferentes receptores que son el H1, H2 y H3, por ejemplo en procesos del sistema
inmune como un mediador de las respuestas alérgicas, Se encuentra principalmente en
los mastocitos y en las células baséfilas. También la encontramos en cerebro, sobre todo
en el hipotalamo posterior donde la podemos considerar un neurotransmisor central, con
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efecto vasodilatador y accién bronco-constrictora e interviene en la sefalizacion para
aumentar la secrecién de pepsina y acido clorhidrico en el estomago®”.

Las aplicaciones del imidazol en la medicina son muy variadas, debido que se encuentra
dentro varios grupos farmacoldgicos como son los Antihipertensores como el Eprosartan,
Antihistaminicos como la cimetidina, Antibacterianos y antiprotozoarios como el
Metronidazol, Antihelminticos como el Albendazol y Antifungicos como el Ketoconazol y el
Intraconazol. (Figura 5) Ademas es usado como ligando para formar complejos metalicos
0 en procesos de catdlisis ya se con fines académicos o industriales o para el diseifio de
nuevos materiales.

El mecanismo de accion por el cual los antibidticos con el anillo de imidazol como la
familia de los Nitroimidazoles: Dimetridazol, Metronidazol, Tinidazol, Ornidazol vy
Secnidazol, es por la de acciéon de sus formas activas que desestabilizan las cadenas de
ADN, al formar aductos con las proteinas y acidos nucleicos, impidiendo su reparacién y
por ende inhibiendo asi la sintesis de ADN**

El mecanismo por el que actian los antimicéticos imidazolicos es el de inhibir la enzima
lanosterol Cl4-alfadesmetilasa, una enzima acoplada al citocromo P-450, esencial para la
sintesis de ergosterol a partir de lanosterol. La falta de ergosterol altera la fluidez de la
membrana aumentando su permeabilidad, lo que produce una fuga de compuestos
intracelulares y un deterioro estructural y funcional de los organulos intracelulares y por
ende una inhibicién del crecimiento celular y de la replicaciéon?.

Albendazol Secnidazol Cimetidina
(Antihelmintico) (Antibidtico) (Antiacido)

N o) S N
o 7/ /Q ) %’O KNH //
N

H
P N >—o N ‘6
\CE 7—NH \) 7 )
Fig. 5 Ej. de N N HN\

medicamentos con

el anilln de imidazn

Losartan Miconazol Clotrimazol
(Antihipertensivo) (Antimicdtico) (Antimicdtico)
Cl Cl
OH

HN—N N
5s
<0 N
RS ~ O
Cl
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4.2 Técnicas para la sintesis del imidazol:

Para llevar a cavo la sintesis del imidazol se puede realizar por distintas rutas una de ellas
es por medio de la ciclo-condensacidn con amonio y aldehido, esta reaccidén fue llevada a
cavo en 1858 por Heinrich Debus y Ilamo al producto Glioxalina, por haber usado Glioxina
para su sintesis. Por medio de esta reaccion se obtienen rendimientos bajos (Esquema 4).

rRL__oO RL_ N Esquema 4
+ 2NHy + O=CH-RZ ——> | YR
1 “3H0 1 N
RV o RV N

Otra técnica es la sintesis de Brederek a partir de la guanidina y una a-hidroxicetona para
de imidazoles con sustituciones en los carbonos 1y 5 (Esquema 5).

R! o) Esquema 5

0
I + 2 HN—C’ BTN I S>—H
R>” NOH H

-HCOOH

Una tercera técnica para la sintesis de imidazoles con sustituciones en los carbonos 1y 5
es utilizando una a-hidroxicetona y amidinias (Esquema 6).

E m
Rl o N Rl N squema 6
2 3 R
+ >—R —_— > —

-2H,0
OH HN R N

R H

Por medio de una condensacién de un amino cetona con una cianamida se puede llevar a
cavo la sintesis del imidazol (Esquema 7).

N
+ Cc — | H—NH,
I “NH;, “H0 R N>_
H

Esquema 7

R “NH,

Otra sintesis para imidazoles es utilizando tosilmetilisocianida con una aldimina en
presencia de K,COs (Esquema 8) **.

Esquema 8
H Tos Tos N N
ol o LY oL
\wj “c R? N TosH R N
R &1 R
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La reaccidn de Sintesis de Debus-Radiszewski (Reaccion con la que se trabajo para esta
tesis) la cual es una modificacién de la reaccidon de Debus donde se sintetiza la Lofina cuyo
nucleo es un imidazol (Esquema 9)%.

X

R2 O

Esquema 9.

R4
0] N
S
N
H

R1 N H
~ H
R R
-2HO ~, H Ry, M0 5
2 Rz N

La propuesta para esta tesis es partir de la sintesis de Radiszewski para la sintesis de
Trifenil imidazol y sus derivados.

R

| A

F
0 Esquema 10.
© - N ’ ACONH4 HNT SN
AcOH =
O
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4.3 Trifenilimidazol (Lofina)

Esta molécula con nucleo de imidazol fue propuesta por Bronistaw Leonard Radziszewski
en 1877 tras una modificacion a la sintesis de imidazoles propuesta por Heinrich Debus, y
fue publicado en 1882, la reaccion era atreves de una condensacidn de una 1,2-diacetona
con un aldehido aromético y amonio 2°

La reaccion ocurre en 2 etapas, en la primer etapa el 1,2- diacetona (Bencilo) y el amonio
(Acetato de amonio) se condensan para formar una 1,2-diamina y en el segundo paso la
1,2-diamina se condensa con el grupo aldehido (Benzaldehido) en reflujo con Acido
acético (Esquema 11)*’

@
HO. B . - ) 9:
. H ¢ H o—— \__.t ’ NH 4—0 P e
P P -0 \ _/
h h h
J Ph
7N

-

Esquema 11. Mecanismo de reaccién para la sintesis del Trifenilimidazol*®
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El nombre comun del 2,4,5-Trifenilimidazol es Lofina, su férmula molecular es C;1HigN> y
su peso molecular es de 296.365 g/mol. Su punto de fusion esta entre los 274-278 °C vy
punto de ebullicién es de 508.6 +19.0 °C, su densidad es de 1.2+0.1 g/mL y un LogP de
5.39, es soluble en solventes de polaridad media como Cloroformo y Acetato de Etilo®. Los
tres anillos de fenilo unidos al nucleo de imidazol no son coplanares con este ultimo, con
angulos de 21,4, 24,7 y 39,0 grados, el anillo de imidazol es portador de un Nitrégeno H-
donante y otro H-aceptor.

Este compuesto tiene propiedades de fluorescencia y quimioluminiscencia ya que emite
una luz amarilla cuando reacciona con el oxigeno en presencia de una base fuerte, ademas
es una de las pocas moléculas luminiscente de larga duracion y se ha propuesto como un
reactivo analitico para el rastreo deteccién de iones metélicos”®. Contindan en
investigacion sus aplicaciones ya que se siguen descubriendo nuevas propiedades y de sus
respectivos derivados.
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4.4 Particulas de plata

4.4.1 Aplicaciones y usos de la plata

Durante siglos, la plata ha sido empleada como metal precioso por el ser humano en
diversas aplicaciones pero también ha sido utilizada como un agente antimicrobiano y
desinfectante. Civilizaciones antiguas como los egipcios o los fenicios ya construian las
cisternas de almacenamiento de agua con plata para reducir las enfermedades causadas
por el consumo de aguas contaminada. En los siglos XVII y XVIII se empled nitrato de plata
AgNOs para el tratamiento de Ulceras y su actividad antimicrobiana se establecié en el
siglo XIX pero fue hasta 1893 cuando Karl Wilhelm von Nageli, botdnico suizo, hizo publica
la primera investigacion demostrando las caracteristicas antimicrobianas de la plata®.

Sin embargo después de la introduccion de los antibidticos en 1940 su uso fue disminuido,
pero la resistencia causada por el abuso antibidticos a ha motivado el uso de derivados de
la plata para tratamientos y empleo en el control de infecciones.

Los iones de plata actuan interfiriendo en la permeabilidad gaseosa de la membrana
(respiracidn celular) y una vez en el interior de la célula, alteran su sistema enzimdtico,
inhibiendo su metabolismo y produccion de energia y modificando su material genético. El
resultado es que el microorganismo pierde rapidamente toda capacidad de crecer y
reproducirse, de esta manera se evita el desarrollo de microorganismos patégenos>'.

Imagenes de microscopia electrénica de transmision muestran dafios a la membrana
celular y algunos elementos del citoplasma ademas recientes estudios han demostrado
gue la plata interrumpe multiples procesos celulares bacterianos, incluida la formacion de
enlaces disulfuro, el metabolismo y la homeostasis del hierro en los microorganismos.
Estos cambios conducen a una mayor produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
una mayor permeabilidad de la membrana de las bacterias haciéndolas mds vulnerables a
los antibidticos, ya que mayor cantidad de farmaco pueda penetrar facilmente en su
interior demostrandose un efecto sinérgico entre antibiéticos y particulas ** *.

Hoy en dia son pocos los medicamentos con base de plata, entre los existentes en el
mercado estan el Argenpal que pertenece al grupo de medicamentos denominados
antisépticos y desinfectantes, cuyo principio activo es nitrato de plata, la sulfadiazina de
plata, utilizada para prevenir y tratar las infecciones de las quemaduras de segundo y
tercer grado que mata una gran variedad de bacterias y los tratamientos de Soluciones
coloidales de plata para pacientes de pie diabético®*.
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4.4.2 Particulas

Durante los ultimos afios, la nanotecnologia ha atraido investigaciones extensas debido a
su gran potencial en el area de Biomedicina, ya que poseen dos caracteristicas relevantes
que los distingue: gracias a su tamafio (escalas en nandmetros de 1 x 10°m a 1 x 10°m)
pueden llegar con mayor rapidez y efectividad a un blanco elegido luego de ser
administrados y que la relacién area-volumen es mayor que en un material macroscépico,
lo cual permite modificar su superficie con una mayor cantidad de moléculas activas y
ofrece una mayor exposicion del nanomaterial ante el blanco elegido, ademas poseen una
mayor relacion de superficie-volumen y por lo tanto una mayor superficie de contacto con
el entorno™.

Cuando estos nanomateriales se combinan con ciertas moléculas de interés como
antibidticos, factores de crecimiento, proteinas o enzimas interactuando mediante
enlaces covalentes, fuerzas electrostaticas o de afinidad, se obtienen materiales con una
capacidad de reconocimiento excepcional que pueden ser empleados en el desarrollo de
nuevos biosensores, marcadores, sistemas de diagndstico y liberacion de farmacos.
Algunas ventajas de utilizar NP son su baja citotoxicidad, menores costos de produccion y
la posibilidad de sobrepasar los mecanismos de resistencia. Estas caracteristicas ubican a
las NP dentro del area con mayores posibles aplicaciones terapéuticas o de diagndstico.

Las particulas para propdsitos farmacéuticos se definen como particulas coloidales sdlidas
con un rango de tamafo de 1 a 1,000 nm. Consisten de materiales macromoleculares y se
pueden usar terapéuticamente también como transportadores de farmacos en los cuales
el principio activo (fdrmaco o material activo bioldgicamente) estd disuelto, entrampado o
encapsulado, o en el cual el principio activo estd adsorbido o enlazado covalentemente.
Debido a su amplio rango de aplicaciones se han desarrollado diversos métodos de
fabricacidon de particulas de plata (P-Ag), asi como diversos compuestos que contienen
iones de plata o plata metalica®.

4.4.3 Métodos de sintesis de particulas de plata

Desde un punto de vista quimico, la sintesis de particulas en disolucion coloidal requiere
de un medio que permita obtener un control preciso sobre el tamafio y la forma de las
particulas para asi obtener un conjunto de particulas monodispersas que presenten una
morfologia determinada. En general, la sintesis de particulas metdlicas en disolucion se
lleva a cabo mediante el empleo de los siguientes componentes: un precursor metalico,
un agente reductor y un agente estabilizante. Ejemplo de ello es el uso del Borohidruro de
sodio y el Nitrato de plata®’. (Esquema 12 y Figura 6).

AgNOs3 + NaBHa4 —» Ag+1/2 H2+ 1/2 B2Hs + NaNOs

Esquema 12. Reaccidn para la sintesis de particulas de plata
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El mecanismo de formacién de las disoluciones coloidales a partir de la reduccién de plata
metélica (Ag°) consta de dos etapas diferentes: nucleacidn y crecimiento®. El proceso de
nucleacion requiere una alta energia de activacidon mientras que el proceso de crecimiento
requiere una baja energia de activacién. El tamafo y la forma de las particulas dependera
de las velocidades relativas de estos procesos que pueden ser controladas a través de la
modificacion de los pardmetros de reaccién que pueden ser concentracién, temperatura,
pH, poder reductor, entre otros>®.

Existen diferentes agentes reductores para la formacién de NP Ag como lo son la DMF
(N,N-dimetilformamida) siendo usado como disolvente y agente reductor a la vez en
presencia de polivinilpirrolidona, el uso de acido ascdrbico, polioles, monosacaridos como

3539 Existen varios

la B-D-glucosa en presencia de almidéon como agente estabilizante
métodos para la sintesis de NP de plata, ya sea empleando altas temperaturas (termdlisis)
o por medio del uso de reduccidn fotoquimica (fotolisis), radioquimica (radidlisis) o el uso

de microondas.

La técnica de irradiacion con microondas produce con una muy baja dispersién de
tamafio, aunque no siempre se logre un control preciso en la morfologia, como pasa en la
mayoria de las técnicas pero tiene tiempos de reaccién mas cortos, menor consumo de
energia y mejores rendimientos del producto que impiden la aglomeracion de las
particulas formadas. Otras ventajas la ausencia de impurezas formadas cuando se usan
reductores quimicos, estos métodos producen particulas de alta pureza®.

Las microondas actiuan como campos eléctricos de alta frecuencia, capaces de calentar
cualquier material conteniendo cargas eléctricas como las moléculas polares en un
disolvente o iones conductores en un sélido. Esto lleva a la descomposicion térmica de los
cationes de plata, que se reduce a particulas de plata metalica, produciendo gas NO,
como principal producto (Esquema 13).

Esquema 13.
Sintesis de NP
2AgNO3 » 2Ag + 2N02 + 02
A de plata por
microondas
También se informan buenos resultados presencia de etilenglicol que %
sirve como disolvente y agente reducto, para mejorar la produccion de P .’ |
Ag. P
Algunas técnicas utilizadas para caracterizar e identificar particulas son el @&

uso de Espectroscopia ultravioleta-visible (UV) debido al efecto fisico de s 6 |magen de

NP-Ag con TEM
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la absorcién de la luz en particulas metdlicas es conocido como resonancia de
plasmones de superficie (RPS). Esta caracteristica dptica, es de hecho un efecto de
tamafio, porque esta ausente tanto en los atomos individuales como en los
materiales en bulto®’. Otros métodos son la microscopia electrénica de transmision (TEM),

microscopia electrénica de barrido (SEM) y Cristalografia o Difraccion de rayos X (XRD)**
41

La cristalografia de rayos X es una técnica que utiliza lo rayos X para atravesar cristales
(forma mds pura del compuesto). Al entrar en contacto con el cristal, el haz se divide en
varias direcciones debido a la simetria y agrupacién de los atomos y, por difraccién, da
lugar a un patron de intensidades que puede interpretarse segun la ubicacién de los
atomos de los cristales™.
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4.4 Resistencia a los Antibidticos

La resistencia a los antibidticos es una amenaza cada vez mayor para la salud publica
mundial ya que pone en peligro la eficacia de la prevencion y el tratamiento de una serie
cada vez mayor de infecciones por virus, bacterias, hongos o pardsitos y se requieren
medidas por parte de todos los sectores del gobierno y la sociedad. La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) revela una grave falta de nuevos medicamentos en fase de
desarrollo, para combatir la creciente amenaza de resistencia a los antibiéticos. La
mayoria de los farmacos que se estan desarrollando son modificaciones de clases de
antibiéticos ya existentes que ofrecen soluciones solamente a corto plazo **.

En aflos mas recientes, las cepas de microorganismos multirresistentes a antibidticos se
han cuadriplicado en el mundo entero. Bacterias tales como Mycobacterium tuberculosis,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (SARM o MRSA en inglés), Enterococcus resistentes a vancomicina (ERV) vy
miembros de la familia de las enterobacterias, como por ejemplo Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Serratia spp, y Proteus spp, que rapidamente han desarrollado
resistencia y se han diseminado en las areas de las instituciones hospitalarias, residencias
de ancianos y entre pacientes inmunodeficientes -,

El problema es tan grave que el Centro Europeo de Control de Enfermedades y el Centro
para Control y Prevencion de Enfermedades de Atlanta han tenido que emitir nuevas
definiciones que permitan estandarizar términos a nivel internacional: (MDR) bacterias
multi drogo resistentes aquellas con resistencia adquirida para al menos un agente en tres
o mas clases distintas de antibidticos, (XDR) bacterias extensamente drogo resistentes
aquellas que son resistentes al menos a un agente en todas las categorias distintas de
antibidticos con la excepcidon de dos o menos y (PDR) bacterias pan drogo resistentes
aquellas que son resistentes a todos los agentes de todas las categorias de antibidticos**.

La resistencia a los antibioticos se produce cuando los microorganismos sufren cambios al
verse expuestos a los diferente antimicrobianos (antibacterianos, antifungicos, antivirales,
antipaludicos o antihelminticos). Como resultado, los medicamentos se vuelven ineficaces
y las infecciones persisten en el organismo, lo que incrementa el riesgo de propagacion a
otras personas.

Esta resistencia a los antibiéticos puede darse por diversas circunstancias, puede ser una
resistencia natural debido a que cada antibidtico ejerce un efecto inhibitorio sobre ciertos
grupos de microorganismos susceptibles, a estas especies se les dice naturalmente
sensibles pero las especies bacterianas que no se encuentran incluidas dentro de dicho
espectro se denominan naturalmente resistentes.
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En este caso el antibidtico no crea resistencia, pero si selecciona las bacterias resistentes

eliminando las sensibles. Es lo que se conoce con el nombre de presion de seleccion. Otra

forma es la resistencia adquirida, que surge dentro de una especie bacteriana que

anteriormente era sensible y cuyo patrimonio genético ha sido modificado por

mutaciones del ADN o por la adquisicién de genes de resistencia transferidos a partir de
otra cepa perteneciente a una especie idéntica o diferente

Existen también mecanismos bioquimicos por los que el microorganismo produccién de

enzimas que inactivan el antibiético ejemplo de ello son las R-lactamasas, por una

modificacion del blanco del antibiético como la Modificacidon de las Proteinas de Enlace en

la pared celular, una impermeabilidad de la pared bacteriana por modificacién o por

disminucion cuantitativa de las porinas o por un mecanismo de efusidn: expulsion de la
molécula por un transporte activo (Fig. 7) .

Una resistencia cruzada es
cuando se debe a un mismo
mecanismo de resistencia. En
general, afecta a varios
antibidéticos dentro de una
misma familia ejemplo de
ello es la resistencia de los R-
lactdmicos. En ciertos casos,
puede afectar a antibidticos
de familias diferentes por
ejemplo la resistencia por
impermeabilidad a las

tetraciclinas se cruza con

antibidticos.

ANTIBIOTICOS
o
Un antibidtico
debe fijarse

sobre un recep-
tor para actuar.

BACTERIA

°

o

la resistencia al

Fig. 7 Estrategias de resistencia a los antibidticos
Las bacterias suit scics vivus
que evolucionan, capaces de
adaptarse y de resistir a los

MUTACION DEL
RECEPTOR

Si el receptor
cambia, tras una
mutacion, impide
la vinculacién del
antibiético.

o

MODIFICACION
DEL
ANTIBIOTICO
Numerosas cepas
resistentes fabri-
can una enzima
que modifica la
molécula del
antibiético.

\

NZIMA®®)
0
v

4%

IMPERMEABILIDAD
DE LA BACTERIA
La bacteria cierra sus
poros. el antibidtico
no puede penetrar

EXPULSION DEL
ANTIBIOTICO
Algunas bacterias son
capaces de rechazar

Q Los antibidticos por

aspiracion fuera de la

élula. (%)

coloranfenicol y al trimetoprim). Y

una resistencia asociada es cuando afecta a varios antibidticos de familias diferentes. En

general, se debe a la asociacién de varios mecanismos de resistencia *°.
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5. METODOLOGIA

5.1 Ruta Sintética

La sintesis de los derivados de trifenil imidazol propuesta en este trabajo se llevd a cavo
en el laboratorio de Quimica Medicinal y Productos Naturales de la Facultad de Ciencias
Quimicas en Ingenieria UABC. Para la reaccidn general se utilizé bencilo (1 2-difeniletano-1
2-diona) como material de partida, acetato de amonio, como fuente de nitrégeno y el
aldehido aromatico correspondiente, todo disuelto previamente en acido acético, dentro
de un matraz bola de tres bocas y a reflujo. En el siguiente esquema se muestra la
reaccién general (Esquema 14).

2) |\/

1)
F
(J ;
0 N .y ACONH4 HNT SN
o * ’/ P AcOH ==
. _—
@ )

Esquema 14. Reaccidn para la sintesis de Trifenilimidazol a partir de: 1) Bencilo y 2) aldehido.

Después de la sintesis de los compuestos imidazol estos fueron purificados por técnicas de
recristalizacién con etanol y cromatografia por columna utilizando silica gel (Si02) como
fase estacionaria y solventes de diferentes polaridad (n-Hexano y Acetato de Etilo) como
fase moévil, mas adelante se monitoreo por TLC a luz UV con una fase movil de n-Hex/
AcOEt (la mayoria de los IMI presenta una coloracién azulada al verse en luz UV).

Tras la purificacion de cada uno, estos, se caracterizaron por medio de las técnicas de
Espectrometria de Absorcidn, Espectrometria Infrarroja (FT-IR), Espectrometria de Masas
y Resonancia magnética Nuclear. Ademds se uso el programa: Molinspiration
Cheminformatics Software (Calculation of Molecular Properties and Bioactivity Score) para
calcular el LogP (coeficiente de particion) de cada compuesto sintetizado. Se reviso la
literatura y buscaron fuentes de informacidn para interpretar los espectros.
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5.1.1 Sintesis de los derivados

2, 4, 5-trifenil-1H-imidazol (IMI Lofina)

Esquema 15.
Sintesis del

O o IMI Lofina
0]

AcONH4 HNT Sy
AcOH

()~
Una mezcla de 0.52g (5.95 mmol) de acetato de amonio y 10 mL de acido acético se puso
en reflujo y agitacidn. Después de 5 minutos del inicio de la reaccidn se adiciond por goteo
constante 0.126 g (1.19 mmol) de benzaldehido y después de otros 5 minutos se agregan

25g (1.19 mmol) de bencilo. Se continud con el reflujo por 4 horas mas y se deja en reposo
a temperatura ambiente durante la noche. Se adiciono hidréxido de amonio hasta pH 9. El

precipitado formado se filtré y se lavd repetidas veces con agua destilada y salmuera, se
realizaron extracciones con disolventes de polaridad media y se elimind el disolvente a
presion reducida en un rotaevaporador. El producto se purificd6 mediante
recristalizaciones con etanol y el monitoreo de la pureza se realizé por
CCF (Fig. 8).

Nombre: 2, 4, 5-trifenil-1H-imidazol

Formula: C21H15N2

Peso molecular: 296 g/mol

Aspecto Fisico: Sélido amorfo color blanco

LogP: 5.39

A Pico de Absorbancia: 334 nm

IR (cm™): 3037, 2963, 2855, 1602, 1586, 1502, 1487, 1323, 1260, 734

EM m/z (%): 296 [M+] (77), 207 (50), 193 (10), 165 (80), 89 (32), 73 (36),
63 (19), 44 (100).

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) &: 12.6 (s, 1H, NH), 8.0 (d, J = 7.7 Hz, 2H).
7.2-7.9 (m, 13H, Ar-H). Fig. 8 IMI Lofina CCF

de IMI Lofina con una
FM de n-Hex 70%/ AcOEt
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2-metoxibenzaldehido (o0-anisaldehido)

0 (0]
Esquema 16.
H CHgl / K,CO4 _ H Sintesis del o-
Acetoniidio anisaldehido
~
OH O

A una disolucidon de 1g (8.19mmol) de salicilaldehido destilado y 4g (40.94 mmol) de
carbonato de potasio en 30 mL de acetonitrilo, se adicionaron lentamente 2.32g
(16.38mmol) de ioduro de metilo. Esta mezcla se colocé a reflujo por 30 minutos, se enfrié
y se filtré para remover los solidos precipitados. Al filtrado o sobrenadante se lavd con una
disolucion saturada de cloruro de sodio. Se secé con sulfato de sodio anhidro y se eliminé
el disolvente a presiéon reducida en un rotaevaporador. La conversién del material de
partida se monitored por CCF (Fig. 9).

Nombre: 2-metoxibenzaldehido

Formula: CgHgO,

Peso molecular: 136 g/mol

Aspecto Fisico: Liquido oleoso color ambar

Aroma: Sutilmente Dulce (Anis)

Fig. 9 CCF izquierda
salicilaldehido y derecha
producto de reaccidén o-
Anisaldehido con una FM
de n-Hex 70%/ AcOEt 30%
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2-(2-metoxifenil)-4,5-difenil-1H-imidazol (IMI o-Met)

O
g ° |
o HN \N

H AcONH,
—_——
AcOH

O O O/ O Q

Se puso en reflujo una mezcla de 0.52 g (5.95 mmol) de acetato de amonio en 10 mL de

Esquema 17.
Sintesis del
IMI o-Met

acido acético. Después de 5 minutos por goteo constante se adicionaron 0.162 g (1.19
mmol) de 2-metoxibenzaldehido, y pasados 5 minutos se agregaron 0.25 g (1.19 mmol) de
bencilo. Se continué con el reflujo por 4 horas y se dejéo en reposo a temperatura
ambiente durante toda la noche. Se agregd hidroxido de amonio hasta pH 9. Se filtré el
solido precipitado y se lavd con agua destilada y una disolucién saturada salina, se extrajo
con disolventes de polaridad media y se eliminaron a presion reducida en un
rotaevaporador. El producto se purificd6 por medio de recristalizacion con etanol,
monitoreando la pureza por CCF (Fig. 10).

Nombre: 2-(2-metoxifenil)-4,5-difenil-1H-imidazol

Formula: C,;H43N,0

Peso molecular: 326 g/mol Fig. 10 CCF de IMI

Aspecto Fisico: S6lido amorfo color crema claro. 0-Met con una
FM de n-Hex

LogP: 5.4 70%/ AcOEt 30%

A Pico de Absorbancia: 343 nm

IR (cm™): 3063. 3030, 2973, 2840, 1651, 1600, 1584,1525, 1505,1251, 1017,
764.

EM m/z (%): 326 [M+], (100), 308 (80), 295 (40), 221 (40), 165 (58), 77 (17).
RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) &: 10.48 (s, 1H, NH), 8.47 (dd, J1 = 8 Hz, J2

=1.2 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.50 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.30 (m, 7H, Ar-
H), 7.10 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 3.99 (s, 3H, -O-CH3)
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2-(2-nitrofenil)-4,5-difenil-1H-imidazol (IMI 0-NO,)

o NO, Esquema 18.
Sintesis del
-0 H AcONH,

- X ~  HNT SN IMI 0-NO,

AcOH
l iﬁo NOQ

Se puso en reflujo una mezcla de 0.4 g (1.5 mmol) de acetato de amonio disuelto en 10ml
de acido acético. Después de 5 minutos a goteo constante se adicionaron 0.227 g (1.5
mmol) de 2-nitrobenzaldehido. Pasados 5 minutos se agregaron 0.316 g (1.5 mmol) de

bencilo. Se continta con el reflujo por 4horas mas y se deja en reposo a temperatura
ambiente durante toda la noche. Se agregdé hidroxido de amonio hasta llevar a pH 9. Se
filtrd el sélido precipitado y se lavé con agua destilada y una disolucién saturada salina, se
extrajo con solventes de polaridad media y se elimind a presidon reducida en un
rotaevaporador. El producto se purificd con columna cromatografica con silica gel y con
una fase eluyente de n-hexano/acetato de etilo al 50%, con monitoreo por CCF (Fig. 11).

Nombre: 2-(2-nitrofenil)-4,5-difenil-1H-imidazol
Formula: C;;H15N30; i
Peso molecular: 341 g/mol

Aspecto Fisico: Solido amorfo color amarillo huevo

LogP: 5.3

A Pico de Absorbancia: 303 nm

IR (cm'l): 3066, 2924, 2852, 1698, 1652, 1601, 1584, 1524, 1503, 1352, 764, B

722

EM m/z (%): 341 [M+] (1), 178(100), 165(24), 150(17), 132(25), 103(18), '

A

(d, J=8.8 Hz, 2H), 7.50 (m, 4H), 7.31 (m, 6H) Fig. 11 CCF de IMI 0-NO,
con una FM de n-Hex
70%/ AcOEt 30%

89(20), 77(4), 59 (60), 45 (40)

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) &: 11.90 (s, 1H, NH), 8.18 (d, J = 8.8 Hz, 2H),8.05
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2-(furan-2-yl)-4,5-difenil-1H-imidazol (IMI FUR)

S Esquema 19.
8] , .
/ Sintesis del
IMI FUR
0 0 0 HN \N
+ | / ACONH, o
AcOH
N °© Y ©
- [

Previamente el aldehido Furfural se destilo para purificarlo (Punto de ebullicién 161,7 °C).
Se puso en reflujo una mezcla de 1.46 g (19 mmol) de acetato de amonio en 10ml de acido
acético. Después de 5 minutos a goteo constante se adicionaron 0.473 mL (7.1 mmol) de
Furfural. Pasados 5 minutos se agregaron 0.8 g (3.8 mmol) de bencilo. Se continué con el
reflujo por S5horas mas y se dejo en reposo a temperatura ambiente durante toda la
noche. Se agregd hidroxido de amonio hasta pH 9. Se filtré el sélido precipitado y se
realizaron lavados con agua destilada y una disolucién saturada salina, extrayendo con
disolventes de polaridad media y se elimind el disolvente a presion reducida en un
rotaevaporador. El producto se purific6 por columna cromatografica de silica gel
utilizando como mezcla eluyente Hexano/AcOEt al 10 %, con monitoreo por CCF (Fig. 12).

Nombre: 2-(furan-2-yl)-4,5-difenil-1H-imidazol
Formula: C19H14N,0

Peso molecular: 286 g/mol

Aspecto Fisico: Sélido amorfo color crema

LogP: 4.53

A Pico de Absorbancia: 333 nm |
IR (cm'l): 3147, 3057, 2921, 2850, 1683, 1626, 1601, 1525, 1501, 1485,
1387, 1250, 1227, 1126, 738.

EM m/z (%): 286 [M+] (30), 165 (17), 104 (33), 94 (34) 77 (100), 66 (27),

51(96) Fig. 12 CCF de IMI FUR con una
FM de n-Hex 70%/ AcOEt 30%
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5.2 Formacion de las particulas de plata

Para la formacion de las particulas de plata se decidié trabajar con cuatro de las moléculas
sintetizadas IMI FUR, IMI O-NO,, IMI Lofina, IMI o- Met. Esta eleccidon se hizo en base a los
grupos funcionales tanto electrodonador como electroatractor del anillo A del
trifenilimidazol, con la intensién de evaluar sus propiedades.

IMI Lofina IMI FUR IMI O-NO, IMI O- Met

P oX R

Fig. 13 IMI que fueron seleccionados para preparar las P Ag

Previamente se analizaron por CCF los compuestos IMI para comprobar que no hubiera
impurezas o degradacién de estos.

Para la generacién de las particulas de plata con los imidazoles, se prepard una disolucién
0.02 M de AgNOs (84 mg /25 mL) bajo oscuridad. Por otra parte se tomaron 50 mg de los
derivados del imidazol y se mezclaron en agua destilada fria, tratada previamente con
burbujeo de Nitrégeno para retirar la mayor cantidad posible de oxigeno y se enfrié (para
ayudar a la solubilidad se uso una cantidad minima de etanol). Una vez disueltos los
derivados del imidazol se le agregan 5 mL de la disolucidon de AgNO3 protegiendo de la luz

en todo momento y se dejé en agitacion por una hora con un agitador magnético®” *%.

10 minutos antes de terminada la hora, se preparé una disolucién del agente reductor
NaBH; al 0.05 M disolviendo 19 mg en 10 mL del agua tratada, y una vez terminado el
tiempo de agitacion de la mezcla IMI/AgNO;, se agregd por goteo el NaBH,4 hasta observar
un cambio de color oscuro y continuar en agitacién por 5 min. Finalmente se guardé la
solucién protegiendo de la luz y en refrigeracion hasta su andlisis y caracterizacion®’. Esta
técnica se realizé para cada uno de los IMI sintetizados, (el material con el que se trabajo
era limpiado con HCI diluido y solventes para evitar interferencias de contaminacién) *°



5.2.1 Caracterizacion de productos

Para caracterizacidn parcial de las particulas por espectrofotometria UV y espectroscopia
infrarrojo se tuvo que secar el producto. Por medio de vacio se hizo pasar la disolucion de
P-Ag con el IMI, realizando lavados con agua destilada y etanol para arrastrar por
completo cualquier rastro de producto y las particulas quedaron atrapadas en el filtro con
sus respectivos imidazoles, se dejaron secar por un dia, y se guardaron en tubos

eppendorf manteniéndolos en oscuridad®®>*.

Para el analisis UV-VIS se ajusté la lectura entre 300 nm y 800 nm. Se tomd una pequeiia
muestra y se disolvié en etanol para poder realizar las lecturas en las respectivas celdas.

Después se procedid con el analisis por espectroscopia IR con un espectrometro FT-IR
(Infrarrojo de Transformadas de Fourier). Se colocd una pequefia muestra sobre el equipo
y los espectros se analizaron por el programa OMNIC Specta Software (Fig. 14). Se reviso
la literatura para apoyar la interpretacién de los espectros™>.

SCIENTIFIC

Fig. 14 Espectrometro FT-IR y programa OMNIC Specta Software
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Fig. 15 Pico de Absorbancia y Bandas del IR de las P Ag
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5.3 Metodologia evaluacién biolégica
La evaluacion antimicrobiana se llevo a cabo por el método Kirby-Bauer (difusidon en agar).
Fueron utilizadas dos cepas de microorganismos:

. . . C. aIbicans{n PDA" P. aeruginosa en MH
1. Pseudomonas aeruginosa multirresistente: AN

bacteria aerobia gram negativa.

2. Candida albicans: hongo diploide.

Las cepas fueron proporcionadas por el cepario del  Fig. 16 Medios de cultivo con
Laboratorio de Analisis Microbiolégico de la Facultad  diferentes cepas de

de Ciencias Quimicas e Ingenieria, UABC, donde microorganismos utilizadas en las
fueron llevados a cabo los experimentos (Fig.16). pruebas de antibiograma.

Previamente se esterilizd todo el material usado para los experimentos por medio del en
autoclave a 1219C durante 15 min. Acto seguido se preparo una solucién al 1 % de IMI
Lofina, IMI Lofina —P Ag, IMI FUR —P Ag, IMI O-NO,— P Ag, IMIl o- Met—P Agy P Ag (1% =
1.000 ppm = 1 mg/ mL) en DMSO. Por medio de una micropipeta se impregnaron con 100
uL del IMI Lofina y un control negativo con DMSO en discos estériles de papel de filtro
Whatman de 40 mm de didmetro previamente esterilizados®®>*.

Un dia antes a la realizacion de los ensayos, fueron resembradas las cepas en medios de
cultivo nuevos, para la obtencidn de cultivos jovenes no mayores a 24 horas.

Tabla 1. Medios de cultivo utilizado para la realizacién de los bioensayos.

Microorganismo Medio de cultivo
Bacteria Hongo
Mueller Hinton Agar papa dextrosa (PDA)

Para las dos cepas se prepard una suspensién microbiana en solucidn salina estéril al 0.9%,
ajustando al 0.5 del nefelémetro de McFarland, correspondiente a 1.5 x 108 células
bacterianas y flngicas respectivamente por mL de la suspensién anterior se tomé 1 mLy
se llevd a un aforo de 10 mL con medio de cultivo, se homogenizd y se realizé el sembrado
por los métodos de vertido en placa y siembra en doble capa sobre cajas petri cuddruples,
esto para obtener cultivos mas homogéneos. (Fig. 17: 1).

Cada vez que un matraz o un tubo de ensayo se abre para afiadir o sacar material, se pasa
la boca del mismo a través de la llama de un mechero, a fin de destruir cualquier

microorganismo que pueda haberse depositado alli®>>%>’.
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Después de esperar unos 5 minutos se colocaron todos los discos cargados con las
diferentes concentraciones del IMI Lofina por medio de pinzas estériles sobre la superficie
del agar, presionando los discos ligeramente sobre el agar para asegurar un contacto
uniforme, por ultimo incubar las cajas a 35°Cy leer después de 24 horas de incubacién.

1)

2) Fig. 17 Métodos de siembra:
1) por estria multiple y 2)

por vertido en placa

(cd Colonids aisladas

Fueron utilizados sensidiscos de Ciprofloxacina, Vancomicina, Penicilina G y Oxacilina
como controles positivos. Para el analisis de los resultados de midid el didametro de la zona
de inhibicién y se compard con las referencias publicadas por el National Committeeon
Clinical Laboratory Standards (NCCLS), en el documento M100: Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing (2016) y el M27-A3: Reference Method for Broth
Dilution Antifungal Susceptibility Testing of VYeasts (2008), reportando si el
microorganismo es Sensible, Intermedio o Resistente (S, I, R) a cada uno de los

antibidticos ensayados>® >°.
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6. RESULTADOS

6.1 Sintesis y caracterizacién de los derivados IMI

Como se puede observar para la generacién de los diferentes IMI se siguié la metodologia
de Radziszewski utilizando bencilo, aldehidos, acetato de amonio y dacido acético como
disolvente.

Los aldehidos utilizados para la generacidn de estas moléculas fueron seleccionados por la

naturaleza quimica de sus sustituyentes, todos presentaron una estructura aromatica con
grupos funcionales de caracter electrodonador o electroatractor.

= AcONH4 HN N N

AcOH

Esquema 20. Método de Radziszewski para la sintesis de Trifenilimidazoles.

Todos los compuestos sintetizados se purificaron y se obtuvieron con buenos
rendimientos de reaccidén. Enseguida se muestran las cantidades obtenidas y sus
respectivos rendimientos (Tabla 2).

Compuesto | Nombre Sustituyente Pesos (Gramos) % Rendimiento
1 IMI Lofina -H 0.2072 95%
4 IMI o-Met 0-OCH3 0.2555g 93%
5 IMI NO, 0-NO; 0.3661g 77%
6 IMI FUR Furano 0.716g 94%

Tabla 2. Cantidades obtenidas de los IMI y sus rendimientos.

Todos los compuestos se caracterizaron por espectrofotometria UV, espectroscopia
Infrarroja (FT-IR), espectrometria de Masas y resonancia magnética Nuclear.
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El producto IMI Lofina se observd como un sdlido amorfo color blanco, y soluble en
disolventes de polaridad media. En espectrofotometria UV-Vis se observo una sefal a 334
nm. En infrarrojo el compuesto mostré bandas correspondientes a tension de enlaces
C=C-H (3037cm™), N-H (2963cm™), C-H (2855cm™), C=N (1724cm™), C=C conjugado a
Benceno (1586cm™), N-H (1586cm™), C=C aromatico (1502cm™), C-N aril (1323cm™) y C-H
de benceno mono sustituido (734cm™) estas sefiales confirman la formacién del anillo
heterociclico del imidazol (Anexo 2).

Por espectrometria de masas se pudo ver el i6bn molecular a una m/z de 296,
correspondiente al peso molecular del derivado con formula C;;H36N> con un 77% y a su
vez se observan los fragmentos caracteristicos a la degradacién del esqueleto del IMI en
los picos de m/z 281, 207, 193, 165, 147, 133, 104, 89, 73, 63 y 44 de los cuales la mayoria
se logro determinar su estructura, siendo el pico base a una m/z de 44, posiblemente el

ion para metila ‘ . L, .
P Fig. 18 Estructuras del patrén de fragmentacion del esqueleto de IMI Lofina
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En la espectroscopia de resonancia magnética nuclear de este derivado, por la simetria
gue presenta la molécula, en el espectro de protédn se observd a un desplazamiento
guimico de 12.6 6 un singulete con integracién para un protdn, correspondiente al
hidrégeno unido a nitrégeno del anillo de imidazol; a un desplazamiento de 8.0 6 de
identifico un doblete que integra para 2 protones con una constante de acoplamiento
caracteristica de hidrégenos vecinales a 7.7 Hz. El resto de los hidrégenos al encontrarse
en un ambiente quimico y magnético similar, se desdoblaron en forma de un multiplete
con integracion para 13 protones aromaticos a un desplazamiento de 7.2-7.9 6 (Anexo
16).

Finalmente por medio del programa Molinspiration Cheminformatics Software se calculé
un LogP de 5.39
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El producto puro IMI o-Met se observd como un sélido amorfo color beige, con
solubilidad en disolventes de polaridad media. En el analisis UV se observé una sefial a 343
nm, y en espectroscopia infrarroja este compuesto mostré bandas correspondientes a
tensién de enlaces C=C-H (3063 cm™), N-H (3030 cm™), C-H (2973 cm™), C=N (1651 cm™),
C=C conjugado a benceno (1600 cm™), N-H (1584 cm™), C=C aromético (1505 cm™), C-N
aril (1303 cm™), C-0 (1251 cm™), C-0-C (1099 cm™), estas sefiales confirman la formacién
del anillo heterociclico del imidazol. (Anexo 4).

En espectrometria de masas se observé en idn molecular de m/z de 326 correspondiente
al peso molecular del derivado con formula C;;H;30N,con un100% siendo el pico base.
Ademas se logro identificar los picos de m/z a 308, 295, 281, 255, 221, 208, 194, 178, 165,
141, 127, 104, 91, 77, 64, 51 (Anexo 13).

64.01

== - — .

Y N4 - 203

Fig. 19 Estructuras del patron de fragmentacion del esqueleto de IMI o-Met

En la resonancia magnética nuclear de este derivado IMI o-Met se observé: 10.48 (s, 1H,
NH), 8.47 (dd, J1 = 8 Hz, J2 =1.2 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.50 (d, J = 7.2 Hz, 2H),
7.30 (m, 7H, Ar-H), 7.10 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 3.99 (s, 3H, -O-CH3)
(Anexo 18).

Finalmente por medio del programa Molinspiration Cheminformatics Software se calculé
un LogP: 5.4
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El producto puro IMI 0-NO; mostré un aspecto fisico sélido amorfo color amarillo soluble
en disolventes de polaridad media. En el andlisis de UV se observd una seiial a 303 nm.

El analisis espectroscépico por infrarrojo del compuesto IMI 0-NO, mostré bandas
correspondientes a tensién de enlaces C=C-H (3066 cm™), N-H (2924 cm™), C-H (2852 cm’
1), C=N (1698 cm™), C=C conjugado a benceno (1601 cm™), N-H (1584 cm™), NO2 (1524
cm™), C=C aromatico (1503 cm™) C-N aril (1352 cm™), o-Sustitucién (764 cm™) y C-H de
Benceno monosustituido (722 cm'l), estas sefiales confirman la formacién del anillo
heterociclico del imidazol (Anexo 5).

En la espectrometria de masas del producto IMI o- NO, se observé en idon molecular de
m/z de 341 correspondiente al peso molecular del derivado con formula C;;H150,N3, vy el
patron de fragmentacion caracteristico a la degradacion del esqueleto del IMI con los
picos de m/z 330, 263, 237, 220, 207, 193, 178 165, 150, 132, 103, 89, 77, 59 y 45 de los
cuales se logré identificar el pico base a un a una m/z de 178 posiblemente el ion para
bencilo (Anexo 14).

Fig. 20 Estructuras del patron de fragmentacion del esqueleto de IMI 0-NO,
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En la resonancia magnética nuclear de este derivado IMI o- NO; se observé: 11.90 (s, 1H,
NH), 8.18 (d, J = 8.8 Hz, 2H),8.05 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.50 (m, 4H), 7.31 (m, 6H).

Finalmente por medio del programa Molinspiration Cheminformatics Software se calculé
un LogP:5.3
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El producto puro IMI FUR mostrd un aspecto fisico de un sélido amorfo color beige, con
una sefal de 333 nm en el andlisis de UV.

En el analisis espectroscdpico por infrarrojo del compuesto IMI FUR se observaron bandas
correspondientes a tensién de enlaces C=C-H (3147 cm™), C-H (3057 o 2850 cm™), N-H
(2921 cm™), C=N (1683 cm™), C=C conjugado a benceno (1626 cm™), N-H (1601 cm™), C=C
aromatico (1501 cm™), C-N aril 1250 cm™), C-O-C (1227 cm™), C-O (1126 cm™) y C-H de
Benceno mono sustituido (738 cm'l), estas sefiales confirman la formacién del anillo
heterociclico del imidazol (Anexo 6).

En la espectrometria de masas del producto IMI FUR se observé en ién molecular de m/z
286 que correspondid al peso molecular del derivado con formula C;9H140N,, ademas se
identifico el patrdon de fragmentacion caracteristico a la degradacion del esqueleto del IMI
con los picos de m/z de 285, 257, 218, 165, 128, 104, 94, 77, 65 y 51, de los cuales se
logré determinar su estructura con un pico base de m/z de 77 (Anexo 15).

Fig. 21 Estructuras del patron de fragmentacion del esqueleto de IMI FUR
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Mediante del programa Molinspiration Cheminformatics Software se calculé el LogP: 4.53
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6.3 Particulas de plata

Después de la sintesis de los derivados IMI Lofina, IMI o- Met, IMI O-NO, y IMI FUR, se
prepararon de estas particulas de plata. Estos se mantuvieron en una soluciéon de agua
destilada y una cantidad minima de etanol para mejorar la solubilidad de los productos, en

' Fig. 22 Particulas y sus precursores

IMI Lofina IMI o-Met IMI-NO2 IMIFUR

s ® ® ®
DLb LLSQ \O% ~

Las particulas de plata se caracterizaron parcialmente por espectroscopia IR vy
espectrofotometria UV-Vis. Para el analisis FT-IR del compuesto IMI Lofina P Ag mostro
bandas correspondientes a tensién de enlaces para C=C-H (3038 cm™), N-H (2964 cm™), C-
H (2844 cm™), C=N (1682 cm™), C=C conjugado a benceno (1602 cm™), N-H (1586 cm™),
C=C aromético (1503 cm™), C-N aril (1323 cm™) y C-H del benceno monosustituido (764
cm™) (Anexo 7). Para su UV-Vis el pico de absorbancia maxima fue de 249 nm.

Respecto el analisis FT-IR del compuesto IMI o-Met P Ag mostré bandas correspondientes
a tension de enlaces para C=C-H (3057 cm™), N-H (2997 cm™), C-H (2961 cm™), C=N (1697
cm™), C=C conjugado a benceno (1615 cm™), N-H (1588 cm™), C=C aromatico (1502 cm™),
C-N aril (1324), C-O (1241 cm™), C-O-C (1115 cm™), o-Sustitucién (764 cm™) y C-H del
benceno monosustituido (729 cm™) (Anexo 8). Para su UV-Vis el pico de absorbancia
maxima fue de 240 nm.

Para el analisis FT-IR del compuesto IMI 0-NO, P Ag mostré bandas correspondientes a
tensién de enlaces para C=C-H (3073 cm™), C-H (3030 cm™), N-H (2970 cm™), C=N (1698
cm™), C=C conjugado a benceno (1604 cm™) N-H (1585 cm™), NO2 (1524 cm™), C=C
aromatico (1502 cm™) C-N aril (1351 cm™), o-Sustitucién (764 cm™) y C-H del benceno
monosustituido (722 cm™) (Anexo 9). Para su UV-Vis el pico de absorbancia maxima fue de
241 nm.

Para el andlisis FT-IR del compuesto IMI FUR P Ag mostréd bandas correspondientes a
tensién de enlaces C=C-H (3037 cm™), N-H (2921 cm™), C-H (2850 cm™), C=N (1697 cm™),
C=C conjugado a benceno (1651 cm™), N-H (1599 cm™), C=C aromético (1503 cm™), C-N
Aril (1323 cm™), C-O-C (1203 cm™), C-O (1127 cm™) y C-H del benceno monosustituido
(764 cm™) (Anexo 10). Para su UV-Vis el pico de absorbancia maxima fue de 234 nm.
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6.2 Actividad Antibidtica

Los antibiogramas se llevaron por el método de Kirby-Bauer con algunas modificaciones
utilizando una cepa bacteriana Gram negativo multirresistente (P. aeruginosa) y una cepa
fungica (C. albicans).

A. Resultados actividad antibacteriana.

Para esta actividad fueron evaluadas todas las particulas de plata sintetizadas, los
resultados se muestran concentrados en la Tabla 3.

Compuesto contenido | Didmetro mm S I R
IMI Lofina —P Ag 100 pg 1.1cm X

IMI FUR —P Ag 100 pg 1.5cm X

IMI O-NO,— P Ag 100 pg 1.1cm

IMI o- Met—P Ag 100 pg 1.2cm

Ciprofloxacina -

Vancomicina -

Penicilina G -

X | X | X [ X

Oxacilina R

Tabla 3. Resultados de las Pruebas de Antibiograma en P. aeruginosa

Se puede observar en la tabla anterior que los antibidticos utilizados como control no
presentaron ningun efecto inhibitorio contra P. aeruginosa, lo cual era esperado al ser una
cepa multirresistente, sin embargo, es de destacar el hecho de que todas las particulas de
plata evaluadas si mostraron efecto contra este microorganismo, con didmetros de
inhibicién de 1.1 cm para las particulas derivadas de los compuestos IMI Lofina (-H) e IMI
0O-NO2 (0-N0O2), y de 1.2 cm de didametro para la particula derivada de IMI O-Met (o-
OCH3), mostrando esta cepa sensibilidad intermedia frente a estos compuestos. De entre
las particulas ensayadas, resalto la actividad mostrada por IMI FUR —P Ag, superando al
resto con un didametro de inhibicion de 1.5 cm.

B. Resultados actividad antifungica.

Para esta actividad fueron evaluadas todas las particulas de plata sintetizadas, asi como
los precursores IMI-Lofina e IMI-FUR, los resultados se muestran concentrados en la Tabla
4.

Candida albicans
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Compuesto contenido | Didmetro mm S
IMI Lofina 100 pg -

IMI FUR 100 pg -

IMI Lofina —P Ag 100 pg 1.3cm X
IMI FUR —P Ag 100 pg 13 cm X
IMI O-NO,— P Ag 100 pg 1l.4cm X
IMI o- Met—P Ag 100 pg 1l.4cm X
Particulas Ag 100 pg 0.9cm X

Tabla 3. Resultados de las Pruebas de Antibiograma en C. albicans

En la evaluacién antifingica, observando primeramente a los compuestos precursores,
estos no mostraron ningun efecto sobre el crecimiento del hongo, sin embargo,
nuevamente todas las particulas de plata presentaron actividad inhibitoria frente a C.
albicans, clasificando a este hongo como sensible frente a estos compuestos evaluados,
con diametros de inhibicidon de 1.3 y 1.4 cm. Se analizé como control una muestra de
particulas de plata sin precursor de tipo imidazol (P Ag), observando un decremento en la
actividad, con halo de inhibicion menor a 1 cm (0.9 cm), esto nos indica que la adicién de
un compuesto de tipo trifenilimidazol a estas particulas es un factor importante para
potencializar la actividad, trabajando de manera sinérgica.

Es conocido que las particulas de plata ejercen un efecto de sinergismo con antibiéticos,
ya que ayudan a aumentar la permeabilidad de la membrana de las bacterias; por otro
lado, los compuestos de tipo imidazol tienen un efecto intercalante en las cadenas de ADN
de microorganismos, causando su muerte, un claro ejemplo de esto es el caso del farmaco
Metronidazol.

Por otro lado, el mecanismo de accidon antifingica de las particulas de plata se debe a que
estas pueden unirse a la membrana del hongo, modificando su permeabilidad y con ello
alterar la viabilidad celular®.

Figura 23 Antibiogramas de las particulas de plata y precursores frente a P. aeruginosa multirresistente y C.
albicans
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7. CONCLUSIONES

1. A partir de la ruta sintética de Debus-Radiszewski se lograron sintetizar 4 derivados del
esqueleto base 2,4,5-trifenilimidazol con diferentes sustituciones del anillo A.

2. Las estructuras moleculares de los productos sintéticos fueron confirmadas por técnicas
de caracterizacidon de espectrofotometria UV, espectroscopia Infrarroja, espectrometria
de masas y resonancia magnética nuclear.

3. Se llevo a cavo la sintesis de particulas de plata por medio de una sal de plata y un
agente reductor, utilizando como precursores los 4 derivados del 2,4,5-trifenilimidazol.

4. De los resultados de la actividad antimicrobiana frente a una cepa bacteriana y un
hongo de los productos sintéticos IMI y sus respectivas particulas de plata, los productos
IMI fueron inactivos pero las particulas metalicas mostraron inhibiciéon frente a la bacteria
y el hongo utilizado en estos bioensayos.

5. De los resultados obtenidos en la evaluacion biolégica, se sugiere un sinergismo
antimicrobiano entre los productos de trifenilimidazol y las particulas de plata.

De acuerdo con la literatura las nanoparticulas de plata ejercen un efecto de sinergismo
con los antibidticos aumentando la permeabilidad de la membrana de las bacterias y los
compuestos de anillos de imidazol tienden a tener un efecto intercalante en el ADN del
microorganismo como el caso del Metronidazol. En el caso de los hongos actiua de
manera no especifica en el exterior e interior de las células, asi como en la pared celular
en ambos proceso se piensa que esto es por su alta reactividad con compuestos de azufre
la hace reaccionar con enzimas y aminodcidos estructurales de la pared celular. Bajo estos
criterios se piensa que posiblemente este es el mecanismo por el cual se llevo a cavo este
efecto antibacterial.

Trabajo futuro.

Sintetizar una mayor cantidad de derivados de trifenil imidazol y evaluarlos como
nanoparticulas para realizar un estudio de relacidon estructura-actividad bioldgica.
Determinar la morfologia y el tamafio de las particulas metalicas obtenidas.
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9. APENDICE

9.1 Técnicas experimentales
Metodologia de la Ruta sintética general:

1. Los reactivos Acetato de amonio, bencilo y aldehido disueltos en ac. acético se
ponen a reflujo

2. Lareaccidn se neutraliza con NH4OH hasta alcanzar pH=9

3. El producto se filtra a vacio y se deja secar

4. Se hacen lavados con agua destilada y sIn. Salina saturada y se extrae el producto
con solventes de polaridad media

5. Rotoevaporar los solventes

6. Purificacidén por columna cromatografica con silica gel y usando disolventes para la
fase movil eran mezclas de n- Hex/AcOEt en distintas proporciones

Condiciones de reaccién: Los reactivos utilizados fueron comprados de distintos
proveedores como Sigma-Aldrich, J.T. Baker y Fermont. Los rendimientos de los productos
generados se calcularon una vez purificados.
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9.2 Instrumentacién

Resonancia Magnética Nuclear: Para la obtencion de los
espectros de resonancia magnética nuclear se utilizd un
espectrometro RMN-H Spinsolve Benchtop Magritek. Se utilizo
cloroformo deuterado como disolvente. Las siguientes
abreviaciones se utilizaron para explicar las multiplicidades: s=
singulete; d= doblete; t= triplete; dd= doble de doblete; m=

multiplete

Espectroscopia de UV-Visible: Las mediciones de absorbancia se realizaron en un
espectrofotdmetro en un rango de 200 - 800 nm con una celda
de cuarzo de 10 mm. Como disolvente se empleé MeOH y agua
destilada. Los valores de absorbancia (A) se expresan en nm.

Espectroscopia de Infrarrojo: Los espectros de IR fueron
realizados en un espectrofotémetro Thermo Scientific Id5 ATR
iS5 FT-IR. Los valores de transmitancia (u) estdn expresados en

cm™.

Espectrometria de Masas: Para la obtencién de los espectros
de masas, se emplearon las técnicas de ionizacidon por impacto
electrénico (El), utilizando el equipo de un Cromatografo de
gases Thermo Scientific modelo TRACE 1310 acoplado a un
espectrometro de masas de cuadrupolo sencillo Thermo
Scientific modelo ISQ LT. La temperatura del horno fue de
120°C y la de la fuente de iones 240°C. La rampa de
calentamiento de la columna comenzé a 1202C manteniendo

esta temperatura 1 minuto, para subir a una velocidad de
402C/min hasta 280°C, y manteniendo esta temperatura 10
minutos.

Cromatografia de Capa Fina o TLC: Se emplearon placas FLUKA Analytical de 0.2 mm,
usando como agente visualizador luz ultravioleta a 254 nm.

Cromatografia de columna: Se empled silica gel con un tamano de particula de 0.04-0.063
mm y de 0.063-0.200 mm de marca MERCK. La preparacién de las columnas consistié en
el empaquetado con una mezcla de silica gel y n-Hex, a la que posteriormente se le
adicionaba en la parte superior el crudo de reaccién por purificar. Los disolventes para la
fase movil eran mezclas de n- Hex/AcOEt en distintas proporciones.
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Programas informaticos: Se utilizé el Software ChemDraw Ultra versién 2001 para dibujar
las estructuras moleculares y para otorgarle los nombres sistematicos a los productos
sintetizados. El programa Molinspiration Cheminformatics Software (Calculation of
Molecular Properties and Bioactivity Score) para calcular el LogP (coeficiente de particion)
y el programa OMNIC Specta Software para el andlisis de los Espectros IR y el programa
MestreNova Software para el analisis de los Espectros de RMN H.

Medios de Cultivos: Las cepas se sembraron para su analisis en Agar Miller-Hinton Marca
BDBioxon fabricado en México y se prepararon 3.8 gramos por Litro de agua en
un autoclave de calor humedo son 1212C por 15 minutos y se vertié en cajas petri
cuddruples. Las cepas P. aeruginosa, y C. albicans con no mas de 24 horas, provenientes
del cepario en el laboratorio de andlisis microbiolégico de la Facultad de Ciencias
Quimicas e ingenierias UABC. Los sensidiscos utilizados para las pruebas de antibiograma
de Ciprofloxacina, Vancomicina, Penicilina G y Oxacilina de la compafiia HARDY Diagnostic.
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9.3 Anexos
9.3.1 Espectros Infrarrojos
Espectro de infrarrojo del compuesto IMI Lofina

1004 . C-N (Aril)
i C=C-H  N-H (secundaria) 0% 1360-1
954 3100-3010 3000
904
o1 =
] g &
80+ = 5
| 8
754 C=N 8
i % 1615-1700 § g g
704 8 2 2 @
{ w Xy 8 c=C = s
654 Conjugadoa Benceno
i _ C-H 1600-1680
60+ 2700-3300
55+ N-H “
| 1640-1500 -
501 3 c=C 2 ~
‘5_5 Aromatico § % E '65_( E
; 1500 g - @ 3 CH
404 - Benceno
wo a0 TTaw s awe w0 qopg menciustiido
700-750
Espectro de infrarrojo del compuesto IMI o-Met
| C=C-H N-H (secundaria) ©/
3100-3010 3000 itucio
S
o~
3
C-H
2700-3300
o~ C=N
s 1615-1700
3
S
+ w
754 = 8 c=C
! 8 Conjugado aBenceno =)
! o 1600-1680 £ s 2 g‘”
70+ b el 8 o S 0'g
| N-H c=C § 2 g8 ©8 TEg
1 Aromdtico T v 2 © o - o
e S ® % 0 Fcoc”
4000 3500 3000 2500 2000 1500 fz'gg‘_a}'zc;) 1120 1000
Espectro de infrarrojo del compuesto IMI 0-NO,
| Aromaticos C-N (Ar||)
1004 C=C-H 1360-1250

90

804

o

| pe N-H (secundaria) g
60+ @ d

i i Ny 8 3000 2

i > 1640-1500

+ ~ ©
50+

: c=C S @

: Conjugadoa Benceno § 5 =

H I o~
40y ieooese NO: % g cion g™

| o b4 C=C « O-Sustitucion C-H

; (Aromatico) & aAromitico @ -

I 2 770-725 Benceno
304 1520,1530 1500 e

& - - - - . - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - (—menosustituido
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 790750

57



Espectro de infrarrojo del compuesto IMI FUR
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Espectro de infrarrojo del compuesto IMI 0-NO, P Ag
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9.3.2 Espectros de Masas

Espectro de masas del compuesto IMI Lofina
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Espectro de masas del compuesto IMI 0-NO,
[7 Scan 2311 (16.543 min): IMIPNB.D
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9.3.3 RMN

Espectro de RMN 1H del compuesto IMI Lofina

IMI, 1HNMR
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Espectro de RMN 1H del compuesto IMI 0-NO2
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9.3.4 Antibiogramas

Candida albicans
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