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RESUMEN

En esta tesis se presenta el trabajo de sintesis quimica y evaluacion biologica de
derivados de trifenil imidazol. A pesar de que los estudios sintéticos y actividades
biologicas de esta plantilla molecular son extensos, hay poca informacion
reportada sobre derivados con sustituciones en el anillo A. Se propone la sintesis
de derivados cuyas diferencias radican en la posicidn y naturaleza quimica de
distintos sustituyentes en el anillo A y su posterior ensayo bioldgico citotéxico para

de esta forma establecer una relaciéon estructura-actividad.

En la introduccion se recopila informacion sobre el uso de medicamentos a
travez de la historia y cdmo estos evolucionaron con el paso del tiempo ya la
experiencia empirica, el impacto que tuvo la sintesis organica en el desarrollo de
medicamentos y la importancia que ha cobrado la quimica medicinal en situacion

actual de la industria farmacéutica.

En los antecedentes presentaados encontraremos informacion importante y de
manera resumida con respecto al uso de los imidazoles, analizaremos sus
propiedades quimicas, fisicas y biologicas, describiendo las principales
bioactividades que presenta, mostrando ejemplos claros de trabajos sinteticos

realizados por grupos de investigadores alrededor del mundo.

El darea de metodologias presenta el desarrollo sintetico y biologico llevado a
cabo para la sintesis y evaluacion biologica de tipo citotdxica de los derivados; la
ruta sintética que se utiliz6 para obtenerlos, asi como los resultados de las
diferentes técnicas espectrométricas y espectroscopicas de caracterizacion

estructural que fueron utilizadas.

En la discusion de resultados se encontrara la descripcion espectroscopica y
espectrometrica de cada uno de los compuestos realizados, esto en el area
sintetica, mientras que concerniente a la actividad citotoxica, se mostran y

analizaran los valores obtenidos y la posible relacion estructura- actividad.



RESUMEN

Como estudios preliminares, se anexan en el area de evaluacion biologica
peliminar, los resultados obtenidos de la evaluacion enzimatica y antituberculoa
realizadas a algunos de los compuestos sintetizados, encontrando una

introduccion, metodologias, y analisis de resultados.

Finalmente, en la conclusion se hace una recapitulacion de los datos obtenidos
en la parte sintética y en la evaluacion de actividades bioldgicas, y se explica
como éstos confirman la hipotesis planteada. Asi mismo se hace una valoracion
de los alcances del proyecto respecto a los objetivos planteados y el posible

trabajo a futuro.
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AcOEt
AcOH
AcONa
AcONH4
Anh.
B.C.
CCF
CDCls
CHCIs
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DCM
dd
DNTB
EM

EtOH

Hz

Grados centigrados
Acetato de etilo

Acido acético

Acetato de sodio
Acetato de amonio
Anhidrido

Baja California
Cromatografia de capa fina
Cloroformo deuterado
Cloroformo

Centimetros
Desplazamiento quimico
Doblete

Diclorometano

Doble doblete

Acido 2,2-dinitro(5,5'-ditio)benzoico

Espectrometria de masas
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Gramos

Hertz

Espectroscopia de infrarrojo

Constante de acoplamiento
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m Meta

m Multiplete

m/z Relacion masa carga

M+ [6n molecular

MeO Metoxilo

mL Mililitro

mm Milimetros

mmol Milimol

NacCl Cloruro de sodio

nm Nanometros

o] Orto

p Para

Pag. Pagina

PCC Clorocromato de piridinio
ppm Partes por millén

Rf Factor de retencion

RMN Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

RMN 13C Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13

RMN !H Resonancia Magnética Nuclear de protén
S Singulete

t Triplete

T™MS Tetrametilsilano

uv Ultravioleta
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El empleo de sustancias por el hombre es tan antiguo como el mismo hombre, ya que la
necesidad de hallar solucion a sus males ha sido siempre tan o0 mas importante que su
necesidad de buscar alimentos o cobijo. EI hombre primitivo buscada en su ambiente
objetos animados o inanimados que lo ayudaran a expulsar los males que le aquejaban, lo
gue lo llevo a caer en las supersticiones; pero no debemos despreciarlo por ello, pues
algunos de los farmacos actuales hunden sus raices en esos absurdos de magia y de

experimentacion.

La farmacologia es una ciencia joven y sus bases histéricas las encontramos en la llamada
materia médica, conocimiento empirico de la farmacognosia y semilla de la actual ciencia

farmacoldgica.

El uso de plantas o sustancias de origen animal con fines curativos data de la edad de
piedra, durante la cual se utilizaban conjuros y ritos magicos, aliados a un fuerte estado
psicolégico del paciente, lo que daba lugar a la medicina primitiva, sin embargo, los tiempos
van cambiando y el hombre debia adaptarse a ello, la sociedad evoluciono y el
conocimiento adquirido también, llevando a la mejora de todos los elementos que involucra
la salud, como las medicinas que utilizaban; se dio un gran salto al comenzar con la
utilizacion de formas farmacéuticas mas elaboradas de las medicinas vegetales que se
consumian. Al llegar al siglo XIX, no solamente se consumia el extracto de una planta, sino
gue, la curiosidad llevo al hombre a realizar las primeras extracciones de sustancias puras
provenientes de plantas. Por mencionar un ejemplo importante, el aislamiento de la morfina
por el Aleman Freidrich Wilhelm Adam Sertlrner a partir de la resina secretada por Papaver
Somniferum, la amapola del opio. Este descubrimiento marcaria al mundo ya que por
primera vez se logro aislar una sustancia pura de su fuente natural, lo que supuso el
nacimiento de la quimica de los alcaloides (poco después se descubrieron la quinina, la
cafeina, la nicotina, y asi hasta llegar a los miles de alcaloides conocidos en la actualidad)
y, dadas sus propiedades analgésicas, supuso un gran estimulo para el nacimiento de la

industria farmacéutica moderna.

Asi, el conocimiento cientifico y quimico permitié el disefio a conciencia y el uso particular

de moléculas para tratar algun padecimiento.
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El sigo xx trae consigo la busqueda sistematizada de compuestos menos toxicos y la

introduccién de sustancias sintéticas como farmacos.

El primer desarrollo racional de una droga sintética fue realizado por Paul Ehrlich y
Sacachiro Hata, quienes produjeron la Arsfenamina en 1910 combinando sintesis con
ensayos bioldgicos confiables, Ehrlich buscaba un agente antimicrobiano seguro para tratar
la sifilis, después de probar mas de 600 productos arsenicales estructuralmente
relacionados descubrieron la Arsfenamina (Salvarsan), efectiva en humanos para tratar la
enfermedad pero muy toxica, sin embargo utilizada hasta mediados de los afios 40 hasta

el advenimiento de la penicilina.

OH

A
H,N *Npq NH,

HO

Fig. 1. Farmaco Salvarsan

La aproximacién de Erhlich es aun hoy una de las técnicas que se usan como base para el

descubrimiento de nuevas drogas.

Otro ejemplo digno de mencionar por su importancia, es el descubrimiento de LIBRIUM, El
primer tranquilizante benzodiacepinico: LIBRIUM [7-cloro-2- (metilamino)-5-fenil-3H-1,4-
benzodeiacepina 4-oxido] (1), el cual fue descubierto completamente al azar. Leo Sternbach

en Roche debia sintetizar una serie de drogas tranquilizantes de tipo benheptoxdiazinas

1 2 :
(2), pero observo que cuando R™ era CHoNR2 y R era CgHg la estructura obtenida era

una quinazolina-3- oxido (3).

Ninguno de estos los compuestos que se probaron de esta serie tenian actividad biologica
interesante, por lo que Leo abandond el programa en 1955 y en 1957 durante la limpieza

de algunos productos del laboratorio correspondientes a ese proyecto y en un ultimo intento,
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: 1 2
se evalué el compuesto que se creyo tenia estructura X:7-Cl, R": CHoNCH3, R : CgH5 (3)
lo que dio un muy buen resultado de actividad en el screening de tranquilizantes.

Investigaciones posteriores revelaron que el compuesto no era la quinazolina 3-oxido, sino
la benzodiacepina-3-oxido o0 mas tarde conocido como Librium, presumiblemente producida
en una reaccion inesperada del correspondiente clorometilquinazoline 3-oxido (4) con

metilamina de acuerdo a lo que se observa en el esquema 1.

NHCH; X R,
N N X
= [\ N \< [\ AN N\Y R
o)
/ NT
ol £N< Y// =N Y// F ~o-
) o @ R @ R

Fig. 2. (1) Tranquilizante benzodiacepinico Librium, (2) benheptoxdiazinas, (3) quinazolina-3- oxido.

Los primeros productos quimicos sintéticos eran analogos de otros aislados de la
naturaleza, se les denominaron “Compuestos Lider”, esto dio paso a creacién de una nueva
ciencia para el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos, la quimica medicinal,

guimica médica o también conocida como quimica farmacéutica.

Quimica medicinal (QM) es la disciplina que indaga y nos ayuda a determinar la influencia
gue tiene la estructura quimica de una molécula en la actividad biologica de esta presenta.
La QM esta estrechamente relacionada con ciencias como la biologia, medicina y por
supuesto, la farmacologia.

La QM es muy amplia, ya que involucra diversos aspectos como la invencion,
descubrimiento, disefio, desarrollo, identificacion y preparacion de compuestos con
actividad biologica, el estudio de su mecanismo de accion, y la interpretacion de este
mecanismo a nivel molecular, para poder determinar una relacion estructura-actividad
(SAR) de la molécula
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Uno de los principales objetivos de la QM es el disefio racional o busqueda de nuevos
"compuestos lideres” y sus modificaciones estructurales que pueden proporcionar

compuestos mas eficaces y con pocos efectos secundarios.

En la actualidad, el desarrollo de nuevos métodos sintéticos, técnicas instrumentales, la
bioinformatica, biologia molecular, entre otros, permiten la busqueda de nuevas molecular
bioactivas basadas en el conocimiento de su diana bioldgica, esto se le conoce como
“Descubrimiento racional de farmacos” (Drug Discovery racional). Existen ademas otras
importantes técnicas empleadas en la QM para el descubrimiento de farmacos, como la
analogia, en donde se realiza la modificacion estructural de un fAdrmaco ya existente para
su optimizaron biolégica, de manera que surja un nuevo farmaco con propiedades quimico-
biolégicas mejoradas, existe la técnica de “screening” en donde se realiza una evaluacion
rapida de la actividad biolégica de muchas moléculas procedentes de familias o colecciones
de compuestos y la ultima técnica intimamente relacionada con la QM es la evaluacién de

los compuestos utilizando métodos computacionales.

De acuerdo con un andlisis bibliométrico realizado en 2009, paises como Brasil, México y
Argentina son los paises con un mayor desarrollo cientifico relacionado con la quimica

medicinal en América Latina.

En México son varias instituciones y grupos de investigacion consolidados que estan
llevando a cabo estudios sobre aspectos de la QM, como el modelado molecular, sintesis

guimica, evaluacioén biolégica in vitro e in vivo y productos naturales.
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Esq. 1. Mecanismo propuesto para la formacién accidental del tranquilizante Librium.

Desarrollo de agentes anti cancerigenos.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define al cancer como la proliferacién y
crecimiento descontrolado de células que pueden afectar cualquier parte del cuerpo ya que
esto puede causar la invasion de células a tejidos circundantes y extenderse a mas tejidos
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a través de la metastasis. Varios tipos de cancer pueden ser curados hoy en dia por medio

de cirugia, radioterapia o quimioterapia, claro, si el padecimiento es detectado a tiempo.

Varios compuestos sintéticos, biologicamente activos contienen en su estructura anillos
heterociclicos con un atomo de nitr6geno, este tipo de compuestos se han descrito como
privilegiados y, en particular, la presencia de nitrégeno se ha asociado con una amplia

gama de actividades bioldgicas.

El heterociclo imidazol y compuestos relacionados han demostrado tener diversas
propiedades farmacologicas, lo cual ha animado a los investigadores a realizar la sintesis

de un gran nimero de nuevos agentes quimioterapéuticos con estructura base de imidazol.

Entre muchas de las propiedades farmacolégicas que presenta el anillo de imidazol se
encuentra la de agente citotoxico, la cual es de suma relevancia para este estudio, pero no
se pueden dejar de lado otras importantes bioactividades como: inhibidor de enzimas,
antibacterianos, antifungicos, antioxidantes, anticoagulantes, anti-inflamatorios, antivirales,

antidiabético, entre otras.

De manera general y por la amplia bibliografia al respecto, podemos pensar que el anillo
de imidazol y sus derivados son fisiolégicamente y farmacolégicamente activos y en ellos
se pueden encontrar aplicaciones para el tratamiento de varias enfermedades, entre ellas

el cancer.

Apoyandonos de los conocimientos y herramientas que nos brinda la quimica medicinal, el
trabajo realizado en este proyecto esta dirigido a la busqueda de la relacion existente entre
una serie de moléculas que tiene en comun la presencia de un heterociclo de tipo imidazol

en su estructura, ademas de ciertas funcionalizaciones capaces de aumentar o disminuir la

reactividad de este anillo, para correlacionarlo con su efecto ante diversas lineas tumorales.




0

“ Hipotesis

7¢.



HIPOTESIS

La posicidn y la naturaleza de sustituyentes de tipo electrodonadores y electrotractores
sobre el anillo A, son variables estructurales de relevancia en la reactividad del nucleo
heterociclico de imidazol.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer una posible relacion estructura-actividad citotoxica de compuestos derivados de
trifenil imidazol con sustituyentes de distinta naturaleza quimica y posicion en el anillo A,

mediante sintesis quimica y experimentos de tipo bioensayo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Determinar la ruta sintética 6ptima para la sintesis de derivados de trifenil imidazol.

e Sintetizar y caracterizar los productos obtenidos mediante técnicas

espectroscopicas, espectrométicas y resonancia magnética nuclear.

e Evaluar la actividad citotoxica de los compuestos sintetizados frente a lineas

celulares humanas, mediante experimentos de tipo bioensayo.

o Analizar y proponer una posible relacion estructura- actividad de los compuestos y
su actividad biolégica, concentrandonos en la influencia de las distintas sustituciones
sobre el anillo A.

e Realizar pruebas biolégicas complementarias a los compuestos de tipo: enzimatica
(inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa y xantina oxidasa), antimicrobiana (frente

a bacteria y levaduras) y anti-tuberculosa.
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ANTECEDENTES.

El ndcleo de imidazol es un farmacéforo biolégicamente aceptado en compuestos
medicinales, y ha hecho que sea un heterociclico sumamente versatil con un amplio
espectro de actividades biologicas. Aunado a esto, existen moléculas sintetizadas
naturalmente que contiene en su estructura al imidazol, de tal forma que los derivados de
sintéticos de imidazol son isOsteros estructurales de nucleétidos naturales (Starcevic et
al.,, 2007), lo que les permite interactuar facilmente con los biopolimeros enddgenos,
siendo esto un factor determinante en la bioactividad que se presenta.

Propiedades quimicas del imidazol

Imidazol (1,3-diaza-2,4-ciclopentadieno) es un compuesto organico con formula molecular
CsH4N2. Este heterociclo aromatico es un 1,3-diazol y es clasificado como un alcaloide.
Imidazol (1) es el término que se utiliza para describir a esta molécula especificamente,
sin embargo, existe una amplia gama moléculas que se agrupan bajo el término de
“‘imidazoles”,en estas el anillo presenta diversas sustituciones. El anillo de imidazol esta
presente en moléculas bioldégicas muy importantes para el organismo, como la histidina
(2) y la hormona histamina (3), ademds, actualmente existen muchos farmacos

importantes que contienen en su estructura el anillo de imidazol.

o H
HN*—'\\l\ N /\/E”
&\/N KMDH HoN | N/>

) ) ®)

Fig. 3. Estructuras quimicas de: (1) imidazol, (2) histidina e (3) histamina.
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Estructura y propiedades del imidazol

Imidazol es un anillo planar de 5 miembros soluble en agua y otros solventes polares,
existe en 2 formas tautomeéricas equivalentes, 1H-imidazol y 3H-imidazol, esto debido a
que el &tomo de hidrogeno puede localizarse en cualquiera de los dos nitrégenos de la
molécula. Se clasifica a este compuesto como aromatico debido a la presencia de un
sexteto de electrones pi, el par de electrones del atomo de nitrégeno protonado y otro par

cada uno de los cuatro atomos restantes.

Imidazol es anfotérico, esto significa que puede actuar como un acido y como una base.
Cuando se comporta como acido tiene un pKa de 14.5 y como base, el pKa del &cido
conjugado es de aproximadamente 7, esto hace al imidazol mucho mas béasico que la
piridina. Es un compuesto organico incoloro que tiene un punto de fusion 89-91 °C y punto
de ebullicion es 256 °C, el cual es alto en comparacion con otros heterociclos de cinco
miembros, lo que nos demuestra la existencia de enlace de hidrogeno entre los anillos de

imidazol.

Mientras que el anillo de imidazol es bastante susceptible a ataque electréfilicoo en un
carbono anular, es poco probable que participe en reacciones de sustitucion nuclefilica, a
menos que se introduzca en el anillo uno 0 mas sustituyentes electroatractores. En

ausencia de tal activacion la posiciébn mas propensa al ataque nuclefilico es C-2.
Sintesis de imidazol

El anillo de imidazol (1) fue sintetizado por primera vez en 1858 por Heinrich Debus, para
ellos utilizo glioxal (2), formaldehido (3) y amoniaco y lo nombro glioxalina. Esta sintesis
produce relativamente bajos rendimientos y actualmente sigue siendo utilizada. Mas tarde

el nombre imidazol fue acufiado por Hantzsch en 1888.

@)
" } { ° + )I\ - NH3 - HN&N

) (3) 1)

Fig.4. Estructuras quimicas de: (1) imidazol, (2) glioxal y (3) formaldehido. Sintesis de Debus para la

formacién de imidazol.
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Un anillo de imidazol puede ser sintetizado por varios métodos, muchas de estas sintesis
estan enfocadas a la generacion de imidazoles sustituidos en diferentes posiciones,
algunas de los métodos sintéticos mas conocidos, solo por mencionar algunos, son:

sintesis de Debus, Radiszewski, sintesis de Wallach, alfa-halocetonas.
1) Sintesis de Radiszewski.

Radiszewski reporto la condensaciéon de un compuesto dicarbonilico, el benzilo (1) y un
alfa-cetoaldehido, el benzaldehido (2) o alfa-dicetonas en presencia de amoniaco, el
resultado de esta sintesis es una molécula de 2, 4, 5-trifenilimidazol (3), con los cuales

trabajaremos en este proyecto.

2 NH,

+ H - HN__Z N
1) 2 (3 j

Fig.5. Sintesis de Radiszewski. (1) benzilo, (2) benzaldehido y (3) 2,4,5-trifenilimidazol.

2) Sintesis de wallach

Wallach reporto que cuando N,N-dimetiloxamida (1) es tratada con pentacloruro de
fésforo, se obtiene un compuesto clorado (2) que es reducido con &cido yodhidrico para

obtener N-dimetilimidazol (3).

0 Cl
NHCH.R

CH
+ PClg » / N/CHG‘ HI - ('\ N~ 3
NHCH.R /K —-:;!\

1) ) ®3)

Fig.6. Sintesis de Wallach. (1) compuesto N,N-dimetiloxamida, (2) intermediario clorado y (3) N-

dimetilimidazol.
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3) alfa-halocetonas

Esta reaccion involucra la interaccibn entre una imina con una alfa-halocetona. Este

meétodo es exitoso para la sintesis de 2,4- o 2,5-bifenilimidazol.

NH

—_—

-H,0 /

I=Z

(1) y 2) (3)

Fig.7. Sintesis de imidazoles por alfa-haloacetonas. (1) alfa-halocetona, (2) imina y (3) 2,4- o 2,5-

bifenilimidazol.

Actividad biologica de los imidazoles

Los imidazoles comunmente estan presentes en biomoléculas muy importantes, como en
la biotina, en el aminoacido esencial histidina, en la histamina, en los alcaloides
pilocarpinas y otros alcaloides. Los derivados de imidazol también han mostrado poseer
muchas propiedades farmacoldgicas y estan ampliamente implicados en los procesos
bioquimicos, como en la inhibicion del éxido nitrico sintasa, inhibidores de la agregacion

plaquetaria y otras actividades citotoxicas.

Entre las muchas bioactividades citadas en la literatura cientifica podemos encontrar la
actividad analgésica y antiinflamatoria, antifingica, siendo esta la mas reportada,
inhibidos enzimaticos, antihelmintico, antiviral, antiulcerosa y citotéxica, en la cual

enfocaremos este trabajo.

La quimica medicinal moderna aplicada a los imidazoles, tiene como objetivo la busqueda
de derivados mas eficaces y con mejores propiedades fisicoquimicas que permitan la

reduccién de efectos secundarios en los pacientes.

12



Antiinflamatorios

La busqueda de nuevos y mejores farmacos anti-inflamatorios nunca termina, cada vez
son mas comunes sintomas relacionados a reumatismo, la hinchazén, enrojecimiento,
dolor y fiebre. Estudios sintéticos actuales incluyen la busqueda de estos nuevos agentes

en una variedad de sistemas heterociclicos, como los imidazoles.

Algunos ejemplos destacados de trabajos sintéticos con imidazoles enfocados a la

busqueda de nuevas moléculas con potencial antiinflamatorio se muestran a continuacion:

Puratchikody A. y col. en el afio 2007 realizaron pruebas con imidazoles 4,5-difenil-2-
substituidos para conocer su actividad antiinflamatoria. Estos investigadores utilizaron
indometacina como farmaco de referencia, encontrando un compuesto con actividad

antiinflamatoria considerable.

Fig.8. Puratchikody A. y col. 2-(benciloxi)-4,5-difenil-imidazol

Kavitha C.S. y col sintetizaron una serie de nuevos derivados de 2-
metilaminibenzimidazol, analizaron su actividad analgésica y antiinflamatoria,
encontrando que estos compuestos mostraron buena actividad contra ambos

padecimientos en comparacién a su estandar de nimesulida

13
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Fig.9. Kavitha y col. (1) N-((6-bromo-1H-benzo[d]imidazol-2-il)metil)-4-clorobencenamida y (2) N-((1H-

benzo[d]imidazol-2-il)metil)lbencenamida

Antifungica

En los dltimos afios, la busqueda de nuevos antifungicos se ha concentrado
principalmente en el area de los imidazoles y triazoles. El grupo de farmaco conocido
colectivamente como los azoles, comprende moléculas de tipo imidazol 1-sustituido y
compuestos de triazol. Sin duda, este tipo de farmacos representan el actual objetivo en la
blusqueda de tratamiento para infecciones fungicas, tanto tratamiento tépico como

sistémico.

Actualmente, los imidazoles lipofilicos tales como clotrimazol (1), econazol (2) y miconazol
(3), a pesar de su amplio uso en la terapéutica actual, han exhibido una biodisponibilidad
sistema muy pobre tras administracion oral, esto como consecuencia de una mala
absorcién al no ser moléculas hidrosolubles y un extenso metabolismo de primer paso,
por lo que su uso se ha limitado al tratamiento topico de infecciones. El ketoconazol (4),
otro farmaco muy utilizado como antifungico, a diferencia de los antes mencionados,
presenta la caracteristica de poseer una estructura quimica mas polar, debido a esto, su
uso se ha extendido a presentaciones farmacéuticas intravenosas; fue introducido en la
terapia a finales de 1970, representando una nueva vision para la busqueda y generacion
de nuevos farmacos.
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Fig.10. Farmacos actuales para el tratamiento de infecciones causas por hongos. (1) clotrimazol, (2)

econazol, (3) miconazol y (4) ketoconazol.

Antihelmiltico.

Se entr6 que imidazol es menos sensible en parasitos extra intestinales, especialmente
intravasculares y parasitos que viven en el intestino que contra parasitos

gastrointestinales.

La actividad contra el parasito en sus etapas de desarrollo es superior a la actividad que
presentan los imidazol contra el parasito adulto. La eclosiéon y desarrollo larvario se

inhiben con dosis que son sub eficaces contra adultos in vivo.

Se ha encontrado que imidazoles de la clase 2-alquilbenzimidazol eliminan varias
especies de nematodos y trematodos de diferentes hospederos. 4,5,6,7-tetracloro-2-
trifluorometilbenzimidazol han mostrado buena actividad contra Ancylostoma caninum,
Haemonchus contrtus, Ascarissuum Yy trematodos como Fasciola hepatica.

Benzimidazoles 2, 5-disustituidos también han demostrado buen potencial contra
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cestodiasis en hombre y animales. Mebendazol es efectivo para el tratamiento de
pacientes con T. Solium and T. Saginata a dosis de 100 mg/Kg.

0
0 CH,

H /
N )—0
/’:)_N
H
M
Fig.11. Mebendazol, farmaco antiparasitario comercializado en la actualidad.

Antituberculosa

La tuberculosis continda siendo un problema significativo de salud en el mundo, con una
alta tasa de nuevos casos y mas de 2 millones de muertes al afio. La incidencia de casos
de organismos multi-resistentes (MRMT) y extremadamente resistentes (XRMT) se
reporta en aumento a nivel mundial segun el CDC y la OMS. Estudios recientes han
demostrado que al menos in-vitro, algunos farmacos en estudio, principalmente derivados

tipo imidazol son capaces de inhibir enzimas clave en el metabolismo de M. tuberculosis.

Ramya V. y col. sintetizaron una serie de nuevos derivados de tipo 5-(nitro/bromo)-estiril-
2-benzimidazoles y evaluaron su actividad in vitro contra Mycobacterium tuberculosis

mostrando muy buena actividad. Se utiliz6 como referencia estreptomicina.

= N H
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Fig.12. Moléculas sintetizadas por Ramya y col.

Preeti Gupta y col. Reportaron la actividad antituberculosa de derivados de tipo 1H-
imidazol-4-acido carboxilico y derivados de 3-(2-alquil-1H-imidaazol-4-il)- acido
propionico, fueron probados contra cepas sensibles y cepas resistentes de M.

tuberculosis.
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Fig.13. Moléculas sintetizadas por Preeti y col.

Antidepresivo

Una actividad biolégica vagamente estudiada en los imidazoles es el potencial como
agentes antidepresivos, son pocos los estudios cientificos que nos permiten hacer esta
correlacién, uno de estos estudios es el realizado por F. Hadizadeh y col. en el 2008,
donde sintetizaron analogos de moclobemida; la moclobemida es el primer antidepresivo
derivado de la benzamida. Por lo tanto, no esté relacionada por su estructura quimica con
ningun otro antidepresivo existente. En los analogos que se presentan en este articulo, se
realizd una sustitucion de un fenilo por un anillo de imidazol, llegando a encontrar 3

derivados mas potentes a su control, la moclobemida.

—\ N /N
HIN o HRSQ*DONHCHQCHE—N 0
Cl

1) R= CHg4
O 2) B=CaHs
3) R=CHzCgHg

1) )

Fig.14. F. Hadizadeh, 2008. (1) Estructura del farmaco comercial moclobemida y (2) moléculas

sintetizadas por el autor con potencial antidepresivo.
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ANTECEDENTES
Citotoéxico

El cancer es una enfermedad maligna caracterizada por la proliferacion incontrolada de
células. Existen también lo tumores benignos en donde el cumulo de células o tumor,
puede aumentar su tamafio pero sin representar un peligro para la vida; por otro lado, se
encuentran los tumores malignos, los cuales tiene la capacidad de invadir tejidos
circundantes, propagandose. Este tipo de cancer, si es detectado en tiempo, puede ser

tratado de dos formas, removiendo el tumor quirirgicamente o con radioterapia.

Existe un tercer tipo de cancer, considerado de mayor mortalidad, se le conoce como la
metéstasis. La metastasis es un proceso donde un tumor primario o inicial genera nuevos

tumores en sitios alejados al punto de origen o donde estaba el tumor primario.

Cuando un cancer es tratado a base de multiples farmacos, es muy posible que se de una
resistencia cruzada, lo que ocasiona que las células tumorales sean resistentes a
farmacos citotoxicos s los que nunca han sido expuestas, esta resistencia de células

tumorales a la quimioterapia es un grave problema en el tratamiento actual del cancer.

En la actualidad un gran namero de investigadores se ha enfocado a la busqueda y
desarrollo de nuevos agentes citotoxicos, siendo las moléculas con un ndcleo de imidazol

un objetivo claro para esta busqueda.

Tiazofurin (2-b-D-ribofuranosiltiazol-4-carboxamida) es un farmaco oncolégico en fase de

investigacion de tipo C-nucleosido que presenta una inhibicion de la enzima inosina 5-
monofosfato dehidrogenasa (IMPDH). IMPDH es la enzima que catalyze la conversion de
insolan monofosfato (IMP) a xantina monofosfato (XMP), la cual es una enzima limitante
para la biosintesis de guanilato; todo este proceso de inhibicidbn enzimética por tiazorufin,

lleva a la célula cancerigena o no reproducirse de manera correcta.

En el 2001, Franchetii y col. sitetizaron un nuevo compuesto analogo a tiazofurin (1), al
cual llamaron imidazofurin (2) (2-b-D-ribo- furanosilimidazol-4-carboxamida), fue evaluado
ante células cancerosas obteniendo como resultado que el nuevo compuesto con imidazol

en su estructura presento muy buena actividad.
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Fig.15. (1) Tiazofurin, farmaco en fase de estudio para el tratamiento de cancer y (2) analogo

imidazofurin.

En el afio 2003, Baraldi y col. sintetizaron nuevos analogos de distamicina A, un farmaco

perteneciente a la clase de farmacos de union a la hendidura menor del ADN.

Los nuevos analogos de tipo afa-bromoacriloil pirazol e imidazol fueron evaluados in vitro
en células de leucemia de ratén L1210. De los compuestos sintetizados, encontraron que

que compuesto numero (2) presento una alta actividad contra estas células, con una ICgq

de 1.53 + 0.23 microM.
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Fig.16. (1) Distamicina A, farmaco para el tratamiento de cancer y (2) analogo sintetizado por Baraldi.
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Moléculas intercaladoras de ADN contienen en su estructura, un cromaoforo plano con dos
a cuatro anillos aromaticos fusionados, estas moléculas representan una gran familia de
agentes anti-tumorales. Li y col. (2007) sintetizaron una serie de nuevas naftalamidas
pentaciclicas fusionadas con un anillo de imidazol que contiene un grupo aril o un anillo
heteroaril. Estas moléculas fueron evaluadas para determinar su potencial citotoxico
contra contra diversas lineas cancerosas, arrojando como resultado que el compuesto (1)
y (2) presentaron excelentes resultados contra las lineas celulares Hela (cancer

cervicouterino humano) y SMMC-7721 (hepatoma humano) con una ICgg de 0.21y 0.22

UM respectivamente.
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Fig.17. (1) y (2) moléculas sintetizadas por Li y col.

Hanan M. Refaat y col. en 2010 sintetizaron unas series de benzoimidazoles 2-sustituidos,
varios compuestos de estas series se sometieron a un screening preliminar, encontrando
gue todos estos compuestos presentaron actividad citotdxica contra células humanas de
carcinoma hepatocelular, seno, adenocarcinoma y carcinoma de colon. Todos los
compuestos contienen una estructura base de tipo 1H-benzo[d]imidazol a partir del cual
se sintetizaron el resto de las series, es importante esto ya que la mayoria de los
compuestos presentaron cierta selectividad contra una linea celular especifica a pesar de

contener estructuras quimicas semejantes.
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Fig.18. (1) y (2) algunas de las moléculas sintetizadas por Refaat y col.

Solo por mencionar algunos ejemplos importantes que nos demuestran la gran relevancia
gue estan cobrando los imidazoles en la investigacion para la busqueda de nuevos

agentes citotoxicos.

Imidazoles y sus derivados como agentes anti cancerigenos.

Como ya se mencioné anteriormente, el cancer es una enfermedad en la cual una o un
grupo de células se desarrollan incontroladamente, llegando a invadir otros tejidos

contiguos o causando metastasis.

La rama de la medicina encargada del estudio, diagndstico, tratamiento y presencio del
cancer es la oncologia. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) informo que el cancer
es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo; en 2012
hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes relacionadas con esta
enfermedad y se prevé que el nUmero de nuevos casos aumente en aproximadamente un
70% en los proximos 20 afios. En este mismo afio, los canceres diagnosticados con
mayor frecuencia en el hombre fueron los de pulmoén, prostata, colon y recto, estbmago e

higado; en la mujer fueron los de mama, colon y recto, pulmoén, cuello uterino y estbmago.

Aproximadamente un 30% de las muertes por cancer son debidas a cinco factores de
riesgo conductuales y dietéticos: indice de masa corporal elevado, ingesta reducida de

frutas y verduras, falta de actividad fisica, consumo de tabaco y consumo de alcohol,
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encontrando que el mas del 60% de los nuevos casos y el 70% de las muertes por cancer
en el mundo se producen en Africa, Asia, América Central y Sudamérica. (Informe
mundial sobre el cancer 2014, IARC).

Aproximadamente el 90-95% de los canceres son causados por el estilo de vida de la
persona y/o factores ambientales, Gnicamente un 5-10% debido a factores genéticos.

Los farmacos anticancerigenos tradicionales son la base en la actualidad para el
desarrollo de nuevos farmacos donde los imidazoles juegan un papel importante y han
sido una fuente interesante de estudio para investigadores por mas de siglo. La
sustitucion en diferentes posiciones del anillo heterociclico brinda un amplia gama de

posibilidades para la generacion de compuestos de interés.

Estudios de relacion estructura- actividad han conducido a la obtencion de resultados
biol6gicos que pueden ser una base importante para el disefio de nuevos compuestos

activos.

Actualmente existe una amplia variedad de farmacos para este padecimiento, los cuales
fueron disefiados para afectar el desarrollo de la célula cancerosa, con estos farmacos es
posible controlar los efectos de la enfermedad, sin embargo no son especificos, ya que
células normales se ven afectadas por estos efectos del farmaco.

Los imidazoles y sus derivados han sido reportados como activos a nivel fisiologico y
farmacoldgico, dandoles aplicaciones en el tratamiento de muchas enfermedades. En el
descubrimiento de farmacos, el imidazol es la estrategia sintética mas importante. Muchos
imidazoles han sido reportados como agentes farmacoldgicos, algunos ejemplos como
Azomicina (1), Clotrimazol (2), Miconazol (3), Ergotionina, Clonidina y Moxonidina. Una de
las aplicaciones mas importantes de de los derivados de imidazol es en el tratamiento de
la estomatitis protésica que es una inflamacion crénica de la mucosa oral debida al
contacto con una proétesis extraible cuya patologia involucra diferentes factores
predisponentes, y el mas importante de ellos es la presencia de Candida; y otra aplicacion
importante en el cancer. La mayoria de los compuestos biolégicamente activos presenta

un anillo de cinco miembros y contenido de nitrégeno.
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Fig.19. Estructura quimica de: (1) Azomicina, (2) Cotrinazol y (3) miconazol.

Mecanismo de acciéon general de los imidazoles

Generalmente, los imidazoles se clasifican dentro de la categoria de farmacos anti
cancerigenos de tipo antimetabolitos. Un farmaco analogo a un metabolito fisiolégico,
puede seguir sus mismos pasos metabdlicos, hasta un punto en que altera una funcién; a
estas sustancias se las denomina falso metabolito. Otras veces, el analogo no se
metaboliza, pero se une al sitio activo de la enzima compitiendo con la molécula
fisiologica; a estas sustancias se las denomina antimetabolitos, esto condice a efectos
toxicos sobre las células como interrupcion del crecimiento e interrupcion de la division
celular. Estos farmacos se usan en el tratamiento del cancer ya que interfieren en la
produccion de ADN, lo que conlleva a la afectacidén de la division celular y el crecimiento

de tumores.

Estos farmacos interfieren con el crecimiento del ADN y del ARN al sustituir los elementos
fundamentales de estas moléculas. Se cree que estas sustancias se incorporan al ADN
durante la pase S del ciclo celular, deteniendo el desarrollo normal y por consiguiente la

division.

A este grupo de farmacos podemos clasificarlos de 4 formas: analogos del acido félico,
analogos de las bases pirimidinicas, de las bases puricas y analogos a otros.
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1) Analogos de 4cido folico

El mas utilizado es el metotrexato o ametopterina (MTX) que se comporta como un
inhibidor de la dihidrofolato-reductasa, enzima limitante de la via que transforma el acido
folico en &cido folinico, metabolito activo que actia como cofactor en reacciones de
transferencia de grupos monocarbonados.

El MTX, como casi todos los antimetabolitos, muestra selectividad parcial por células
tumorales y toxicidad contra las células normales en division rapida, como la médula 6sea

y el epitelio gastrointestinal.

Un andlogo es el raltitrexed (Tomudex), derivado del &cido glutdmico que inhibe la

timidilato-sintetasa, enzima necesaria para la sintesis de ADN.

Los antagonistas del acido folico destruyen células durante la fase S del ciclo celular y

tienen su mayor eficacia cuando inician la fase logaritmica de su proliferacion.
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Fig.20. Estructura quimica de: (1) acido folico y su derivado el farmaco (2) metotrexato.
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2) Analogos de las bases pirimidinicas

Como analogo del uracilo destaca el 5-fluorouracilo (5-FU) que incorpora un atomo de
fldor en posicion 5 en lugar de hidrégeno. Lesiona las células por dos mecanismos: inhibe

la timidilato-sintetasa y se incorpora al ARN.

Como analogo de la citosina destaca el arabindsido de citosina, citarabina o ara-C. Inhibe
competitivamente la ADN-polimerasa; puede inhibir débilmente la actividad de la ADN-

polimerasa, responsable de los procesos de reparacion.

Otros analogo de la citosina de mas reciente utilizacion es la gemcitabina (Gemzar), que
inhibe la sintesis de ADN.

MNH2

O O

1) ) |

®3) (4)

Fig.21. Estructura quimica de: (1) Uracilo y su derivado el farmaco (2) 5-fluorouracilo; (3) base

pirimidinica citocina y su anélogo (4) arabindsido de citosina.

3) Analogos de las bases puricas

La 6-mercaptopurina y la 6-tioguanina son los analogos azufrados de la hipoxantina y la

guanina respectivamente, que se emplean en ciertas formas de leucemia por via oral.

Ocasionan una gran inhibicion de la induccién coordinada de las diversas enzimas

necesarias para la sintesis del DNA.

La azatioprina (Imurel) es un derivado de la 6-mercaptopurina que se utiliza como

inmunodepresor.
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Fig.22. (1) 6-mercaptopurina y su analogo sintético (2) la azatioprina.

Otros productos estan en forma de nucledsidos, como la fludarabina (Beneflur),
arabindsido de adenina, que interrumpe la elongacion de ADN y ARN e inhibe la actividad
de varias enzimas: ADN y ARN-polimerasas, ADN-primasa, ADN-ligasa y ribonucleétido-
reductasa. Actla de manera particular sobre tejido maligno linfoproliferativo. Ciertos
analogos de la adenina son capaces de inhibir la adenosin-desaminasa, incrementando la
concentracion intra y extracelular de la adenosina, lo que tiene consecuencias linfotoxicas
e inmunodepresoras. Inhibidores de la desaminasa son la pentostatina (Nipent) y la

cladribina (Leustatin). Se aplican por via IV en la leucemia de células tricociticas.

4) Otros analogos

La hidroxiurea (Hydrea) es un anélogo de la urea que inhibe la ribonucleotido-reductasa,
enzima que transforma los ribonucle6tidos en desoxirribonucledtidos. Su accion es
maxima en la fase S del ciclo celular, consiguiendo la sincronizacién celular en la interfase

G1-S. Se emplea por via oral y su toxicidad limitante es la leucopenia.
ﬁ' (1) ﬁ' (2)

c c
H,;N” NH, H,N” “NH—OH

Fig.23. (1) urea y su analogo sintético (2) la hidroxiurea o comercialmente el farmaco (Hydrea).
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En el afio 2010 Ozkay y col. reportaron la sintesis y actividad citotoxica de una familia de
nuevos derivados de tipo  2-N-sustituido-[4-(1-metil-4,5-difenil-1-H-imidazol-2-

i)fenillacetamida.

Para esta sintesis comenzaron con la dimerizacion de benzaldehido(1) en presencia de
NaCN para la obtencion de benzoina (2), seguida de la correspondiente oxidacién de
esta con (CHsCOO)2:Cu y NH4NOs, obteniendo bencilo (3), a partir de la sintesis de
Radiszewski, el bencilo se condensa con el 4-nitrobenzaldehido en presencia de acetato
de amonio para formar el imidazol tri sustituido 2-(4-nitrofenil)-4,5-difenil-1H-imidazol (4).
Una vez formado este intermediario realizaron un N-metilacion con NaH y Mel para
obtener la molécula 1-metil-2-(4-nitrofenil_-4,5-difenil-1H-imidazol (5). El intermediario (5)
fue reducido al compuesto 1-metil-2-(4-aminofenil)-4,5-difenil-1H-imidazol (6) con la ayuda
de Zn/HCI. A partir de esta molécula se genero, via acetilacion con cloruro de cloroacetilo
el siguiente intermediario, el 2-cloro-N-[4-(1-metil-4,5-difenil-1H-imidazol-2-
ifenillacetamida (7). Finalmente, la Ultima etapa de la ruta sintética, se generaron 16
derivados a partir del intermediario (8) y los correspondientes tiolbenzoazoles o

piperazinas (Esquema 2).

Se evalud la actividad citotoxica de estos derivados, contra dos lineas celulares,
carcinoma de colon y carcinoma de mama, utilizando cisplatino como control positivo. Los
compuestos 9, 13, 14 y 15 presentaron los mejores resultados de toda la serie,
especialmente el compuesto 13, 14 y 15 mostraron un buen perfil citotéxico contra una
linea celular de carcinoma de colon, mostrando mayor especificidad por estas células que

las de mama.

Es importante destacar de igual manera el hecho de que los tres compuestos con mejor
perfil citotdéxico tuvieran en comudn la presencia de un anillo heterociclico de 5 miembros

en la sustitucion R.
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Esq.2. Ruta sintética propuesta por Ozkay 2010 para la sintesis de derivados de imidazol.
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Ensayos citotoxicos.

El método de tincién con sulforodamina B (SRB) fue desarrollado en el Instituto Nacional
de Cancer de los Estados Unidos, como una alternativa al empleo del método de
reduccion de MTT en el programa de tamizaje in vitro para el descubrimiento de nuevos

agentes antineoplasicos (Skehan et al., 1990).

La sulforodamina B (SRB) es un colorante de aminoxantano, rosado brillante, posee dos
grupos sulfénicos -SO3- cargados negativamente, capaces de unirse electrostaticamente
a cationes. En condiciones acidas (disuelta en acido acético 1%), la SRB aumenta su
afinidad por los aminoacidos béasicos de las proteinas, y se fija selectivamente a éstos,
proporcionando un indice del contenido de proteina celular si las células son previamente
fijadas con acido tricloroacético (TCA), y después de eliminar el colorante no fijado, el
colorante unido a las células viables se extrae con medio alcalino (Solucion de Tris pH
10,5) y se lee la absorbancia a 564 nm (Skehan et al., 1990; Monks et al., 1991).
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Fig. 25. Estructura quimica del colorante sulforodamina B.
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Sintesis de derivados de imidazol: trifenilimidazol

La sintesis de Debus mencionada anteriormente, es una reaccion versatil, ya que permite
ser utilizada como base para generar distintos derivados de imidazol, los reactivos
involucrados pueden ser facilmente sustituidos por otros de la misma naturaleza. En la
sintesis original, se requiere de un compuesto dicarbonilico (glioxal), un aldehido
(formaldehido) y una fuente de nitrogeno, el amoniaco, compuestos dicarboncillos existe
una gran variedad, asi como aldehidos, esto fue aprovechado por Radiszewski para el

desarrollo de la sintesis que lleva su nombre.

Los derivados de imidazol conocidos como trifenilimidazol son facilmente sintetizados
utilizando la metodologia propuesta por Radiszewski, partiendo de bencilo, benzaldehido

y amoniaco.

En el mecanismo de reaccion propuesto para la formacién de este tipo de derivados, se
requiere de la formacién de un intermediario de tipo imida, esta imida es generada por la
incorporacion de nitrogeno en forma de amoniaco mediante un ataque nucledfilico al

carbonilo del aldehido.
NH,O0A¢ ——= NH; + AcOH

Esqg.3. Formacion de amoniaco a partir de acetato de amonio.
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NH2
D O/L Y
H// //’

Esq.4. Sintesis del intermediario de tipo imida.

H
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Una vez formado el intermediario, se lleva a cabo, en presencia de sencillo una ciclo-

condensacion, dando lugar al anillo de imidazol tri sustituido.

Esta reaccidon nos permite introducir cualquier tipo de aldehido lineal o aromatico en
lugar del original benzaldehido, de manera que la sustitucion presente en la posicion

2 del imidazol sea variante.

(* ' © H ®
0 o 0@ O OH o] ( HOH
o )\_QNHS e H.h-"—b —- NH,
L
O Ph Ph Ph Ph Ph Ph
H

Ph-R .-
é?/f/ . NH o @ H:O :

Fh

Esqg.5. Formacion de derivado 2,4,5-trifenilimidazol
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Ruta sintética general.

Para la sintesis de los derivados de trifenil imidazol se utilizé bencilo (1) como
material de partida, acetato de amonio en acido acético como fuente de nitrégeno
y el aldehido aromatico correspondiente. En el siguiente esquema se muestra la

reaccion general:

N ACONH4 N SN

AcOH

Esq.6. Ruta sintética general para la generacion de los derivados.
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METODOLOGIA SINTETICA

Sintesis de derivados

2.4, 5-trifenil-1H-imidazol (IMI)

ACONH4 NN

AcOH
O O
(2)
Esq.7. Sintesis de derivado IMI

Una mezcla de 0.52g (5.95 mmol) de acetato de amonio en 10mL de &cido acético
se colocan en reflujo y agitacion, pasados 5 minutos de goteo constante se
adicionan 0.126g (1.19 mmol) de benzaldehido. Despues de 5 minutos se agregan
.25g (1.19 mmol) de bencilo. Se procede con el reflujo por 4 horas mas y se deja
en reposo a temperatura ambiente durante la noche. Se agrega hidroxido de
amonio hasta llevar a pH 9. El precipitado formado se filtra y se lava repetidas

veces con agua destilada. Se purifica con recristalizaciones de etanol.

(2)

34



Nombre

Formula y peso molecular

IR (cmY)

EM m/z (%)

RMN H (400 MHz, DMSO-d6)5:

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d¢)5:

METODOLOGIA SINTETICA

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

C21H1sN2, 296 g/mol

3037, 1599, 1503, 1488, 1460, 1409, 1323,
1127, 1070, 965, 915, 838, 765, 734, 712,
697, 605

206 (M+), 281, 207, 193, 165, 147, 133,
104, 89, 73, 63, 44

12.6 (s, 1H, NH), 8.0 (d, J = 7.7 Hz, 2H),
7.2-7.9 (m, 13H, Ar-H).

146.0 (C-5), 136.0 (C-18), 130.0 (C-2, C-3),
129.0 (C-7, C-6), 128.9 (C-23, C-19), 128.4
(C-12, C-13), 128.2 (C-22, C-20), 127.6 (C-
14, C-11), 126.7 (C-21, C-10, C-15), 125.6
(C-8, C-17)
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METODOLOGIA SINTETICA

2-(4,5-difenil-1H-imidazol-2-iDfenol (IMI-SAL)

OH
)
o

ACONH4 HNT SN

AcOH

)
. O Q

(3)
Esq.8. Sintesis de derivado IMI-SAL

Se coloca a reflujo y agitacion una mezcla de 0.52g (5.95 mmol) de acetato de
amonio disuelto en 10ml de acido acético. Despues de 5 minutos a goteo
constante se adicionan 0.145g (1.19 mmol) de salicilaldehido. Pasados 5 minutos
se agregan 0.25g (1.19 mmol) de bencilo. Se continua con el reflujo por 4 horas
mas y se deja en reposo a temperatura ambiente durante la noche. Se agrega
hidroxido de amonio hasta llevar a pH 9. Se filtra el sélido precipitado y se lava con
agua destilada. Se purifica por columna cromatografica de gel de silice utilizando

como mezcla eluyente Hexano/AcOEt 10%.

(3)

36



METODOLOGIA SINTETICA

Nombre 2-(4,5-difenil-1H-imidazol-2-il)fenol

Formula y peso molecular
C21H16N20, 312 g/mol

IR (cm-) 3205, 1601, 1539, 1501, 1444, 1382, 1326,
1294, 1261,1205, 1137, 1071, 1037, 976,
911, 828, 762, 745, 691, 606

EM m/z (%) 312 (M+), 297, 283, 269, 256, 243, 229,
209, 193,180, 165, 141, 128, 104, 91, 77,
64, 51, 38

RMN IH (400 MHz, DMSO-de)d:  12.0 (s, 1H, NH), 7.69 (dd, J1 = 7.2 Hz, J2 =
0.8 Hz, 1H), 7.53 (m, 4H), 7.35 (m, 6H),
7.19 (m, 1H), 7.10 (d, J1 = 8 Hz, 1H), 6.84
(m, 1H)

157.0 (C-19), 145.1 (C-5), 130.9 (C-2, C-3),
C-9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-
16, C-17), 124.3 (C-18), 119.1 (C-21), 117.8
(C-22), 111.8 (C-20)
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METODOLOGIA SINTETICA

4-(4,5-difenil-1H-imidazol-2-ih)fenol (IMI-PAL)

OH

‘ I
(o) H ACONH4

. _ AOMRs HNT NN
AcOH

I (o) HO

(4)

Esq.9. Sintesis de derivado IMI-PAL

Se coloca a reflujo y agitacion una mezcla de 0.386g (5 mmol) de acetato de
amonio disuelto en 10ml de acido acético. Despues de 5 minutos a goteo
constante se adicionan 0.184g (1.5 mmol) de 4-hidroxibenzaldehido. Pasados 5
minutos se agregan 0.316g (1.5 mmol) de bencilo. Se continua con el reflujo por 5
horas méas y se deja en reposo a temperatura ambiente durante la noche. Se
agrega hidréxido de amonio hasta llevar a pH 9. Se filtra el sélido precipitado y se
lava con agua destilada. Se purifica por columna cromatografica de gel de silice
utilizando como mezcla eluyente Hexano/AcOEt 10%.

(4)

22

38



Nombre

Formula y peso molecular

IR (cmY)

EM m/z (%)

RMN *H (400 MHz, DMSO-de):

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d¢):

METODOLOGIA SINTETICA

4-(4,5-difenil-1H-imidazol-2-il)fenol

C21H16N20, 312 g/mol

3205, 1601, 1539, 1501, 1444, 1382, 1326,
1294, 1261,1205, 1137, 1071, 1037, 976,
911, 828, 762, 745, 691, 606

312 (M+), 165, 156, 140, 105, 89, 51

12.0 (s, 1H, NH), 7.69 (dd, J1 = 7.2 Hz, J2 =
0.8 Hz, 1H), 7.53 (m, 4H), 7.35 (m, 6H),
7.19 (m, 1H), 7.10 (d, J1 = 8 Hz, 1H), 6.84
(m, 1H)

157.0 (C-19), 145.1 (C-5), 130.9 (C-2, C-3),
128.1 (C-6, C-7), 128.3 (C-23), 127.8 (C-8,
C-9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-
16, C-17), 124.3 (C-18), 119.1 (C-21), 117.8
(C-22), 111.8 (C-20)
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METODOLOGIA SINTETICA

2-(4-metoxifenil)-4,5-difenil-1H-imidazol (IMI-PAN)

‘ (@)
o) H ACONH4
_—

AcOH

(5)
Esq.10. Sintesis de derivado IMI-PAN

Se coloca a reflujo y agitacion una mezcla de 0.52 g (5.95 mmol) de acetato de
amonio disuelto en 10ml de acido acético. Despues de 5 minutos a goteo
constante se adicionan 0.162 g (1.19 mmol) de anisaldehido Pasados 5 minutos
se agregan 0.25 g (1.19 mmol) de bencilo. Se continua con el reflujo por 4 horas
mas y se deja en reposo a temperatura ambiente durante la noche. Se agrega
hidroxido de amonio hasta llevar a pH 9. Se filtra el sdélido precipitado y se lava con
agua destilada. Se purifica por medio de recristalizacion con etanol.

25

24 O/

12 10 (5)

13 9
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Nombre

Formula y peso molecular

IR (cm™)

EM m/z (%)

RMN H (400 MHz, DMSO-d6)5:

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d¢):

METODOLOGIA SINTETICA

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

C22H18N20, 326 g/mol

2958, 1611, 1543, 1492, 1451, 1442, 1408,
1386, 1322, 1291, 1251, 1203, 1173, 1156,
1131, 1071, 1027, 968, 914, 833, 796, 765,
739, 696, 671, 614

326 (M+), 311, 296, 283, 267, 254, 241,
222, 208, 193, 180, 165, 141, 119, 119,
104, 90, 77, 63, 50, 37

12.0 (s, 1H, NH), 7.85 (d, J = 8.8 Hz, 2H),
7.49 (d, J = 7.2 Hz, 4H), 7.28 (m, 6H), 6.92
(d, J = 8.8 Hz, 2H), 3.80 (s, 3H)

159.8 (C-21), 146.56 (C-5), 128.2 (C2, C-3),
127.8 (C6, C7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-13,
C-14, C-15, C-16, C-17), 127.0 (C-19, C-
23), 122.7 (C-18), 113.9 (C-20, C-22), 55.1
(C-24)
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METODOLOGIA SINTETICA

2-(3-metoxifenil)-4,5-difenil-1H-imidazol (IMI-MAN)

O (0]
le) H ACONH4
. S— -

AcOH

(6)

Esq.11. Sintesis de derivado IMI-MAN

Se coloca a reflujo y agitacion una mezcla de 0.52 g (5.95 mmol) de acetato de
amonio disuelto en 10ml de acido acético. Despues de 5 minutos a goteo
constante se adicionan 0.162 g (1.19 mmol) de 3-metoxibenzaldehido. Pasados 5
minutos se agregan 0.25 g (1.19 mmol) de bencilo. Se continua con el reflujo por 4
horas méas y se deja en reposo a temperatura ambiente durante la noche. Se
agrega hidréxido de amonio hasta llevar a pH 9. Se filtra el sélido precipitado y se

lava con agua destilada. Se purifica por medio de recristalizacion con etanol.

(6)
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Nombre

Formula y peso molecular

IR (cmY)

EM m/z (%)

RMN *H (400 MHz, DMSO-de):

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d¢)5:

METODOLOGIA SINTETICA

2-(3-metoxifenil)-4,5-difenil-1H-imidazol

C22H18N20, 326 g/mol

2998, 2961, 1589, 1502, 1485, 1439, 1412,
1290, 1243, 1201, 1184, 1116, 1071, 1051,
987, 966, 916, 889, 837, 777, 765, 731, 697

326 (M+), 282, 207, 193, 176, 165, 152,
141, 128, 119, 104, 69, 77, 63, 44

12.69 (s, 1H, NH), 7.68 (m, 2H), 7.52 (m,
4H), 7.44 (m, 2H), 7.38 (m, 2H), 7.30 (m,
2H), 7.22 (m, 1H), 6.94 (da, J = 6 Hz, 1H),
3.83 (s, 3H)

160.0 (C-20), 145.8 (C-5), 130.2 (C-2, C-3),
129.1 (C-6, C-7), 128.9 (C-8, C-9, C-10, C-
11, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17), 128.2
(C-22), 126.9 (C-23), 118.0 (C-18), 114.6
(C-19), 110. 6 (C-21), 55.6 (C-24)
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METODOLOGIA SINTETICA

2-metoxibenzaldehido (OAN)

CHal / K,CO5 H
Acetonitrilo

(7)

Esqg.12. Generacion del 2-metoxibenzaldehido (OAN)

A una solucion heterogénea de 1g (8.19mmol) de salicilaldehido y 4g (40.94
mmol) de carbonato de potasio en 30mL de acetonitrilo, se le adicionan
lentamente 2.32g (16.38mmol) de ioduro de metilo. Esta mezcla se coloca a reflujo
por 30 minutos, se enfria y se filtra para remover los sélidos precipitados. Al
filtrado o sobrenadante obtenido se le realizan lavados con una solucion saturada
de cloruro de sodio. Se seca con sulfato de sodio anhidro y se elimina el
disolvente a presion reducida en un rotaevaporador. La conversion del material de

partida es total.

Nombre: 2-metoxibenzaldehido
Formula y peso molecular: CsHsO2, 136 g/mol

IR (cm™): 3081, 3011, 2965, 2946, 2863, 2844, 2759, 1760, 1694, 1667, 1602,
1586, 1566, 1561, 1546, 1541, 1486, 1460, 1440, 1395, 1304, 1287, 1246, 1187,
1181, 1162, 1104, 1046, 1029, 835, 646

EM m/z (%):136 (M+), 118, 105, 94, 90, 77, 63, 51, 44
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METODOLOGIA SINTETICA

2-(2-metoxifenil)-4,5-difenil-1H-imidazol (IMI-OAN)

(8)
Esq.13. Sintesis de derivado IMI-OAN

Se coloca a reflujo y agitacién una mezcla de 0.52 g (5.95 mmol) de acetato de
amonio disuelto en 10ml de acido acético. Despues de 5 minutos a goteo
constante se adicionan 0.162 g (1.19 mmol) de 2-metoxibenzaldehido. Pasados 5
minutos se agregan 0.25 g (1.19 mmol) de bencilo. Se continua con el reflujo por 4
horas mas y se deja en reposo a temperatura ambiente durante la noche. Se
agrega hidréxido de amonio hasta llevar a pH 9. Se filtra el sélido precipitado y se

lava con agua destilada. Se purifica por medio de recristalizacion con etanol.

(8)
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Nombre

Formula y peso molecular

IR (cmY)

EM m/z (%)

RMN H (400 MHz, DMSO-d6)5:

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d¢):

METODOLOGIA SINTETICA

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

C22H18N20, 326 g/mol

3427, 1601, 1585, 1530, 1480, 1470, 1446,
1240, 1182, 1160, 1099, 1071, 1019, 974,
766, 747, 694, 612

326 (M+), 308, 295, 281, 268, 255, 241,
221, 208, 194, 178, 165, 141, 127, 104, 91,
77,64, 51, 37

10.48 (s, 1H, NH), 8.47 (dd, J1 =8 Hz, J; =
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-CHa)

155.6 (C-19), 143.9 (C-5), 129.4 (C-2, C-3),
128.5 (C-6, C-7) , 127.7 (C-8, C-9, C-10, C-
11, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-21) ,
121.5 (C-22), 118.0 (C-18), 111.1 (C-20),
55.8 (C-24)
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METODOLOGIA SINTETICA

4-(4,5-difenil-1H-imidazol-2-il)-2-metoxifenol (IMI-VAI)

OH

H  AcONH4 HNT SN

AcOH

(9)

Esq.14. Sintesis de derivado IMI-VAI

Se coloca a reflujo y agitacion una mezcla de 0.52 g (5.95 mmol) de acetato de
amonio disuelto en 10ml de acido acético. Despues de 5 minutos a goteo
constante se adicionan 0.181 g (1.19 mmol) de vainillina. Pasados 5 minutos se
agregan 0.25 g (1.19 mmol) de bencilo. Se continua con el reflujo por 4 horas mas
y se deja en reposo a temperatura ambiente durante la noche. Se agrega
hidroxido de amonio hasta llevar a pH 9. Se filtra el sélido precipitado y se lava con
agua destilada. Se purifica por medio de recristalizacion con una mezcla de n-

hexano y acetato de etilo a una proporcion 1:1.

(9)




Nombre

Formula y peso molecular

IR (cm™)

EM m/z (%)

RMN H (400 MHz, DMSO-d6)5:

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d¢):

METODOLOGIA SINTETICA

4-(4,5-difenil-1H-imidazol-2-il)-2-metoxifenol

C22H18N20, 342 g/mol

3510, 2996, 1601, 1543, 1496, 1449, 1464,
1409, 1247, 1229, 1195, 1173, 1155, 1131,
1071, 1031, 991, 967, 911, 887, 870, 810,
789, 774, 733, 695, 672

341, 31, 295, 207, 190, 180, 165, 155, 118,
105, 89, 77, 63, 44

11.9 (S, 1H, NH), 7.57 (d, 1H), 7.48 (d, J =7
Hz, 4H), 7.32 (m, 7H), 6.87 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 3.88 (s, 3H)

147.2 (C-5), 146.7 (C-20), 132.4 (C-21),
128.2 (C-2, C-3), 127.9 (C-6, C-7), 127.1 (
C-8, C-9, C-10, C-11, C-13, C-14, C-15, C-
16, C-17), 121.7 (C-18), 118.6 (C-23), 114.7
(C-19), 109.0 (C-22)
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METODOLOGIA SINTETICA

Metilacion de vainillina. 3,4-dimetoxibenzaldehido (DMB)

0 0]
\ \
O CHgl / K,COq H

Acetonitrilo

) (10)

Esq.15. Generacion del 3,4-dimetoxibenzaldehido (DMB)

A una solucién heterogénea de 4 g (26.31 mmol) de vainillina y 13 g (131.57
mmol) de carbonato de potasio en 48mL de acetonitrilo, se le adicionan
lentamente 7.46g (52.62 mmol) de ioduro de metilo. Esta mezcla se coloca a
reflujo por 30 minutos, se enfria y se filtra para remover los solidos precipitados.
Al filtrado o sobrenadante obtenido se le realizan lavados con una solucion
saturada de cloruro de sodio. Se seca con sulfato de sodio anhidro y se elimina el
disolvente a presion reducida en un rotaevaporador. La conversion del material de

partida es total.

Nombre: 3,4-dimetoxibenzaldehido
Formulay peso molecular: CoH1003, 166 g/mol
IR (cm™): 3426, 1678, 1586, 1512, 1464, 1423, 1397, 1341, 1267, 1240, 1154,

1135, 1020, 808, 782, 731, 641

EM m/z (%): 166 (M+), 151, 137, 119, 105, 95, 77, 65, 51, 41
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METODOLOGIA SINTETICA

2-(3,4-dimetoxifenil)-4,5-difenil-1H-imidazol (IMI-DMB)

\
o}
O_
O O
o \o AcONH,
+ : HNT NN
AcOH
o -
O T
(11)

Esq.16. Sintesis de derivado IMI-DMB

Se coloca a reflujo y agitacién una mezcla de 0.52 g (5.95 mmol) de acetato de
amonio disuelto en 10ml de acido acético. Despues de 5 minutos a goteo
constante se adicionan 0.198 g (1.19 mmol) de 3,4-dimetoxibenzaldehido.
Pasados 5 minutos se agregan 0.25 g (1.19 mmol) de bencilo. Se continua con el
reflujo por 4 horas mas y se deja en reposo a temperatura ambiente durante la
noche. Se agrega hidroxido de amonio hasta llevar a pH 9. Se filtra el sélido
precipitado y se lava con agua destilada. Se purifica por columna cromatografica
de gel de silice con una fase movil de n-hexano/AcOEt 15%.

27
»o

(11)




Nombre

Formula y peso molecular

IR (cmY)

EM m/z (%)

RMN H (400 MHz, DMSO-d6)5:

RMN 13C (50 MHz, DMSO-de):

METODOLOGIA SINTETICA

2-(3,4-dimetoxifenil)-4,5-difenil-1H-imidazol

C23H21N202, 356 g/mol

2959, 1591, 1541, 1495, 1462, 1431, 1325,
1276, 1253, 1235, 1200, 1176, 1155, 1071,
1023, 970, 915, 858, 762, 726, 696, 634

356 (M+), 342, 330, 281, 237, 220, 207,
193, 176, 165, 150, 132, 119, 103, 89, 73,
59, 45

12.0 (s, 1H, NH), 7.60 (d, 1H), 7.49 (m, 5H),
7.28 (m, 6H), 6.87 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 3.89
(s, 3H), 3.86 (s, 3H)

149.2 (C-20), 148.9 (C-21), 146.5 (C-5),
132. 6 (C-2, C-3), 128.2 (C-8, C-9, C-10, C-
11, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17), 127.0
(C-6, C-7), 122.9 (C-18), 118.1 (C-23),
111.0 (C-22), 109.0 (C-19)
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METODOLOGIA SINTETICA

2-(2-clorofenil)-4,5-difenil-1H-imidazol (IMI-OCB)

0 H ACONH4 -

HN N N
AcOH

+
\

I 0 Cl

(12)

Esq.17. Sintesis de derivado IMI-OCB

Se coloca a reflujo y agitacion una mezcla de 0.52 g (5.95 mmol) de acetato de
amonio disuelto en 10ml de acido acético. Despues de 5 minutos a goteo
constante se adicionan 0.167 g (1.19 mmol) de 2-clorobenzaldehido. Pasados 5
minutos se agregan 0.25 g (1.19 mmol) de bencilo. Se continua con el reflujo por 4
horas méas y se deja en reposo a temperatura ambiente durante la noche. Se
agrega hidréxido de amonio hasta llevar a pH 9. Se filtra el sélido precipitado y se

lava con agua destilada. Se purifica realizando recristalizacion con etanol.

(12)
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Nombre 2-(2-clorofenil)-4,5-difenil-1H-imidazol

Formulay peso molecular
C22H15N2Cl, 330.5 g/mol

IR (cm-) 2924, 1602, 1502, 1479, 1446, 1321, 1124,
1071, 1054, 1036, 973, 915, 763, 734, 696,
605

EM m/z (%) 330 (M+), 281, 220, 207, 193, 176, 165,

147, 132, 120, 103, 89, 73, 59, 44

RMN H (400 MHz, DMSO-de)8:  10.4 (s, 1H, NH), 8.43 (dd, J1 = 7.6 Hz, J2 =
1.2 Hz, 1H), 7.66 (m, 2H), 7.37 (m, 11H)

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6)d:
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METODOLOGIA SINTETICA

4-(4,5-difenil-1H-imidazol-2-il)-N,N-dimetilanilina (IMI-PAB)

\N/
‘ I
o, H ACONH, i Ny
AcOH L
O 10 \N
(13)

Esq.18. Sintesis de derivado IMI-PAB

Se coloca a reflujo y agitacion una mezcla de 0.52 g (5.95 mmol) de acetato de
amonio disuelto en 10ml de acido acético. Despues de 5 minutos a goteo
constante se adicionan 0.177 g (1.19 mmol) de 3-dimetilaminobenzaldehido.
Pasados 5 minutos se agregan 0.25 g (1.19 mmol) de bencilo. Se continua con el
reflujo por 4 horas mas y se deja en reposo a temperatura ambiente durante la
noche. Se agrega hidréxido de amonio hasta llevar a pH 9. Se filtra el sélido
precipitado y se lava con agua destilada. Se purifica por columna cromatografica

con gel de silice, realizando un percolado con cloruro de metileno.

25\24/26
N
11
12 10 (13)
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Nombre

Formula y peso molecular

IR (cmY)

EM m/z (%)

RMN H (400 MHz, DMSO-d6)5:

RMN 13C (50 MHz, DMSO-de):

METODOLOGIA SINTETICA

4-(4,5-difenil-1H-imidazol-2-il)-N,N-

dimetilanilina

C23H21N3, 339 g/mol

3000, 1618, 1552, 1508, 1497, 1445, 1407,
1388, 1359, 1217, 1200, 1173, 1128, 1069,
1029, 967, 954, 913, 817, 765, 752, 739,
697,672, 605

339 [M+], 322, 165, 132, 119, 104, 89, 63,
39

11.9 (s, 1H, NH), 7.76 (d, J = 8.8 Hz, 2H),
7.50 (m, 4H), 7.26 (m, 6H), 6.69 (d, J = 8.8
Hz, 2H), 2.96 (s, 6H)

150.7 (C-5), 147.0 (C-21), 132.9 (C-2, C-3),
128.5 (C-6, C-7), 128.0 (C-8, C-9, C-10, C-

11, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17), 125.7
(C-20, C-22), 124.1 (C-19, C-23), 112.1 (
40.3 (C-25, C-26
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METODOLOGIA SINTETICA

2-(4-nitrofenil)-4,5-difenil-1H-imidazol (IMI-PNB)

O I
0] . H ACONH4 o HN \ N
AcOH L
I (0] O.N
(14)

Esq.19. Sintesis de derivado IMI-PNB

Se coloca a reflujo y agitacion una mezcla de 0.52 g (5.95 mmol) de acetato de
amonio disuelto en 10ml de acido acético. Despues de 5 minutos a goteo
constante se adicionan 0.18 g (1.19 mmol) de 4-nitrobenzaldehido. Pasados 5
minutos se agregan 0.25 g (1.19 mmol) de bencilo. Se continua con el reflujo por 4
horas méas y se deja en reposo a temperatura ambiente durante la noche. Se
agrega hidréxido de amonio hasta llevar a pH 9. Se filtra el sélido precipitado y se
lava con agua destilada. Se purifica por columna cromatografica con gel de silice,

con una fase eluyente de n-hexano/ acetato de etilo al 50%.

12 10

(14)

13 9




Nombre

Formula y peso molecular

IR (cmY)

EM m/z (%)

RMN H (400 MHz, DMSO-d6)5:

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d¢):

METODOLOGIA SINTETICA

2-(4-nitrofenil)-4,5-difenil-1H-imidazol

C21H15N302, 341 g/mol

2923, 1600, 1519, 1486, 1450, 1339, 1258,
1129, 1108, 1072, 968, 916, 864, 852, 776,
765,722, 711, 697

341 (M+), 311, 295, 190, 165, 140, 104, 89,
77

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)

147.0 (C-21), 143.8 (C-5), 135.8 (C-2, C-3),
128.5 (C-6, C-7), 128.0 (C-8, C-9, C-10, C-
11, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17), 125.7
(C-20, C-22), 124.1 (C-19, C-23)
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METODOLOGIA SINTETICA

2-(2-nitrofenil)-4,5-difenil-1H-imidazol (IMI-ONB)

‘ o) NO,
o H AcONH, _

AcOH

l (e} NO,

(15)

Esq.20. Sintesis de derivado IMI-ONB

Se coloca a reflujo y agitacion una mezcla de 0.4 g (1.5 mmol) de acetato de
amonio disuelto en 10ml de acido acético. Despues de 5 minutos a goteo
constante se adicionan 0.227 g (1.5 mmol) de 2-nitrobenzaldehido. Pasados 5
minutos se agregan 0.316 g (1.5 mmol) de bencilo. Se continua con el reflujo por 4
horas méas y se deja en reposo a temperatura ambiente durante la noche. Se
agrega hidréxido de amonio hasta llevar a pH 9. Se filtra el sélido precipitado y se
lava con agua destilada. Se purifica por columna cromatogréafica con gel de silice,

con una fase eluyente de n-hexano/ acetato de etilo al 50%.
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Nombre

Formula y peso molecular

IR (cmY)

EM m/z (%)

RMN H (400 MHz, DMSO-d6)5:

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d¢):

METODOLOGIA SINTETICA

2-(2-nitrofenil)-4,5-difenil-1H-imidazol

C21H15N302, 341 g/mol

2923, 1600, 1519, 1486, 1450, 1339, 1258,
1129, 1108, 1072, 968, 916, 864, 852, 776,
765, 722, 711, 697

341 (M+), 311, 264, 237, 190, 165, 147,
135, 104, 89, 79

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)

147.0 (C-21), 143.8 (C-5), 135.8 (C-2, C-3),
128.5 (C-6, C-7), 128.0 (C-8, C-9, C-10, C-
11, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17), 125.7
(C-20, C-22), 124.1 (C-19, C-23)
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METODOLOGIA SINTETICA

Acilacion de vainillina (ALD-B)

O
\ 0 \
(@)
H BzCl, Et;N H
CH,Cl, g
HO ‘|’
o (16)

Esq.21. Sintesis de aldehido 3-metoxi-4-fenoxibenzaldehido

A una disolucion de 10 g (65.7 mmmol) de vainillina en 300 mL de CH2Cl: se le
adiciono 16.64 g (164.4 mmol) de trietilamina a 0 °C y, enseguida, muy lentamente
se adicionaron 18.49 g (131.5 mmol) de cloruro de benzoilo. La reaccion
permanecio en agitacion por 2 horas y pasado este tiempo se paro adicionando
una solucion saturada de sulfato de cobre, se realizaron extracciones con éter
etilico y esta fase organica fue lavada con disolucion acuosa de NaHCOs al 10% y
secada con MgSO4 anhidro. El disolvente se elimino a presion reducida. El crudo
de reaccion se purifico por columna cromatografica de gel de silice utilizando como

fase eluyente n-hexano/acetato de etilo al 10%.

Nombre: 3-metoxi-4-fenoxibenzaldehido
Formula y peso molecular: CisH1204, 256 g/mol
IR (cm'l): 3071, 2839, 1744, 1700, 1391, 1257, 1202, 1078

EM m/z (%): 256 (M+), 151, 105, 77, 51
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METODOLOGIA SINTETICA

4-(4,5-difenil-1H-imidazol-2-il)-2-metoxifenil benzoato (IMI-B)
(s

Vi
\ i ™
(0]
H O—
(0]
+ 0 AcONH,
| NNy

AcOH H

O

Esq.22. Sintesis de derivado IMI-B (17)

Se coloca a reflujo y agitacion una mezcla de 1.04 g (6.75 mmol) de acetato de
amonio disuelto en 10ml de acido acético. Despues de 5 minutos a goteo
constante se adicionan 0.82 g (1.79 mmol) de 3-metoxi-4-fenoxibenzaldehido.
Pasados 5 minutos se agregan 0.5 g (1.19 mmol) de bencilo. Se continua con el
reflujo por 4 horas mas y se deja en reposo a temperatura ambiente durante la
noche. Se agrega hidréxido de amonio hasta llevar a pH 9. Se filtra el sélido
precipitado y se lava con agua destilada. Se purifica por columna cromatografica
con gel de silice, con una fase eluyente de cloruro de metileno / acetato de etilo al
6%. &

17)

31




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

Formulay peso molecular

C29H22N203, 446 g/mol

IR (cmt) 3517, 2260, 2200, 2126, 1012, 1941, 1602,
1490, 1268, 1029, 972, 778, 695

EM m/z (%) 386 (M+), 342, 327, 299, 269, 165, 135,
104, 89, 77, 63, 51, 39

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6)5:

RMN 3C (50 MHz, DMSO-d6)5:
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METODOLOGIA SINTETICA

2-(antracen-9-il)-4 ,5-difenil-1H-imidazol (IMI-ANT)

Esq.23. Sintesis de derivado IMI-ANT (18)

Se coloca a reflujo y agitacion una mezcla de 0.4 g (1.5 mmol) de acetato de
amonio disuelto en 10ml de acido acético. Despues de 5 minutos a goteo
constante se adicionan 0.412 g (2 mmol) de antraldehido. Pasados 5 minutos se
agregan 0.316 g (1.5 mmol) de bencilo. Se continua con el reflujo por 7 horas mas
y se deja en reposo a temperatura ambiente durante la noche. Se agrega
hidroxido de amonio hasta llevar a pH 9. Se filtra el sélido precipitado y se lava con
agua destilada. Para su purificacion se realizo un percolado en una columna
cromatografica con gel de silice y utilizando cloruro de metileno como solvente

eluyente.
28 11 27

29 26
(18)

30 13 25
31 6 24
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Nombre 2-(antracen-9-il)-4,5-difenil-1H-imidazol

Formulay peso molecular
C29H20N2, 396.16.g/mol

IR (cm™) 3810, 3694, 3608, 3533, 3322, 3137, 3054,
2919, 2577, 2490, 2362, 2060, 1388, 1026,
884, 693, 600, 546

EM m/z (%) 396 (M+), 367, 291, 203, 165, 105, 77, 43

RMN !H (400 MHz, DMSO-de)&:

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6)d:
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METODOLOGIA SINTETICA

Oxidacion de 1-hexadecanol (ALD-HEX)

@

/m\/OH PCC . M
HL;C - H
3 14 CHQCIz H3C 13

(19)

Esqg.24. Oxidacion de 1-hexadecanol al correspondiente aldehido.

A una solucion de 4 g (16.5 mmol) de 1-hexadecanol en 50 mL de dicloroetano se
le adiciono 5.34 g (24.7 mmol) de PCC. Esta reaccion de dejo por un periodo de 2
horas en agitacion constante a temperatura y atmosfera ambiente. Para la
purificacion del producto, gel de silice es impregnado con el crudo de reaccion y se
realizan lavados a la silica con dicloroetano. La solucion obtenida es concentrada
a presion reducida y el producto obtenido es purificado con una columna
cromatografica de gel de silice, utilizando como fase eluyente n-hexano/ cloruro de
metileno 50%.

Nombre: 1-hexadecanal
Formula y peso molecular: CisH320, 240.25 g/mol
IR (cm-1): 2913, 2848,1710, 715

EM m/z (%): 240 (M+)

65



METODOLOGIA SINTETICA

2-hexadecil-4,5-difenil-1H-imidazol (IMI-HEX)

O
‘ fe) + AcONH, _ HN AN N
H,C " H AcOH L

‘ O

(20)

\

Esq.25. Sintesis de derivado IMI-HEX

Se coloca a reflujo y agitacion una mezcla de 1.07 g (13.9 mmol) de acetato de
amonio disuelto en 10ml de acido acético. Despues de 5 minutos a goteo
constante se adicionan 1 g (4.16 mmol) de hexaldehido. Pasados 5 minutos se
agregan 0.58 g (2.77 mmol) de bencilo. Se continua con el reflujo por 24 horas
mas. Se agrega hidréxido de amonio hasta llevar a pH 9 y el procipitado obtenido
se filtra y lava con agua destilada. Para su purificacion se realizo una columna
cromatografica con gel de silice y utilizando n-hexano / acetato de etilo 7% como

fase eluyente.
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Nombre 2-hexadecil-4,5-difenil-1H-imidazol

Formulay peso molecular
Cs1H44N2, 444.35.g/mol

IR (cm™) 3811, 3752, 3600, 3536, 3135, 2916, 2850,
1949, 2706, 2491, 760, 693, 649, 597, 544

EM m/z (%) 430, 387, 345, 289, 234, 194, 165, 135,
103, 73, 43

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6)5:

RMN 13C (50 MHz, DMSO-ds)5:
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METODOLOGIA SINTETICA

Oxidacioén de 1-octadecanol (ALD-OCT)

O
/m\/OH PCC M
HsC g H
3 16 CH2C|2 HSC 15
(21)

Esq.26. Oxidacion de 1-octadecanol al correspondiente aldehido.

A una solucion de 4 g (14.8 mmol) de 1-octadecanol en 50 mL de dicloroetano se
le adiciono 4.78 g (22.2 mmol) de PCC. Esta reaccion de dejo por un periodo de 2
horas en agitacion constante a temperatura y atmosfera ambiente. Para la
purificacion del producto, gel de silice es impregnado con el crudo de reaccion y se
realizan lavados a la silica con dicloroetano. La solucion obtenida es concentrada
a presion reducida y el producto obtenido es purificado con una columna

cromatografica de gel de silice, utilizando como fase eluyente trimetilpentano.

Nombre: 1-octadecanal
Formula y peso molecular: CisH3sO, 268 g/mol
IR (cm™): 2915, 2848,1700, 1433, 783, 752, 721

EM m/z (%): 268 (M+)
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METODOLOGIA SINTETICA

2-octadecil-4,5-difenil-1H-imidazol (IMI-OCT)

(0]
‘ o ACONH, HNT SN

AcOH =i

o8 ) O

(22)

+
I
@
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T
Y

Esqg.27. Sintesis de derivado IMI-OCT

Se coloca a reflujo y agitacion una mezcla de 0.46 g (5.95 mmol) de acetato de
amonio disuelto en 10ml de acido acético. Despues de 5 minutos a goteo
constante se adicionan 0.48 g (1.79 mmol) de octaldehido. Pasados 5 minutos se
agregan 0.25 g (1.19 mmol) de bencilo. Se continua con el reflujo por 24 horas
mas. Se agrega hidroxido de amonio hasta llevar a pH 9 y el procipitado obtenido
se filtra y lava con agua destilada. Para su purificacion se realizo una columna
cromatografica con gel de silice y utilizando cloruro de metileno / acetato de etilo

3% como fase eluyente.

31 (22)

30
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Nombre
2-octadecil-4,5-difenil-1H-imidazol

Formulay peso molecular
Cs3HasN2, 472.38.g/mol

IR (cm™) 3699, 3578, 3455, 3184, 2915, 2849, 2192,
762, 795, 716, 697

EM m/z (%) 458, 386, 345, 289, 234, 195, 165, 135,
103, 43

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6)5:

RMN 3C (50 MHz, DMSO-ds)b:
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DISCUSION DE RESULTADOS

Discusion de resultados

Ruta sintética general.

Para la generacion de los diferentes derivados del esqueleto de trifenilimidazol, se
siguidé la metodologia planteada por Radziszewski, en la cual se utiliza bencilo
como material de partida y el correspondiente aldehido en presencia de acetato de
amonio como fuente de nitrogeno (Esg. X). Los aldehidos utilizados para la
generacion de estas moléculas fueron seleccionados debido a la naturaleza
quimica del sustituyente presente en el anillo aromatico, encontrando

funcionalizaciones con caracter electrodonador y electroatractor.

X
A H AcONH4 HN N

Y

AcOH

Esq.28. Ruta sintética general

Debido a que esta ruta sintética es ampliamente conocida y empleada, todos los
compuestos generados se lograron obtener con buenos rendimientos de reacciéon

que van desde 99% a otros mas modestos de 10% (ver tabla 2).
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DISCUSION DE RESULTADOS

Compuesto Sustituyente % Rendimiento
(2) -H 95
(3) 0-OH 99
(4) p-OH 94
(5) p-OMe 91
(6) m-OMe 90
(8) 0-OMe 93
9) m-OMe, p-OH 92
(1) m-OMe, p-OMe 84
(12) o-Cl 93
(13) p-N(CH,), 83
(14) p-NO, 90
(15) 0-NO, 77
a7) m-OMe, p-COOBz 47
(18) Antraldehido 64
(20) CH3(CH2)1s- 10
(22) CHs(CH2)17- 10

Tabla 2. Rendimientos de reaccion

Como se observa en la tabla anterior, se sintetizaron un total de 16 compuestos,

todos bajo las mismas condiciones de reaccién. Primeramente se inicio con la

molécula mas sencilla en cuanto a la funcionalizacién de anillo aromatico A (ver

esquema X), el esqueleto de 2,4,5-trifenil-1H-imidazol o compuesto, benzaldehido

fue el material de partida para la sintesis del compuesto (2).

El analisis espectroscépico por infrarrojo del compuesto (2) mostré6 bandas

correspondientes a tension de enlaces C=C a 1599 y 1488 cm™, sefiales tipicas de

flexion C-H aromatico a 734 y 712 cm™ tensién de enlaces C=H a 3037 cm'! estas

sefales nos confirman la presencia de los 3 anillos aromaticos de la moléculas, la
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DISCUSION DE RESULTADOS

presencia de bandas a 1127 y 1323 cm! nos confirman la presencia de enlaces C-
N, se observa la presencia de pequefias bandas en un rango de 3400 a 3500 cm-
1, tipicas de estiramientos N-H, estas sefales confirman la formacién del anillo

heterociclico del imidazol.

En la espectrometria de masas del producto (2) se observa en ion molecular de

m/z de 296, correspondiente al peso molecular del derivado con formula C21HisN2.

En la resonancia magnética nuclear de este derivado, debido a la simetria que
presenta la molécula, en el espectro de 'H encontramos a un desplazamiento
quimico de 12.6 d un singulete con integracion para un protdn, correspondiente al
hidrogeno unido a nitrogeno del anillo de imidazol, a un desplazamiento de 8.0
encontramos un doblete que integra para 2 protones que presentan una contante
de acoplamiento caracteristica de protones vecinales a 7.7 Hz, el resto de los
hidrogenos, al encontrarme en un ambiente quimico y magnético similar, los
encontramos en forma de multiplete con integracién para 13 protones aromaticos

a un desplazamiento de 7.2-7.9 .

En el espectro de RMN de 3C logramos observar los 19 carbonos presentes en la
molécula, encontrando a un mayor campo de desproteccion con un

desplazamiento de 146.0 & al carbono 5, directamente unido a ambos nitrogenos
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DISCUSION DE RESULTADOS

del anillo imidazolico, seguido de los carbonos 2 y 3 a un desplazamiento de 130.0

0. Con estos datos confirmamos la formacion del heterociclo.

El resto de los compuestos sintetizados fueron de igual forma caracterizados por
infrarrojo, masas y RMN 1H y 13C para comprobar la existencia, tanto de la
formacion del anillo de imidazol como la presencia de los diferentes sustituyentes

en el anillo A del esqueleto de 2,4,5-trifenilimidazol que fueron adicionados.

El compuesto 2-(2-metoxifenil)-4,5-difenil-1H-imidazol (8), con sustitucion de tipo
o-metoxi, presento en el espectro de infrarrojo las bandas de estiramiento N-H
correspondiente al imidazol en 3427 cm-1, confirmandonos la formacion de este;
encontramos bandas correspondientes a vibracion por tension de C=C a 1585 y
1480 cm?, sefales débiles en la region aromatica a 2800 a 3000 cm?,
confirmamos la presencia de una orto sustitucion sobre el anillo A por la presencia
de banda caracteristica a este tipo de sustitucién a 766 cm y la presencial éster

aromatico con una banda en 1240 cm™.

El andlisis de espectrometria de masas de este compuesto (8) C22H18N20, mostré
el ion molecular esperado m/z 326, seguido de un patron de fragmentacion
caracteristico observado en el resto de las moléculas, m/z 295 que representa a la
molécula 2,4,5-trifenilimidazol, m/z 221 4,5-difenilimidazol, correspondiente a la
perdida del anillo bencénico A del compuesto (8) y m/z 77 congruente con el ion

molecular de benceno.

La resonancia magnética nuclear confirmo la formacion de este compuesto, el
espectro de 'H mostro a mayor desplazamiento quimico al igual que en el
compuesto (2) al proton del imidazol por su union directa al heteroatomo de
nitrégeno a 10.48 & y se observa como un singulete que integra para un protén, le
sigue en le campo de desproteccion al proton 13 con un desplazamiento de 8.47
0, se observa como un doble de dobles que integra para un protén con una 1J de 8
Hz correspondiente a acoplamiento con un protén orto como el 12 y una 2J de 1.2

Hz congruente con un acoplamiento meta al hidrogeno 11. La confirmacién de la

74



DISCUSION DE RESULTADOS

presencia del sustituyente metoxilo la obtuvimos
por la sefial en campo bajo de 3.99 &, un singulete

que integra para tres protones, correspondientes al

metilo.

Posicién 81H 313C
1 10.48 (s, 1H) -
2 - 129.4
3 - 129.4
5 - 143.9
6 - 118.0
7 - 128.5
8 - 128.5
9 - 155.6
10 7.10(d, 1H) J=7.6 Hz 111.1
11 7.30 (m, 7H) 127.7
12 6.99 (d, 1H), J=8.4 Hz 121.5
13 8.47 (dd, 1H) J1 =8 Hz,J>=1.2 Hz -
14 - 127.7
15 7.30 (m, 7H) 127.7
16 7.30 (m, 7H) 127.7
17 7.30 (m, 7H) 127.7
18 - 127.7
19 - 127.7
20 7.30 (m, 7H) 127.7
21 7.30 (m, 7H) 127.7
22 7.30 (m, 7H) 127.7
23 - 127.7
25 3.99 (s, 3H) 55.8

Tabla 3. Datos de RMN 1H y RMN 13C en CDCl3 para el compuesto (8).
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Los datos obtenidos de 13C nos confirman la formacion del derivado de imidazol,
a diferencia del compuesto numero (2), en donde encontrabamos que el atomo de
carbono mas desprotegido e la molécula era el que se encontraba directamente
unido a los 2 heteroatomos (carbono cinco) de nitrégeno, en el compuesto (8), el
carbono 5 es el segundo en desproteccion a un desplazamiento quimico de 143.9
0, en este derivado, con un sustituyente metoxilo encontramos a mayor campo de
desproteccion al carbono 9, en 155.6 6, esto debido a su conexion directa al
atomo de oxigeno, el cual al ser un elemento de mayor electronegatividad que el
carbono, sustrae densidad electrénica, provocando la desproteccion. Seguido a
esto, estan los carbonos 2 y 3 con un desplazamiento de 129.4 &, ambos forman
parte del anillo de imidazol, en cuanto al mas protegido, el carbono 25, se
encuentra a un desplazamiento de 55.8, es gracias al efecto sombrilla que ejercen
sobre el los protones del metilo.

El derivado (3) con sustitucion O-hidroxi, presenta la banda caracteristica a la
presencia de un hidroxilo en la regién de 3615 cm-1, ademas de la presencia de
las bandas 1137 y 1326, indicativas de estiramietos C=N, que nos confirman la
formacion del anillo de imidazol. Para una formula de C21HisN20 y un ion
molecular de m/z 312 , ademas del tipico patrén de fragmentacion, la
espectrometria de masas nos confirma la
formaciéon del derivado. En RMN 'C se puede
observar a un desplazamiento de 12.0 & el proton
del imidazol, mientras que en el espectro de 13C a
un campo alto de desproteccion 159.0 & se
observa al carbono 9, siendo este el carbono con
la orto sustitucion del hidroxilo, seguido por el

carbono 5 (145.1 &) unido a ambos nitrégenos.

Fig. 27. Estructura quimica derivado (3).
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De forma muy similar al anterior, el derivado (4) con un hidroxilo como
sustituyente, ahora en posicion para, presenta banda caracteristica de alcohol en
infrarrojo en la regién de 3617 cm™ e indicios de
estiramientos C=N en la regién de 1280 y 1000 cm.
El espectro de masas nos arrojo un ion molecular de
m/z 312 correspondiente al peso molecular del
derivado. En cuanto a la resonancia magnética
nuclear de 'H, a un desplazamiento de 12.0 &
encontramos al proton —NH del heterociclo, seguido
de un doblete con una J= 8 Hz correspondiente a un
acoplamiento tipico vecinal a 7.83 d de los protones
10 y 12. En cuanto al C, el aomo mas s

desprotegido es el carbono 11, unido al oxigeno, con

un desplazamiento de 157.2 9§, seguido del carbono
5a146.2 o.

Fig. 28. Estructura quimica derivado (4).

El derivado (5), p-metoxi, al igual que su analogo compuesto (8), presenta banda

caracteristica a un éter en la region 1251 cm-1, el espectro de masas mostro el

o P esperado ion molecular de m/z 326 correspondiente a la

? formula molecular C22Hi1sN20. En cuanto a RMN,

12 . 10 confirmamos la formacién del anillo de imidazol gracias a
0 . la presencia de 'H a 12.0 & que corresponde al protén del
6 heterociclo. En el 13C, el carbono 11 se encuentra a

mayor campo de desprotecciéon 159.8 & por su unién
directa al oxigeno que presenta mayor electronegatividad,
seguido del carbono 5 enlazado a los nitrégenos con un

desplazamiento de 146.56 d.

Fig. 29. Estructura quimica derivado (5).
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DISCUSION DE RESULTADOS

Al igual que el compuesto anterior, el derivado (6) con un metoxilo, ahora en
posicibn meta, su espectro de infrarrojo muestra la banda tipica de un éster
aromatico a 1243 cm-1. El espectro de masas confirmo la masa molecular del
compuesto, m/z 326, mientras que en RMN de 1H encontramos las sefiales mas
importantes correspondientes a un singulete con integracion para un protén a
12.69 & que corresponde H unido al nitrégeno de imidazol y el singulete que
integra para 3 protones a un desplazamiento de 55.6 &, correspondiente al metilo

del sustituyente.

16 17 20 21

Fig. 30. Estructura quimica derivado (6).

Hasta ahora, todos los productos descritos presentan Unicamente una sustitucion
sobre el anillo bencénico A, a diferencia de estos, el compuesto (9), sintetizado a

partir de la vainillina, presenta dos sutituciones, un m-metoxi y un p-hidroxi.

En la caracterizacion estructural de este compuesto, presento bandas esperadas
en su espectro de infrarrojo, a 3510 cm! banda ancha representativa a hidroxilos,
banda tipica a éster a 1247 cm'y a 1131 cm™ estiramientos tipico a C=N, lo que
nos indica la formacion del anillo de imidazol. En la espectrometria de masas
observamos la presencia del ion moléculas esperado para la formula C22H1sN20,

m/z 341, m/z 295 correspondiente al esqueleto base de trifenilimidazol.
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DISCUSION DE RESULTADOS

En cuanto a la RMN !H, a un desplazamiento de 11.9 se observa como un
singulete con integracion para un proton el hidrogeno del imidazol y campo mas
bajo, con un desplazamiento de 3.88 un singulete que integra para los tres

hidrégenos del metileno.

La RMN 3C con mayor desproteccion observamos al carbono 5 unido a ambos
nitrogenos, con un desplazamiento de 147.2 8, seguido del carbono 10 unido al
metoxilo a 146.7 y confirmamos la presencia de otro sustituyente en el anillo
aromatico al presentar un tercer carbono en mayor campo de desproteccion, con

un desplazamiento de 132.4 y corresponde al carbono del p-hidroxi.

16 17 20 21

Fig. 31. Estructura quimica derivado (9).

De manera muy similar al derivado anterior, en el compuesto (11), resultado de la
metilacion de vainillina, presentamos una disustitucion de metoxilos en las
posiciones m-y p-. En su espectro de infrarrojo se aprecian bandas caracteristicas
a esteres en 1253 cm. Se logro detectar en el andlisis de masas la presencia del
ion molecular esperado, m/z 356 y otros picos caracteristicos al patron de
fragmentacion de etas moléculas, como el m/z 220 correspondiente al

difenilimidazol.
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DISCUSION DE RESULTADOS

En el espectro de 1H de RMN mostro la sefial esperada del protén imidazolico a
un desplazamiento quimico de 12.0 & y a mayor proteccién, dos sefales, a 3.89 &
y 3.86 6, ambas como singuletes con integracibn para 3 protones,

correspondientes a los metilenos de ambos metoxilos.

En cuanto a 3C, a mayor desproteccion encontramos ambos carbonos que
soportan a los metoxilos, el 10 y 11 con desplazamientos quimicos de 149.2 d y

148.9 d respectivamente.

Fig. 32. Estructura quimica derivado (11).

El derivado numero (12), el 2-(2-clorofenil)-4,5-difenil-1H-imidazol, presenta la
caracteristica que poseer una sustitucion O-cloro. Podemos observar la sefial mas
caracteristica de este compuesto, la banda vibracional correspondiente al enlace
C-Cl a 734 cm™. En el espectro de masas, se puso observar el ion molecular

correspondiente de m/z 330 y el bifenilimidazol a m/z 220.

Analizando el espectro de RMN H, a mayor desproteccion magnética podemos
encontrar al protén del anillo de imidazol como un singulete con integracién para
un hidrogeno, con un desplazamiento de 10.4 §, a un desplazamiento de 8.43 9,
encontramos al proton mas desprotegido de todos los aromaticos, debido a la
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DISCUSION DE RESULTADOS

naturaleza electroatractora del sustituyente halogenado (cloro), la posicion mas
desprotegida del anillo A es la meta (hidrogeno 13), este hidrogeno se observa
como un doble de dobles por su acoplamiento vecinal a 3 enlaces con el proton 12
3J1= 7.6 Hz y una *J2= 1.2 Hz a cuatro enlaces con el protén aromatico 11, al ser
un acoplamiento a mayor distancia, es de esperar que la constante de

acoplamiento sea pequeiia.

15

16 17 20 21

Fig. 33. Estructura quimica derivado (12).

En el derivado numero (13) sintetizado a partir del 3-dimetilaminobenzaldehido, al
presentar una amina terciaria como sustituyente en posicion para del anillo A, se
observa banda a 1359 cm™ que representa un estiramiento ¢-N y en 1217 cm-1

observamos la banda correspondiente a estiramiento de enlace Caiiatico-N.

Confirmamos la formacion de dicho derivado con espectrometria de masas, al
obtener el ion molecular esperado de m/z 339. En cuanto a la caracterizacion por
RMN, el espectro de 'H mostro, aparte de la sefial esperada del proton del
imidazol a 11.9 & (s, 1H), en el campo de mayor proteccion se aprecio un singulete
con integracidbn para seis protones a un desplazamiento de 2.96 &,

correspondientes a los 2 metilos de la amina.

81



DISCUSION DE RESULTADOS

El 13C mostro a mayor desproteccion magnética al carbono 5, a un desplazamiento

de 150.7 & seguido del carbono 11 a 147.0 & en donde se localiza el sustituyente.

25 26
~.24_~
N

11
12 10
13 9

16 17 20 21

Fig. 34. Estructura quimica derivado (13).

En cuanto a los derivados (14) y (15), ambos poseen un grupo nitro en el anillo A,
la molécula (14) en posicion paray el (15) en orto.

[©)
250 026
NP
N7
11
12 10
13 9

Fig. 35. Estructura quimica derivado (14) p-NO:2 y el derivado (15) O-NO:2

82



DISCUSION DE RESULTADOS

El espectro de infrarrojo para ambos derivados mostro la presencia de banda
caracteristica de grupo nitro aromatico a 1519 cm™. En la espectrometria de
masas se identifico el ion molecular de m/z 341 para ambos derivados, ademas de

algunos fragmentos caracteristico de la fragmentacion de estos derivados.

En el espectro de 'H RMN observamos patrones muy similares para ambas
moléculas, la region aromatica con sefiales abundantes, para el derivado (15) , al
ser el grupo nitro un sustituyente electroatractor, causa desproteccion de las
posiciones meta del anillo aromético A, especificamente del proton 13 a un
desplazamiento de 8.18 &, debido a la cercania al sustituyente, el protén 10 le
sigue al 13 en cuanto a desproteccion magnética a un desplazamiento de 8.05 6,

ambas sefiales dan integracion Unicamente para un proton.

En el derivado (14), observamos el mismo desplazamiento de las sefiales, a 8.18
d un doblete con una contante de acoplamiento 3J= 8.8, tipica a un acoplamiento a
tres enlaces de tipo cis vecinal, es importante destacar que esta sefal integra para
2 protones, 12 y 10 y a un desplazamiento de 8.05 d se observa otro doblete que
integra para dos protones con una constante de acoplamiento igual a la anterior.
Como podemos observar en estos dos derivados, el (14) debido a la posicién para
del sustituyente, presenta 2 pares de protones con un ambiente quimico similar,
de manera que observamos 2 paquetes de sefiales que integran para 2 protones,
contrario al derivado (15) en donde se observan 3 protones distintos, cada sefial

con integracion para un hidrogeno.
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DISCUSION DE RESULTADOS

En cuanto a las sefiales observadas en ®2C, ambos presentan a un
desplazamiento de 143.8 & el carbono numero 5 unido a los 2 atomos de
nitrogeno, el derivado (14) presenta a un desplazamiento de 147.0 & el carbono 11
como el mas desprotegido por su union directa al sustituyente, mientras que en el
derivado (15) el carbono mas desprotegido es el de la posicion 9 por su unién al

grupo nitro.

A partir de una acilacién al aldehido conocido como

vainilina se obtuvo el compuesto 3-metoxi-4- Q\//O
C
~

fenoxibenzaldehido, el cual se utilizo como material o}

de partida para la sintesis del derivado (17). O—_
Analizando el espectro de masas del compuesto, no

fue posible detectar el ion molecular, sin embargo, se AN X

identificaron patrones de fragmentacion esperados —

para esta molécula: m/z 342 correspondiente al
desprendimiento del éster de la molécula, m/z 135 el O Q
metil benzoato, m/z 327 m-metoxi. _ . _
Fig. 36. Estructura quimica derivado (17)

OH
O—_ O—_
O
NN HNT SN

R, )

m/z 327 m/z 342 m/z 135




DISCUSION DE RESULTADOS

En cuanto al derivado (18) sintetizado a partir del antraldehido, gracias a la
espectrometria de masas, logramos confirmar la formacion de la molécula, ya que
fue posible identificar el ion molecular esperado de m/z 396

28 11 27
29 26

30 13 25
31 6 24

Fig. 37. Estructura quimica derivado (18)

Los derivados (20) y (22) ambos con cadena alifatica de 16 y 18 carbonos
respectivamente, fueron analizados por las mismas técnicas para su

caracterizacion estructural.

Debido a la naturaleza de estas cadenas, no fue posible la deteccién del ion
molecular por espectrometria de masas, sin embargo, realizando un analisis
detallado del espectro podemos concluir la formacién del compuesto: el derivado
(20) con cadena alifatica de 16 carbonos y un peso molecular de 444 presento un
ion molecular de m/z 430, correspondiente a la perdida de un metilo al momento
de la insercion, de igual modo, en el derivado (22) con peso molecular de 472, en
el espectro se detecto un ion molecular de m/z 458 debido a la perdida del metilo
40. EIl espectro de ambos compuestos presento un patréon de fragmentacion
similar, detectando en ambos un pico base de m/z 234, correspondiente al 2-metil-
4,5-difenil-1H-imidazol (23) generado por el desprendimiento de la cadena

alifatica. La incorporacion de las cadenas alifaticas a los derivados fueron
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confirmadas al comparar el espectro con la base de datos NIST MS SEARCH 2.0
2008.

(23)

Fig. 38. Estructura quimica derivado (20) con cadena alifatica de 16 carbonos, derivado (22) con
18 carbonos y la molécula detectada como pico base (23).

86



¢’
& Metodologia

7 / ensayo citotoxico
&

\



METODOLOGIA BIOENSAYO

Las pruebas de quimiosensibilidad fueron realizadas mediante el ensayo de tincion

con sulforodamina B (SRB) desarrollado por el Instituto Nacional del Cancer (NClI,

USA) con algunas modificaciones (Padrén y col. 2005).

Se utilizaron un total de seis lineas celulares humanas, las cuales se describen en

la siguiente tabla:

Linea celular Descripcion
A549 Carcinoma ovarico
HBL-100 Adenocarcinoma de mama
HelLa Adenocarcinoma de cérvix
SW1573 Carcinoma alveolar
T-47D Carcinoma ductal de mama
WiDr Adenocarcinoma colorrectal

Tabla 1. Lineas celulares empleadas para el desarrollo del bioensayo.

El ensayo de citotoxicidad fue realizado en las instalaciones de BIOLAB,

laboratorio de investigacion en el Instituto Universitario de Bio-Organica “Antonio

Gonzalez”, en la Universidad de la Laguna, Tenerife, Espafa, bajo la supervision

del doctor José Manuel Padron.

Reactivos empleados.

e Medio de cultivo RPMI 1640
e PBS buffered

saline)

(phosphate

* FCS (suero fetal bovino)

e TCA (&cido tricloroacetico)

Glutamina

Penicilina/ estreptomicina
DMSO (dimetilsulfoxido)
SRB (sulforodamina b)
Tripsina-EDTA

87



METODOLOGIA BIOENSAYO

Mantenimiento celular.

Todas las lineas celulares son mantenidas en medio RPMI 1640 suplementado
con 5% de suero fetal bovino inactivado por calor , 2 yM de L-glutamina, 100 U/mL
de penicilina y 0.1 mg/mL de estreptomicina en camaras de 25 cm? a una
temperatura de 25 °C, 5% de CO2 y una humedad de 95%.

Desprendimiento celular (tripsinizacién).

Para la realizacion del ensayo, la monocapa célular adherida a la pared de la
camara de 25 cm? fue retirada de la siguiente manera: se absorbe el medio de
cultivo y se lavan las células con solucion salida PBS, una vez seguros de no tener
restos de medio de cultivo, se adiciona tripsina-EDTA para despegar la monocapa

y con ayuda de medio de cultivo fresco se retiran de la camara.

Conteo celular.
Se realiza un conteo celular de la suspension que acabamos de obtener, esto con
la ayuda de un citobmetro, en el cual se introducen 75 uL de suspension,

proporcionandonos el nimero de células presentes (N x 10% células/ mL).

Adicion de muestras.
Las células ya contadas son sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad
entre 10,000 y 20,000 células por pocillo, esto dependiendo de la linea celular. Se

incuban por un periodo de 24 horas para tener un primer control celular.

Después de 48 horas, de sembradas las placas de 96 pocillos, los compuestos a
evaluar se adicionan. Cada producto fue previamente disuelto en dimetilsulfoxido
(DMSO) a una concentracion 400 veces mayor a la maxima concentracién a
evaluar en el ensayo (100uM). Las células control fueron expuestas a una
concentracion equivalente de DMSO (0.25% v/v, control negativo). Los ensayos se
realizaron por triplicado a diferentes diluciones en in rango de 0.001-100 uM.

88



T )
18000
oo ! leldeeeeee
e T Yels'e'eeee
jo'e! 1 lelselvviece
Feoe’ Y lelo'oe e e e
- Q*O*X*O*Q*Q*Q‘.." X
Pole! 1 lolelele
Po’s’s’

N

POOOOODNX
‘ﬁﬁﬁﬁﬁﬂﬁf

. Farmaco a distintas diluciones
Fig.25.1. Distribucion de muestras para el bioensayo en placa de 96 pocillos.

El tiempo de incubacién de los compuestos fue de 48 horas, después de este
tiempo, las células fueron precipitadas con 25 uyL de acido tricloroacético al 50%
en agua fria y fijadas por 60 minutos a 4 °C. Pasado este lapso de una hora,
fueron adicionados 25 uL de solucion de SRB (0.4% v/v en &cido acético al 1%) y
se dejo en reposo durante 15 minutos en obscuridad. Después de este proceso de
tincién, el exceso de SRB fue eliminado y las placas fueron lavadas tres veces con
acido aceético al 1% para remover el colorante no fijado. Una vez enjuagadas las
placas, se eliminé el exceso de la solucién de acido acético y se dejaron secando
a temperatura ambiente hasta no observar humedad. Secas las placas, el

contenido de cada pocillo fue solubilizado con 10 yL de buffer Tris base (pH 10.5)
durante 5 minutos.
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La densidad Optica (OD) de cada pocillo fue medida a una longitud de onda de 492
nm, usando un espectrofotometro para microplacas BioTek’s PowerWade XS. Los
resultados son expresados como Glso 0 la concentracion necesaria para reducir en
un 50% el crecimiento de las células tratadas con el compuesto comparadas con

las células sin tratamiento.

Fig.26. Espectrofotometro lector de microplacas.
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RESULTADOS BIOENSAYO

Los resultados obtenidos de la actividad citotdxica contra seis lineas celulares de
carcinomas humanos se presentan en la tabla X. Estos resultados fueron la base

para establecer una correlacion estructura- actividad de los derivados sintetizados.

Los 16 compuestos sintetizados fueron evaluados por el método de SRB (ver en

metodologia) frente a seis lineas tumorales humanas:

A549: Carcinoma ovarico

HBL-100: Adenocarcinoma de mama
HelLa: Adenocarcinoma de cérvix
SW1573: Carcinoma alveolar

T-47D: Carcinoma ductal de mama

WiDr: Adenocarcinoma colorrectal

Todos los resultados son expresados como Glso por sus siglas en inglés (growth
inhibition), este valor expresa la concentracion requerida por una molécula para

inhibir el crecimiento (en este caso celular) a un 50%.

Las Glso de los derivados evaluados, asi como los controles, se encuentran

expresadas en yM = la desviacion estandar.

R
T\ S

=




A549

HBL-100

2 -H 100 100 100
3 0-OH 11.0+55 7.0+2.0 4.3 +0.62
4 p-OH 19 + 4 16 +0.43 13+25
5 p-OMe 100 100 100
6 m-OMe 100 100 100
8 0-OMe 100 100 100
9 m-OMe, p-OH 17 £1.3 17 0.7 15+1.7
11 m-OMe, p- 26 +0.95 15+ 2.0 1+0.43
OMe
12 o-Cl 100 100 7.7
13 p-N(CH,), 19 + 22 59+3.1 45+1.2
14 p-NO, 3.4+3.4 3.3+1.6 3.0+0.97
15 0-NO, 100 100 6.1
17 m(-:(())'\(/l)%zp- 17+3.0 14+ 1.0 13+1.1
18 Antraldehido 45+ 14 23+10 12+15
20 CHs(CH2)1s- - - -
22 CH3(CH2)17- - - -
Imidazol - 100 100 100
Cisplatino - - 1.9+£0.2 20x0.3
Etoposido - - 2.3%0.9 3.0+£0.9
Camptotecina - - - 0.6+0.4

Tabla 4. Resultados de actividad citotéxica frente a 3 lineas celulares de cancer humano.
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SW1573 WiDr
2 -H 89 100 100
3 0-OH 3.6 +0.19 18 +0.28 19 + 0,48
4 p-OH 15+2.3 20+ 15 22 +0.68
5 p-OMe 100 100 100
6 m-OMe 76 100 100
8 0-OMe 100 100 100
9 m-OMe, p-OH 15 + 0.54 20+ 2.0 17+1.2
11 m-OMe, p- 15+3.1 16+ 1.2 13+6.8
OMe
12 o-Cl 17 100 100
13 p-N(CH,), 4.4+£25 53+1.9 4.5+0.77
14 p-NO, 2.9+0.42 5.5+ 0.23 4.6 +0.24
15 0-NO, 66 100 100
17 mc':%'\(")%zp' 11+£7.9 21 +0.57 15+ 6.1
18 Antraldehido 42+14 100 100
20 CHs(CH2)1s- - - -
22 CH3(CH2)17- - - -
Imidazol - 100 100 100
Cisplatino - 3.0x04 15+2.3 26 £5.3
Etoposido - 15+15 22+5.5 23+3.1
Camptotecina - 0.25 £ 0.12 20+05 1.8+0.7

Tabla 5. Resultados de actividad citotéxica frente a 3 lineas celulares de cancer humano.
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Como puede observarse en los resultados de las tablas 4 y 5, no podemos citar
alguna linea celular como la mas sensible frente a los compuestos, ya que cada
una de ellas mostro cierto grado de sensibilidad con alguno de estas moléculas,
incluyendo cepas mas resistentes a farmacos como las T-47D y WiDr.

De acuerdo con los valores observados de Glso, y de manera general, el
compuesto mas activo fue el derivado (14) el cual presenta la caracteristica de
poseer una sustitucion p-nitro, contrario a su analogo, el derivado (15) O-nitro, que

fue inactivo.

El compuesto (2) mostro una actividad muy pobre contra todas las lineas
celulares, lo que nos brinda la certeza de que es necesaria la presencia de un
sustituyente sobre alguno de los anillos del 2,4,5-trifenilimidazol para inducir una
actividad bioldgica, a manera de control, fue evaluado el heterociclo de imidazol, el

cual no presenté actividad importante al igual que el derivado antes mencionado.

La actividad biologica de los derivados (5), (6) y (8) fue muy pobre con respecto al
resto de la serie de compuestos, con valores de Glso para las 6 lineas entre 79-
100 pM, comparados con los estandares, no se consideran buenos candidatos
biolégicos contra estas lineas. Es importante destacar el hecho de que los tres
compuestos son isomeros estructurales, la Unica diferencia que presentan es la

posicion del grupo metoxilo en el anillo aromatico A.

o~
i
AN
HN N N HN N

SO S0

Fig 39. Derivados (5), (6) y (8) respectivamente.

O/

HN \N
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El derivado (12) con un cloro en la posicion orto, resulta interesante al mostrar
selectividad con la linea de pulmoén (SW1573) con una Glso de 17 uM, comparable
con el control positivo etoposido, que presenta un valor de 15 contra esta linea
celular. La Glso de este derivado con las celulares restantes fueron de 100 uM.

Fueron 3 derivados con presencia de grupo hidroxilo (3), (4) y (9), O-hidroxi, p-
hidroxi y m-OMe, p-hidroxi respectivamente. Los 3 compuestos presentaron
actividad moderada, muy buena con respecto a otros derivados, pero no
comparable con los estandares, los valores de contra las 6 lineas celulares
oscilaron entre 22 uM y una destacable del compuesto (3) de 3.6 uyM contra la
linea de pulmoén, superando por mucho al estandar etoposido (15 pM) y

comparable con cisplatino (3.0 yM).

Un derivado que arrojo buenos resultados fue el (13), p-dimetilamino, mostrando
cierta selectividad hacia 3 de las lineas celulares trabajadas, 4.4 yM pulmén, 5.3
MM mama y 4.5 uyM colén, superando a cisplatino con 3.0, 15 y 26 uM para
pulmon, mama y colon respectivamente, asi como a etoposido con 15, 22 y 23 uM

para las mismas lineas respectivamente.

Como se mencioné al inicio de este apartado, el derivado 25 o§@>/()@26
7 . - , N 24
mas bioactivo frente a las 6 lineas celulares evaluadas
1
fue el (14) o 2-(4-nitrofenil)-4,5-difenil-1H-imidazol, 12 10
presento valores menores en entre 2.9y 5.5 uM. 13 °

Fue el Unico compuesto que presento una Glso < 3.5 uM
contra la linea de carcinoma ovarico, 3.3 yM contra
células de adenocarcinoma de mama (cisplatino 1.9 uM

y etoposido 2.3 pM), 3.0 pyM contra HelLa. La Glso

obtenida contra células cancerigenas de pulmén fue de
2.9 uM, superando al farmaco quimioterapéutico cisplatino con una 3.0 uM y por

mucho a etoposido (15 pM). Es muy importante resaltar la Glso obtenida contra la
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linea WiDr (colon), 4.6 uM, superando en gran medida a cisplatino (26 pM) y
etoposido (23 uM).

Como ya es sabido, los compuestos nitroarométicos son conocidos como
potenciales agentes en la medicina y en la terapia para el cancer, esto, debido a la
existencia de ciertos factores en la célula capaces de transferir electrones al grupo
nitro, formando un anién radical de este grupo, estas reacciones de radicales

libres podrian ser las responsables del dafio celular a nivel de ADN.

Ferredoxina-Fe2+ Ferredoxina-Fe3+
O . ©
o] 0] 0] O
N N\, /
N® N
» Daiio al ADN
Oy O,

Esq. 29. Ejemplo de formacion del anion radical nitro en una célula.

El derivado (15) a pesar de poseer también un grupo nitro como sustitucién, no
presento la misma actividad que su isémero estructural el derivado (14), su posible
inactividad puede ser atribuida a la formacion de alguna interaccion entre el

oxigeno con carga del grupo nitro y el hidrogeno del anillo de imidazol, lo que
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impediria la formacién del anidén activo, ya que este derivado (15) posee al grupo
nitro en la posicion orto del anillo aromatico A.

o @
o 0O
N,/
N
NE/ ENH E E

S0 &
%05

zZ

Fig. 40. Formacion de anion radical nitro en el derivado (14) y posible interaccion nitro-H en el
derivado (15).
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RESULTADOS BIOENSAYO

En base a estos resultados nos es posible establecer una serie de parametros
estructurales requeridos por este tipo de derivados para mantener o mejorar la

actividad citotdxica frente a estas lineas celulares.

Debe existir al menos una sustitucion en el esqueleto del 2,4,5-

trifenilimidazol para presentar actividad citotoxica.

Poseer méas de un atomo de nitrégeno en la estructura quimica de la

molécula.

OH NO.
HNT SN o N\ AN Yy

Los mejores resultados en cuanto a selectividad hacia una linea celular

especifica se obtiene con la presencia de grupos electroatractores.
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BIOENSAYOS COMPLEMENTARIOS

Como estudio complementario a lo planteado para este proyecto, se realiz6 un
screening o rastreo preliminar de otras posibles actividades biolégicas presentes

en algunas de las moléculas sintetizadas, se realizaron 3 diferentes bioensayos:
Enzimatica
Inhibicion de la enzima xantina oxidasa

Inhibicién de la encima acetilcolinesterasa

Antimicrobiana (antituberculosa)

Mycobacterium tuberculosis

De los 16 compuestos sintetizados, fueron 6 los ensayos por medio de estas

técnicas.
OH
o
OH
N Ny HNT NN
_ _ HNT NN
(2) (3) i () !
\O o
o
0
\
HNT Ny
T NN o AN NN
(11) (8) I (5) .

99



BIOENSAYOS COMPLEMENTARIOS

Ensayos enzimaticos

Inhibicién de la enzima xantina oxidasa

La xantina oxidasa (XO), es una enzima clave que cataliza la oxidacion de
hipoxantina o xantina hasta &cido urico. Durante la reoxidacion de la XO, el
oxigeno molecular actia como un aceptor de electrones produciendo radical
superoxido y peroxido de hidrogeno. La XO es de alta importancia biolégica como
generador de radicales peroxidos; la inhibicion de XO es un medio terapéutico

para prevenir la artritis y la enfermedad de la gota.

Xantina oxidasa SOD
Hipoxantina > Xantina + O, >H,0,

Xantina oxidasa SoD

W
Acido urico + 0,

Esq. 30. Accion metabdlica de la enzima xantina oxidasa

La gota es una enfermedad ocasionada por la acumulacién de acido Urico en las
articulaciones, si bien la principal causa es el depésito de cristales de acido urico,
también debe tenerse presente la posibilidad de la presencia de otro tipo de

cristales que provoquen problemas articulares.

Esta enfermedad es resultado de la ausencia de uricasa para degradar acido urico
hasta alantoina. El acido urico es el metabolito terminal de las purinas en el
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BIOENSAYOS COMPLEMENTARIOS

hombre, por catabolismo de acidos nucleicos (hipoxantina, guanina, adenina y

xantina), convertidas en acido Urico mediante xantino-oxidasa.

El alopurinol inhibe la xantina-oxidasa mediante su metabolito activo el oxipurinol y
disminuye la sintesis de acido Urico; aunque la experiencia de su uso durante 25
afios ofrece una seguridad satisfactoria, se debe ponderar su uso, ya que se
administrara por largos periodos, incluso de por vida, y puede presentar
hipersensibilidad, con lesiones cutaneas y hepatotoxicidad.

Procedimiento experimental.

Primeramente, es necesario la preparacion de un amortiguador de fosfatos
concentrado, para lo cual se pesan 3.402 g de fosfato monobasico de potasio y se
disuelve en agua destilada a una concentracién de 0.5 M, de la misma forma, se
pesan 4.35 g de fosfato dibasico de potasio y se prepara la disolucion bajo las
mismas condiciones. Estas 2 soluciones son mezcladas hasta llegar a un pH de
7.8, ajustando con NaOH 1M.

Como sustrato para la enzima, se requiere de una disolucion de xantina (1.9 mg)
en el amortiguador previamente preparado (1:10), se utiliza una disolucién
enzimatica de xantina oxidasa 19 pU/mL y como control positivo 1 mg/mL de

alopurinol.

Se trabaja con 2 mg/mL de las moléculas a evaluar, disolviéndolos en agua o
ayudando con el disolvente organico (40 yL por cada mL de agua). El ensayo se
realiza por cuadruplicado.

En tubos de ensayo son preparadas las siguientes soluciones:

Control enzimatico: 250 yL amortiguador, 200 pyL xantina y 50 pL xantina

oxidasa.
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BIOENSAYOS COMPLEMENTARIOS

Control disolvente: 150 yL amortiguador, 200 pL xantina, 100 uL disolvente

y 50 uL xantina oxidasa.

Control positivo: -- yL Amortiguador, 200 pL xantina, 25-2 uL alopurinol y 50
ML xantina oxidasa. La cantidad de amortiguador se ajusta dependiendo de
los yL de alopurinol empleados, hasta llegar a un total de 500 pL en la

celda.
Muestra: -- gL amortiguador, 200 pyL xantina, 100-2 pL muestra y 50 pL
xantina oxidasa. La cantidad de amortiguador se ajusta dependiendo de los

ML de extracto empleados, hasta llegar a un total de 500 pL en la celda.

Una vez realizadas, se toman lecturas de absorbancia en un espectofotometro UV

a 219 nmy 24 °C de temperatura.

Se calcula el % de inhibicién enzimatico con la siguiente formula:

% de Inhibicion de Xantina Oxidasa = [100 — (ABS promedio de la muestra)

(Control +) / (Control enzimético)]

Se Los resultados se reportan como ICsoen ug / mL.
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Inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa es una esterasa que hidroliza a la acetilcolina,

neurotransmisor en muchas sinapsis, especialmente en las placas neuromotoras.

La acetilcolinesterasa es una enzima situada en las hendiduras sinapticas y alli va
a hidrolizar a la acetilcolina, después de que ésta haya realizado su funcion
mediante la unién a sus receptores, permitiendo asi que las sinapsis colinérgicas
transmitan los impulsos nerviosos. La reaccion catalizada es la hidrélisis de la

acetilcolina hasta colina y acetato.

La acetilcolinesterasa produce la inactivacion de la acetilcolina, con la
consiguiente disminucion de la transmision del impulso nervioso. La accién de la

acetilcolinesterasa es muy rapida (ver esquema X).

Los Inhibidores de la acetilcolinesterasa son farmacos que aumentan la
disponibilidad de acetilcolina en las sinapsis, a través de la inhibicion de la

acetilcolinesterasa.

El alzheimer es una enfermedad cerebral causante de problemas con la memoria,

la forma de pensar y el caracter.

Las personas que sufren de esta enfermedad tienen niveles bajos de acetilcolina,
involucrada en la comunicacion entre las células nerviosas. Los inhibidores de la
colinesterasa retardan la degradacion metabdlica de la acetilcolina y proporciona
una fuente adicional de este componente quimico para la comunicacién entre las
células. Esto ayuda a retrasar la progresion del deterioro cognitivo y pueden ser

efectivos para algunos pacientes entre la primera fase e intermedia.

En la actualidad, no existe una cura para la enfermedad de Alzheimer. No

obstante, hay medicamentos que pueden ayudar a controlar sus sintomas y
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manejar la agitacion, la depresion o los sintomas psicéticos (alucinaciones o
delirios) que pueden ocurrir cuando la enfermedad progresa. Existen cuatro

farmacos que se han utilizado rutinariamente en la enfermedad de Alzheimer:

Tacrina, Donepezilo, Rivastigmina y Galantamina.

Ser

®

Acetilcolina

@
+ HO—CH,—CH,—N(CH,),

Colina
Intermediario
acetil-enzima

Ser
CH, o)
I -
HO + HO—C—C H3
Acetato

Fig. 41. Hidrdlisis de acetilcolina
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Procedimiento experimental.

Para la realizacion de este bioensayo, primeramente se realiza la preparacion de

reactivos de la siguiente manera:

Amortiguador Trizma-HCI: Se pesan 788mg de Trizma-HCIl y se llevan a 90ml|
con agua destilada. Esta solucién se lleva a pH 8 con NaOH y se lleva a 100mL
con agua destilada.

Acido 5,5-ditio-2-nitrobenzoico: Se pesan 3.2mg de DNTB y se disuelven con
5mL de amortiguador.

Yoduro de acetiltiocolina: Se pesan 2.2mg de ATCI y se disuelven con 5mL de
amortiguador.

Albumina bovina sérica: Se pesa 1mg de BSA, se disuelven y se llevan a 10mL
con amortiguador.

Acetilcolinesterasa: Se toma una alicuota de 100uL de una solucion 3u, se
agregan 900puL. Se toman 500pL y se aforan a 10mL con BSA.

Productos a evaluar: Se pesan en un tubo 3mg y se disuelven en 1.5mL de
DMSO al 7% en agua destilada.

Una vez listas todas las disoluciones anteriores, se procede a desarrollar el

ensayo:

Se realiza un blanco mezclando 920uL de amortiguador y 30uL de
acetilcolinesterasa, al que posteriormente en la técnica se agregaran 50pL

de DTNB. Se agita e incuba a temperatura ambiente por 15 minutos.

Se realiza el control negativo de actividad enzimética por triplicado
mezclando 870uL de amortiguador y 30uL de acetilcolinesterasa, al que
posteriormente en la técnica se agregaran 50uL de DTNB y 50uL de ATCI.

105



BIOENSAYOS COMPLEMENTARIOS

Se realizan diluciones de los productos a evaluar de acuerdo a la siguiente

tabla:

Concentracion 400pg/mL | 300pg/mL | 200pg/mL | 100pg/mL | 50pg/mL

Amortiguador 670pL 720pL 770pL 820uL 8451L
Producto a evaluar 200pL 150uL 100puL 50pL 25uL
Acetilcolinesterasa 30uL 30uL 30uL 30pL 30pL

Volumen total 900pL 900puL 900puL 900pL 900puL

Tabla 6. Preparacién de diluciones a evaluar en inhibicion de acetilcolinesterasa

Los tubos se agitan e incuban a temperatura ambiente. Después se
agregan 50uL de DTNB y 50uL de ATCI. Colocar el reactivo indicado al

blanco y a los controles.

Inmediatamente después de colocar en el ultimo tubo el ACTI se lee la
absorbancia de los tubos ordenadamente a una longitud de onda de 412nm

en un espectrofotometro. Estas lecturas corresponden al tiempo 0 (To).

Se toman de nuevo las absorbancias al transcurrir 15 minutos. Estas

lecturas corresponden al tiempo 15 (T15).

Se obtiene la diferencia entre estos datos para cada uno de los tubos. Esta
diferencia en el control negativo corresponde al 100% de actividad

enzimaética.

Para los productos a evaluar se compara la diferencia en tiempo con el
control negativo mediante una regla de 3. El resultado es el porcentaje de
actividad enzimatica que se resta a 100 para obtener el porcentaje de

inhibicion de la acetilcolinesterasa que posee el producto.
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9. Se realiza una curva relacionando las concentraciones contra el porcentaje
de inhibiciébn. Se obtiene la ecuaciébn de la recta para obtener la

Concentracion Inhibitoria Media (ICso).
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Ensayo antituberculoso

Inhibiciéon de Mycobacterium tuberculosis

Actualmente la tuberculosis continta siendo un problema significativo de salud en
el mundo, con una alta tasa de nuevos casos y mas de 2 mil millones de muertes
al afo. La Organizacion Mundial de la Salud estima que un tercio de la poblacién
global esta infectada y que de estos, una de cada diez personas desarrollara la
forma activa, contagiando a un estimado de 10 a 15 personas mas cada afio.

Si comparamos la incidencia nacional de tuberculosis en México de 14.1, con la
incidencia de Estados Unidos que se encuentra en 4.2, México casi cuadruplica a
la del pais vecino, pero si nos enfocamos en una de las zonas con mayor
incidencia dentro de nuestro pais, la franja fronteriza sin duda se encuentra a la
delantera, especificamente Tijuana, B.C. con una incidencia de 46.1 es de los

mayores contribuyentes a la alta incidencia nacional.

Segun la Norma Oficial Mexicana 006, se sugieren 4 medicamentos de primera
linea para tratar la tuberculosis: Etambutol, Isoniazida, Rifampicina y
Pirazinamida, sin embargo, la incidencia de casos de organismos multi-resistentes
(MRMT) y extremadamente resistentes (XRMT) se reporta en aumento a nivel
mundial segun el CDC y la OMS, aqui es donde radica la urgencia en la busqueda
de nuevas farmacos antituberculosos con estructuras quimicas diferentes a las ya

existentes o con un mecanismo de accioén distinto.

Los farmacos derivados de imidazol han demostrado ser una interesante familia
de compuestos en investigacion, puesto que: tienen margen terapéutico amplio y

tienen un amplio espectro de accion.
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Fig. 42. Mycobacterium tuberculosis

Procedimiento experimental.

La actividad antimicobacteriana se evalu6 frente a M. tuberculosis H37Rv ATTC
27294 susceptible a los cinco farmacos antituberculosos de primera linea
(estreptomicina, isoniacida, rifampicina, etambutol y pirazinamida), el ensayo fue

realizado por el método de azul de alamar con algunas modificaciones.

En esta técnica se utiliza el colorante alamar azul que tiene como principal
componente a la resazurina, la cual es un reactivo indicador oxido-reduccién que
cambia de color una vez que es sometido a un ambiente reductor como el

generado durante el metabolismo celular.

T_
N
N
N\ \
Ho o 5 HO o) o

Fig. 43. Resazurina-N-oxido y resazurina respectivamente
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Se incuba la cepa Hs7Rv por un periodo de tres semanas en medio

Lowenstein-Jensen.

Pasado este tiempo, se realiza una suspension bacteriana con las colonias
obtenidas en medio Middlebrook 7H9 enriquecido, ajustado al estandar 1 de
McFarland.

Con esta suspension se continua realizando una dilucion 1:20 en medio

Middlebrook, obteniendo asi la soluciéon con la que se va a trabajar.

En la placa de 96 pocillos se colocan 0.2 mL de agua estéril en toda la
periferia, asi mismo se colocan 0.1 mL de medio Middlebrook en los pocillos
donde se hara el ensayo.

Se prepara la solucién patron de los compuesto a evaluar, para esto, se
pesa 1mg y se disuelve en 1 ml de DMSO al 2.5% en caldo Middlebrook
7HO.

Se trabaja con concentraciones seriadas del producto a evaluar en un
rango de 0.98 a 500 mcg/mL, que se realizan con 0.1 mL de extracto o
compuesto, diluidos en los 0.1 mL de medio en cada pocillo.

Se incuba a 37° por cinco dias, al quinto se adicionan 0.12 mL de Tween 80

al 20% y 0.20 mL de Alamar azul y se incuba 48 horas mas.

Un viraje a color rosa indica actividad metabdlica, es decir que hay

crecimiento y por tanto no hay inhibicién.

Los resultados se expresan en pg/mL como Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI). El etambutol (EMB) se utiliz6 como control positivo. Todos los ensayos

bioldgicos se desarrollaron al menos por triplicado.
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Los resultados obtenidos de las técnicas enzimaticas complementarias y

antimicrobiana (antituberculosa) se describen a continuacion.

Inhibicidén de la enzima xantina oxidasa
Los resultados se presentan como Concentracion Inhibitoria Media (ICso)

expresado en ug/mL.

>200
0-OH >200
p-OH, m-MeO 128.8 +2.9
p-MeO, m-MeO >200
0-MeO >200
p-MeO >200
0.842+ 0.078

Tabla 7. Resultados de inhibicion de la Xantina Oxidasa
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(2) 3) (9) (11) Alopurinol

Gréfica 1. Resultados de inhibicién de la Xantina Oxidasa

Como podemos observar en la tabla y grafica anterior, de los seis compuestos
evaluados, solo uno mostro actividad de inhibicién enzimética, el compuesto (9)
con una ICso de 128.8 + 2.9 pg/mL, si bien, es muy elevado con respecto al control
positivo alopurinol (0.842 pg/mL), no puede pasar desapercibido la estructura
quimica de estas moléculas y su influencia sobre la bioactividad.

Cuatro de los compuestos presentan como sustituyente del anillo A un grupo
metoxilo, (9), (11), (8) y (5), de estos, el Unico que presento actividad, como ya se
menciono, es el (9) que presenta la caracteristica estructural de no solo poseer
metoxilo, también presenta un grupo hidroxilo en la posicion para, lo que nos sirve
de indicativo para considerar el hecho de que los grupos metoxilos son
desfavorables, pero si es necesaria mas de una sustitucion sobre el anillo, ya que

el compuesto (3), con un grupo hidroxilo en orto tampoco presento actividad.
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De manera general, se puede afirmar que este tipo de compuestos no son buenos
candidatos como inhibidores de la Xantina Oxidasa, probablemente es necesaria
la presencia de mas heteroatomos de nitrdgeno para generar un mejor analogo a

alopurinol (ver figura X).

OH

Fig. 44. Compuesto (9) con mayor actividad en esta prueba y el control positivo alopurinaol,
respectivamente.
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Inhibiciéon de la enzima acetilcolinesterasa

Los resultados se presentan como Concentracion Inhibitoria Media (ICso)

expresado en pg/mL.

371.6 +54.4
0-OH 231.5+155
p-OH, m-MeO 175.8 + 29.1
p-MeO, m-MeO >400
0-MeO 187 +9.3
0-MeO 217.7 +45.7
0.278 + 0.01

Tabla 8. Resultados de inhibicién de la acetilcolinesterasa
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(11) Galantamina

Gréafica 2. Resultados de inhibicion de la acetilcolinesterasa

Los resultados preliminares de inhibicibn enziméatica de acetilcolinesterasa
muestran que el derivado que presento mejor actividad de los seis fue de nuevo el
(9), con una concentraciéon de 175.8 ug/mL, no comparable con el estandar de
galantamina (0.278 pg/mL), seguido del (8) con 187 pg/mL.

Con estos resultados, especificamente para esta técnica, no se puede obtener
mucha informacion, ya que los seis compuestos presentaron baja actividad y
similar entre ellos, como ya se menciond, los 2 compuestos con mejor perfil no

presentan similitud estructural
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Antimicrobiana (antituberculosa)

Los resultados se expresan en ug/mL como Concentracion Minima Inhibitoria

(CMI).

p-OH, m-MeO 625

p-MeO, m-MeO 15.625
0-MeO >125
0-MeO 125
1.56

Tabla 9. Resultados actividad antituberculosa
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Grafica 3. Comparativa de resultados de actividad antituberculosa

Contrario a los resultados observados en las pruebas enziméticas, este bioensayo

arrojo muy buenos resultados preliminares.

Dos compuestos mostraron una buena actividad antituberculosa, (3) y (9), con una
concentracion minima inhibitoria de 31.25 y 62.5 pg/mL respectivamente, sin
embargo, fue el compuesto (11) con sustituyente de tipo metoxilo en posiciones
meta y para, quien presento una excelente actividad contra esta bacteria, con una
CMI de 15.63 pg/mL, no muy lejano del control positivo etambutol (1.56 pg/mL),
sobre todo considerando el hecho de que la cepa con la que se trabajé presenta
resistencia a los farmacos de primera linea.

El resto de los productos analizados no mostro actividad relevante al compararse
con el control, pero eso no significa que sea mala, porque como ya se menciono,
son moléculas que en la actualidad no se utilizan para el tratamiento.
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Si realizamos un analisis estructural de estos tres compuestos, podemos apreciar
que en todos contamos con al menos una sustitucién sobre el anillo, como es bien
sabido, los grupos metoxilo son grupos electrodonadores, de manera que el
compuesto (11) al presentar dos grupos, podria estar incrementando al reactividad
del anillo de imidazol, lo cual podria explicar sus buenos resultados. EI compuesto
namero (9) presenta buena actividad, menor al (11), se puede atribuir a la
presencia de un solo grupo metoxilo, por lo que el anillo imidazolico seria menos

reactivo.

O_

/ /
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Con respecto al compuesto (3), la considerable actividad que presenta pese a no
poseer un grupo metoxilo en su estructura se cree es debida a la formacion de
puentes de hidrogeno y la acidez que presenta el grupo hidroxilo fendlico, esto

aumenta la reactividad del sistema heterociclico mediante reacciones

x.
\N

intramoleculares de tipo acido- base.
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CONCLUSIONES

A partir de bencilo y distintos aldehidos de diferente naturaleza quimica
como materiales de partida, se realizo la sintesis quimica de 16 derivados
del esqueleto base 2,4,5-trifenilimidazol, la metodologia sintética utilizada
en este trabajo, favorecié exitosamente en la pureza y los altos

rendimientos de reaccién de los productos obtenidos.

Todas las estructuras moleculares de los derivados sintetizados, fueron
caracterizadas por espectroscopia Infrarroja, espectrometria de masas y

resonancia magnética nuclear de 'Hy °C.

El compuesto con mejor perfil citotoxico fue el derivado nombrado como: 2-
(4-nitrofenil)-4,5-difenil-1H-imidazol, con una GI50 de 3.4 yuM para linea
celular de ovario, 3.3 yM mama, 3.0 uyM cérvix, 2.9 yM pulmén, 5.5 uM
mama y 4.6 uM colon, en algunas de ellas superando a 2 de los controles
positivos empleados.

Debe existir al menos una sustitucion en el esqueleto del 2,4,5-

trifenilimidazol para presentar actividad citotoxica.

Poseer mas de un atomo de nitrdgeno en la estructura quimica de la

molécula aumenta considerablemente el potencial citotoxico.

La presencia de grupos electroatractores como sustituyentes en el anillo A

mejoro la selectividad del compuesto hacia alguna linea celular.

La presencia de un grupo nitro en la posicion para del anillo aromatico A
favorecié la actividad citotoxica, mientras que en la posicion orto no se
presento actividad, se concluye esto podria deberse a las interacciones

formadas por el grupo O-nitro y el proton del imidazol, lo que impide la
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formacion de un anion radical del grupo nitro que actiia como agente téxico
para el ADN.

El producto con mejor perfil antituberculoso fue el derivado nombrado
como: 2-(3,4-dimetoxifenil)-4,5-difenil-imidazol con una CMI DE 15.6 pg/mL.

Los resultados biolégicos obtenidos de los compuestos evaluados, indican
que el incremento de la polaridad molecular y la electrodonacién de grupos
funcionales, favorecen la actividad anti-Tb de estos compuestos.

La disustitucion del anillo aromatico por grupos metoxilo, favorece la
electrodonacién, se sugiere que esta variable fisicoquimica incrementa la

reactividad del nucleo imidazol, aumentando la actividad anti-TB

La interaccion puente de hidrogeno y la acidez del proton del grupo
hidroxilo fenolico del compuesto: 2-(2-hidroxifenil)-4,5-difenil-imidazol (IMI-
SAL), aumenta la reactividad del sistema heterociclico mediante reacciones

intramoleculares de tipo acido- base.

La estructura quimica de estos derivados no favorecié la actividad como

agentes anticolinérgicos ni como inhibidores de la enzima xantina oxidasa.

Los resultados de citotoxicidad y los experimentos de anti-TB, sugieren el
estudio de un mayor niumero de compuestos derivados de imidazol, para
tener mas elementos que nos permitan establecer cuales son los

requerimientos estructurales de estos compuestos.
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Fig. 45. Espectro de infrarrojo del compuesto (2).
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Fig. 46. Espectro de masas del compuesto (2)
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Fig. 47. Espectro de RMN *H del compuesto (2)
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Fig. 48. Espectro de RMN 13C del compuesto (2)
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Fig. 49. Espectro de infrarrojo del compuesto (3)
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Fig. 50. Espectro de masas del compuesto (3)

- 0Z€ 0€ 00E 062 08Z 022 092 0SZ 0¥Z 0EZ 0ZZ 012 00Z 064 084 0ZL 091 0S Ok OSL OZH OLL 004 06 08 0L 09 0S Oy OF 0T

€gle

V'46C

}'€8¢

1692 '96z L YT 62T

1'60¢

2'e61 2081

2991

gyl

_
'8z}

SWEJEP\P'ZENVAI (Ul J0€'€) EGE UBdS

zpoL &P

¢l

AL

s

2'8¢

<z
o z

000000}
0000002
000000€
000000¥
0000009
0000009
0000002

0000008

8:%..59*m

130



Fig. 51. Espectro de RMN *H del compuesto (3)
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Fig. 52. Espectro de RMN *'H del compuesto (3) a desplazamiento quimico de 6.6-7.9 d.
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Fig. 53. Espectro de RMN 13C del compuesto (3)
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Fig. 54. Espectro de infrarrojo del compuesto (4)
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Fig. 55. Espectro de masas del compuesto (4)
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Fig. 56. Espectro de RMN 'H del compuesto (4)
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Fig. 57. Espectro de RMN 13C del compuesto (4)
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Fig. 58. Espectro de infrarrojo del compuesto (5)
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Fig. 59. Espectro de masas del compuesto (5)
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Fig. 60. Espectro de RMN 'H del compuesto (5)
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Fig. 61. Espectro de RMN 13C del compuesto (5)
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Fig. 62. Espectro de infrarrojo del compuesto (6)
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Fig. 63. Espectro de masas del compuesto (6)
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Fig. 64. Espectro de RMN 'H del compuesto (6)
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Fig. 65. Espectro de RMN 13C del compuesto (6)

wdd ¢ 0z ov 09 08 00T 0zt orT 09T 08T 002

07" T od

0 a5 R | R | R | R | R | R | R | R | R | R | R |
ZH 00°T daT
0 aSs
WA Mmam
ZHW TOLLZT9 00T 4s
89LC€E Is
sao3sweied burssedooid - Zd
ZHW S009TET 00F Z20ods
ap 00°9T €114
e 96 1T ¢TT1d
ap 0Z " ¥v- ZTd
o980 00706 2adaosd
HT ZONN
9TZaTeM 299dddd
======== 7J TANNVHD ========
ZHW 86282Z9°00T TOdS
ae 00" 1- T14a
o9sn 0Z2°0T 1d
O€T TONN
======== TJ THUNNVHD ========
T 0aL
098 86666668°T YIT3d
©®8 000000€0°0 TP
©9s 000000007 ¢ 1a
M Z2°€89 jchy
oasn 00" 9 qa
o9sn 008702 Ma
£€7968¢ 24
09s 886T€9€"T ovY
ZH 86L99€°0 SEIATI
ZH 197 8€0¥%C HMS
4 sa
720T SN
OSIWa LNHATOS
9€559 an
0£bdbz 20¥d1nd
HI-dd Odd ww g aHdodd
J1oads WAYISNI
TG°ST _PwIL
9150€T0C @3ed
sIisjswered uoTlTsTnboy - zd

: e N,

NVW-IWI HWNYN

T8'SYT
20091 ——

4} PRPRERRRERERE R
sIisjswered eleq JusIInd % SRERNRRENWWD e
~ DD UuINDORNUEDO

AN®ONOWAROWOON

cC><)

g MANDET ‘NYW-IWI

145




Fig. 66. Espectro de masas del compuesto (7)
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Fig. 67. Espectro de infrarrojo del compuesto (8)
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Fig. 68. Espectro de masas del compuesto (8)
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Fig. 69. Espectro de RMN 'H del compuesto (8)
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Fig. 70. Espectro de RMN 13C del compuesto (8)
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Fig. 71. Espectro de infrarrojo del compuesto (9)
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Fig. 72. Espectro de masas del compuesto (9)
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Fig. 73. Espectro de RMN 'H del compuesto (9)
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Fig. 74. Espectro de RMN 13C del compuesto (9)
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Fig. 75. Espectro de masas del compuesto (10)
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Fig. 76. Espectro de infrarrojo del compuesto (11)
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Fig. 77. Espectro de masas del compuesto (11)
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Fig. 78. Espectro de RMN H del compuesto (11)
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Fig. 79. Espectro de RMN 13C del compuesto (11)
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Fig. 80. Espectro de infrarrojo del compuesto (12)
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Fig. 81. Espectro de masas del compuesto (12)
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Fig. 82. Espectro de RMN H del compuesto (12)
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Fig. 83. Espectro de infrarrojo del compuesto (13)
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Fig. 84. Espectro de masas del compuesto (13)
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Fig. 85. Espectro de RMN H del compuesto (13)
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Fig. 86. Espectro de infrarrojo del compuesto (14)
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Fig. 87. Espectro de masas del compuesto (14)
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Fig. 88. Espectro de RMN H del compuesto (14)
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Fig. 89. Espectro de RMN 13C del compuesto (14)
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Fig. 90. Espectro de infrarrojo del compuesto (15)
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Fig. 91. Espectro de masas del compuesto (15)

UVL ULY UGE UTT UUT VDT UBG ULG UYG UG UYL UBO UGL UKC UUC UUK UDK ULK VDK UJF UV K UCK ULF UFP UUP UU UD VUL VD VI VY
::_::_::...___..:__.:___:.._::_.:._::_.:._::_::_:

T A

Q'8NdINI (Ulw e¥G'9}) LLEZ UBdS

000S
0009
0002
ooow
0006
0000}
0004}

ooozi

000€}

171



Fig. 92. Espectro de infrarrojo del compuesto (17)
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Fig. 93. Espectro de masas del compuesto (17)
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Fig. 94. Espectro de infrarrojo del compuesto (18)
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Fig. 95. Espectro de masas del compuesto (18)
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Fig. 96. Espectro de infrarrojo del compuesto (19)
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Fig. 97. Espectro de infrarrojo del compuesto (20)
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del compuesto (20)

Fig. 98. Espectro de masas
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Fig. 99. Espectro de infrarrojo del compuesto (21)
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Fig. 100. Espectro de infrarrojo del compuesto (22)
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TECNICAS EXPERIMENTALES

Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de RMN se realizaron en un equipo VARIAN de 200 MHz, utilizando
CDCIs como disolvente y TMS como referencia.

Tambien fue utilizado un equipo BRUKER de 400 MHz utilizando CDCls como
disolvente y TMS como referencia.

El desplazamiento quimico (3) se expresa en ppm, mientras que las constantes de
acoplamiento (J) se expresan en Hz. Las multiplicidades de las sefiales obtenidas
en RMN !H se expresan con las abreviaturas: s para singulete, d para doblete; t
para triplete, ¢ para cuarteto, dd para doble doblete y m para multiplete. En RMN
13C las abreviaturas son: q para carbono primario, t para carbono secundario, d

para carbono terciario y s para carbono cuaternario.

Espectroscopia de Infrarrojo
Los espectros de IR se realizaron en equipo PERKIN-ELMER Modelo SPECTRUM
y en un Thermo Scientific modelo Nicolet is5 en pastillas de NaCl utilizando CHCIs

como disolvente. Los valores de transmitansia estan expresadas en cm™.

Espectroscopia de UV-Visible

Las lecturas para los experimentos citotdxicos fueron realizadas en un equipo para

microplacas BioTek’s PowerWade XS.

Espectrometria de masas

El andlisis de las muestras se realizarén en un sistema de espectrometria de
masas marca Agilent Technologies con detector selectivo de masa modelo 5975C
y el pico obtenidos en el cromatograma de iones, se compardé para su
identificacion con la biblioteca NIST 2008.

La temperatura de columna fue de 700C, la temperatura del inyector de 250 °C y
la rampa de calentamiento de columna fue desde 70 °C hasta 100 °C a 2 °C/min,
siendo posteriormente de 100 °C hasta 250 °C a 10°C/min.
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TECNICAS EXPERIMENTALES

Condiciones de reaccion

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. Las reacciones fueron monitoreadas por

Cromatografia de Capa Fina (CCF).

TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Cromatografia de capa fina (CCF)

El monitoreo de reacciones fue realizado con placas FLUKA Analytical de .2mm
eluidas con mezclas a diferente concentracion de hexano/acetato de etilo. Fueron
visualizadas con lampara de luz UV a 254nm de longitud de onda y después

reveladas con p-anisaldehido y posterior calentamiento.

Cromatografia en columna
Las columnas utilizadas para la purificacion de algunos productos fueron
realizadas con gel de silice 70-230 mesh, 60 A, éstas fueron empacadas por el

método humedo y eluidas con distintas mezclas eluyentes.

SOFTWARE
Se utilizé el Software ChemDraw Ultra version 2001 para dibujar las estructuras

moleculares.
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