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Resumen

RESUMEN

El objetivo primordial de este trabajo fue sintetizar una serie de ligantes derivados de
imidazoles para preparar compuestos de coordinacién con los metales Ag, Cu, y Zn y probar

su actividad antimicotica contra Candida albicans.

Se sintetizaron tres ligantes derivados de imidazoles, nombrados como ligante A, ligante By
ligante C, de los cuales se utilizo el ligante A y el 2-aminobencimidazol para la coordinacién
con los metales Ag(l), Cu(ll) y Zn(ll), logrando obtener 5 derivados metalicos de estos

ligantes.

Se obtuvo asi un total de 8 compuestos, tres ligantes y cinco derivados metalicos, de los
cuales por medio de la aplicacion de técnicas de elucidacion estructural se logré conocer su
estructura. La resonancia magnética nuclear, el analisis por FT-IR y la espectroscopia de
masas permitieron el estudio de los ligantes y compuestos de coordinacion, lo cual facilitd
obtener informacion detallada de su estructura en la mayoria de los casos. Para un ligante se

pudo analizar su estructura por difraccion de rayos-X de monocristal.

Mediante las pruebas de actividad antimicdtica se definio la eficacia de cada uno de los tres

ligantes y cinco derivados metalicos en términos de los resultados obtenidos.

“Derivados metdlicos de imidazoles con Cu(Il), Zn(Il) y Ag(l) y su potencial uso como agentes IX
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Introduccion

INTRODUCCION

La investigacion sobre el papel de los metales en la estructura celular, su funcién y el
metabolismo ha mostrado que algunos de ellos o sus compuestos presentan propiedades
potenciales para un uso terapéutico en el tratamiento de trastornos o para promover la
actividad saludable. Un metabolismo normal permite mantener las concentraciones "libres"
de iones de metales a niveles muy bajos, siendo entregados selectivamente a sus sitios de

actividad, con controles extremadamente estrechos que permiten mantener su reactividad.

Aunque se conocen las funciones de la mayoria de los metales traza, algunos todavia siguen
sin estar claros. Los mecanismos de control homeostatico de iones metalicos y su transporte,
el papel de los elementos traza en la regulacion inter e intra celular, la transduccion de
senales, la regulacion de la transcripcion y la traduccién del ARNm con la participacion de

algunos metales sdlo estan empezando a desentranarse.

Las propiedades Unicas de los metales y los complejos metalicos, tales como, la actividad
redox, la acidez, la electrofilia, las especies catidnicas, anidnicas y radical, magnéticos,
espectroscopicas y la radiactividad, ofrecen algunas posibilidades tentadoras para el

desarrollo futuro de metalofarmacos.

En contraste hay relativamente pocos agentes antifungicos disponibles. Esto se debe a que,
hasta la década de 1970, las infecciones por hongos fueron menos comunes. Esto era debido
ya sea a una falta de diagndstico o de ocurrencia, e histéricamente era mucho menos
probable que cause mortalidad, al menos en el "mundo desarrollado." Esto, junto con la
extrema dificultad en el desarrollo de un farmaco que fuera selectivo contra las células
fungicas que son muy similares a las células de mamiferos se ha atribuido a la escasez de

fungicidas.

“Derivados metdlicos de imidazoles con Cu(Il), Zn(Il) y Ag(l) y su potencial uso como agentes antimicoticos X
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Introduccion

Esta tesis se ocupa de la especie fungica C. albicans. Sin embargo, otros hongos,
especialmente Aspergillus sp., Pseumocystis carinii sp., Cryptococcus neoformans sp. y
Histoplasma sp., todos plantean el mismo reto para su tratamiento o cura y en su caso un

riesgo mayor para la salud humana.

El estudio de los derivados azdlicos con capacidad antimicrobiana tuvo lugar desde mediados
del siglo pasado, con las investigaciones sobre benzimidazoles. A partir de este momento, y
de forma simultanea, dos casas farmacéuticas: Bayer AG y Janssen Pharmaceutica,
investigaron diferentes clases de azoles con aplicacion clinica durante los afnos 1950 y 1960,
hasta el auténtico inicio de la era de los imidazoles que se puede considerar a partir de 1969,

cuando estas dos casas publicaron su experiencia respectiva con clotrimazol y miconazol.

Una amplia gama de productos farmacéuticos que contienen imidazol se han sintetizado e
incluyen los azoles antimicéticos, medicamentos contra el cancer, antihistaminicos y
medicamentos antivirales para nombrar sélo algunos. La unidon de imidazol con iones de
metales de transicion es de interés debido a que puede potenciarse la actividad antimicética
de los imidazoles, considerando ademas la estrecha relacion de este tipo de ligantes con los

sistemas bioldgicos de caracter mas complejo que involucra residuos de histidina.

Actualmente, los farmacos antimicoticos mas utilizados son los derivados de imidazol, como
el ketoconazol y miconazol. En la busqueda de farmacos activos contra C. albicans los
complejos de Cu(ll) de algunos de estos azoles han mostrado que pueden actuar como
agentes antifungicos mas activos que los azoles libres del metal. El efecto potenciador de los
metales, en particular Cu(ll) y Ag(l), en la actividad antifingica también se ha encontrado en

investigaciones realizadas utilizando otros ligantes de tipo azol unidos a estos metales.

“Derivados metdlicos de imidazoles con Cu(Il), Zn(Il) y Ag(l) y su potencial uso como agentes antimicoticos X]
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Capitulo 1. Antecedentes

ANTECEDENTES

1.1 Quimica Inorganica de coordinacion

Los compuestos de coordinacién constituyen un reto para el quimico inorganico y en la
actualidad forman parte de un amplio campo en la investigacién quimica aplicada a diversos
campos de la actividad humana. Esta quimica rica y abundante estd asociada al estudio de
muchas clases de metales rodeados de moléculas e iones. Los derivados metdlicos de este

tipo se llaman compuestos de coordinacion.’

Los compuestos de coordinacién o complejos consisten en un idn o atomo central,
generalmente un metal con capas de electrones de valencia incompletas llamado también
acido de Lewis o electréfilo, rodeado por un grupo de otros atomos, iones o moléculas
conocidas como ligantes (bases de Lewis o nucledéfilos) que poseen cuando menos un par de

electrones que se puedan donar.>3

Existen diversas maneras de clasificar a los ligantes. Una de estas se basa en el tipo de enlace

M-L. Hay dos clases principales de ligantes:

a) Ligantes cladsicos o donador simple, que actian como donadores de pares de
electrones a iones aceptores, y forman complejos con todos los tipos de metales.

b) Ligantes no clasicos, ligantes de enlaces t o acidos i, forman complejos en su mayoria
con metales de transicion. Esta interaccion ocurre debido a que el metal poseé
orbitales d que se pueden utilizar para el enlace; el ligante no solo posee capacidad

de donador, sino que también tiene orbitales aceptores.

Un ligante que tiene un solo grupo dador como el amoniaco, se denomina monodentado,
mientras que un ligante como el EDTA, que tiene mas de dos grupos disponibles para formar
enlaces, se denomina polidentado, y al compuesto de coordinacién que forma se le llama

quelato.*
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Figura 1. Ejemplos de ligante monodentado y formacién de un quelato.

El numero de enlaces que tiende a formar un ion con los dadores de electrones se conoce
como numero de coordinacién. Los valores mas comunes de los nimeros de coordinacién
son 2, 3,4, 5y 6; las especies que se forman como resultado de la coordinaciéon pueden ser

positivas, neutras o negativas.2

El nUmero de coordinacion determina el nimero total de aniones o moléculas que pueden
estar directamente asociadas al catién. Es importante comprender que un ion metalico
puede tener mas de un nimero de coordinacién y geometria caracteristico.® Al estudiar la
geometria de los compuestos de coordinacién, a menudo se encuentra que existen varias
maneras de uniéon de los ligantes alrededor del atomo central, ver tabla 1. Cada una de las

estructuras tiene distintas propiedades fisicas y quimicas.’

Numero de Coordinacién Geometrias
2 Lineal
3 Plano triangular
5 Bipiramide trigonal, Piramide cuadrada
4 Tetraédrica, Plano cuadrada
6 Octaédrica

Tabla 1. Geometrias mas comunes correspondientes al nimero
de coordinacién de los complejos.
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1.2 Metales de transicion

Los elementos de transicion son aquellos elementos quimicos que estan situados en la parte
central del sistema periédico, en el bloque d, cuya principal caracteristica es que su
configuracion electrénica del orbital d se encuentra incompleta en cuanto al llenado maximo

de 10 electrones, ya sea en su estado basal o en alguno de sus estados de oxidacién.” 2

Esta definicion excluye a los elementos zinc, cadmio, y mercurio, los cuales aun cuando se
encuentran en el blogue d, no son considerados propiamente de transicion. Algunos autores

los identifican como elementos de post transicion.?

En particular, la importancia de estudiar metales como Ag, Zn y Cu se debe a que estan
presentes en gran parte de moléculas que desempefian funciones biolégicas como enzimas y
proteinas. Asi, al sintetizar modelos que mimeticen estos sitios activos se puede entender

mejor el comportamiento de dichas metalobiomoleculas.** 3

1.2.1 Quimicadel Zn

El zinc tiene dos electrones s fuera de las capas d llenas, por lo que presenta una
configuracion [Ar]3d*°4s?, sus numeros de oxidacién mas comunes son | y Il 2 por ello este
elemento Unicamente forma compuestos en los que la capa d esta llena y se considera como
elemento de post transicion. Es un metal mas electropositivo que sus vecinos en los grupos
de transicion por lo cual presenta la capacidad de formar complejos, en especial con el
amoniaco, aminas y cianuros.” ? El Zn(ll) forma tipicamente compuestos tetraédricos u

octaédricos, aunque también se conocen otros compuestos con diferentes geométricas.’

El zinc parece ser biolégicamente uno de los metales mas importantes. Probablemente es el
segundo en importancia después del hierro entre los metales que intervienen en funciones
bioldgicas, esto debido a que se han identificado mas de 25 proteinas que contienen zinc, la

mavyoria de ellas enzimas."?
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1.2.2 Quimica del Cu

El cobre posee un solo electrdon s por fuera de una capa completa de electrones d siendo su
configuracion electrénica [Ar]3d*4s?, por esta razon anteriormente se le clasificaba en el
grupo 1, pero esta clasificacion es errénea ya que las propiedades que este elemento
presenta difieren de las de los elementos alcalinos, situados en el grupo 1. Actualmente se

ubica en el grupo 11 de la tabla periddica.” >

El Cu®" presenta ndmeros de coordinacién 4, 5, 6, 7 y 8 siendo sus geometrias mds
caracteristicas las tetraédricas, plano cuadradas o distorsionadas de estas dos geometrias,

ademas de quelatos que poseen geometria plana.’?

Desde hace algunos anos se han preparado complejos de Cu(ll) que mimetizan las
propiedades del sitio activo de diferentes metaloproteinas como plastocianina,

ceruloplasmina y estelacianina.®

1.2.3 Quimica dela Ag

La plata posee un solo electrén s exterior a la capa d completa, donde su configuracion
electrénica es [Kr]4d'°5s'. La estructura atémica de la plata muestra que hay una pequefia
diferencia de energia entre los orbitales d llenos y los orbitales 5s-5p vacios, esto permite

que los dltimos orbitales sirvan para acomodar electrones adicionales.

En el estado de oxidaciéon de Ag(l) se observa la tendencia a adoptar un numero de
coordinacion 2 como el mas comun, sin embargo el nUmero de coordinacion puede variar en

funcion de la naturaleza de los ligantes.” >

Algunos trabajos sobre complejos sencillos de Ag (I)-imidazol sugirieron que, a pesar de su
insolubilidad, la plata tiene una amplia gama de bioactividad (bacterias y hongos), como

resultado de la formacion del enlace Ag(l)-N en estos complejos.’”
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1.3 Imidazoles

El imidazol y compuestos de imidazolio se pueden encontrar en los sistemas bioldgicos y
guimicos, y es este tipo de sucesos generalizados que han llevado al interés en la quimica del
imidazol. El imidazol es una molécula ciclica, plana que consiste de un anillo de cinco
miembros que contiene tres carbonos y dos nitrogenos, con los nitrogenos dispuestos en las

posiciones 1y 3.7.10

Bal 035, S &
H

N
H
Figura 2. Estructura del imidazol

1.3.1 AQuimica de los imidazoles

La molécula de imidazol exhibe aromaticidad asociado con su sistema de seis m-electron.
Cada carbono en el anillo tiene un orbital p perpendicular al anillo y la nube 1t contiene tres
pares de electrones deslocalizados que la forman. El par solitario de electrones en N-1 es
parte de la nube, ya que estan localizados en un orbital p, mientras que el par solitario en N-3
no forma parte de la nube, ya que estos electrones estan en un orbital sp?, perpendicular a
los orbitales p, y por lo tanto proporcionar un punto de ataque para los protones y otros

electréfilos.®

La presencia de dos nitrégenos en el anillo ocasiona una disminucién de los niveles de
energia del orbital m en comparacién con la del benceno o piridina, propiciando que el
ataque electrofilico sobre los carbonos sea mas dificil, comparativamente a los casos del
pirrol o furano correspondiente. Por otra parte, el efecto atrayente de los electrones del
nitréogeno tiene un efecto estabilizador en productos intermedios de reaccion cargados
negativamente, tales como los que ocurren durante la reaccion de adicion-eliminacién

nucleofilica.” **
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1.3.2 Complejos con Nitrégeno y Azufre
Los compuestos de coordinacion desempenan funciones importantes en algunos ciclos
metabolicos o reacciones como el almacenamiento y transporte de oxigeno, actuando como

agentes de transferencia de electrones, o como catalizadores para la fotosintesis de plantas.’

La importancia de estos atomos como ligantes radica en que estan presentes en la mayoria
de los sistemas biolégicos como metaloproteinas, aminoacidos, enzimas, etc., en las cuales
juegan un rol importantisimo, ya que son parte del centro activo o se unen a él, ademas de

que estan enlazados a metales de transicién.™

Esto hace ver que la importancia tanto quimica como bioldgica resulta primordial en las
investigaciones realizadas con compuestos de nitrégeno y azufre con iones metalicos de

transicion y no transicion.™

1.3.3 Bases de Schiff

Una base de Schiff es un grupo funcional que contiene un enlace doble carbono-nitrégeno,
con el atomo de nitrogeno conectado a un grupo arilo o alquilo, por lo que este nitrégeno ya
no cuenta con hidrégeno. Las bases de Schiff tienen la formula general R1R,C=N-Rs, donde R;
es un grupo arilo o alquilo que hace que la base de Schiff sea una imina estable. Una base de
Schiff derivada de una anilina, donde R; es un fenilo o fenilo sustituido, puede ser

denominada con la palabra raiz anil.”

Figura 3. Estructura general de las bases de Schiff
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Las bases de Schiff pueden ser sintetizadas a partir de una amina aromatica y un compuesto
conteniendo un grupo carbonilo por adicién nucleofilica, formando una hemiamina, seguido

por una deshidratacion para generar una imina.®

o
o OoH OH /@/ \©\ oH
o
/O/ \O\ + H* N F
HoN NH,

Figura 4. Esquema de reaccion para la formacién de una base de Schiff

Las bases de Schiff son algunos de los ligantes mas utilizados debido a sus sintesis faciles,
notable versatilidad y buena solubilidad en disolventes comunes. Por lo tanto, han
desempefiado un papel importante en el desarrollo de la quimica de coordinacién, ya que

forman facilmente complejos estables con la mayoria de los metales.’

El campo de investigacion de complejos metalicos con bases de Schiff es de caracter

interdisciplinario, incluyendo a la quimica bioinorgénica, catalisis y magnetoquimica.

En el area de quimica bioinorganica, el interés en los complejos de bases de Schiff se
encuentra en que proporcionan modelos sintéticos donde el metal presenta un sitio activo

dentro de metaloproteinas y enzimas.’

Hasta ahora, se han realizado considerables esfuerzos para sintetizar y caracterizar los
compuestos organicos de ligantes que tienen heteroatomos (O, N, S), y muchos estudios se

han centrado en sus correlaciones estructura-actividad.’

Un trabajo interesante en el campo de la quimica inorganica de coordinacion es encontrar

ligantes los cuales tengan cierta actividad bioldgica, que puede ser potenciada al unirse a un

metal para formar un compuesto de coordinacién.?" 2
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1.4 Metales en la medicina

La investigacion sobre el papel de los metales en la estructura celular, su funcién y el
metabolismo ha mostrado que algunos de ellos o sus compuestos presentan propiedades
potenciales para un uso terapéutico en el tratamiento de trastornos de la salud o para

promover la actividad saludable.™®

Un metabolismo normal permite mantener las concentraciones "libres" de iones de metales
a niveles muy bajos, siendo entregados selectivamente a sus sitios de actividad, con
controles extremadamente estrechos que permiten mantener su reactividad. Aunque se
conocen las funciones de la mayoria de los metales traza, algunas de esas funciones todavia

siguen sin estar totalmente elucidadas. *°

Los mecanismos de control homeostatico de iones metalicos y su transporte, el papel de los
elementos traza en la regulacién inter e intra celular, la transduccion de sefiales, la
regulacién de transcripcion y traduccion del ARNm con la participacion de algunos metales
solo estan empezando a desentrafiarse a partir de una investigacion continua que sigue

realizdndose sobre estos temas.

Las propiedades Unicas de los metales y los complejos metalicos, es decir, |la actividad redox,
acidez, electrofilia, la presencia de especies catidnicas, anidnicas, de tipo radical, propiedades
magnéticas, espectroscopicas y la radiactividad, ofrecen algunas posibilidades tentadoras

para el desarrollo futuro de metalofarmacos.” 2

Uno de los casos mas interesantes es el de los farmacos antimicoticos, puesto que hay
relativamente pocos medicamentos en uso a base de un metal, a pesar de algunos éxitos
notables, como el medicamento contra el cancer, cisplatino. Esto puede ser debido en parte
a la percepcion equivocada de que hay un mayor riesgo de toxicidad con farmacos a base de
metales o, simplemente, que la experiencia y participacion de la quimica inorganica se ha

limitado dentro de la industria farmacéutica.®
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Algunos metalofarmacos fueron limitados previamente a un pequefio nimero de farmacos.
Estos incluyen carboplatino y cisplatino (figura 5), y sulfadiazina de plata. Actualmente, la
gama de metales de uso en la medicina se esta expandiendo rapidamente, considerando el

gran potencial terapéutico que ellos representan. *°

H3N Cl P
\ P t/ H;N /0
Pt
/ \ nN” o
H,N c \

Figura 5. Estructuras del cisplatino y carboplatino

Los complejos de algunos metales téxicos, como el plomo, el niquel, el cromo y el arsénico,
incluso actualmente, ya se han investigado o probado en ensayos clinicos, a pesar de que
algunos también son carcinégenos conocidos. Su toxicidad esta siendo estudiada y explotada

para ser usados como posibles formacos contra el cancer. 2>

1.4.1 Candida albicans

Una de las especies de hongos mdas comunes que afectan a los seres humanos es la levadura
Candida albicans. Esta levadura es dimorfica, es decir, existe como células de levadura,
ovales individuales, y se reproduce por gemacion. También tiene la capacidad de producir
pseudohifas, donde los brotes se alargan formando una estructura conocida como el tubo
germinal. Tubos germinales permanecen unidos entre si para formar rizoides o estructuras

en forma de raiz. *°

Las rizoides puede penetrar la mucosa y las paredes intestinales causando agujeros
microscopicos, que a su vez permiten a las toxinas, los alimentos no digeridos, las bacterias y
los hongos que entren en el torrente sanguineo, dando lugar a una condicién conocida como

sindrome de intestino permeable.™®
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La C. albicans se encuentra en los seres humanos como una parte normal de la flora
intestinal. En una persona sana, C. albicans, realiza muchas funciones en el interior del tracto

digestivo, una de las cuales es para destruir las bacterias dafiinas. *°

Nuestro sistema inmune, junto con las bacterias, tales como Lactobacillus acidophilus sp.,

ayuda a mantener el crecimiento de Candida sp. y otras células de hongos bajo control. *’

Sin embargo, si el sistema inmunolégico estd comprometido y el nimero de bacterias

"amigables" se reducen, entonces un crecimiento excesivo de Candida sp. puede ocurrir,

dando lugar a una condicién conocida como candidiasis.*® *’

Y7

Figura 6. Candida albicans bajo el microscopio.

1.4.2 Agentes sintéticos antifungicos

Hay dos familias de azoles que se han considerado clinicamente utiles para combatir la
candidiasis: los imidazoles y los triazoles, los cuales han mostrado tener buena actividad
antimicrobiana. Los medicamentos mas comunmente prescritos derivados de estas

sustancias son el fluconazol, itraconazol, ketoconazol, miconazol y econazol (figura 7).10' 18
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Estos azoles actuan inhibiendo las enzimas P450 (desmetilasa 14a-esterol (CYP51s)) las
cuales son responsables de la sintesis de ergosterol, que es el esterol principal en la
membrana celular de los hongos. El agotamiento de ergosterol provoca una pérdida de la

fluidez de la membrana haciéndola asi quebradiza, lo que provoca que el hongo muera.*

El ketoconazol fue el primer azol que se podria administrar por via oral para el tratamiento
de infecciones sistémicas por hongos. Es eficaz contra varios tipos de hongos, pero es
altamente téxico para las células de mamiferos y la recaida es comun incluso después del

tratamiento aparentemente exitoso.™®

El principal efecto adverso de ketoconazol es la toxicidad hacia el higado, y el dafio hacia este
y otros organos puede progresar incluso después de que el tratamiento se ha detenido.
Actualmente estos azoles siguen en uso para combatir las infecciones micdticas a pesar de

algunos de los riesgos que estos conllevan.'®
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Figura 7. Algunos ejemplos de medicamentos azdlicos antifungicos
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1.5 Técnicas de caracterizacidon quimica

1.5.1 Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia infrarroja se utiliza para analizar las caracteristicas vibracionales de los
enlaces en moléculas, estructuras cristalinas y cristales, utilizando para ello diferentes tipos
de muestras y diferentes instrumentaciones. Los espectros aparecen con numerosas bandas
caracteristicas en el intervalo del espectro infrarrojo (4,000-400 cm™?), las energias a las

cuales aparecen las bandas dependen de las propiedades de los enlaces de las moléculas.'

En la espectroscopia infrarroja es habitual presentar los espectros como un grafico de %T
frente al nimero de onda, cm™. La longitud de onda a la cual la energia se absorbe depende
de:

a) laidentidad de los atomos en la molécula;

b) la estructura moleculary

c) el enlace de los dtomos.*

Lop
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Figura 8. Ejemplo de espectro de infrarrojo

Cuando la molécula es irradiada en el intervalo del infrarrojo, los enlaces en esta tienen un
movimiento caracteristico los cuales se engloban en: movimientos de tension y flexidn. Estos
movimientos causan que una molécula tenga diferentes bandas de absorcidn con respecto a

la longitud de onda.”
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Nombre del Tension Tension Flexion Simétrica Flexion
modo Simétrica Asimétrica Asimétrica
H/ H/
H
A A e N B
Movimientos H H —C=—H----- ——C=—H-----
N ™~ \ \,
H H

Tabla 2. Movimientos de tensidn y flexiédn simétricos y asimétricos de una molécula

Los espectros son a menudo complicados, y rara vez se puede asignar cada banda de una
molécula a grupos especificos, pero en combinacion con otras técnicas como la
espectrometria de masas, y con la resonancia magnética nuclear, forma la base del analisis
guimico, la cual nos lleva a la identificacion de la estructura molecular de compuestos y

mezclas desconocidas.* 1

1.5.2 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear
La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) se basa en la medida de la
absorcidon de la radiacidon electromagnética en la regiéon de las radiofrecuencias donde los

valores mas utilizados se encuentran aproximadamente de 100 a 900MHz.

En el proceso de absorcion estan involucrados los nucleos de los dtomos y no los electrones
exteriores; cuando el nimero cuantico de espin (/) de un nucleo atéomico es diferente de cero
provoca un momento magnético al atomo, si este se coloca en un intenso campo magnético
aparecen los estado de energia de los nucleos ya que su momento magnético puede

alinearse a favor o en contra del campo magnético.™

Al aplicar un pulso de radiofrecuencia se produce la absorcién y se alinea contra el campo,
cuando el espin regresa a su estado basal emite la radiacién absorbida. El resultado es un
espectro con picos de absorcidon que reflejan diferencias en el ambiente electrénico de los

atomos y dan informacion detallada de la estructura molecular.?®
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Donde un resultado general mas importante se explica a través de este fendmeno, el
desplazamiento quimico de un nucleo resonante depende de la estructura quimica de su
entorno. Esto nos dirige a una de las grandes ventajas de los espectros de RMN en quimica.
Los intervalos de desplazamiento quimico de protones que tienen distintos entornos

quimicos son especificos de dichos entornos.**%°

El equipo de RMN mide el espectro de una especie atébmica a la vez, donde los nucleos

13~ 19
C

atémicos comunmente medidos son: *H, F y *°P. Aunque las mediciones mas utilizadas

actualmente son para 'Hy *C. !

La RMN de protén no solo es la mas medida sino que también es la mas sensible, debido a
que el protén presenta propiedades magnéticas favorables en su nucleo y porque la

abundancia isotdpica natural de hidrogeno *H es de casi el 100%.* **

Gracias al desplazamiento quimico, integracion de los atomos, y de la multiplicidad de las

sefiales, se distinguen los diferentes hidrégenos o carbonos; dependiendo si es *H RMN o *3C

RMN, vy asi se puede lograr la elucidacién de nuevas estructuras orgénicas.*® 2
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Figura 9. Comparacién de "HRMN y >CRMN del 2-aminobecimidazol

“Derivados metdlicos de imidazoles con Cu(Il), Zn(Il) y Ag(l) y su potencial uso como agentes 15
antimicoticos contra Candida albicans”



Capitulo 1. Antecedentes

1.5.3 Espectrometria de Masas
La espectrometria de masas (EM) da nombre a un conjunto de técnicas utilizadas para la
medida de la masa de los iones y su abundancia en la fase gaseosa. Cada uno de los
siguientes pasos integra la medida de la masa.

a) generacién de las moléculas en la fase gaseosa,

b) suionizacidn,

c) separacidn de los iones segln su masa, y

d) la deteccién del pico de cada ién.*
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Figura 10. Ejemplo de espectro de masas

Las tres partes basicas de un equipo de EM son la fuente de ionizacién, el analizador y el
transductor/detector. La muestra puede introducirse al equipo tanto en fase gaseosa como

en fase liquida o solida (siempre que se evapore a los liquidos y se sublime a los sélidos). **
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La muestra gaseosa se ioniza entre dos placas cargadas y se aceleran los iones mediante un

potencial de pocos kilovoltios, y se focalizan utilizando campos eléctricos o rendijas; donde

ocurre este proceso se llama fuente de ionizacién.*

Los iones acelerados pasan desde la fuente de ionizacién a uno de los numerosos tipos

posibles de analizadores de masas en donde se separan los iones de distinta masa, de modo

gue diferentes tipos de iones llegan al transductor a diferentes tiempos.

Esta pequena corriente de iones se amplifica con ayuda de un multiplicador de electrones

dando una sefal de salida. La sefial de salida de la corriente idnica frente a la masa da un

espectro de masas.?

La espectrometria de masas se ha utilizado para analizar moléculas pequefias y atomos. Es

importante entender que no existe un Unico tipo universal de fuente de ionizacion para EM.

El tipo depende de la naturaleza de las muestras.* '

Muestra

Fuentes idnicas mas utilizadas

Ejemplos

Especies gaseosas

lonizacién electrénica (El)

lonizacion quimica (CI)

He, H,, D,, Butano

Butano

Elementos en disoluciones

acuosas o suspension

Plasma acoplado inductivamente

(ICP)

lones metalicos en agua

Moléculas/macromoléculas
solubles en agua y en diferentes

disolventes organicos

lonizacion de electrospray (ESI)

Polipéptidos

Sulfactantes

Moléculas/macromoléculas

solubles en liquidos especificos

Bombardeo de dtomos acelerados

(FAB®)

Polipéptidos,

Proteinas < 5.500 m.w.

Tabla 3. Tipos de fuente de ionizacidn y muestras para la espectrometria de masas

“Derivados metdlicos de imidazoles con Cu(ll), Zn(Il) y Ag(l) y su potencial uso como agentes
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1.5.3.1 lonizacion de electrones (El)

Las fuentes de ionizacién de electrones se han convertido en las mas habituales para la
espectrometria de masas. Los electrones requeridos para ionizar la muestra se emiten desde
un filamento incandescente y se aceleran entre electrodos de hasta 70 eV. Los electrones
gue interaccionan con las moléculas extraen una fraccion de electrones para formar iones de

carga positiva.

Los iones que se forman por ionizacién de electrones son extraidos del haz de electrones,
acelerados y colimados en un haz de iones los cuales son detectados e interpretados por un

detector dando un espectro de masas de la molécula ionizada.* %

1.5.3.2 Bombardeo con dtomos acelerados (FAB®)

La evaporacion es realmente una forma de proporcionar a las moléculas la energia necesaria
para romper los enlaces entre los analitos y la matriz sin destruir los analitos. La energia
puede suministrarse mediante atomos acelerados golpeando la muestra; en realidad,
golpeando los fragmentos y moléculas de la muestra dentro de la fase gaseosa. Las particulas
volatilizadas son del tipo (MH)*, M y (M menos H)". Las moléculas neutras no se ven afectadas
por el campo eléctrico; en cambio, los iones negativos o positivos se aceleran hacia el
espectrometro de masas. Este método de evaporacion/ionizacion recibe el nombre de

bombardeo de dtomos acelerados (FAB*).* 2°

1.5.4 Difraccion de rayos X

Los rayos X son una forma de radiacion electromagnética que tiene altas energias vy
longitudes de onda cortas, longitudes de onda del orden de las distancias atdmicas para
solidos. Cuando los rayos X alcanzan un atomo interaccionan con sus electrones exteriores,
los cuales re-emiten la radiacion electromagnética incidente en diferentes direcciones y con
la misma frecuencia. Este fendmeno se conoce como dispersion de Rayleigh. Los rayos X re-
emitidos desde atomos cercanos interfieren entre si, constructiva o destructivamente. Este

fenémeno es lo que se conoce como difraccién.™

“Derivados metdlicos de imidazoles con Cu(Il), Zn(Il) y Ag(l) y su potencial uso como agentes 18
antimicoticos contra Candida albicans”



Capitulo 1. Antecedentes

Figura 11. Estructura obtenida por difraccion de rayos X de monocristal.

Al hacer incidir un haz de rayos X sobre un cristal que posee una familia de planos atémicos
paralelos definidos por sus indices de Miller (h,k,/), y separados una distancia d. Cada plano
refleja una posicién de la radiacion. El haz incidente forma un angulo 6 sobre la familia de
planos, entonces Unicamente se obtienen haces difractados cuando las reflexiones en los
sucesivos planos atdmicos entre los rayos reflejados por dos planos adyacentes sea un

multiplo entero de su A, lo cual se conoce como la ley de Bragg*:

nl = 2dsenf

Siendo la longitud de onda de los electrones muy pequefia, esta ley se satisface para angulos

B muy pequenos, es decir rayos casi paralelos a los planos cristalinos.

Figura 12. Descripcidn del modelo de Bragg
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En esencia, la cristalografia estructural por difraccion de rayos X, consiste en medir las
intensidades de la mayor cantidad posible de haces difractados del espectro tridimensional
de difraccion, obtener de ellas los médulos de los factores de estructura y mediante algun
procedimiento de asignaciéon de fases a cada uno de estos factores, reconstruir la
distribucién electrdnica en la celda unitaria, cuyos maximos corresponderan a las posiciones

atémicas.?

Ahora bien, para determinar completamente la estructura cristalina elemental de un sélido,
ademas de definir la forma geométrica de la red, es necesario establecer las posiciones en la
celda de los atomos o moléculas que forman el sélido cristalino; lo que se denominan puntos
reticulares. Los cristales se clasifican seguin sean las propiedades de simetria de la celda
cristalina. En funcion de los parametros de la celda unitaria, longitudes de sus lados y angulos
que forman, se distinguen 7 sistemas cristalinos.** Combinando los 7 sistemas cristalinos con
las disposiciones de los puntos de red, se obtendrian 28 redes cristalinas posibles. En

realidad, como puede demostrarse, sélo existen 14 configuraciones basicas, pudiéndose el

. . . 23,24
resto obtener a partir de ellas. Estas estructuras se denominan redes de Bravais.
» T e
e -9 o g?
.
™ LA [ ]
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Figura 13. Redes cristalinas de Bravais segun los siete sistemas de cristales
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PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Instrumentacion
La caracterizacion de los ligantes y de los compuestos de coordinacion sintetizados se realiz

por medio de las siguientes técnicas:

Punto de fusion: los puntos de fusiéon se determinaron en el MEL-TEMP II, con

termoregistrador digital FLUKE 51, y no tuvieron correccion adicional.

Espectroscopia de Infrarrojo de Transformada de Fourier (FT-IR): los espectros de infrarrojo
medio (4000-400cm™) se obtuvieron en un espectrofotémetro Nicolet FT-IR 510, con las

técnicas de pastilla de KBr, y por medio del dispositivo adaptable ATR.

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN): los espectros de RMN se realizaron
en un espectrometro Bruker Advance 300MHz Ultrashield, utilizando como referencia
interna el tetrametilsilano (TMS). En la *H RMN las muestras se corrieron a 300MHz y en la
13C RMN a 75MHz. El disolvente utilizado varié dependiendo de la solubilidad de la muestra

analizada.

Espectrometria de Masas (EM): los espectros de masas se obtuvieron en un espectrémetro
de masas JEOL JMS-AX505HA. El método de ionizacién de los ligantes fue por IE, mientras

que para los complejos se usé la técnica de FAB®.
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2.2 Materias primas

Los reactivos empleados en la sintesis de los ligantes fueron grado reactivo, adquiridos en
Sigma-Aldrich y utilizados sin purificaciéon adicional.  Se adquirieron 4 diferentes
bencimidazoles para la sintesis de los materiales que serian utilizados como ligantes. Estos
fueron: 2-aminobencimidazol, mercaptobencimidazol, 2,2-hidroxibezilbencimidazol, 2,2-
aminobezilbencimidazol (figura 11), de los cuales solo los dos primeros fueron utilizados
debido a que por las propiedades fisicas y quimicas de sus derivados, fueron los mas viables

para la sintesis de complejos metalicos.

2-aminobencimidazol mercaptobencimidazol

CEHD CI-0)

2,2-hidroxibencilbencimidazol 2,2-aminobencilbencimidazol

Figura 14. 2-aminobencimidazol, mercaptobencimidazol, 2,2-hidroxibezilbencimidazol, 2,2-

aminobezilbencimidazol

2.3 Sintesis de ligantes

Se sintetizaron 4 ligantes diferentes, 3 a partir del 2-animobencimidazol, ademas de usar la
materia prima inicial como ligante para realizar los compuestos de coordinacion propuestos
para este trabajo de tesis. El cuarto ligante se sintetizo a partir del mercaptobencimidazol,

tal como se describe mas adelante.
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2.3.1 Sintesis de 2-[(1H-bencimidazol-2-ilimino)metil]fenol, Ligante A

HO

OH
N
\>_NH2 . o/\@ MeOH (;[N\ N/
i > A
N

Figura 15. Sintesis del Ligante A

En un matraz de fondo redondo provisto de agitacion magnética se disolvié 1g (7.51mmol)
de 2-animobencimidazol en 15ml de metanol, al cual se le adicioné 0.9ml (8.45mmol) de

salicilaldehido.

Al matraz se le colocé un refrigerante y la mezcla se llevé a reflujo a una temperatura de 50°C
durante 2hrs. Concluido el tiempo de reflujo la solucion se colocé en el rotavapor durante 20
min. a una temperatura de 60°C para concentrar la solucidn resultante, al término del

procedimiento la solucion se dejo enfriar a temperatura ambiente.

A esta solucion se le agregaron 5ml de agua destilada, observandose la precipitacién de un
producto sélido de color amarillo, el cual se filtré al vacio con ayuda de un matraz Kitasato y
embudo Buchner. El producto se lavd en tres ocasiones con agua destilada a fin de quitar la

materia prima que no reacciono.

Punto de fusidn: 207-209°C  Rendimiento: 83% Solubilidad: Etanol, Metanol

'H RMN: (ppm de-DMSO): 6.99-7.55 (f, 8H), 9.57 (f, 1H), 12.6 (m, 1H).

3¢ RMN: (ppm de-DMSO): 110.8, 116.7, 118.2, 119.1, 121.9, 122.6, 133.06,
133.9, 152.8, 160.9, 165.8.

IR (KBr), cm™: 3590, 3100-2900, 1675, 1615, 1547, 1455, 1186, 1150, 1113, 848.

EM-EIl m/z: 237 (M")
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2.3.2 Sintesis de (pentan-2,4-diiliden)bis(1H-bencimidazol-2-amino), Ligante B

B
HN
N
2 A\ . 2 2 MeOH N =N
S e

Figura 16. Sintesis del Ligante B

En un matraz de fondo redondo provisto de agitacion magnética se disolvid 0.5g (3.76mmol)
de 2-animobencimidazol en 15ml de metanol, se le adiciond 0.3ml (2.46mmol) de

acetilacetona y una cantidad catalitica de H,SO4 para conducir la reaccién a la doble adicion.

El matraz se llevd a una temperatura de 50°C, a los 5 min. de agitacién se observéd la
precipitacion de un producto blanco en el fondo del matraz. La solucion se dejé enfriar a

temperatura ambiente.

Esta solucion se filtro al vacio con ayuda de un matraz Kitasato y embudo Buchner. El
producto se lavd en tres ocasiones con metanol a fin de eliminar la materia prima que no

reacciono.

Punto de fusion: 293-294°C  Rendimiento: 75% Solubilidad: Agua

13C RMN: Las sefiales en el espectro de 13C no fueron completamente visibles ya que la
solubilidad del compuesto no lo permitio.

'H RMN: (ppm de-DMSOQ): 248 (m, 2H), 3.14 (m, 6H) 7.061-7.20 (m, 8H).

IR (KBr), cm™: 3390, 1665, 1631, 1590, 1527, 1440, 1150, 1020, 860.

EM-El m/z: 328, esperado 330 (M")
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2.3.3 Sintesis de 2-(1H-bencimidazol-2-iltio)acetato de potasio, Ligante C

o)
N 0
\> SH MeOH N /—< K
— >
+ cl KOH \>—s 0®
N HO
H . C

Figura 17. Sintesis del Ligante C

En un matraz de fondo redondo provisto de agitacion magnética se disolvid 0.17g
(1.23mmol) de mercaptobencimidazol en 15ml de metanol, en otro matraz se prepard una

mezcla de 0.101g (1.06mmol) de acido cloroacético con 5ml de KOH.

Al matraz se le colocé un refrigerante y la mezcla se llevé a reflujo a una temperatura de 50°C
durante 1 hora. Concluido el tiempo de reflujo la solucién se colocd en el rotavapor durante
20 min. a una temperatura de 60°C para concentrar la solucién resultante, al término del

procedimiento la solucion se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Para obtener el producto se colocé la solucion en refrigeracion un dia, después de eso se
observé la precipitacion de un producto sélido de color blanquizco, el cual se filtré al vacio
con ayuda de un matraz Kitasato y embudo Buchner. El producto se lavd en tres ocasiones

con agua destilada a fin de quitar la materia prima que no reaccioné.

Punto de fusion: 317-319°C  Rendimiento: 88% Solubilidad: Metanol, CH,Cl,, DMSO
'H RMN: (ppm de-DMSO): 2.49 (m, 2H), 4.55 (f, 1H), 7.44- 7.65 (m, 4H).

13 RMN: (ppm de-DMSO): 34.89, 113.15, 124.94, 132.86, 149.89, 168.75.

IR (KBr), cm™: 3390, 1690, 1581, 1547, 1355, 1210, 1156, 1122, 850.

EM-El m/z: 208 (M")
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2.4 Sintesis de complejos
Para la sintesis de los complejos se usaron como ligantes el 2-aminobencimidazol y el ligante

A, los cuales se prepararon usando las siguientes sales metalicas: CuSO4+5H,0, AgNOs vy

N

\>7NH2

N N/
o s

Figura 18. Ligantes utilizados (1) 2-aminobencimidazol, (2) Ligante A

Zn(CH3COO)2

HO

2.4.1 Sintesis de los complejos de 2-aminobencimidazol

2.4.1.1 Sintesis del complejo 2-aminobencimidazol + CuSO4+5H,0

— 1+
N S0,

N\ NH,

\ Cuso4 > S
2 "IICuIIn,,
MeOH :

ZI

Figura 19. Sintesis del complejo 2-aminobencimidazol + CuSO,

En un matraz Erlenmeyer provisto de agitacién magnética se disolvié 0.2g (1.50mmol) de 2-
animobencimidazol en 5ml de metanol y se le adiciond gota a gota una solucion de 0.125g
(0.750mmol) de CuS0O4+5H,0 disuelto en 5ml de Metanol. Se observé la precipitacion de un
producto verde en el fondo del matraz al agregar la solucién de CuSQy, al término de agregar

la solucion de la sal metalica se dejo en agitacion durante 15min.

Concluido este tiempo, la solucidn se dejo reposar y se filtré al vacio con ayuda de un matraz
kitasato y embudo Buchner. El producto se lavdé con metanol a fin de quitar la materia prima

gue no reacciond. Se dejo secar al vacio durante 30min.
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IR KBr, cm =

espectros de RMN.

EM-El m/z: 329 (M")

MeOH

N
\>_ NH, AgNO;
_——
N
H

Punto de fusidn: 252-254°C  Rendimiento: 67%

Solubilidad: DMSO
Ensayo a la flama: Flama de color verde caracteristica de las sales de cobre.

Por el caracter paramagnético del compuesto de cobre (d°) no fue posible obtener sus

3590, 3095, 2970, 1680, 1590, 1455, 1190, 1130, 1105, 825.

2.4.1.2 Sintesis del complejo 2-aminobencimidazol + AgNO3

+
N NO;

p—

N N H
N lllgglln,,,_N

H2N;‘<\

N

Figura 20. Sintesis del complejo 2-aminobencimidazol + AgNO;

se dejo en agitacion durante 5min.

con la luz ya que resulto fotosensible.

Ensayo a la flama: Flama ligeramente azulada

(0.806mmol) de AgNOs disuelto en 5ml de metanol.

Punto de fusidn: 285-287°C  Rendimiento: 92%

En un matraz Erlenmeyer provisto de agitacién magnética se disolvié 0.2g (1.50mmol) de 2-

animobencimidazol en 5ml de metanol y se le adiciond gota a gota una solucion de 0.15g

En el matraz se observé la precipitacion de un producto blanco en el fondo del matraz, este

Concluido este tiempo la solucion se dejd reposar vy se filtrd al vacio con ayuda de un matraz
Kitasato y embudo Buchner. El producto se lavd con metanol a fin de quitar la materia prima

gue no reacciond. El producto se almacené cubriéndolo, de forma que se evitara el contacto

Solubilidad: MeOH/DMSOy DMSO
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'H RMN: (ppm dg-DMSOQ): 7.05 (m, 2H), 7.251 (m, 2H), 7.262 (m, 2H).
13 RMN: (ppm de-DMSO): 112.1, 120.78, 136.8, 155.9
IR KBr, cm ™= 3410, 3090, 2980, 1674, 1582, 1465, 1180, 1140, 1110, 835.

EM-El m/z: 373 (M")

2.4.1.3 Sintesis del complejo 2-aminobencimidazol + Zn(CH3;COO),

N " (CH,C00),

N A NH,

\ Zn(CH;COO0) : S

2 >7NH2 B <] N "IZnIlm
N MeOH
H H2N‘<\

Figura 21. Sintesis del complejo 2-aminobencimidazol + Zn(CH;COO0),

En un matraz Erlenmeyer provisto de agitacion magnética se disolvieron 0.5g (3.759mmol) de
2-animobencimidazol en 5ml de metanol y se le adiciond gota a gota una solucion de 0.3969g
(2.1265mmol) de Zn(CH3COO), en 5ml de metanol. Se observod la precipitacion de un producto
cremoso de color blanco en el fondo del matraz, y la mezcla de reaccion se dejé en agitacion

durante 15min.
Concluido este tiempo la solucién se dejé reposar y secar. Ya seco el producto se separd al
vacio con ayuda de un matraz Kitasato y embudo Buchner. El producto se lavd con agua

destilada a fin de quitar la materia prima que no reaccioné.

Punto de fusidn: 300-303°C Rendimiento: 62% Solubilidad: CH,Cl,

'H RMN: (ppm dg-DMSO): 6.7 (m, 2H), 6.9 (m, 2H), 7.1 (m, 2H).
13 RMN: (ppm de-DMSO): 112.1, 120.78, 136.8, 155.9
IR KBr, cm ™= 3412, 3100, 2995, 1650, 1575, 1475, 1186, 1150, 1113, 848.

EM-El m/z: 331 (M")
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2.4.2 Sintesis de complejos con el Ligante A

2.4.2.1 Sintesis del complejo Ligante A + CuSO4+5H,0

N\ / CuSO, C[” o \“Cu““l
N

> MeOH

N

N HO

Figura 22. Sintesis del complejo Ligante A + CuSO4*5H,0

En un matraz Erlenmeyer provisto de agitacion magnética se disolvido 0.5g (2.1mmol) de la
Base de Schiff 1 en 5ml de metanol y se le adiciond gota a gota una solucion de 0.351g
(2.2mmol) de CuS04+5H,0 disuelto en 5ml de metanol. Se observd la precipitacion de un
producto verde en el fondo del matraz, y la mezcla de reaccidn se dejé en agitacidén durante

15min.

Ya concluido el tiempo la soluciéon se dejé reposar y se filtrd al vacio con ayuda de un matraz
Kitasato y embudo Buchner. El producto se lavd con metanol a fin de quitar la materia prima

gue no reacciond. Se dejo secar al vacio durante 30min.

Punto de fusidn: 275-276°C  Rendimiento: 55% Solubilidad: DMSO

Ensayo a la flama: Flama de color verde caracteristica de las sales de cobre.

Por el caracter paramagnético del compuesto de cobre (d°) no fue posible obtener sus
espectros de RMN.

IR KBr, cm'= 3100-2900, 1684, 1609, 1547, 1455, 1186, 1150, 1113, 848.

EM-El m/z: No encontrado
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2.4.2.2 Sintesis del complejo Ligante A + AgNO3

\>~ /_Q Aifz:inlo Kj: \>_Ag|l“"

Figura 23. Sintesis del complejo Ligante A + AgNO3

En un matraz Erlenmeyer provisto de agitacion magnética se disolvid 0.5g (2.1mmol) de Base
de Schiff 1 en 10ml de acetonitrilo y se le adiciond gota a gota una solucién de 0.3741g
(2.20mmol) de AgNO;s disuelto en 5ml de acetonitrilo. Se observo la precipitacion de un

producto amarillo en el fondo del matraz, este se dejé en agitacion durante 5min.

Concluido este tiempo la solucion se dejd reposar vy se filtrd al vacio con ayuda de un matraz
Kitasato y embudo Buchner. El producto se lavd con metanol a fin de quitar la materia prima
gue no reacciono. El producto se guardd evitando que tuviera contacto con el O, del aire ya

gue tiende a descomponerse.

Punto de fusion: 260-262°C  Rendimiento: 67% Solubilidad: CHCl; y DMSO

Ensayo a la flama: Flama ligeramente azulada

RMN &y 6.99-7.55(f, 8H), 10.14(f, 1H), 12.25(m, 1H)
RMN &¢ No se logro visualisar por poca solubilidad del compuesto
IR KBr, cml= 3100-2900, 1681, 1606, 1547, 1455, 1186, 1150, 1113, 848.

EM-El m/z: No encontrado
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2.5 Pruebas de actividad contra Candida albicans

Los productos obtenidos como ligantes y los compuestos de coordinacién sintetizados fueron
probados para comprobar su actividad antimicotica, ya que la busqueda de farmacos activos
contra C. albicans ha llevado a que los azoles con un centro metdlico han mostrado que
pueden actuar como agentes antifungicos mas activos en su inhibicién que los azoles libres
del metal. Se probaron un total de 8 compuestos distintos con 15 cepas de Candida albicans

diferentes.

Las pruebas de actividad contra Candida albicans se realizaron por el método de difusion en
placa (M44-A); esta se fundamenta en colocar un disco impregnado con el farmaco o
compuesto a evaluar sobre una placa de agar previamente inoculada con el microorganismo

problema, en este caso Candida albicans.

El producto a probar se difunde de manera radial a través del agar, produciendo un gradiente
de concentracion del farmaco. Si el antifingico en cuestion inhibe el crecimiento microbiano
se observara como una zona clara o un anillo alrededor del disco, cuanto mayor sea el

diametro del anillo serd la susceptibilidad del microorganismo a la sustancia de prueba.

Tabla 4. Datos a tomar en cuenta para el procedimiento usado, difusion en disco M44-A

Medio de cultivo Miiller Hinton agar + 2% glucosa
Inéculo 0.5 McFarland (1-5x10° UFC/ml)
Tiempo y temperatura de cultivo 35°C durante 24hrs hasta 48hrs
Medida del halo de inhibicién Medir el halo de inhibicion donde se produce una

reduccién importante de crecimiento.

Puntos de corte algunos antimicoticos Fluconazol R 214mm S-DD 15 -18mm S 319mm
Voriconazol R 213mm S-DD 14-16mm S 317mm

Diametro de inhibicion de algunos | C. albicans

antimicoticos ¢ fluconazol: 28 - 39 mm

* voriconazol:31-42 mm

* posaconazol: 24 - 34 mm
¢ caspofungina: 18 - 27 mm
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El procedimiento se realiz6 tomando con el asa microbioldgica cierto numero de colonias de
los cultivos puros de las cepas de Candida albicans a evaluar, inoculando en solucién salina
para formar una suspension, comparando la turbidez con un estandar a 0.5 en la escala

McFarland.

Se introdujo un hisopo estéril en la suspension y se inoculé la placa de agar Miller Hinton por
el método de estria cerrada y se dejé secar durante 5 minutos, después se colocaron los
discos de los compuestos a probar con ayuda de unas pinzas estériles sobre las placas
inoculadas. Se incubaron las cepas a 35°C durante 48 horas, evaluando su crecimiento en

funcion de la eficacia de los compuestos probados.

Los discos de los compuestos se prepararon sumergiendo discos de papel estéril de medio
centimetro de didametro, en soluciones de DMSO, de 20 pg/ml de concentracién de cada uno
de los compuestos a probar. Todos los compuestos fueron disueltos en DMSO como se indica
en la técnica M44-A asi asegurando que el disolvente no muestre alguna interferencia dentro

de las pruebas de actividad antimicotica.
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RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 Hipétesis
Se lograra la sintesis de ligantes derivados de imidazoles para coordinarse con los metales
Cu(ll), Ag(l) y Zn(ll). Los ligantes y derivados metalicos tendran actividad antimicética contra

Candida albicans.

3.2 Objetivos

General
Lograr la sintesis de compuestos de coordinacién a partir de derivados de imidazoles con los
metales de transicidon planteados y analizar su posible actividad antimicética contra Candida

albicans.

Particulares
Sintetizar ligantes derivados de imidazol a partir de las materias primas adquiridas tratando

de obtener el mayor rendimiento posible.

Llevar a cabo la coordinaciéon de los metales Cu(ll), Ag(l) y Zn(ll) con los derivados de

imidazoles utilizados como ligantes.

Realizar la caracterizacion de los productos sintetizados, ligantes y compuestos de
coordinacion por medio de técnicas espectroscopicas y espectrométricas, asi como

comprobar las estructuras de los ligantes y de los compuestos de coordinacion.

Realizar las pruebas de actividad antimicética de cada uno de los ligantes y compuestos de
coordinacion obtenidos, para comprobar si presentan o no una inhibicién antimicdtica contra

Candida albicans, por lo menos con 15 cepas diferentes.
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3.3 Propiedades fisicas
A continuacion se presenta un cuadro que resume los resultados de la parte experimental en

la sintesis de los ligantes y los derivados metalicos.

Tabla 5. Propiedades fisicas de los productos

Punto de fusion

Compuesto Apariencia Solubilidad ©0) Rendimiento
Ligante A Sélido amarillo Metanol 207-209 83%
Ligante B Sélido blanco Agua 293-294 75%
Ligante C Sélido blanquizco Metanol 317-319 88%
2-Am* + Cu Sélido verde DMSO 252-254 67%
2-Am* + Ag Sélido blanquizco DMSO 285-287 92%
2-Am* + Zn Sélido blanco Diclorometano 300-303 62%
Ligante A+ Cu Sélido verde DMSO 275-276 55%
Ligante A+ Ag Sélido amarillo DMSO 260-262 67%

* 2-aminobencimidazol

La formacién de los ligantes A y B procedié en forma rapida, aun cuando es una reaccion que
guarda equilibrio entre reactivos y producto. La formacién del grupo imina es conocido como
obtencidon de una base de Schiff, y la reaccion de estos derivados ha sido ampliamente
estudiada, reportandose que procede con un ataque nucleofilico del par electrdnico del

nitrégeno de una amina primaria hacia el grupo carbonilo del aldehido.?> %

OH H A
MeOH N / g >
z
0 » />— N
N HO

/>—NH2 +
N B J;j
HN
o 0 MeOH H N
—_— N 7
e - )=
N

Figura 24. Esquema de reacciones de formacion ligantes Ay B
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La preparaciéon del ligante C se llevd a cabo siguiendo el procedimiento reportado en la
. 27 . . . . . .. , . L.
literatura®’, haciendo reaccionar el grupo tiol unido al anillo imidazol con acido cloroacético

en presencia de hidréxido de potasio.

(0]
N\ i MeOH N
SH | » \ K
Cl KOH S 0O ®
N HO
N C
H
Figura 25. Esquema de reaccion de sintesis del ligante C

Es importante mencionar que el paso final de la reaccion implica neutralizacion de la sal
obtenida con un acido mineral, sin embargo, en nuestro caso esto no se realizd, ya que se
prefirio obtener el producto como sal de potasio para facilitar la reaccion posterior en la

obtencidn de los derivados metalicos que se intentd preparar.

La sintesis de los derivados metalicos requirid un reto adicional, ya que al intentar la reaccion

de los ligantes con las sales metalicas, algunos de ellos no mostraron la reactividad esperada.

Por ejemplo, al hacer reaccionar el ligante B con las sales metalicas de Cu, Zn y Ag no se pudo
obtener ningun derivado metdlico en forma estable, pues al principio de la reaccion se
observaba un cambio de coloracién, pero al tratar de cristalizar los productos eliminando
parte de los disolventes solo se obtenia la mezcla del ligante y la sal metalica usada en cada

Caso.

B iuf\% 0 CuSO,
HN giNU3 0 0

H
)—N =N 7, - HN o
7 77 > H +
N =N Zn(CH;CO),

MeOH N
et
N

Figura 26. Ejemplos de reacciones con el ligante B y las sales usadas
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Es necesario mencionar que se intentaron diferentes sistemas de reaccién, en los cuales se
probaron medios acidos, basicos, mezclas de diferentes disolventes, sistemas en reflujo y
diferentes tiempos de reaccién como parametros que permitieran la obtencidon de los

productos deseados, no lograndose tener éxito en estos casos.

En el caso del ligante C, los resultados fueron mas alentadores, pues se logré la reaccion con
las sales de los metales Cu, Zn y Ag. Sin embargo, al probar también diferentes parametros
de reaccion los rendimientos maximos alcanzados no fueron mayores del 15%, lo que
dificultd la obtencidon de los derivados metalicos en cantidad suficiente para realizar las

pruebas de caracterizacion y de tipo antimicético.

Se procedid entonces a la reaccion directa de algunos imidazoles y del ligante A con las sales
metalicas, lograndose la obtencion de los derivados metdlicos de este compuesto con Cu y
Ag, y los obtenidos por la reaccién del 2-aminobencimidazol con Cu, Ag y Zn. Estos cinco
productos se encuentran reportados en la tabla 4. Los resultados con otros derivados de

imidazol tampoco dieron buenos resultados.

Los productos obtenidos observados en la tabla 5, en general no mostraron solubilidad en la
mayoria de los disolventes organicos comunes. Solo en DMSO mostraron solubilidad, lo que

dificultd la posible obtencidon de monocristales para su analisis por rayos X.

3.4 Espectroscopia de infrarrojo

El espectro de IR del Ligante A de la figura 27, muestra la ausencia de la banda intensa de la

vibracién de tension asimétrica C=0 en 1665 cm™* correspondiente al grupo aldehido libre

del salicilaldehido, y la correspondiente al (N-H bending) en 1,675 cm™ del grupo NH,,
1

observandose la presencia de una nueva banda del grupo imina C=N en 1,615 cm™,

corroborando la formacién del compuesto esperado.
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Figura 27. Espectro IR del Ligante A

El espectro de infrarrojo del Ligante B muestra la presencia del enlace imina C=N en 1631

cm™, aun cuando por problemas de solubilidad en disolventes orgénicos fue dificil su

purificacién, lo cual seguramente influyd para tener una sefal en la regién 1660-1670 cm™,

1

lo cual es un indicio de la presencia residual de |la B-dicetona usada como reactivo.
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Figura 28. Espectro IR del Ligante B
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El espectro de Infrarrojo del Ligante C muestra una sefial en 3390 cm™, la cual corresponde a
la vibracién asimétrica N-H del grupo amina. En 1690 cm™, se observa la sefial fuerte
correspondiente al grupo carbonilo. En el caso de esta molécula las demas espectroscopias

dan evidencia de su presencia, como se discutira mas adelante.
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Figura 29. Espectro IR del Ligante C

En las tablas 6 y 7 se reportan las sefales principales del compuesto 2-aminobenzimidazol y
las del ligante A, respectivamente, incluyendo en cada caso también las sefiales de los
derivados metalicos para los grupos funcionales seleccionados. De esta manera se puede

realizar un andlisis adecuado.

De los resultados obtenidos se observa un cambio de cada sefial en cuanto al numero de

onda, lo que permite asegurar la formacion de los derivados metalicos correspondientes.
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Tabla 6. Comparacién de los desplazamientos de las bandas en los espectros de IR (cm™)

de los compuestos de coordinacion

Vibraciones Desplazamientos (cm™)
mpuesto| 2_aminobencimidazol | 2-Am*+Cu | 2-Am*+Ag | 2-Am*+Zn
-NH- 1569f 1590m 1582m 1575m
-N=C- 1668f 1680m 1674m 1650m
-NH, 3381f 3590f 3410m 3412m

* 2-aminobencimidazol; d=intensidad de la sefial débil, m= mediana, f= fuerte

Tabla 7. Comparacidn de los desplazamientos de las bandas en los espectros

de IR (cm™) de los compuestos de coordinacién

Vibraciones Desplazamientos (cm™)
Compuesto | Ligante A* | Ligante A* + Cu | Ligante A* + Ag
-N=CH- 1615f 1609f 1606f
-NH- 1675f 1684f 1681f
-OH 3100f

* 2-[(1H-bencimidazol-2-ilimino)metil]fenol; d=intensidad de la sefial débil, m= mediana, f= fuerte

3.5 Espectrometria de masas

En la tabla 8 se reportan los resultados de la espectrometria de masas obtenidos para los
ligantes A y C, asi como de los derivados metalicos de la reaccién del 2-aminobencimidazol
con las sales de los metales Cu, Ag y Zn. En cada uno de estos casos hay coincidencia de la
senal del idbn molecular obtenido con el peso molecular de los ligantes y de los derivados

metalicos.
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Es importante mencionar que esta técnica de caracterizacion permite la deteccion del i6n
molecular si se usa la técnica adecuada. En nuestro caso la técnica utilizada, no permitio la
obtencidn del idn molecular que coincidiera con el peso molecular del producto para todas
las sustancias tratadas. Esto es asi para el ligante B, y los derivados metalicos del ligante A
con las sales de Cu y Ag, donde no se observa la senal correspondiente al ion molecular.

Tabla 8. Datos de las espectrometrias

de masas
Compuesto lon molecular
(m/z)
Ligante A 237
Ligante C 208
2-Am+Cu 329
2-Am+Ag 373
2-Am+Zn 331

En el caso de los derivados metalicos de la reaccién del 2-aminobencimidazol con las sales de
los metales Cu, Ag y Zn, el peso molecular obtenido corresponde a dos moléculas del ligante
sin la pérdida de hidrogenos, lo que hace suponer que la coordinacion del cada metal se
realiza hacia los nitrogenos de la molécula organica, y el estado de oxidacion del metal se

estabiliza con el contraién de la sal original como se muestra en la figura 30.
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Figura 30. Estructuras de los complejos metdlicos con el 2-aminobencimidazol
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Este es un caso ya reportado para compuestos similares, donde los derivados metalicos no
mostraban desprotonacién de los N del anillo del imidazol, por lo cual se formulé que los
ligantes quelatan al centro metdlico utilizando el 4tomo de N de la imina de la base de Schiff
y el N de la imina de un anillo de imidazol mientras que el ion ClO;™ contrarresta la carga de la

plata, ° como se muestra en la Figura 31.

Esto se demostré6 mediante los datos espectrales de HRMN, que siguen indicando la
presencia del hidrégeno en el atomo de carbono de la imina de la base de Schiff, asi como la
presencia del hidrégeno del N en el anillo de imidazol, lo cual permite asegurar que la

formacion del derivado metalico no ocasiona pérdida de ningun hidrégeno en el ligante.

Ademas la difraccion de rayos X de estos compuestos corrobora la estructura de puente
como se indicé en el parrafo anterior, asi como la presencia del ion ClO,” el cual estabiliza la

carga del metal plata, para cumplir con el concepto de electroneutralidad del compuesto. %
HO
ITL::};N’_@

(sal-imi)

Figura 31. Estructura cristalina de rayos X de [Ag(sal-imi),] ClO4". 29
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Esta estructura propuesta es muy similar en el comportamiento del ligante a la reportada por
Scarpellini et al.*°, mostrando que las estructuras cristalinas de rayos X del complejo
nombrado como [Cu(bis-imidazol)Cl,] también presentan un comportamiento parecido, pues
la molécula del ligante no pierde ningln hidrégeno al unirse al ién Cu(ll), sino que el estado
de oxidacion del metal es compensado por la presencia de dos atomos de cloro, como se
observa en la Figura 32. El complejo muestra que los tres atomos de nitrégeno de las iminas

(dos de los anillos de imidazol y uno de la imina de la base de Schiff) quelatan al metal.

1
CH; '
Ne— 1\_:/\/\
- — ~NH
\__-— ~~~~~ \(:ltl —————— N//

Figura 32. Estructura de [Cu(bis-imidazol)Cl,] *

Estas estructuras de Cu(ll) y Ag(l) reportadas en la bibliografia, ilustran claramente la
flexibilidad de los ligantes imidazolicos en su capacidad de quelatar a un centro metalico sin
desprotonar a los N del anillo del imidazol, y estabilizar el estado de oxidacion del metal con

los contraiones de las sales metalicas usadas.

Estos antecedentes son la base que muestran que los compuestos obtenidos del 2-
aminobencimidazol con las sales metalicas utilizadas no presentan desprotonacion y que los
N de las iminas de dos anillos del 2-aminobencimidazol quelatan al centro metalico dando las
estructuras propuestas y coincidiendo con los pesos de los iones moleculares que se

obtuvieron con la espectroscopia de masas de los compuestos.
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3.6 Espectroscopia de RMN

3.6.1 Andlisis del Ligante A

En cuanto al espectro de 'HRMN para el ligante A se observan las sefiales correspondientes a
los hidrégenos aromaticos en la region 6.99-7.55 ppm. No se observa sefial cerca de 10 ppm
gue corresponderia al hidrogeno del aldehido, mientras que se muestra la sefial en 9.57 que
es asignada al hidrégeno localizado en el carbono del grupo imina.'® Mientras que la sefial
localizada a 12.61 ppm se le asigna a la presencia de -OH en la estructura de la base de Schiff

del ligante A.

Figura 33. Espectro de 'HRMN Ligante A

Por otro lado el espectro de >C del ligante A muestra las sefiales de los carbonos arométicos
en la region de 110.85-133.92 ppm, las tres sefiales que se observan a campos mas bajos
corresponden a los carbonos de la imina del anillo de imidazol 152.79 ppm, al carbono de la
imina de la base de Schiff 160.96 ppm y al carbono aromatico con el sustituyente —OH en
165.84 ppm, tomando como comparacion sefiales en los compuestos descritos en Theresa

Thesis. 1°
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Figura 34. Espectro de BCRMN Ligante A

Dos hechos evidentes de la presencia de la base de Schiff son el resultado obtenido en la
espectrometria de masas, donde se detectd el id6n molecular esperado en m/z: 237 (M"). El
otro es la presencia de la estructura obtenido por analisis de rayos X de monocristal, de la

cual se hace el analisis mas adelante.

3.6.2 Andlisis del Ligante B
El espectro de *HRMN del ligante B muestra la presencia de los hidrégenos arométicos en
dos sefiales visibles a los 7.06 y 7.20 ppm, solo son dos senales debido a la completa simetria

de la molécula vy la equivalencia de los hidrégenos de los anillos aromaticos.

Las senales observadas en 3.14 ppm pertenecen a los hidrégenos de los metilos localizados
en el carbono de las iminas de las bases de Schiff. Mientras que la sefial en 2.48 ppm
pertenece a los hidrégenos del metileno que vendria siendo el 4tomo central de la estructura

del ligante B.
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Figura 35. Espectro de "HRMN del Ligante B

El espectro de *CRMN para este ligante no muestra claramente las sefiales que permitan una

caracterizacion por esta técnica, esto se atribuye a que la solubilidad del compuesto no

ayudo en la realizacién del andlisis de la resonancia de *3C, ya que las sefiales se ven cubiertas

por ruido y no son observables claramente.

3.6.3 Andlisis del Ligante C

En el espectro de "HRMN para el ligante C se observan las sefiales correspondientes a los

hidrogenos aromaticos en la region 7.44-7.64 ppm. Mientras que la sefial localizada a 2.49

ppm se debe a los hidrogenos del metileno alfa al carbonilo en la estructura del ligante C. La

senal fuerte en 4.55 ppm se le asigna a la presencia del DMSO usado como disolvente.
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Figura 36. Espectro de 'HRMN del Ligante C

Por otro lado el espectro de **C del ligante C muestra las sefiales de los carbonos arométicos
en la regién de 113.15-149.89 ppm, mientras que la senal que se observa a campos mas

bajos corresponde al carbono del carbonilo a 168.75 ppm, vy la sefial vista a 34.89 ppm se

asigna al carbono del metileno alfa al carbonilo.
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Figura 37. Espectro de BCRMN Ligante C
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3.6.4 Andlisis del complejo 2-Am+Ag

El espectro de HRMN del complejo 2Am+Ag muestra las sefiales de los hidrégenos
aromaticos a los 6.99 a 7.30 ppm, pero en el acercamiento de las sefiales registradas se logra
ver una sefial en 7.188 ppm asignada a los hidrégenos de la amina primaria. Las sefiales
obtenidas se compararon con el espectro de *HRMN del 2-aminobencimidazol y la Unica
diferencia es que la sefial de los hidrégenos de la amina se desplazé a campos mas bajos, lo

cual se atribuye a la presencia del metal que en la estructura del complejo interacciona con

ese grupo funcional.
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Figura 38. Espectro de 'HRMN del complejo 2-Am+Ag

El espectro de *CRMN para este compuesto no muestra claramente las sefiales buscadas,
esto se atribuye a la poca solubilidad del compuesto la cual no ayudd en la realizacion del

andlisis de la resonancia de *3C, por lo que las sefiales se ven cubiertas por ruido y no son

observables.
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3.6.5 Andlisis del complejo 2-Am+Zn

El espectro de 'HRMN del complejo 2Am+Zn muestra las sefiales de los hidrégenos
aromaticos a los 6.90 a 7.20 ppm, aunque las sefiales son debiles tambien muestran un
desplazamiento de los hidrogenos de la amina a campos mas bajos, en el espectro de este
compuesto se observa su sefial a 8.2 ppm. Las sefiales obtenidas se compararon con el
espectro de "HRMN del 2-aminobencimidazol y la Unica diferencia es que la sefial de la amina
se desplazdé a campos mas bajos, lo cual se atribuye a la presencia del metal que en la

estructura del complejo interacciona con ese grupo funcional.
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Figura 39. Espectro de "HRMN del complejo 2-Am+Zn

El espectro de *CRMN para este compuesto no muestra claramente las sefiales buscadas,

esto se atribuye a la poca solubilidad del compuesto la cual no ayudd en la realizacion del
e . . 13 ~ . .

analisis de la resonancia de ~°C, por lo que las sefiales se ven cubiertas por ruido y no son

observables.

3.6.6 Andlisis del complejo Ligante A + Ag

En cuanto al espectro de "HRMN para el complejo Ligante A + Ag se observan una serie de
senales repetidas, estas se observan en la region 6.99-7.55 ppm lo que corresponderia a los
hidrogenos aromaticos. Mientras que la sefial vista en 10.14 ppm es asignada al hidrogeno
localizado en el carbono del grupo imina.*® Por dltimo la sefal localizada a 12.25 ppm se le

asigna a la presencia de -OH en la estructura del ligante A + Ag.
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La presencia de sefales repetidas se atribuye a la posible presencia de isomeros, por lo que

las interaciones de estos dan las sefiales observadas en el espectro de *HRMN para este
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Figura 40. Espectro de "HRMN del complejo Ligante A + Ag

El espectro de 3C del ligante A + Ag muestra las sefiales de los carbonos aromaticos en la
region de 110-136 ppm, las tres sefiales que se observan a campos mas bajo, corresponden a
los carbonos de la imina del anillo de imidazol 151.07 ppm, al carbono de la imina de la base
de Schiff 160.60 ppm vy al carbono aromatico con el sustituyente —OH en 192.78 ppm, este
ultimo alejado a campos muy bajos; las sefiales son poco visibles ya que al igual que en
algunos de los compuestos obtenidos la solubilidad es un factor para que los espectros no

tengan la resolucion esperada, y por lo tanto apoyar en la resolucién del compuesto.

H
N 7

Crb-r
N ‘_O

Ligante A + Ag A
-OH |

e I T T e
7

190 180 1

! T T T T I ! | P
0 160 150 ] 130 120 110 100

Figura 41. Espectro de >*CRMN del complejo Ligante A + Ag
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En cuanto a la estructura de los derivados metdlicos del ligante A, las referencias
bibliograficas consultadas muestran que este tipo de compuestos tienden a formar moléculas
de estilo polimérico, formando cadenas muy largas por medio de uniones electrostaticas de
atomos de nitrégeno y oxigeno presentes con los protones de las iminas del anillo de

1" 2" como se muestra en la figura 42. También se presentan este tipo de

imidazo
interacciones con los oxigenos presentes y los centros metalicos, balanceando el estado de
oxidacién del metal con el contra ién de la sal metalica usada. Lo anterior ocasiona que la
técnica de espectrometria de masas no aporte informacion adecuada, y que los resultados de
RMN muestren sefiales repetidas debido a la presencia de estructuras repetidas tanto de la

parte organica como la presencia de los metales que forman la cadena de las estructuras de

estos compuestos, pueden cambiar el ambiente magnetico.

10, 29

Figura 42. Esquema del [Ag (sal-imi),;]Cl04-2H,0 (ClO4 omitido para mayor claridad).
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3.7 Difraccion de rayos X

Se tratd de obtener monocristales de cada uno de los compuestos sintetizados, tanto ligantes
como de los derivados metdlicos. Sin embargo no fue posible en todos los casos, en algunos
de ellos por problemas de solubilidad de los productos, y en otros por sus caracteristicas

propias, aun cuando se intentd con diferentes sistemas.

Se obtuvieron monocristales del Ligante A de la calidad adecuada para realizar estudios de
difraccion de rayos X. Los monocristales se obtuvieron por la técnica de evaporacién lenta
después de un proceso de recristalizaciéon con metanol. El compuesto cristalizd en un grupo
espacial monoclinico P 21/c, observandose que esta presente una molécula de agua cercana
a la molécula del ligante, con la cual forma puentes de hidrégeno como se comentard mas
adelante, esto indica que se trata de un monohidrato en estado sélido. El diagrama ORTEP

correspondiente se presenta en la figura 43.

Una revision cuidadosa de la estructura del ligante A por medio del programa Mercury
muestra que la molécula es casi planar, observandose la caracteristica de planaridad en la
parte que corresponde a la componente del aminobencimidazol, mientras que el anillo
aromatico proveniente del salicilaldehido nuestra una ligera desviacion respecto al plano

formado por ese componente.

Figura 43. Diagrama ORTEP del ligante A
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En la tabla 9 se dan las distancias y angulos seleccionados para el ligante A, obtenidos por

difraccion de rayos X.

Tabla 9. Distancias de enlace (A) y dngulos (°) seleccionados para el ligante A

0(1)-C(10) | 1.3548(14) N(3)-C(7) 1.3752(14) C(6)-C(7) 1.3916(16)
N(1)-C(8) 1.2902(15) C(2)-C(3) 1.3985(15) C(8)-C(9) 1.4431(15)
N(1)-C(1) 1.3870(14) C(2)-C(7) 1.4091(15) C(9)-C(14) 1.4053(15)
N(2)-C(1) 1.3229(14) C(3)-C(4) 1.3781(17) C(9)-C(10) 1.4156(16)
N(2)-C(2) 1.3858(14) C(4)-C(5) 1.4039(18) C(10)-C(11) 1.3908(16)
N(3)-C(1) 1.3548(14) C(5)-C(6) 1.3825(17) C(13)-C(14) 1.3788(16)

C(8)-N(1)-C(1) | 119.40(9) | N(2)-C(2)-c(7) | 110.02(9) | 0(1)-C(10)-c(11) | 118.59(10)
C(1)-N(2)-C(2) | 104.20(9) | C(3)-C(2)-C(7) | 120.05(10) | O(1)-C(10)-C(9) | 121.84(10)
C(1)-N(3)-C(7) | 106.91(9) | C(4)-C(3)-C(2) | 118.00(11) | C(10)-C(9)-C(8) | 121.79(10)
N(2)-C(1)-N(3) | 113.74(10) | C(3)-C(4)-C(5) | 121.40(11) | C(14)-C(9)-C(8) | 119.30(10)
N(2)-C(1)-N(1) | 128.07(10) | N(3)-C(7)-C(6) | 132.93(10) | C(11)-C(10)-C(9) | 119.57(11)
N(3)-C(1)-N(1) | 118.15(9) | N(3)-C(7)-C(2) | 105.12(9) | C(12)-C(11)-C(10) | 120.27(11)
N(2)-C(2)-C(3) | 129.85(10) | N(1)-C(8)-C(9) | 121.20(10) | C(11)-C(12)-C(13) | 120.96(11)

Al realizar una comparacion de las distancias de enlace obtenidas para el ligante A con los

32,33 se observa una gran

derivados de imidazol reportados por otros grupos de trabajo
similitud, cuando se obtienen los valores en Angstroms (A) de los diferentes enlaces, como se

puede observar, tomando en cuenta la numeracion de los atomos dada en la figura 43.

Por ejemplo la distancia C1-N3 (1.3548) es muy similar a la de (1.355) reportada por Molina
para el enlace C-N, correspondiente al nitrégeno al que estd unido un hidrogeno. De igual
manera el enlace N3-C7 con una distancia de unién de (1.375) es del orden de magnitud a la
del mismo segmento de la molécula en imidazoles similares con distancias comprendidas en

un intervalo de (1.373-1.390).
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Las distancias de unién C-C de los anillos aromaticos en el ligante A presentan un intervalo de
(1.3781-1.4039), siendo muy similares a las reportadas por los otros grupo de trabajo, ya que
el intervalo de distancias C-C en sistemas aromaticos estudiados por ellos se encuentra en el
intervalo de (1.372-1.387). La distancia C9-C10 en el ligante A es un poco mas larga (1.4156),
lo cual es explicable considerando la presencia del grupo -OH unido directamente al C10,
ocasionando atraccion de densidad electrénica, y como consecuencia un ligero alargamiento

adicional de este enlace.

En cuanto a los angulos de unién, se presenta un comportamiento similar del ligante A
respecto a sistemas similares cuando son reportados en (°). Es el caso del angulo formado
por N2-C1-N3 con un valor de 113.7, muy similar al reportado por Molina, con un valor de
112.7. El angulo de la porcion 01-C10-C9 con un valor de 121.84, concuerda con el
reportado por Ocaia 3 donde para esta misma entidad se obtuvo un valor de 122.23. Los
angulos internos de los sistemas aromaticos del ligante A que se encuentran en el intervalo
117.09-121.54, en concordancia con los reportados por los grupos de investigacion ya

citados.

Al realizar la expansion de la celda cristalina obtenida para el ligante A, y calculando los
parametros de los enlaces de hidrogeno presentes se pueden obtener los valores de
longitudes de enlace y angulos presentes. En la tabla 10 se reportan los valores

correspondientes.
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Tabla 10. Enlaces de hidrégeno para el ligante A[Avy °].

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
0(1)-H(1A)...N(1) 0.860(9) 1.818(11)  2.6106(11)  152.3(15)
0(2)-H(2A)...N(2)#1 0.852(9) 1.932(9)  2.7809(12)  174.2(16)

0(2)-H(2B)...0(1)#2 0.843(9) 2.129(10)  2.9304(11)  158.9(15)
N(3)-H(3A)...0(2) 0.873(8) 1.892(9)  2.7483(12)  166.6(12)

En la figura 44 se muestra la molécula del Ligante A con los enlaces de hidrégeno generados
por la presencia de la molécula de agua monohidrato y el oxigeno perteneciente a la

estructura original saliciladehido.

< f
1

Figura 44. Puentes de hidrégeno del ligante A

3.8 Ensayos de actividad contra Candida albicans

Se realizaron ensayos a 15 cepas de Candida albicans debidamente identificadas, con el
inoculo preparado bajo la metodologia descrita en la parte experimental. Cada cepa de
Candida albicans fue evaluada tanto con los ligantes obtenidos como los compuestos de
coordinacion, siendo un total de 8 productos evaluados, ademas de itraconazol como objeto
de comparacion para los productos probados. La concentracion de los productos como de

itraconazol fue Unica y no vario, siendo esta de 20ug/ml.
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Cada cepa se evalud con 6 discos impregnados de la soluciéon de los compuestos evaluados y
de itraconazol, donde los 5 discos de los compuestos de coordinaciéon (2-Am+Cu, 2-Am+Ag, 2-
Am+Zn, Ligante A+Cu vy Ligante A+Ag) no variaron, mientras que los discos de los ligantes
como de itraconazol variaron en cada cepa, dando un total de 4 pruebas para cada cepa

utilizada.

Esto se realizd de esta manera ya que la cantidad de discos que se podia utilizar en cada
indculo es de 6, para poder tener una separacion entre discos considerable y poder observar

el halo que se formaria debido a la inhibicion de los compuestos.

Los discos de los compuestos de coordinacion no variaron ya que se pretendid la
comparacion de estos con cada uno de los ligantes e itraconazol de manera directa en cada

cepa evaluada.

En la figura 45 se muestra una de las cepas evaluadas donde los discos tienen un orden
siguiendo las manecillas del reloj 2-Am Zn, itraconazol (Ligante A, Ligante B, Ligante C), 2-Am
Cu, Ligante A+Cu, 2-Am+Ag, Ligante A+Ag, este orden se siguié en cada una de las cepas

evaluadas.

Ademas en esta imagen se muestra la mayor inhibicion que tienen los compuestos de
coordinacion en comparacion con los ligantes y el itraconazol que sirve como compuesto de

referencia.
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Figura 45. Imdagenes de pruebas de actividad contra Candida albicans
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Tabla 11a. Determinacion de actividad Antimicética

Cepa Candida albicans
Compue 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ligante A S S S R S S R S S S
Ligante B S S R S S S S R S S
Ligante C S S S S R S S S S R
Ligante A+Cu S S S S S MS S S S MS
Ligante A+Ag S S MS S MS MS S S S S
2-Am+Cu S S S S S S S MS S S
2-Am+Ag S MS S S S S MS S S S
2-Am+Zn S S MS S MS S S S S MS
Itraconazol S S S S S S S S S S

MS= muy sensible, S= sensible, R= resistente

Tabla 11b. Determinacion de actividad Antimicética

continuacion

Cepa Candida albicans
Compue 11 12 13 14 15
Ligante A R S S S S
Ligante B S S S R S
Ligante C S R S S S
Ligante A+Cu S S MS S S
Ligante A+Ag S MS S S MS
2-Am+Cu S S S S S
2-Am+Ag MS S S S S
2-Am+Zn MS S S MS S
Itraconazol S S S S S

MS= muy sensible, S= sensible, R= resistente
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Con los resultados obtenidos en las pruebas de actividad para las distintas cepas de Candida
albicans se puede observar que el comportamiento es uniforme en cada cepa para los

compuestos comparados con el itraconazol.

Los 8 compuestos evaluados mostraron actividad inhibitoria de una manera similar al
itraconazol, aunque de forma especifica se observaron casos de resistencia de varias cepas
para algunos compuestos, en especifico los ligantes evaluados (Ligante A, Ligante B y Ligante

C).

Por otro lado los complejos de plata como el de zinc (Ligante A+Ag, 2-Am+Ag y 2-Am+Zn),
mostraron una actividad inhibitoria mayor en algunas cepas utilizadas, en comparacion al

itraconazol, ya que el halo formado mostrd una extensién mayor en la superficie inhibida.

Al tener un inoculo validado en su preparacion y evaluando por comparacién con un control
de un farmaco también ya validado como el itraconazol y referencias consultadas'®?% 3! de
pruebas de diferentes compuestos podemos determinar que el comportamiento de los

compuestos ha sido efectivo para las cepas de Candida albicans utilizadas.

En general los resultados observados en las tablas 11a y 11b son prometedores, uniformes,
con excelente sensibilidad y poca presencia de resistencia a los 8 compuestos ya que este
tipo de hongo responde bien frente a los compuestos azélicos, pero mas aun a los complejos

metalicos de los azoles aqui probados.
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CONCLUSIONES

Se sintetizaron tres ligantes derivados de imidazoles con un rendimiento mayor al 75%,
logrando asi uno de los objetivos planteados, donde uno de los ligantes se ocupo para la

realizacion de las reacciones de coordinacién con los metales Cu(ll), Ag(l) y Zn(ll).

El compuesto (pentan-2,4-diiliden)bis(1H-bencimidazol-2-amino) o ligante B, asi como el
2-(1H-bencimidazol-2-iltio)acetato de potasio o Ligante C, no presentaron una
reactividad visible en las reacciones de coordinacidon, no lograndose rendimientos
mayores al 15%, por lo que ambos ligantes fueron descartados para la sintesis de sus

derivados metdlicos.

Se logrd realizar las reacciones de coordinacion con el 2-[(1H-bencimidazol-2-
ilimino)metillfenol o Ligante A y el 2-aminobencimidazol con Cu(ll), Ag(l) y Zn(ll),
obteniéndose rendimientos en un intervalo del 55% al 92%, y asi contar con 5
compuestos de coordinacién, dos con el 2-[(1H-bencimidazol-2-ilimino)metil]fenol o

Ligante A, con Cu(ll) y Ag(l), y tres con el 2-aminobencimidazol con Cu(ll), Ag(l) y Zn(ll).

Por medio de la espectroscopia de infrarrojo se logré la identificacion de las bandas
caracteristicas tales como -NH-, -N=CH-, de los derivados de imidazoles usados como
ligantes, lo que ayudd a la identificacion de las estructuras de estos compuestos. Por
medio de la espectrometria de masas y la RMN de los ligantes, se identificaron y
comprobaron las estructuras de los ligantes A, By C, por medio de sus iones moleculares
obtenidos en los espectros de masas de cada compuesto, asi como con el andlisis de los
espectros de "HRMN y 3CRMN, encontrando las sefiales correspondientes a NH,, -NH-, -

N=CH-, -OH y aromaticos.

En los compuestos metdlicos derivados del 2-aminobencimidazol se identificaron las
bandas correspondientes a: NH,, -NH-, -N=CH- y aromaticos, y por medio de la
comparacion de estas con el espectro del ligante, se observé el desplazamiento causado
por la coordinacion del centro metdlico en los compuestos de coordinacion. Con la
espectrometria de masas se vio que cada centro metalico estd rodeado por dos

moléculas del ligante, y que estas no sufrieron desprotonacion alguna dentro de su
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estructura. En conjunto con las RMN de *H y *3C, las estructuras fueron comprobadas,

dando las sefiales caracteristicas que se esperaban para la molécula.

Los derivados metdlicos Ligante A +Cu y 2-Am+Cu, no pudieron ser analizados por medio
de espectroscopia de RMN debido a que el cobre en su estructura tiene un

comportamiento paramagnético el cual impide su analisis por esta técnica.

Se encontraron las sefiales esperadas en los espectros de IR de los compuestos de
coordinacion derivados del ligante Ay se compararon con las del ligante libre, se observé

el desplazamiento de las bandas causado por el centro metélico en su estructura.

La difraccion de rayos X del ligante A, al comparar los pardmetros de angulos y distancias
de enlace con los reportados para sistemas similares en algunas referencias
bibliograficas permiten comprobar que se trata de la estructura de la base de Schiff
esperada, ademas el diagrama ORTEP del analisis corresponde al compuesto 2-[(1H-

bencimidazol-2-ilimino)metil]fenol.

Los 8 compuestos evaluados mostraron actividad inhibitoria contra la Candida albicans,
aunque de forma especifica se observaron casos de resistencia de varias cepas para
algunos compuestos, en especifico para los ligantes evaluados (Ligante A, Ligante By

Ligante C).

En general los resultados son prometedores, uniformes, con excelente sensibilidad y
poca presencia de resistencia a los 8 compuestos ya que este tipo de hongo mostro ser
sensible a los compuestos azdlicos sintetizados, pero mas aun a los derivados metalicos

de ellos.
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Anexo 26. Datos de la difraccion de rayos X

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength

Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume
Z

Density (calculated)

Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 67.679°
Absorption correction
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2

Final R indices [I>2sigmal(l)]

R indices (all data)

Extinction coefficient

Largest diff. peak and hole

C14 H13 N3 Oy

255.27

100(2) K

1.54178 A

Monoclinic

P21/c

a=14.26883(18) A a=90°.
b = 6.66966(8) A
c=13.51080(16) A
1244.52(3) A3

4

1.362 Mg/m3

0.769 mm-1
536

0.245 x 0.123 x 0.051 mm3

3.200 to 68.205°.

-17<=h<=17, -8<=k<=7, -16<=I<=16
15917

2270 [R(int) = 0.0190]

99.9 %

None

g =90°.

Full-matrix least-squares on F2
2270/4 /184

1.079

R1=0.0320, wR2 =0.0919
R1=0.0336, wR2 = 0.0935

n/a

0.245 and -0.149 e.A-3

b= 104.5570(5)°.
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Anexo 27. Atomic coordinates (x 104) and equivalent isotropic displacement parameters (A2x

103)for 216MJJ13. U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized Uil tensor.

X y z U(eq)
0(1) -825(1) 8492(1) 3368(1) 23(1)
0(2) 1342(1) 8846(1) 5126(1) 28(1)
N(1) 640(1) 8710(1) 2541(1) 19(1)
N(2) 2064(1) 8470(1) 1862(1) 20(1)
N(3) 2243(1) 8780(1) 3552(1) 19(1)
(1) 1626(1) 8672(2) 2610(1) 18(1)
c(2) 3040(1) 8404(2) 2357(1) 20(1)
c(3) 3843(1) 8082(2) 1960(1) 24(1)
C(4) 4743(1) 7977(2) 2637(1) 27(1)
C(5) 4859(1) 8215(2) 3694(1) 28(1)
C(6) 4075(1) 8543(2) 4102(1) 24(1)
c(7) 3164(1) 8611(2) 3420(1) 19(1)
C(8) 37(1) 8761(2) 1651(1) 20(1)
c(9) -995(1) 8727(2) 1543(1) 20(1)
C(10) -1393(1) 8601(2) 2401(1) 20(1)
C(11) -2393(1) 8589(2) 2256(1) 24(1)
C(12) -2995(1) 8700(2) 1282(1) 26(1)
C(13) -2615(1) 8813(2) 426(1) 25(1)
C(14) -1625(1) 8823(2) 560(1) 22(1)

Anexo 28. Hydrogen bonds for 216MJJ13 [A and °].

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)

0(1)-H(1A)...N(1) 0.860(9) 1.818(11) 2.6106(11) 152.3(15)
0(2)-H(2A)...N(2)#1 0.852(9) 1.932(9) 2.7809(12) 174.2(16)
0(2)-H(2B)...0(1)#2 0.843(9) 2.129(10) 2.9304(11) 158.9(15)
N(3)-H(3A)...0(2) 0.873(8) 1.892(9) 2.7483(12) 166.6(12)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:
H1 x,-y+3/2,2+1/2  #2 -x,-y+2,-z+1
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Anexo 29. Bond lengths [A] and angles [°] for 216MJJ13.

0(1)-c(10) 1.3548(14)
N(1)-C(8) 1.2902(15)
N(1)-C(1) 1.3870(14)
N(2)-C(1) 1.3229(14)
N(2)-C(2) 1.3858(14)
N(3)-C(1) 1.3548(14)
N(3)-C(7) 1.3752(14)
C(2)-C(3) 1.3985(15)
C(2)-C(7) 1.4091(15)
C(3)-C(4) 1.3781(17)
C(4)-C(5) 1.4039(18)
C(5)-C(6) 1.3825(17)
C(6)-C(7) 1.3916(16)
C(8)-C(9) 1.4431(15)
C(9)-C(14) 1.4053(15)
C(9)-c(10) 1.4156(16)
C(10)-C(11) 1.3908(16)
C(11)-c(12) 1.3817(17)
C(12)-C(13) 1.3963(17)
C(13)-C(14) 1.3788(16)
C(8)-N(1)-C(1) 119.40(9)
C(1)-N(2)-C(2) 104.20(9)
C(1)-N(3)-C(7) 106.91(9)
N(2)-C(1)-N(3) 113.74(10)
N(2)-C(1)-N(1) 128.07(10)
N(3)-C(1)-N(1) 118.15(9)
N(2)-C(2)-C(3) 129.85(10)
N(2)-C(2)-C(7) 110.02(9)
C(3)-C(2)-C(7) 120.05(10)
C(4)-C(3)-C(2) 118.00(11)
C(3)-C(4)-C(5) 121.40(11)
C(6)-C(5)-C(4) 121.54(11)
C(5)-C(6)-C(7) 117.09(11)
N(3)-C(7)-C(6) 132.93(10)
N(3)-C(7)-C(2) 105.12(9)
C(6)-C(7)-C(2) 121.90(10)
N(1)-C(8)-C(9) 121.20(10)
C(14)-C(9)-C(10) 118.90(10)
C(14)-C(9)-C(8) 119.30(10)
C(10)-C(9)-C(8) 121.79(10)
0(1)-C(10)-C(11) 118.59(10)
0(1)-C(10)-C(9) 121.84(10)
C(11)-C(10)-C(9) 119.57(11)
C(12)-C(11)-C(10) 120.27(11)
C(11)-C(12)-C(13) 120.96(11)
C(14)-C(13)-C(12) 119.27(11)
C(13)-C(14)-C(9) 121.03(10)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:
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Anexo 30. Anisotropic displacement parameters (Azx 103) for 216MJJ13. The anisotropic
displacement factor exponent takes the form: -2p2[ h2a*2ylly | +2hka*b*ul2 |

yll y22 33 y23 yl3 ul2
0(1) 24(1) 27(1) 20(1) -1(1) 10(1) 1(1)
0(2) 40(1) 27(1) 20(1) 4(1) 13(1) 9(1)
N(1) 22(1) 16(1) 20(1) -1(1) 7(1) -1(1)
N(2) 22(1) 19(1) 19(1) -1(1) 7(1) -1(1)
N(3) 22(1) 19(1) 16(1) 0(1) 7(1) 0(1)
c(1) 22(1) 13(1) 18(1) 0(1) 6(1) -1(1)
c(2) 23(1) 15(1) 22(1) 0(1) 8(1) -1(1)
c(3) 28(1) 22(1) 26(1) -1(1) 13(1) -1(1)
c(4) 24(1) 24(1) 38(1) 0(1) 14(1) 1(1)
c(s) 21(1) 24(1) 35(1) 4(1) 4(1) 0(1)
C(6) 26(1) 23(1) 23(1) 2(1) 5(1) -1(1)
c(7) 24(1) 14(1) 22(1) 1(1) 8(1) -1(1)
c(8) 25(1) 16(1) 19(1) 0(1) 9(1) 0(1)
c(9) 23(1) 14(1) 23(1) -1(1) 7(1) -1(1)
c(10) 26(1) 13(1) 23(1) -2(1) 8(1) 0(1)
c(11) 27(1) 17(1) 31(1) -1(1) 14(1) 0(1)
c(12) 22(1) 18(1) 39(1) 0(1) 9(1) 0(1)
c(13) 25(1) 20(1) 28(1) 1(1) 2(1) -1(1)
c(14) 26(1) 18(1) 22(1) 0(1) 7(1) -2(1)

Anexo 31. Hydrogen coordinates ( x 104) and isotropic displacement parameters

(A2x103)for 216MJJ13.

X y z U(eq)
H(1A) -242(7) 8560(20) 3304(12) 34
H(2A) 1560(11) 8070(20) 5631(10) 42
H(2B) 1168(11) 9828(19) 5430(11) 42
H(3A) 2045(9) 8870(19) 4111(8) 22
H(3) 3771 7939 1245 29
H(4) 5297 7738 2384 33
H(5) 5490 8150 4138 33
H(6) 4155 8715 4816 29
H(8) 278 8822 1057 24
H(11) -2663 8505 2830 28
H(12) -3677 8698 1192 31
H(13) -3035 8884 -241 30
H(14) -1365 8895 -20 27
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Anexo 32. Torsion angles [°] for 216MJJ13.

C(2)-N(2)-C(1)-N(3)
C(2)-N(2)-C(1)-N(1)
C(7)-N(3)-C(1)-N(2)
C(7)-N(3)-C(1)-N(1)
C(8)-N(1)-C(1)-N(2)
C(8)-N(1)-C(1)-N(3)
C(1)-N(2)-C(2)-C(3)
C(1)-N(2)-C(2)-C(7)
N(2)-C(2)-C(3)-C(4)
C(7)-C(2)-C(3)-C(4)
C(2)-C(3)-C(4)-C(5)
C(3)-C(4)-C(5)-C(6)
C(4)-C(5)-C(6)-C(7)
C(1)-N(3)-C(7)-C(6)
C(1)-N(3)-C(7)-C(2)
C(5)-C(6)-C(7)-N(3)
C(5)-C(6)-C(7)-C(2)
N(2)-C(2)-C(7)-N(3)
C(3)-C(2)-C(7)-N(3)
N(2)-C(2)-C(7)-C(6)
C(3)-C(2)-C(7)-C(6)
C(1)-N(1)-C(8)-C(9)
N(1)-C(8)-C(9)-C(14)
N(1)-C(8)-C(9)-C(10)
C(14)-C(9)-C(10)-0(1)
C(8)-C(9)-C(10)-0(1)
C(14)-C(9)-C(10)-C(11)
C(8)-C(9)-C(10)-C(11)
0(1)-C(10)-C(11)-C(12)
C(9)-C(10)-C(11)-C(12)
C(10)-C(11)-C(12)-C(13)
C(11)-C(12)-C(13)-C(14)
C(12)-C(13)-C(14)-C(9)
C(10)-C(9)-C(14)-C(13)
C(8)-C(9)-C(14)-C(13)

1.19(11)
-176.35(10)
-0.82(12)
176.98(8)
-7.72(16)
174.83(9)
175.53(11)
-1.10(11)
-176.35(11)
-0.02(16)
-0.96(17)
0.73(18)
0.52(17)
-177.21(11)
0.08(11)
175.40(11)
-1.51(16)
0.64(11)
-176.36(10)
178.30(9)
1.29(16)
177.67(9)
178.82(9)
-1.10(15)
179.58(9)
-0.51(15)
-0.43(14)
179.49(9)
179.98(9)
-0.02(15)
0.35(16)
-0.23(16)
-0.23(16)
0.55(15)
-179.36(10)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

“Derivados metdlicos de imidazoles con Cu(ll), Zn(Il) y Ag(l) y su potencial uso como agentes
antimicoticos contra Candida albicans”

90



	1. Portada
	2. Documento1111
	3. Dedicatoria
	4. Agradecimientos
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