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1. RESUMEN

En el campo de la quimica heterociclica, los anillos heterociclicos que contienen
nitrdogeno ocupan un lugar importante debido a sus diversas propiedades
bioldgicas. Los ndcleos indol e imidazolina son considerados como estructuras
privilegiadas en la quimica medicinal, constituyendo una clase importante de
agentes terapéuticos, incluyendo anticancerigenos, antioxidantes,

antihistaminicos, antifingicos, antivirales y antimicrobianos.

La incidencia de las infecciones bacterianas ha incrementado dramaticamente en
los ultimos afios. El uso generalizado de farmacos antibacterianos y la aparicion
de cepas bacterianas resistentes a estos farmacos ha conducido a graves riesgos
para la salud. La resistencia bacteriana es un problema social que necesita el
desarrollo de nuevos tratamientos alternativos. Teniendo en cuenta la importancia
farmacoldgica y biolégica de los nucleos indol e imidazolina, el presente estudio
consistié en la sintesis de una serie de derivados imidazolinilindoles 1-6 con la
finalidad de evaluar su actividad antibacteriana in vitro contra bacterias Gram

negativas y Gram positivas.

Los compuestos 1-6 fueron sintetizados a partir de derivados del acido indol-2-
carboxilico o de derivados del 3-indolilacetonitrilo por tratamiento con dietilamina.

Los compuestos sintetizados fueron identificados mediante analisis fisicos.

La evaluacion antibacteriana in vitro de 1-6 mostré que el 2-imidazolinilindol,
compuesto 2, fue el mas activo con una concentracion inhibitoria minima de 80

mg/mL frente a Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes.




1.1. Abstract

In the field of heterocyclic chemistry, nitrogen-containing heterocyclic ring occupies
a important place due to their various biological properties. Indole and imidazoline
nucleus are considered has privileged scaffolds in medicinal chemistry, constituting
an important class of therapeutic agents, including anticancer, antioxidant,

antihistamine, antifungal, antiviral and antimicrobial.

The incidence of bacterial infections has increased dramatically in recent years.
The widespread use of antibacterial drugs and the emergence of resistant bacterial
strains to these drugs has led to serious health hazards. The bacterial resistance is
a social problem that needs the development of new alternative treatments.
Keeping in view the pharmacological and biological importance of the indole and
imidazoline nucleus, the present study involves the synthesis of a series of
imidazolinylindole derivatives 1-6 with the aim to assess their in vitro antibacterial
activity against Gram-negative and Gram-positive bacteria.
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Compounds 1-6 were synthesized from indole-2-carboxylic acid derivatives or from
3-indolylacetonitrile derivatives by treating them with diethylamine. The

synthesized compounds were identified through physical analysis.

The in vitro antibacterial evaluation of 1-6 showed that the 2-imidazolinylindole,
compound 2, was the most active with a minimum inhibitory concentration of 80

png/mL against Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes.




2. INTRODUCCION
2.1.Relacion estructura-actividad

La relacion estructura-actividad (SAR, del inglés Structure Activity Relationships)
es la relacion entre la estructura quimica de una molécula y su actividad bioldgica.
Aun cuando solo una parte de la molécula puede asociarse con la actividad,
pueden hacerse un gran numero de modificaciones con la finalidad de modificar
sus propiedades fisicas, quimicas, farmacologicas, entre otras. La modificacion
estructural de un prototipo tiene por objeto optimizar su actividad farmacolégica
principal, a fin de disponer de farmacos mas selectivos y menos toxicos, con mejor
farmacocinética o sin problemas de formulacion farmacéutica debido a su
solubilidad o estabilidad inadecuadas. Una vez que se han sintetizado suficientes
analogos y determinado su actividad biologica se pueden establecer conclusiones
sobre las relaciones entre la estructura y su actividad biolégica mediante un
andlisis de SAR, el cual permite la determinacién de los grupos quimicos
responsables de producir un efecto biologico (Figura 1) (Evans, et al., 2010).

_ Modulacién del
Selectividad - = [ Biodisponibilidad
del blanco J

ESQUELETOBASE DEL

FARMACO g L
/" Disminucién de N Propiedades fisicas
la toxicidad \ Q_> y formulacion
_ _‘___/ | |!| =
_ Potenciacion | Interaccion receptor- |
-~ delaactividad firmaco

Figura 1. Relacién estructura-actividad (Evans, et al., 2010)

2.2.Las bacterias

Las bacterias son los seres vivos mas simples que existen en nuestro planeta se

calcula que emergieron hace unos 3.6-4 billones de afios, desde entonces




constituyeron la forma de vida mas abundante en el planeta en términos de
biomasa y niumero de especies. Las bacterias pueden vivir en habitats extremos:
se les encuentra en las profundidades de la Tierra, sobreviviendo gracias al lento
catabolismo del carbono organico depositado en los sedimentos, y en las

profundas fuentes hidrotermales submarinas.

Aunque existen muchos tipos de bacterias, todas comparten determinadas
caracteristicas basicas (Figura 2). Las bacterias son microorganismos unicelulares
procariotas que se reproducen por fision binaria, son extremadamente pequefas,
la mayoria tiene un didmetro que oscila entre 0.5 a 1.0 um (Milton y Kwang-Shin,
1996). En su exterior posee una pared celular rigida compuesta por
peptidoglucanos que rodea la membrana citoplasmatica y cuya funcion es proteger
a la bacteria de dafio mecéanico. Internamente se encuentra el citoplasma donde
se encuentran todas las enzimas necesarias para division y metabolismos
bacterianos, asimismo cuenta con ribosomas y un nucleoide (cuerpo nuclear).
Como caracteristica principal, las bacterias no poseen compartimientos
intracelulares delimitados, por lo que carecen de membrana nuclear. Asimismo,
pueden encontrarse estructuras accesorias como la capsula, los flagelos y los pili.
(Garcia-Cortés, 2004).

Capsula
Pared celular

Membrana plasmaética
Citoplasma
Ribosomas

Plasmido
Pili

Flagelo
Nucleoide (ADN)

Figura 2. Estructura basica de una bacteria.




2.2.1. El rol de las bacterias en el desarrollo de los seres vivos

Las bacterias tienen un extraordinario potencial genético y metabdlico;
recientemente se ha reconocido la contribucion decisiva que han tenido y tienen
los microorganismos en la evolucion y mantenimiento de todos los demas seres
vivos que habitan la Tierra. La biologia molecular ha demostrado que toda la vida
actual, procede de antepasados comunes. Nuestro ADN proviene de las mismas
moléculas que estaban presentes en las células primitivas. Cada uno de nosotros
es la consecuencia de una serie de replicaciones sucesivas del ADN primigenio,

gue no se han interrumpido jamas (McFall-Ngai, et al., 2013).

La larga historia de la ascendencia comdn y alianzas entre los animales y
microbios se refleja en sus genomas. El analisis del gran nimero de secuencias
del genoma completo disponible actualmente revela que la mayoria de las formas
de vida comparten aproximadamente un tercio de sus genes, incluyendo los que
codifican las vias metabdlicas centrales. No es de extrafiar, que muchos de los
genes de animales son homologos a los genes de las bacterias, la mayoria
obtenidos por descendencia, pero de vez en cuando por la transferencia de genes
a partir de bacterias. Por ejemplo, el 37% de aproximadamente 23 000 genes
humanos tienen homélogos en las bacterias y Archaea, y el otro 28% se originaron

en eucariotas unicelulares (Figura 3) (McFall-Ngai, et al., 2013).

Figura 3. El ancestro del ser humano
se refleja en la marca genémica. Un
andlisis filogenético de los genes
humanos revela el porcentaje relativo
del genoma que surgié en una serie de
etapas en la evolucion biolégica
(McFall-Ngai, et al., 2013).
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Muchos de estos genes homologos permiten la sefalizacion entre los animales y
las bacterias, lo que sugiere que han sido capaces de comunicarse e influenciar el
desarrollo uno sobre el otro. En algunos estudios se ha encontrado que la
sefalizacion bacteriana influye en el desarrollo normal del cerebro de los
mamiferos, afecta el comportamiento reproductivo en vertebrados e invertebrados,
y activa el sistema inmunoldgico de las moscas tsetsé. Los quimicos olfativos que
atraen a algunos animales (incluidos los seres humanos) a sus posibles parejas
también son producidos por bacterias que residen en los animales (McFall-Ngai, et
al., 2013).

La sefalizacién bacteriana no sélo es esencial para el desarrollo, sino que también
ayuda a los animales a mantener la homeostasis. En algunas investigaciones se
ha mostrado que las bacterias en el intestino pueden comunicarse con el cerebro
a través del sistema nervioso central. Se ha visto que los ratones sin ciertas
bacterias tienen defectos en las regiones del cerebro que controlan la ansiedad y
el comportamiento similar a la depresion. La sefializacion bacteriana también
juega un papel esencial en la vigilancia del sistema inmunolégico de un animal.
Perturbar estas vias de sefalizacion bacteriana puede conducir a enfermedades
como la diabetes, la enfermedad inflamatoria intestinal y las infecciones. Los
estudios también sugieren que muchos de los patdégenos que causan
enfermedades en los animales han “secuestrado” estos canales de comunicacion
bacteriana que originalmente se desarrollaron para mantener un equilibrio entre el

animal y cientos de especies de bacterias beneficiosas (McFall-Ngai, et al., 2013).

En resumen, los estudios recientes han demostrado que los animales y las
bacterias dependen unos de otros para su propia salud y bienestar, asi como la de
su entorno. Y que esta variedad de asociaciones entre organismos (0 simbiosis,
en su sentido etimolégico de “vida juntos”) va desde las beneficiosas, o
mutualistas, hasta las perjudiciales, o parasitas, a traves de un extenso abanico de

relaciones posibles (Fraune, 2010; Frey-Klett, 2011).




2.3.Aspectos generales de los antibidticos

Cuando las defensas normales del cuerpo no pueden evitar o vencer una
enfermedad infecciosa, esta suele tratarse con quimioterapia antimicrobiana. Los
antibioticos constituyeron uno de los descubrimientos mas importantes de la
medicina moderna. Poco podia hacer la medicina para tratar enfermedades como
la fiebre tifoidea, la tuberculosis y el denominado “envenenamiento de la sangre”,
cuadro en el que las bacterias proliferaban de modo descontrolado en el torrente
sanguineo (Tortora, et al., 2007).

Asi los antibidticos se desarrollan ante la necesidad de controlar las enfermedades
infecciosas. Los antimicrobianos o popularmente conocidos como antibiéticos son
sustancias naturales, semisintéticas o0 sintéticas, que a concentraciones bajas,

inhiben el crecimiento o provocan la muerte de las bacterias.

El primer agente con actividad antimicrobiana fue descubierto por el médico y
bacteridlogo aleman Paul Ehrlich, quien tras probar varios productos encontré un
derivado arsenical, el producto 606 comercializado en 1910 como Salvarsan, que
poseia una accién especifica para poder ser utilizado en el tratamiento de la sifilis,

dando lugar asi, al nacimiento de la quimioterapia antimicrobiana (Aminov, 2010).

El médico microbidlogo escocés Alexander Fleming, en 1928 observo que el
crecimiento de la bacteria Staphylococcus aureus era inhibido en la zona que era
rodeada con la colonia de un hongo filamentoso que habia contaminado la placa
Petri. EI hongo se identific6 como Penicilliun notatum y su componente activo, que
fue aislado poco tiempo después, se denomind penicilina dando lugar asi al

nacimiento de la antibioterapia (Tortora, et al., 2007; Aminov, 2010).

2.3.1. Clasificacion y mecanismo de accion de los antibioticos

Las clasificaciones que mas se utilizan son las que se basan en la accion del
antibiotico sobre la bacteria, las que los clasifica segiin su mecanismo de accion y

las que los agrupan segun su estructura quimica.




Segun el efecto que ejerzan sobre la bacteria pueden ser (Tabla 1):

a) Bacteriostaticos: aquéllos que inhiben la multiplicacion bacteriana, la cual se
reanuda una vez que se suspende el tratamiento.
b) Bactericidas: poseen la propiedad de destruir la bacteria, su accién

terapéutica es irreversible.

Estas designaciones de bacteriostatico o bactericida pueden variar segun el tipo
de microorganismo: la penicilina G suele ser bactericida para cocos Gram

positivos, pero sélo es bacteriostatica contra enterococos (Cordies, et al., 1998).

Tabla 1. Clasificacion de los antibidticos segun su efecto bacteriano

Bactericidas Bacteriostaticos
Penicilinas Tetraciclinas
Cefalosporinas Eritromicina
Aminoglucésidos Sulfonamida
Rifampicina Novobiocina
Quinolonas Cloranfenicol
Polimixinas

Para conseguir destruir o inhibir a los microorganismos, los antibidticos deben
atravesar la barrera superficial de la bacteria y después fijarse sobre su diana, es
decir, sobre alguna de las estructuras o moléculas clave de mecanismos
bioquimicos que le son necesarios para multiplicarse o para sobrevivir. Los
mecanismos de accion de los antibidticos son diversos y a veces multiples (Calvo,
et al., 2009), por lo cual los antibidticos se pueden clasificar de acuerdo a su

mecanismo de accion de la siguiente manera (Figura 4):
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Figura 4. Mecanismo de accién de los antibioticos (Neu, et al., 1996).

1. Antibioticos que inhiben la sintesis de la pared bacteriana

La pared celular bacteriana es una estructura esencial responsable de la forma de
la célula. Ademas, la pared celular impide la lisis celular debido a la alta presion
osm@tica citoplasmatica y permite el anclaje de componentes de la membrana y
de las proteinas extracelulares, tales como las adhesinas. En los organismos
Gram positivos el componente principal de la pared celular es un polimero
denominado peptidoglucano, presente en multiples capas. Las bacterias Gram
negativas, presentan una membrana externa, compuesta principalmente por
lipopolisacaridos (LPS), la cual se superpone a una capa delgada de
peptidoglucanos (Guilhelmelli, et al.,, 2013). La ausencia de esta estructura
condicionaria la destruccién del microorganismo, inducida por el elevado gradiente
de osmolaridad que suele existir entre el medio y el citoplasma bacteriano (Calvo,
et al., 2009).

La sintesis de la pared celular se desarrolla en tres etapas, sobre cada una de las
cuales pueden actuar diferentes compuestos. En la primera etapa que ocurre en el
citoplasma se sintetiza el precursor del peptidoglucano, el difosfato de uridina

(UDP)-acetilmuramilo-pentapéptido. En la segunda etapa, el UDP-N-




acetilmuramilo-pentepéptido y la N-acetilglucosamina se unen para formar un
largo polimero que es transportado a través de la membrana citoplasmatica y se
unen al punto de crecimiento de la pared bacteriana. Esta fase es inhibida por
antibiéticos como la vancomicina y la bacitracina. Y finalmente la tercera etapa
consiste en completar los enlaces cruzados, cosa que se obtiene por medio de las
peptidoglucano glucosiltransferasas, esta etapa también es conocida como
reaccion de transpeptidacion y es inhibida por las penicilinas y las cefalosporinas
(Figura 5) (MacDougall, et al., 2012).

Polimero Polimero
glucopéptido glucopéptido
| |
NAM| NAM

? .

% <«---=Sitio de reaccion

penicilinas ——

cefalosporinas <«—Transpeptidasa (PBP)
Opo-alanina O v-alanina
p-glutamato

Polimero Polimero O'-lisina

glucopéptido glucopéptido OGlicina
| | O o-alanina

INAM NAM NAM|=
(:) (’l) N-acido
acetilmuramico

Figura 5. Accién de los antibiéticos penicilina y cefalosporina (MacDougall, et al.,
2012).

2. Antibiéticos inhibidores de la sintesis proteica

La sintesis proteica es uno de los procesos mas frecuentemente afectados por la
accion de los antimicrobianos, en donde se inhibe la traduccion del material
genético y su inhibicion selectiva es posible gracias a las diferencias estructurales
entre los ribosomas bacterianos y eucariotas. Los ribosomas bacterianos estan
formados por dos subunidades (30S y 50S), que contienen ARN ribosémico y

diversas proteinas (Calvo, et al., 2009).
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Dentro de esta clasificacidbn se encuentran los aminoglucdsidos, tetraciclinas y
cloranfenicol. Los aminoglucésidos que actdan uniéndose especificamente y de
forma irreversible a un receptor proteico de la subunidad 30S de los ribosomas
interfiriendo asi con el inicio de la sintesis proteica al causar una lectura erronea y
una terminacion prematura de la traduccion del ARN mensajero (Figura 6). Las
tetraciclinas inhiben la sintesis de proteinas al unirse al ribosoma bacteriano 30S
bloqueando la fijacion del aminoacil-tARN al sitio A parando la sintesis de
proteinas. El cloranfenicol, este antibiotico se une a la subunidad ribosémica 50S
en el sitio de la peptidiltransferasa enzima que une a los aminoacidos en la cadena
de polipéptido en crecimiento es decir, congela el proceso de elongacion de la

cadena (MacDougall, et al., 2012).

Proteina madura

@D

Polipéptido A 5 ' Bloquea,el inicio de la sintesis
e de proteina
en crecimiento r,
B @ O Bloquea la traduccion
) 3' posterior y propicia la
S @ finalizacion prematura
Direccion de X~
la traduccion de ARNm 5
C Q Q Incorporacion
aminoglucésido = @ 5' 3' de aminoécido

SO

incorrecto

Figura 6. Efectos de los aminoglucésidos sobre la sintesis de proteinas
(MacDougall, et al., 2012).

3. Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos

El genoma bacteriano contiene informacién para la sintesis de proteinas que se
transmite a través del ARN mensajero producido a partir del molde de ADN
(transcripcion), y para la sintesis de ARN ribosémico que formara parte de los
ribosomas bacterianos. La informacién del ADN debe duplicarse (replicacion)
cuando la bacteria se divide, para transmitir esta informacion a la descendencia.

La replicacion y transcripcion del ADN se realiza en varias fases con la
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participacion de diferentes enzimas y sustratos, ademas del ADN molde, que

constituyen dianas para la accion de diversos antibidticos.

Dentro de este grupo se incluyen las rifamicinas y las quinolonas que actian en
enzimas que participan en los procesos de transcripcion y replicacion (Figura 7), y
los nitroimidazoles y nitrofuranos que actdan directamente sobre el ADN,
dafiandolo. Por lo general, los antibiéticos de este grupo no son particularmente
selectivos en su accidn y poseen cierta toxicidad para las células eucaridticas. La
mayoria de los antibioticos que actuan sobre el ADN son bactericidas rapidos y
normalmente independientes del in6culo y de la fase de crecimiento bacteriano
(Calvo, et al., 2009).

= - J "
Rifamicina_ 4 A;?NPOIImerasa

ARNmM
\

30S

Figura 7. Inhibicion de la sintesis de ARN por rifamicina al actuar en la ARN
polimerasa (MacDougall, et al., 2012).

4. Agentes que alteran la estructura de la membrana

La membrana citoplasmica es vital para todas las células, ya que interviene
activamente en los procesos de difusion y transporte activo, y de esta forma
controla la composicion del medio interno celular. Las sustancias que alteran esta
estructura modifican la permeabilidad, y provocan la salida de iones potasio,
elementos esenciales para la vida bacteriana, o la entrada de otros que a altas

concentraciones alteran el metabolismo bacteriano normal (Calvo, et al., 2009).

Los antimicrobianos que actian en esta estructura se comportan como
bactericidas, incluso en bacterias en reposo, y pueden tener alta toxicidad sobre
las células humanas, al compartir algunos componentes de la membrana

citoplasmica. A este grupo pertenecen las polimixinas las cuales interactian en
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forma potente con los fosfolipidos y rompen la estructura de las membranas
celulares. Varios antibioticos, conocidos colectivamente como ionéforos, interfieren
con el transporte de cationes en la membrana celular, esos incluyen al antibiotico

topico gramicidina A. (MacDougall, et al., 2012).

5. Bloqueadores de la sintesis de acido folico

A diferencia de las células eucariotas, algunas bacterias requieren llevar a cabo la
sintesis de folatos ya que son incapaces de obtenerlas del medio. La sintesis del
acido tetrahidrofdlico se obtiene a partir de una molécula de pteridina y de acido
para-aminobenzoico (PABA), y mediante la accion de la enzima dihidropteroato
sintetasa se forma el acido dihidropteroico. Posteriormente, por adicion de &cido
glutdmico y accion de la enzima dihidrofolato sintetasa se forma el &cido
dihidrofdlico (acido félico), que reducido por la hidrofolato reductasa forma el acido
tetrahidrofélico (acido folinico), el cual participa como transportador de atomos de
carbono, en concreto de los grupos formilo, los cuales son necesarios para la
sintesis de las bases puricas y pirimidicas de los nucleétidos presentes en las
estructuras del ADN y el ARN (MacDougall, et al., 2012).

Tanto las sulfonamidas como el trimetoprim interfieren con el metabolismo del
folato (Figura 8). Las sulfonamidas son analogos del PABA y por lo tanto son
inhibidores competitivos de la enzima dihidropteroato sintetasa impidiendo la
formacién del &cido dihidropteroico precursor inmediato del éacido félico. El
trimetoprim impide la reduccién del dihidrofolato para formar tetrahidrofolato (Neu,
et al., 1996).
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Pteridina + PABA

— sulfonamidas

Acido dihidropteroico

Glutamato

Acido dihidrofélico
NADPH

— trimetoprim
NADP

Acido tetrahidrofélico

Figura 8. Pasos en el metabolismo del folato que son bloqueados por las
sulfonamidas y el trimetoprim (MacDougall, et al., 2012).

2.4.Resistencia a los antibiéticos

Las infecciones han sido la principal causa de enfermedad a lo largo de la historia
de la poblacién humana, con altos niveles de morbilidad y mortalidad. Con la
introducciéon de los antibiéticos, se pensé que este problema desapareceria, los
antimicrobianos se consideraron curas milagrosas. Sin embargo, las bacterias han
demostrado tener una gran flexibilidad y una extraordinaria capacidad de
adaptacion, de tal forma que poco después del descubrimiento de la penicilina
aparecié en forma rapida la resistencia, lo que ponia fin al milagro (Rodriguez-
Rojas, et al., 2013).

Esta situacion grave persiste con cada antimicrobiano y amenaza con terminar con
la época de los antimicrobianos. En la actualidad cualquier clase importante de
antibioticos se acompafia de una notable aparicion de resistencia. Dos factores
importantes se vinculan con este fendmeno: evolucion y practicas clinicas y
ambientales. Una especie sometida a presiones quimicas o de otro tipo que
amenazan con su extincion, suele desarrollar mecanismos para sobrevivir bajo tal

tensién excesiva. Los patdégenos evolucionaran para presentar resistencia a la
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“guerra quimica” a la que estan sometidos. Esta evolucion se facilita con practicas
terapéuticas inadecuadas realizadas por el personal de atencion de la salud, asi
como por el uso indiscriminado que se le ha dado a los antibiéticos (Furuya, et al.,
2006).

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la resistencia a los
antibiéticos se define como el fendmeno por el cual el microorganismo deja de
verse afectado por el antibidtico al que anteriormente era sensible. La resistencia
bacteriana impide que los antibiéticos ejerzan su mecanismo de accién y esta
resistencia se produce ya sea por mutaciones (mutaciones puntuales, deleciones,
inversiones, inserciones, etc. dentro del genoma bacteriano) o por transferencia

horizontal de genes.

Para cada clase de antibiéticos por lo general hay una serie de mecanismos que
pueden causar resistencia. Estos mecanismos también pueden diferir
dependiendo de las especies bacterianas y su composicidbn genética. Los
principales mecanismos de resistencia incluyen (Figura 9): (i) disminucion de la
absorcién de la droga (por ejemplo, las mutaciones en porinas), (ii) incremento de
las exportaciones (por ejemplo mayor expresion de bombas reguladoras de
eflujo), (iii) la inactivacion o modificacion del blanco del farmaco (mutaciones en
las proteinas ribosomales, en las proteinas de union a penicilina, la metilacion o
mutacion del ARN ribosomal, etc.), (iv) la hidrdlisis del antibiético (B-lactamasas),
(v) modificacibn del antibidtico (p. ej. enzimas que modifican a los

aminoglucésidos) (Normark, et al., 2002; Rodriguez-Rojas, et al., 2013).
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Figura 9. Mecanismos de resistencia bacteriana (Kenneth, 2011)

La mayoria de los genomas de bacterias que se han secuenciado contiene una
gran proporcion de ADN relativamente de reciente adquisicion de otras fuentes.
Este ADN adquirido horizontalmente usualmente codifica funciones que son de
ventaja selectiva para el organismo tales como resistencia a los antibiéticos, la
virulencia y vias de biodegradacion, los genes pueden contener mutaciones
individuales o secuencias con cambios mas severos. Los genes de resistencia a
los antibidticos pueden ser transferidos por conjugacion, transformacion o
transduccion (Figura 10) (Normark, et al., 2002; Giedraitiene, 2011).

La resistencia adquirida por transferencia horizontal se disemina en forma rapida y
amplia. Esta transferencia es facilitada en gran medida por elementos genéticos
moviles y depende mucho de ellos, dichos elementos son, entre otros, los
plasmidos y los fagos transductores. También participan en los procesos otros

elementos moviles como los transposones, los integrones y los casetes génicos.

La transducciéon es la adquisicion de ADN bacteriano de un fago (virus que se
propaga dentro de las bacterias) que tiene ADN incorporado dentro de su cubierta
proteinica externa, proveniente de una bacteria hospedera previa. Si el ADN

incluye un gen de resistencia a farmacos, la célula bacteriana recién infectada

16

——
| —



puede adquirir resistencia. La transduccion es en particular importante para la
transferencia de resistencia a antibidticos en varias cepas de S. aureus. La
transformacion es la captacion e incorporacién dentro del genoma de la célula
receptora, por recombinacién homéloga, de ADN libre liberado en el entorno por
otras bacterias. La transformacion es la base molecular de resistencia a penicilina
en neumococos Yy Neisseria. La conjugacion, como denota su nombre, es la
transferencia de genes por contacto directo intercelular a través de pilosidades
sexuales o puentes. Este mecanismo complejo y fascinante para la propagacion
de resistencia a antibidticos es de extraordinaria importancia porque en un solo
episodio se pueden transferir genes de resistencia mdultiple (Figura 10)
(MacDougall, et al., 2012; Furuya, et al., 2006).

a. Transformacion bacteriana

leeracmn
/ delADN \
-

\ e
& N \'“

Célula donante Gen de resistencia Célula receptora
al antibiotico

b. Transduccion bacteriana g

leeramon

Celula donante infectada por fago ~ 9&! fago Celula receptora

c. Conjugacion bacteriana

«%m%%

Célula receptora

Transposon Célula donante

Figura 10. Transferencia horizontal de genes entre bacterias (Furuya et. al.,
2006).

2.5.El nacleo indol como agente antibacteriano

El indol es un importante sistema heterociclico que se encuentra en muchos
productos naturales como el triptéfano, un aminoacido esencial en la sintesis de
neurotransmisores como la serotonina. El indol es ademas la base de farmacos

como la indometacina y provee el esqueleto alcaloide inddlico de compuestos
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bioldgicamente activos en las plantas. El nacleo de indol y sus derivados tiene un
amplio espectro de actividades biolégicas entre ellas: antiinflamatorio,
antihipertensivo, antihistaminico, antioxidante, antidiabético, anticancerigeno,
anticonvulsivante, fotoquimioterapéutico, antiviral, antifungico y antibacterial
(Sharma, et al., 2010; Al-Qawasmeh, et al., 2013).

Dentro de los estudios enfocados a modificar y revertir la resistencia a antibidticos
de las bacterias destacan aquellos en donde el mecanismo de resistencia es
generado por bombas de eflujo que expulsan el antibiético del citoplasma de la
célula sin permitir una accion antibacteriana, ya que los niveles intracelulares del
antibiético se mantienen por debajo de una concentracién letal. En este aspecto se
ha encontrado que moléculas pequefias como los indoles pueden inhibir la
resistencia a los farmacos que proporciona la bomba de eflujo NorA en S. aureus
(Bremmer, 2007). Por otro lado, se han sintetizado indoles como el 3-(4-
trifluorometil-2-nitrofenil)indol  (Figura 11) que exhibe una buena actividad

antibacteriana contra E. coli y S. aureus (Sharma, et al., 2010).

Figura 11. Estructura del 3-(4-trifluorometil-2-nitrofenil)indol

2.6.La imidazolina como agente antibacteriano

La imidazolina es un sistema heterociclico que también ha mostrado una amplia
variedad de actividades biologicas y muchas de ellas han ganado una gran
aceptacion en la clinica. Algunos de los agentes a-simpaticomiméticos mas activos
contienen el motivo imidazolina como un farmaco6foro, como la nafazolina y
metazolina, que son principalmente usados como preparaciones oftalmoldgicas y

como descongestionantes nasales. Entre los bloqueadores a-adrenérgicos la

18

——
| —



clonidina se ha utilizado como un efectivo agente antihipertensivo. Anélogos de la
imidazolina como la antazolina se encuentra en los antihistaminicos y la cirazolina
que se utiliza para inhibir la vasoconstriccion por la entrada de calcio

(Shanmugasundaram, et al., 2009).

Dentro de las imidazolinas como agentes antibacterianos se encuentra el 1-
(fenoximetil)-2-fenil-4,5-dihidro-1H-imidazol. Este compuesto posee una buena
actividad antibacteriana contra las bacterias Gram negativas Escherichia coli y
Salmonela typhi y sobre las bacterias Gram positivas Bacillus subtillis y
Staphylococcus aureus (Shanmugasundaram, et al., 2009). Otro ejemplo lo
constituyen los compuestos 2-arilamino-2-imidazolina (Figura 12) que exhiben una
actividad contra S. aureus, con una CIM de 64 pug/mL (Servi, et al., 2005).

(xpf

I—=

Figura 12. Estructura de una 2-arilamino-2-imidazolina.

2.7. El motivo imidazolinilindol y su actividad antibacteriana

A pesar de que se ha visto que compuestos en los cuales el indol se encuentra
sustituido por otro anillo heterociclico poseen propiedades biolégicas notables, son
pocos los trabajos en donde se han sintetizado compuestos que posean el motivo
de imidazolina como sustituyente en el sistema inddlico y que hayan sido
analizados como posibles antibacterianos. Tal es el caso de indolilimidazolinas
gue presentan actividad antibacteriana contra E. coliy S. aureus (Branstrom, et al.,
2013) y derivados de bis-imidazolinilindoles (Figura 13) que han presentado

actividad contra S. aureus y Bacillus anthracis (Panchal, et al., 2009).
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Figura 13. Estructura de bis-imidazolinilindoles.

2.8.La importancia del fldor en los agentes antibacterianos

Numerosos estudios han demostrado que la introduccion selectiva de flior en
compuestos farmacolégicamente activos conduce a una actividad mejorada.
Ejemplo de esto son los antibiéticos como el ciprofloxacino y el levofloxacino
(Figura 14) que pertenecen al grupo de las fluoroquinolonas, antibiéticos de amplio

espectro que se caracterizan por tener un grupo flior en el anillo central.

F CO,H F CO,H

Figura 14. Estructura de ciprofloxacino (izquierda) y levofloxacino (derecha).

La sustitucion isostérica de hidrégeno por flior en compuestos organofluorados
puede aumentar la lipofilia y por lo tanto mejorar la tasa de penetracion celular,
gue es una caracteristica muy importante en la administracion de farmacos. La
gran polarizabilidad debida al enlace C-F puede ofrecer nuevas posibilidades de la
union al receptor y la sustitucion de flior también puede influir en las propiedades

farmacocinéticas y farmacodinamicas de la molécula (Limban, et al., 2011).
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2.9.Microorganismos de interés para los ensayos de actividad

antibacteriana

La incidencia de las infecciones bacterianas ha incrementado dramaticamente en
afos recientes. No todas las especies tienen el mismo grado de importancia a la
hora de evaluar el peso de su resistencia, las mas preocupantes son Enterobacter
spp., Staphylococcus aureus, Klebsiella spp., Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp. y Escherichia coli (Garcia-Sanchez,
et al., 2012). Dentro de estas especies bacterianas, son de particular interés S.
aureus, L. monocytogenes, E. coli y P. aeruginosa debido a la prevalencia de sus

infecciones en México.

2.9.1. Staphylococccus aureus

S. aureus es una bacteria anaerobia facultativa, Gram positiva, productora de
coagulasa, catalasa, y es uno de los principales patdégenos resistentes a los
antibioticos (Figura 15). Es una bacteria capaz de sobrevivir en condiciones
adversas, extremadamente adaptable a la presion antibiética, coloniza facilmente
las superficies cutaneas e invade los tejidos, por lo que los cuadros clinicos que
podemos encontrar mas frecuentemente ocasionados por este microorganismo
son infecciones de piel, abscesos cutaneos y tejidos blandos, osteomielitis, artritis,

neumoniay sepsis.

Figura 15. Staphylococcus aureus en agar (izquierda) y tincién de Gram
(derecha).
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El pronostico de las infecciones por S. aureus cambié sustancialmente con la
introduccién de la penicilina, pero pronto se aislaron cepas productoras de
penicilinasa; la transmision de plasmidos que conferian esta resistencia favorecio
la propagacion, siendo actualmente més del 90% de las cepas, tanto extra como
intrahospitalarias, resistentes a este antibiético. La aparicion de la meticilina y
otras penicilinas y cefalosporinas resistentes a penicilinasa, parecio resolver el
problema un tiempo, pero pronto empezaron a aparecer cepas meticilina-

resistentes (Pahissa, et al., 2009).

La amplia distribucion de S. aureus asi como la posibilidad de desencadenar
infecciones nosocomiales e infecciones adquiridas en la comunidad y su
extremada virulencia explica su relevancia como patégeno a nivel mundial. S.
aureus resistente a meticilina (SARM) es, en general elevada, aunque hay
diferencias entre paises, por ejemplo entre Grecia, Reino Unido, Bélgica e Irlanda
(con porcentajes de resistencia proximos al 40%) con respecto a los paises del
norte de Europa, donde la resistencia es inferior al 3%, presentando incluso tasas
del 0.6% en Suecia. En Estados Unidos, el SARM es el patdogeno hospitalario
resistente a los antibiéticos mas frecuente, y su prevalencia en algunas unidades
de cuidados intensivos es superior al 60%. En México, la informacion sobre la
magnitud del problema se ha centrado en reportes de centros hospitalarios de
tercer nivel. La frecuencia de cepas de S. aureus resistentes a meticilina es
elevada entre 50-85% (Miranda, 2011).

2.9.2. Listeria monocytogenes

L. monocytogenes (Figura 16) es una bacteria Gram-positiva anaerobia facultativa,
intracelular, que puede causar infecciones invasivas muy graves en el hombre y
los animales y sobrevivir sin dificultad en medios inanimados, adaptandose rapida
y eficazmente a cambios extremos en las condiciones ambientales, 1o que explica

su gran capacidad para la transmisién (Gray, et al. 2006).

Los principales reservorios de L. monocytogenes son el suelo, el forraje, el agua,

los silos y el tracto gastrointestinal de aves, peces y mamiferos incluyendo el
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hombre. La infeccion se adquiere generalmente mediante la ingesta de alimentos
contaminados, aunque no siempre puede identificarse la fuente. La mayoria de los
casos se asocian a la ingestion de carne, pescado y vegetales crudos y lacteos no
pasteurizados; también se han descrito brotes con distintas preparaciones de
quesos, embutidos, patés, helados y, en general, productos refrigerados, sin
requerimientos de coccion o calentamiento previo al consumo (Swaminathan, et
al., 2007).

Figura 16. Listeria monocytogenes.

Existen siete especies de Listeria, pero solo L. ivanovii y L. monocytogenes se
consideran patdgenas, siendo esta Ultima la de mayor importancia en salud
publica. La prevalencia en la poblacion general, en materia fecal, es de 5-14%. L
monocytogenes se ha asociado a infecciones perinatales con una tasa de 9 por
cada 100 000 nacimientos y una mortalidad de 20-40%, en adultos representa una
condicion rara pero generalmente severa, que suele presentarse en personas
inmunocomprometidas, con presentacion inicial a nivel gastrointestinal y con
posterior diseminacion a sistema nervioso central, bacteriemia, endocarditis o
sepsis de origen desconocido. Se ha reportado una incidencia anual de 0.2 y 0.8
casos por 100 000 en Europa y en poblacion general de Estados Unidos,
respectivamente; en México son escasos los datos epidemiolégicos (Espinoza-
GOmez, et al., 2006).
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2.9.3. Escherichiacoli

E. coli es un bacilo anaerobio facultativo fermentador de lactosa y glucosa,
reacciona negativamente a la tincion de Gram (Gram negativo) y ha sido estudiado
porque es la bacteria mas comun que infecta el tracto urinario. El tratamiento es
usualmente empirico, los mecanismos de resistencia son variados, y la resistencia

a multiples antibidticos es un problema (Figura 17).

Figura 17. E. coli

En América Latina, E. coli es responsable por una alta prevalencia de infecciones
del torrente sanguineo y neumonia, es la causa de la enfermedad diarreica aguda,
ademas de las infecciones del tracto urinario. En las regiones de Asia y el Pacifico,
las infecciones del tracto urinario por E. coli presentan una alta resistencia a los

antimicrobianos (Murillo-Llanes, et al., 2012).

A nivel mundial se ha indicado una resistencia a los antibiéticos para E. coli desde
6.8 a 91%, con un promedio general de 52.9%. En América Latina, la resistencia a
la trimetoprima-sulfametoxazol (TMS) es de un poco mas del 40%. En México
algunos informes marcan una resistencia a TMS menor del 60%, aunque en un
estudio realizado por Murillo-Llanes y colaboradores (Murillo-Llanes, et al., 2012)
marcan valores de resistencia del 70%, ademas de que E. coli presenta una gran

resistencia para las fluoroquinolonas, con valores del 85%.
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2.9.4. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es un bacilo Gram negativo aerobio, considerado un patégeno
oportunista. Es un microorganismo altamente versétil, capaz de tolerar
condiciones bajas de oxigeno. Puede sobrevivir con bajos niveles de nutrientes y
crecer en el intervalo de temperatura de 4 a 42°C (Figura 18). Estas
caracteristicas le permiten sobrevivir en equipos médicos y en otras superficies
hospitalarias. Lo anterior favorece el inicio de infecciones nosocomiales en
pacientes inmunocomprometidos. P. aeruginosa puede causar neumonias,
infecciones del tracto urinario y bacteriemias, asi como una alta morbilidad y
mortalidad en pacientes con fibrosis quistica, debido a las infecciones cronicas
gue eventualmente conducen a un dafio a nivel pulmonar e insuficiencia
respiratoria. La infecciones por P. aeruginosa son dificiles de erradicar debido a su
elevada resistencia intrinseca (por la expresidén constitutiva de (-lactamasas y
bombas de eflujo, combinado con un baja permeabilidad de la membrana),
ademas de su capacidad para adquirir genes de resistencia a los antibiéticos
(ejemplo, genes para enzimas que inactivan aminoglucésidos o modifican su
diana) (Mesaros, et al., 2007; Ochoa, et al., 2013).

. ’ o, t ¢ o
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Figura 18. P. aeruginosa tincion de Gram.

P. aeruginosa es la causante del 10% al 20% de bacteriemias por Gram negativos
en pacientes con tratamiento antimicrobiano inadecuado o bien con infecciones de
origen respiratorio, se ha visto que produce una mortalidad del 30% al 40%, sobre
todo en las primeras 24-48 horas de su inicio (Casal, et al., 2012).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La incidencia de las infecciones bacterianas ha incrementado dramaticamente en
los ultimos afios. El aumento de la resistencia a multiples farmacos ha llevado a un
renovado interés en el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos. No es de
extrafar que las especies patdgenas hayan adoptado mecanismos de
supervivencia a los medicamentos antimicrobianos existentes. EI aumento en la
incidencia de la resistencia bacteriana a gran nimero de agentes antibacterianos
tales como glicopéptidos, sulfonamidas, B-lactdmicos, quinolonas, tetraciclinas,

cloranfenicol, macrolidos se esta convirtiendo en una preocupacion importante.

El indol y la imidazolina son sistemas heterociclicos de gran importancia debido a
gue poseen un amplio espectro de actividades bioldgicas. Sin embargo, son pocos
los trabajos en donde se han sintetizados compuestos que contengan los motivos

de imidazolina e indol y que hayan sido analizados como posibles antibacterianos.

Por lo anterior, el disefio y la sintesis de compuestos nuevos tipo imidazolinilindol
que ayuden a combatir infecciones bacterianas tendria un gran impacto sobre la
salud. Este tipo de compuestos son particularmente interesantes, ya que a pesar
de su actividad antibacteriana demostrada contra E. coli y S. aureus, son pocos
los estudios que se han realizado a la fecha enfocados a su evaluacibn como

antibacterianos.
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4. HIPOTESIS

Las modificaciones estructurales sistematicas realizadas en el esqueleto base
imidazolinilindol proporcionaran informacion relevante sobre los requerimientos
estructurales necesarios para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos con

actividad antibacteriana.
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5. OBJETIVOS

5.1.0Objetivo general

Sintetizar una serie de derivados de imidazolinilindoles cuyas modificaciones
estructurales consistan en la variacion de la posicion del anillo de imidazolina con
respecto al indol, la insercion de un metileno entre ambos heterociclos, asi como
la sustitucion por un atomo de fldor o un grupo metilo en el indol, con el fin de
relacionar el efecto que ejercen dichas modificaciones estructurales sobre la

actividad antibacteriana.

5.2.0bjetivos particulares

1. Sintetizar los imidazolinilindoles 1-6.

F F. /}
N
N N N H
1 ; H'N 2 ; |-|’N~7 ; 3
N N F N
(] (] W]
N N N
I!I 4 I\Ille 5 |!| 6

2. Llevar a cabo la caracterizacién de los compuestos sintetizados por medio de
RMN H, RMN 13C, IR, y espectrometria de masa.

3. Determinar in vitro la capacidad inhibitoria de los imidazolinilindoles
sintetizados en el crecimiento de las siguientes especies bacterianas:
a) Staphylococcus aureus
b) Listeria monocytogenes
c) Escherichia coli

d) Pseudomonas aeruginosa
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1.Sintesis de imidazolinilindoles 1-6

De manera general los imidazolinilindoles considerados en el presente trabajo,
fueron preparados usando como sustrato precursor un indol sustituido por un
grupo nitrilo (Esquema 1, Ruta A) o alternativamente un indol sustituido por un

grupo éster (Esquema 2, Ruta B).

En la ruta A, la transformacion del grupo nitrilo en el anillo imidazolinico se lleva a
cabo por tratamiento con azufre, lo que genera un intermediario electréfilo
tioamida que es susceptible de ser atacado in situ por etilendiamina para formar
una imina. La ciclizacion intramolecular del intermediario imina conduce al anillo

heterociclico (Dominguez-Mendoza, 2012).

s N
S )]\ NH,CH,CH,NH, R </ j
/

H

Esquema 1. Formacién del anillo de imidazolina catalizada por azufre a partir de

nitrilos.

En la ruta B, la formacion de la imidazolina a partir de un éster (Esquema 2) se
lleva a cabo por sustitucién nucleofilica en el grupo acilo inducida por reacciéon con
etilendiamina en medio acido para dar una amida. La ciclizacion intramolecular del

intermediario amida genera el anillo heterociclico (Dubey, et al., 2007)

R OEt  NH,CH,CH,NH, R NHCH,CH,NH,

0 " 0 R_</"j
)I\ > )I\ —> /N
H

Esquema 2. Formacién del anillo de imidazolina a partir de ésteres.
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6.2.Sintesis del 2-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)-1H-indol [1] y del 2-(4,5-
dihidro-1H-imidazol-2-il)-5-fluoro-1H-indol [2]

La sintesis de los imidazolinilindoles 1 y 2, se llevé a cabo en una secuencia de
tres reacciones a partir de los clorhidratos de fenilhidrazina 7a y 4-
fluorofenilhidrazina 7b respectivamente. El primer paso involucré la formacion de
las fenilhidrazonas 8a u 8b, mediante un proceso de adicion-eliminacién entre la
fenilhidrazina correspondiente con piruvato de etilo en metanol, obteniéndose 8a u
8b como una mezcla de sus isdmeros geométricos cis, trans. El siguiente paso fue
la formacién de los ésteres inddlicos 9a y 9b, mediante la sintesis de indoles de
Fischer. Asi, el calentamiento de la fenilhidrazona 8a u 8b a temperaturas
elevadas (150 °C) en presencia de &cido polifosforico (PPA) como catalizador dio
lugar a los compuestos 9a 0 9b como sdlidos con puntos de fusion de 117-118 °C
y 148-150 °C respectivamente, los cuales concuerdan con los descritos en la
literatura (118-119 °C y 147-148 °C respectivamente, Koening, et al., 2010).
Finalmente, la formacion del anillo de imidazolina se llevo a cabo siguiendo la Ruta
B por tratamiento de los ésteres indolicos 9a y 9b con etilendiamina, catalisis acida
y calentamiento a temperatura de reflujo durante 3 h. Los imidazolinilindoles 1y 2
se obtuvieron en rendimientos de 75% y 44%, respectivamente (Esquema 3).

(o]
R! /\OJH( R1 y
o
\©\N,NH2- HCI — QN/NYMG

CH;CH,OH )

R’ |!| 7a :55-60 °C, 7b: reflujo @zg H CO,Et
7a H RT %
7 F 8a H 74
8b F 89
PPA
150 °C
R1 R1
NH,CH,CH,NH,
\ N H,S0, \
z - CO,Et
'i‘ 7 OHCH,CH,0H ’i‘ 1.
R? % H ,N reflujo H R %o
H 9
TR 7 % F o
2 F 44

Esquema 3. Sintesis de los imidazolinilindoles 1y 2.
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Los imidazolinilindoles 1 y 2 se caracterizaron por métodos espectroscopicos y
espectrométricos. Asi, en el espectro de RMN de 'H del compuesto 1 (Figura 24,
Anexo) se observa entre 7.6 y 7.0 ppm un patrén de sefiales que corresponde a
un benceno orto disustituido, en 6.94 aparece una sefial simple que se asigno a H-
3 y la sefial simple en 3.75 ppm que integra para cuatro hidrégenos se asigné a
los metilenos del anillo de imidazolina. Para el caso del nuevo imidazolinilindol 2,
en su espectro de RMN H (Figura 25, Anexo) se observa en la zona aromatica un
patron de sefiales caracteristico de un benceno 1,2,4-trisustituido, con un
acoplamiento adicional originado por el &tomo de flor de spin nuclear ¥2. En 7.4
ppm aparece una sefal simple que se atribuye al hidrégeno H-3 del indol. En
aproximadamente 4.0 ppm se observa una sefial simple ancha que integra para
los cuatro hidrégenos de los grupos metileno del anillo imidazolinico. En el
espectro desacoplado de RMN de 2C de 2 (Tabla 5, Anexo) se observa que las
sefales de los carbonos localizados hasta cuatro enlaces del atomo de fluor

pueden presentarse como sefiales dobles debido al acoplamiento con el fltor.

6.3.Sintesis del 2-[(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)metil]-5-fluoro-1H-indol [3]

La sintesis del compuesto 3 se llevo a cabo via el indolacetonitrilo (12) (Ruta A,
Esquema 4) y via del éster del acido indolilacético (13) (Ruta B, Esquema 4).

F F.
HCl(gas)
\ onor \
CH,CH,OH
N reflujo N
|!| CN |!| CO,Et
12 13

S Ruta A RutaB / NH,CH,CH,NH,
NH,CH,CH_NH, H,S0,/OHCH,CH,0H

Esquema 4. Sintesis del 2-[(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)metil]-5-fluoro-1H-indol [3]
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6.3.1. Sintesis del imidazolinilindol 3 mediante la Ruta A

El primer paso fue la elongacion de la cadena en C-2 mediante la reduccion del
éster 9b usando como agente reductor el hidruro de litio y aluminio (LiAIH4), para
obtener el alcohol 10 como un sdlido incoloro de pf 91-92 °C, (91-92 °C, Jin et al.,
2011). La transformacion del alcohol 10 al benzoato 11 se realiz6 por tratamiento
con cloruro de benzoilo en THF anhidro a temperatura ambiente, para obtener el
compuesto 11 como un sélido con pf 143-145 °C. El indolacetonitrilo 12 se obtuvo
como un solido café de pf 116-118 °C al tratar el compuesto 11 con cianuro de
potasio en DMSO a temperatura de reflujo. Los datos espectrales del compuesto
12 concuerdan con los de la literatura (Spadoni, et al., 2006) (Esquema 5).

F.

F. F,
CO,Et ——> —
N THF N N(Et),/ THF N
| I OH
H H

|!| OCOPh
9a 75% 10 78% 11
KCN
DMSO
F, F
N/ﬁ
Ruta A
VN AN (RueA \
N s
N H '|1
! NH,CH,CH,NH, 7% CN
53% 3 12

Esquema 5. Sintesis del imidazolinilindol 3 via el 2-indolilacetonitrilo 12.

Una vez obtenido el indolacetonitrilo 12 se traté con azufre y etilendiamina para
asi generar el imidazolinilindol 3 (Esquema 5) con un rendimiento del 53%. En la
Figura 26 (Anexo) se muestra el espectro de RMN H del imidazolinilindol 3 y en la
Tabla 3 (Anexo), se compilan los datos espectroscopicos de los imidazolinilindoles
1, 2 y 3. En la zona aromatica, entre 7.4 y 6.7 ppm se reconoce un patron de
sefales caracteristico de un benceno 1,24-trisustituido, en donde ademas se

observa un acoplamiento adicional con el atomo de flior. En aproximadamente
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6.2, 3.6 y 3.4 ppm aparecen sefales simples que integran para uno, dos y cuatro
hidrogenos que se atribuyen al hidrégeno H-3 del indol, al metileno que une a
ambos anillos heterociclicos y a los hidrogenos del anillo de imidazolina,

respectivamente.

6.3.2. Sintesis del imidazolinilindol 3 mediante la Ruta B

La obtencién del éster del &cido indolilacético 13 (Esquema 6) se llevo a cabo por
la solvdlisis del nitrilo presente en compuesto 12. El proceso ocurrié por burbujeo
de cloruro de hidrogeno (HClg) a una solucién del compuesto 12 en etanol a
temperatura ambiente. El éster del &cido indolilacético 13 se obtuvo como un
s6lido ligeramente amarillo de pf 94-96 °C. El espectro de RMN *H de 13 (Figura
30 del Anexo) presenta una sefial ancha en aproximadamente 8.6 ppm que se
asigna al hidrogeno unido al nitrégeno del indol, entre 7.3 y 6.8 ppm se observa un
patron de sefiales caracteristico de un benceno 1,2,4-trisustituido, en donde se
observa ademas un acoplamiento adicional con el &omo de fldor. En
aproximadamente 6.3, y 3.8 ppm aparecen sefiales simples que integran para uno
y dos hidrégenos que se asignan al H-3 y al metileno de la cadena en C-2. En 4.2
y 1.3 ppm se presentan una sefial cuadruple y una triple caracteristicas del grupo
etoxilo. El imidazolinilindol 3 se obtuvo al tratar el éster del acido indolilacético 13
con etilendiamina en medio acido con un rendimiento del 30% (Esquema 6). El
bajo rendimiento de 3 se debe a la generacién de subproductos. Por lo anterior, el
mejor resultado en la preparacién de 3 se obtiene siguiendo la Ruta A que usa

como sustrato al 2-indolilacetonitrilo 12 (Esquema 5).

F
CH3CH20H NHZCHZCHZNHZ
CN

reflujo
78% H CO2Et  H,50,/OHCH,CH,OH
12 3

I—-Z

30%

Esquema 6. Sintesis del imidazolinilindol 3 via el éster del acido indolilacético 13
(Ruta B).

33

——
| —



6.4.Sintesis de 3-[(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)metil]-1H-indol [4] y 3-[(4,5-
dihidro-1H-imidazol-2-il)metil]-1-metil-1H-indol [5]

La sintesis de los imidazolinilindoles 4 y 5 se llevé a cabo siguiendo la Ruta A a
partir del indolacetonitrilo correspondiente 14a o 14b, los que se sintetizaron
utilizando una metodologia desarrollada en el grupo de trabajo (Acevedo-Quiroz,
2008). Los compuestos 14a o 14b se trataron a temperatura de reflujo de la
etilendiamina usando azufre como catalizador, obteniéndose los imidazolinilindoles

4y 5 en rendimientos del 73 y 50% respectivamente (Esquema 7).

@rfswj

NH,CH,CH,NH,
reflujo
R'" %
14a:R'=H 4 H 73
14b: R' = Me 5 Me 50

Esquema 7. Sintesis de los imidazolinilindoles 4 y 5.

El espectro de RMN 'H (Figura 27, Anexo) de la imidazolinilindol 4 muestra en
aproximadamente 9.1 ppm una sefal ancha que se intercambia con agua
deuterada y se asigné al hidrégeno unido al nitrégeno del indol. En la zona
aromatica, entre 7.6 y 7.1 ppm se reconoce un patrén de sefales caracteristico de
un benceno orto disustituido. En aproximadamente 7.1, 3.8 y 3.6 ppm aparecen
sefales simples que integran para uno, dos y cuatro hidrégenos que se atribuyen
al hidrégeno H-2 del indol, al metileno que une a ambos anillos heterociclicos y a
los hidrégenos del anillo de imidazolina, respectivamente. El espectro de RMN H
(Figura 28, Anexo) del imidazolinilindol 5 es semejante al ya descrito para 4,
excepto por la sefial simple en aproximadamente 3.8 ppm del N-metilo que se
encuentra sobrepuesta con aquella del metileno de la cadena en C-3. Los datos
espectroscopicos de 4 y 5 son consistentes con los descritos en la literatura

(Dominguez-Mendoza, 2012).
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6.5.Sintesis del 3-[(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)metil]-5-fluoro-1H-indol [6]

La formacion del anillo de imidazolina del imidazolinilindol 6 se llevo a cabo via el
2-(5-fluoro-1H-indol-3-il)acetonitrilo (17) siguiendo la metodologia de la Ruta A y

via el 2-(5-fluoro-1H-indol-3-il)acetato de etilo (18) de acuerdo a la Ruta B

(Esquema 8).
F F
CN CO,Et
W HCl(gas) m\
'i‘ CH;CH,OH 'i‘
17 H 18 H

S Ruta A Ruta B NHchchzNHz
NH2CH,CH,NH, H,S0,/OHCH,CH,0H
F. /NJ

N

L\

H
N
I
H

6

Esquema 8. Sintesis del 3-[(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)metil]-5-fluoro-1H-indol [6].

6.5.1. Sintesis del imidazolinilindol 6 mediante la Ruta A

La sintesis del indolacetonitrilo 17 se llevé a cabo usando una metodologia
desarrollada en el grupo de trabajo (Acevedo-Quiroz, 2008). Asi, el tratamiento del
5-fluoroindol (15) con formaldehido y dietilamina en condiciones de Mannich dio
lugar a la formacién del aminometilindol (16). La reaccion del compuesto 16 con
yoduro de metilo y posterior tratamiento con KCN gener6 al indolacetonitrilo 17
como un solido café de pf 49-51 °C. La transformacién del nitrilo en el anillo de
imidazolina ocurrio por reaccion de 17 con azufre y etilendiamina para asi generar
el imidazolinilindol 6 con un rendimiento del 57% (Esquema 9). El imidazolinilindol
6 se obtuvo como un sdlido ligeramente amarillo de pf 118-120 °C, que es

consistente con el descrito en la literatura (119-121 °C; Wysong, et al., 1968).
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F. F.

N(Et),
N

AcOH/ COH, N
| |
15 | 16 H  82%
Mel/MeOH
KCN,q
F
J Ruta A CN
-
S
NH,CH,CH,NH, \
\
57% 17 H 78%
6

Esquema 9. Sintesis del imidazolinilindol 6 via el indolacetonitrilo 17 (Ruta A).

6.5.2. Sintesis del imidazolinilindol 6 mediante la Ruta B

El éster del &cido indolilacético 18, precursor del imidazolinilindol 6, se obtuvo por
solvélisis del grupo nitrilo de 17 y su subsecuente esterificacion en el medio de
reaccion. El éster 18 se aisl6 como un soélido ligeramente anaranjado de pf 74-75
°C. El tratamiento del éster 18 con etilendiamina en medio acido condujo al

imidazolinilindol 6 con un rendimiento del 30% (Esquema 10).

CO,Et J
HCI(gas) Ruta B

CH3CH20H NHZCHZCHZNHZ
67% H,S0,/OHCH,CH,0H 30%

Esquema 10. Sintesis del imidazolinilindol 6 via el éster del acido indolilacético 18.

El imidazolinilindol 6 mostro en el espectro de masa (EM/IE) un ion molecular 217
+ H* m/z correspondiente al peso molecular del compuesto. En el espectro de

RMN de 'H de 6 (Figura 28, Anexo) se observa en aproximadamente 11.1 ppm
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una sefial muy ancha que se intercambia con agua deuterada y se asigno al
hidrogeno unido al nitrégeno del indol. Entre 7.2 y 7.4 ppm aparece una sefial
multiple que integra para tres hidrégenos que corresponde a H-7, H-4 y H-2 del
ndcleo inddlico y en aproximadamente 6.9 ppm se observa una sefal triple de
dobles que se le atribuye al hidrégeno H-6. En aproximadamente 3.5 y 3.4 ppm
aparecen sefales simples que integran para dos y cuatro hidrégenos debidas a los
hidrogenos del metileno que une a ambos anillos heterociclicos y a los hidrégenos

del anillo de la imidazolina, respectivamente.
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6.6. Evaluacion de la actividad antibacteriana de los imidazolinilindoles

El efecto de los imidazolinilindoles 1 a 6 sobre la actividad antibacteriana frente a
bacterias Gram positivas y Gram negativas se determind por el método de
microdilucién en caldo siguiendo las recomendaciones del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2013) con algunas modificaciones. Se utilizé el MTT
como indicador de actividad biol6gica, este compuesto puede ser reducido por las
bacterias desencadenando un color violeta (metabolismo activo) y quedando

amarillo en caso contrario.

El método de microdilucion en caldo se basa en la preparacion de concentraciones
crecientes de los compuestos que se encuentran diluidos en el medio de cultivo
(caldo). A continuacion se inocula cada una de las concentraciones preparadas
con una suspension estandarizada del microorganismo en estudio. La prueba se
examina después de incubar entre 18 a 24 horas a 37 °C y se determina la
concentracion inhibitoria minima (CIM) del compuesto frente al microorganismo
ensayado. La CIM corresponde al pozo donde no se observa crecimiento de la

bacteria (botén) tras la incubacion.

Los imidazolilindoles 1-6 se evaluaron en un intervalo de concentracion de 2.5 a
640 pg/mL frente a S. aureus, L. monocytogenes y E. coli y en un intervalo de 2.5
a 320 ug/mL para P. aeruginosa. Se utilizé como control positivo gentamicina (0.25
a 250 pg/mL).
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Los resultados muestran que los imidazolinilindoles 1-3 y 6 presentaron actividad

antibacteriana. Se observo que esta actividad dependié de los siguientes factores:

a) Los imidazolinilindoles sustituidos por un atomo de fldor en C-5 del nucleo
inddlico 2, 3 y 6 mostraron una mejor actividad frente a los microorganismos.
Ejemplo de esto se observé al comparar los imidazolinilindoles 1 y 2 teniendo
como Unica diferencia en su estructura la presencia de flior en el indol en el
caso de 2. Los resultados frente a S. aureus demostraron que el
imidazolinilindol 2 es 2 veces mas activo que 1. La CIM que se determind

para estos compuestos fue de 160 para 1y de 80 pg/mL para 2 (Figura 19).

[640] [320] [160] [80] [40] [20] [10] [5] [2.5] ng/mL

Figura 19. Comparacion de las CIM’s de los imidazolinilindoles 1 (superior) y 2
(inferior) frente a S. aureus.




b) La ausencia del metileno que une a ambos anillos mejora la actividad
antibacteriana. Ejemplo de esto se observdO al comparar los
imidazolinilindoles 2 y 3 cuya unica diferencia es la presencia de un metileno
en el caso de 3. Los resultados frente a S. aureus demostraron que el
imidazolinilindol 2 es 2 veces mas activo que 3. La CIM que se determind
para estos compuestos fue de 160 para 3 y de 80 pg/mL para 2 (Figura 20).

[640] [320] [160] [80] [40] [20] [10] [5] [2.5] pg/mL
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Figura 20. Comparacion de las CIM’s de los imidazolinilindoles 2 (superior) y 3
(inferior) frente a S. aureus.
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c) Finalmente, se observé que la actividad antibacteriana aumenta cuando el
metilimidazol se encuentra unido en la posicion 2 del sistema inddlico.
Ejemplo de esto se observd al comparar los imidazolinilindoles 3 y 6 cuya
Unica diferencia es la posicion del sustituyente metilimidazol, que en el caso
de 3 se encuentra en la posicion 2 del indol y en 6 este sustituyente se
encuentra en la posicion 3 del indol. Los resultados frente a S. aureus
demostraron que el imidazolinilindol 3 es 4 veces mas activo que 6. La CIM
gue se determind para estos compuestos fue de 160 para 3 y de 640 pug/mL

para 6 (Figura 21).

[640] [320] [160] ([80] [40] [20] [10] [5] [2.5] ms/mL

§4 Q.r

- i ;i' }

a'i"v N / \" &N -

Figura 21. Comparacion de las CIM’s de los imidazolinilindoles 3 (superior) y 6
(inferior) frente a S. aureus.

Por lo antes mencionado el imidazolinilindol 2 fue el que presentdé una mejor
actividad antibacteriana frente a S. aureus, L. monocytogenes, E. coli y
Pseudomona aeruginosa (Ver Tabla 2).




Adicionalmente se observo que los compuestos 1-3 tienen una mayor actividad
antibacteriana en comparaciéon al compuesto 6, siendo las bacterias Gram
positivas mas susceptibles que las bacterias Gram negativas. Con respecto a la
concentracion minima bactericida (CMB) se observé que los compuestos 1-3
poseen accion bactericida frente a S. aureus y E. coli y presentan accion
bacteriostatica frente a L. monocytogenes y P. aeruginosa. En el caso del
imidazolinilindol 6 presente accion bacteriostatica frente a S. aureus, L.

monocytogenes y frente a E. coli posee accidn bactericida (Ver Tabla 2).

Tabla 2. Actividad antibacteriana de seis imidazolinilindoles contra bacterias
Gram negativas y Gram positivas

CIM (pg/mL)
S. aureus | L. monocytogenes E. coli P. aeruginosa
Compuesto ytog g
ATCC 25923 ATCC 19115 ATCC 25922 ATCC 27853
Gentamicina <0.25% <0.25° 0.982 <0.25°

&N)\(\ {7 1602 160P 3202 320°
N

1 H

F.

\Q_&\() 807 80° 1607 3200
e

2 H

[3

Y
3 - 1607 160° 320° 320°
L3

H
/N:,
m >640 >640 >640 >320
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/NJ
Q_{< i >640 >640 >640 >320

N
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F.

5
/NJ
W. 640P 640° 640° >320
|
H ¢

aAccion bactericida. °Accion bacteriostatica

42

——
| —



7. DESARROLLO EXPERIMENTAL
7.1.Procedimiento general para la sintesis

Las materias primas fueron adquiridas en Sigma-Aldrich Chemical. Co. y utilizadas
sin purifcacion adicional. Los disolventes usados fueron grado reactivo y en el
caso del tetrahidrofurano (THF), fue secado con sodio y benzofenona como
indicador. Los disolventes empleados para realizar las purificacion por columna

fueron destilados antes de ser utilizados.

El curso de las reacciones fue seguido por cromatografia de capa fina (CCF),
usando placas comerciales de silica gel 60 Fzs4 de Merck. Se emplearon como
reveladores: radiaciones UV (254 nm), vapores de yodo y sulfato cérico
(Ce(S04)2). Los compuestos se purificaron en columna por cromatografia flash
utilizando silica gel 60 (230-400 mallas, Merck Chem Co.).

Todo material de vidrio utilizado en las reacciones se secO en la estufa por lo
menos 24 horas a 110 °C antes de ser utilizados cuando se requerian condiciones

controladas de humedad.

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no fueron
corregidos. Los espectros de Infrarojo se registraron en un espectrofotdmetro Buck
scientific modelo 500 en solucion de CHCIs. Los espectros de masas se
efectuaron en un cromatografo de gases Varian CP3800 acoplado a un detector

de masas selectivo Varian Saturn 200 a 70 eV.

Determinacion de los espectros de RMN. Los espectros de Resonancia Magnética
Nuclear, RMN 'H (300 MHz) y de RMN 13C (74.5 MHz) se obtuvieron en un
espectrofotometro Varian Mercury 300 en el disolvente apropiado (CDCl3, DMSO,
CDsOOD 6 COOD) y se utilizo SiMes como referencia interna. La multiplicidad de
sefales se indica por medio de una o mas de las siguientes abreviaciones: a

(ancha), s (simple), d (doble), t (triple), m (mdultiple).
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7.2.Sintesis de los intermediarios para la obtencion de las

indolilimidazolinas 1y 2
7.2.1. (E)-y (2)-2-(2-fenilhidrazona)propanoato de etilo [8a]

En un matraz se colocaron 2 g (13.8 mmol) del clorhidrato de

O\ N, Me fenilhidrazina (7a), 16 mL de etanol y 1.6 mL (14.7 mmol) de
~
= piruvato de etilo. El matraz de reaccion se coloc6 en un bafio

Ir—=2

CO,Et

o (ZE) de agua a una temperatura entre 55-60 °C, durante 1 hora en
a

agitacion constante.
A la mezcla de reaccion enfriada en un bafio de hielo se le afiadi6 lentamente
agua hasta observar turbidez. La mezcla se dejé en refrigeracion por 5 horas,
posteriormente fue filtrada con vacio, obteniéndose 2.1 g (10.2 mmol, 74% de
rendimiento) de la mezcla cis, trans-8a como cristales de color amarillo claro. Los
isémeros no fueron separados y la mezcla como tal fue utilizada en la siguiente

reaccion (Ishibashi, et al., 1986).

7.2.2. (E)-y (2)-2-[2-(4-fluorofenil)hidrazona]propanoato de etilo [8b]

F. En un matraz se prepar0 una suspension con 4 g (24.6
\©\ N. me Mmol)delclorhidrato de (4-fluorofenil)hidrazina (7b) en 40
N~ \\r
I

(ZE) mmol) de piruvato de etilo. La suspension resultante se

mL de etanol, posteriormente se adicionaron 2.8 mL (25.8

8b

calent6 a temperatura de reflujo por 1 hora, el curso de la

reaccion fue seguido por cromatografia en capa delgada, empleando una fase

movil de hexano-acetato de etilo (hexano-AcOEt, 8:2). El etanol fue evaporado
hasta sequedad obteniéndose un crudo de color rojizo.

La mezcla cis, trans se purificé por cromatografia en columna eluida por gradiente,
utilizando inicialmente una fase movil de hexano-AcOEt (95:5) y posteriormente
hexano-AcOEt (90:10). De donde se obtuvieron 1.3 g (5.8 mmol, 24%) del isémero
Z de la fenilhidrazina 8b como un solido amarillo de pf 87-89 °C y 3.6 g (16 mmol,
65%) del isbmero E como un sélido amarillo palido de pf 89-91 °C (83-87 °C,
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Zhang, et al., 2011). Recuperandose un total de 4.9 g, 89% de rendimiento de la

fenilhidrazona 8b.

7.2.3. 1H-indol-2-carboxilato de etilo [9a]

En un matraz se colocaron 0.75 g (3.6 mmol) de la mezcla
%\ cis, trans de 8a y 1.4 g (4.2 mmol) de acido polifosforico
CO,Et
'l' 2 (PPA). El matraz de reaccion se sumergié en un bafio de
H

o aceite a una temperatura de 150 °C y se dejo en agitacion
a

mecénica por 1 hora.

El crudo de reaccion se traté con 10 mL de solucion salina y 20 mL de AcOEt; la
fase acuosa fue tratada nuevamente con AcOEt (2 x 10 mL), las fases organicas
se juntaron y se lavaron con 15 mL de solucion salina, se secaron con sulfato de
sodio (Na2S0a) anhidro, se filtré y por ultimo se concentré en el rotavapor. El
producto se purificé por cromatografia utilizando como medio de elucién hexano-
AcOEt (90:10), de donde se obtuvieron 0.31 g (1.6 mmol, 45%) del compuesto 9a
como un solido de color amarillo claro de pf 117-118 °C (118-119 °C, Koening, et
al., 2010).

7.2.4. 5-Fluoro-1H-indol-2-carboxilato de etilo [9b]

F Para la obtencion de 9b se colocaron en un matraz 4.0 g
(17.9 mmol) de la mezcla de isbmeros de 8b y 8.0 g (23.7

co,et mmol) de PPA, la mezcla de reaccion se dejo en agitacion

Ir—=2

por 1 hora bajo las condiciones descritas para 9a. La
9b reaccion se monitore6 por cromatografia en capa delgada
(hexano-AcOEt, 8:2).

El crudo de reaccion se traté con 50 mL de AcOEt y 30 mL de solucién salina; la
fase acuosa fue tratada nuevamente con AcOEt (2 x 25 mL), las fases organicas
se juntaron y se lavaron con 25 mL de solucion salina, se secaron con Na2SOg4
anhidro, se filtr6 y por ultimo se concentro en el rotavapor. El producto se purifico
por cromatografia en columna utilizando como fase movil hexano-AcOEt, (95:5).
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Se obtuvieron 2.5 g (12.1 mmol, 67% de rendimiento) del compuesto 9b como un
sélido amorfo de color café claro de pf 148-150 °C (147-148 °C, Koening, et al.,
2010).

7.3. Procedimiento general para la sintesis de los imidazolinilindoles 1y 2

En un matraz redondo provisto de agitacion mecanica y de un refrigerante se
prepar6 la suspension de 9 en etilenglicol, posteriormente se adicion6
etilendiamina (10 eq) y finalmente gota a gota se adicion6 H2SOa4 concentrado. La
solucién resultante se calenté a temperatura de reflujo por 3 horas, el curso de la
reaccion fue seguido por cromatografia en capa delgada, empleando una fase

movil de metanol-trietilamina (MeOH-NEts, 95:5).

7.3.1. 2-(4,5-Dihidro-1H-imidazol-2-il)-1H-indol [1]

Se preparé a partir de 9a (100 mg, 0.53 mmol), etilendiamina

\ N (0.35 mL, 5.25 mmol), H2SO4 (0.1 mL) y etilenglicol (1.5 mL).
| NJ Terminada la reaccion la mezcla fue enfriada en un bafio de
H hielo, a la cual se afiadieron 8 mL de agua de donde el
producto fue recuperado por extraccion con cloroformo

(CHCIs, 2 x 15 mL), se juntaron las fases organicas, se lavaron con agua y se
secaron con Na2SO4 anhidro, se filtrd y concentré en el rotavapor. Se obtuvieron
74 mg (0.4 mmol, 75% de rendimiento) del compuesto 1 como un soélido amarillo:
pf 130-132 °C; Rt = 0.32 (MeOH-NEts); EMIE (m/z): 185 (100); IR (CHCI3) Vmax
3445 (N-H), 1634 (C=N) cm™; RMN 'H y 13C ver Tablas 3 y 5 respectivamente
(Anexo); el espectro de RMN 'H se muestra en la Figura 24 del Anexo. Los datos

espectrales concuerdan con los de la literatura. (Giuseppe, et al. 2013).
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7.3.2. 2-(4,5-Dihidro-1H-imidazol-2-il)-5-fluoro-1H-indol [2]

E Se prepar6 a partr de 9b (200 mg, 0.97 mmol),
etilendiamina (0.7 mL, 10.5 mmol), H2SO4 (0.2 mL) y

N\ /b etilenglicol (2.4 mL). Transcurrido el tiempo de reaccion, el

|!| N matraz fue sumergido en un bafio de hielo y se llevé a cabo

2 : la adicion de agua fria hasta observar la formacién de un
precipitado. El producto fue filtrado con vacio y el sélido café obtenido (138 mg,
69%) fue recristalizado en metanol-agua. Se obtuvieron 87 mg (0.43 mmol, 44%
de rendimiento) del compuesto 2, como un sélido amorfo de color beige: pf 254-
256 °C; Rf = 0.39 (MeOH-NEt3); EMIE (m/z): 174 (31) 203 (100); IR (CHCI3) Vmax
3702 (N-H),1717 (C=N) cm; RMN 'H y 13C ver Tablas 3 y 5 respectivamente

(Anexo); el espectro de RMN H se muestra en la Figura 25 del Anexo.

7.4.Sintesis de los intermediarios para la obtencion del imidazolinilindol 3
7.4.1. (5-Fluoro-1H-indol-2-il)metanol [10]

En un matraz bajo atmdsfera de argon, se suspendieron 410

j mg (10.8 mmol) de hidruro de litio y aluminio (LiAlH4) en 20 mL
\ de THF seco, la suspension se colocé en un bafio de hielo con

E OH agitacion mecénica por 15 minutos, en otro matraz se

10 colocaron 500 mg (2.4 mmol) del compuesto 9b que se

disolvieron con 20 mL de THF seco, la solucién del compuesto 9b fue trasvasada
con ayuda de una cénula al matraz que contenia la suspensién del LiAlH4 en un
intervalo de 15 minutos, una vez terminada la adicién se dejé 5 min mas en hielo y
posteriormente se dejé en agitacion por 1 hora a temperatura ambiente siguiendo
el curso de la reaccion por cromatografia en capa delgada, empleando una mezcla

de hexano-AcOEt (8:2) como fase movil.

A la suspension gris enfriada en un bafo de hielo, se le afadieron lentamente 30
mL de AcOEt, posteriormente se realizo la adicion lenta de 25 mL de agua fria y el

producto fue recuperado de la fase acuosa por extracciéon con de AcOEt (2 x 20
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mL), las fases orgénicas se juntaron y se lavaron con 20 mL de solucién salina, se
secaron con Na2S0a4 anhidro, se filtro y por ultimo se concentr6 en el rotavapor. El
solido obtenido fue recristalizado en CH2Clz/hexano. Se obtuvieron 313 mg (1.9
mmol, 79% de rendimiento) del compuesto 10 como un sélido amorfo incoloro de
pf 91-92 °C (91-92°C, Jin, et al., 2011).

7.4.2. Benzoato de (5-Fluoro-1H-indol-2-il)metilo [11]

En un matraz protegido de la humedad atmosférica

empleando una trampa con cloruro de calcio anhidro

\ (CaCl), se disolvieron 1 g (6.1 mmol) de 10 con 50 mL de

E ocoph THF, se adicionaron 2.5 mL (18 mmol) de trietilamina. El

11 matraz de reaccion fue sumergido en un bafo de hieloy a

la misma temperatura se llevd a cabo la adicion de 1.1 mL (9.5 mmol) de cloruro
de benzoilo en un intervalo de 20 minutos, formandose un precipitado blanco. La
mezcla de reaccion se dejé en agitacion por 3 horas a temperatura ambiente y se

monitored la reaccion por cromatografia en capa delgada (hexano-AcOEt, 8:2).

El sélido blanco formado se eliminé por filtracion. El filtrado se traté con 5 mL de
una solucién acuosa de NaOH al 10%, posteriormente a la mezcla se le adicion6
15 mL de solucién salina, y el producto fue recuperado por extracciéon con AcOEt
(2 x 25 mL), se juntaron las fases organicas, se lavaron con 20 mL de agua y
secaron con Na2S0O4 anhidro, se filtr6 y se concentré en el rotavapor. Se obtuvo un
sélido amarillo que se purific6 por recristalizacion con CH2Clz/hexano. Se
obtuvieron 1.27 g (78% de rendimiento) del compuesto 11 como un sélido color
crema, con pf 143-145 °C.
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7.4.3. 2-(5-Fluoro-1H-indol-2-il)acetonitrilo [12]

F A una solucién de 1 g (3.7 mmol) de 11 en 23 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) se le adicionaron 0.95 g (14.6 mmol)

N\ de cianuro de potasio (KCN). La solucion resultante se dej6é en

|!| ” CN agitacion por 4 horas dentro de un bafio de aceite que se

encontraba a una temperatura entre 65-70 °C, el curso de la
reaccion se siguié por cromatografia en capa delgada empleando una mezcla de

hexano-AcOEt (8:2) como fase movil.

La mezcla de reaccion se traté con 10 mL de una solucion de bicarbonato de sodio
(NaHCOs3) al 5%, posteriormente se le adicion6 15 mL de solucion salina y el
producto fue recuperado por extraccion con tres volimenes de 30 mL de AcOEt,
se juntaron las fases organicas, se lavaron con 20 mL de agua y se sacaron con
Na.SO4 anhidro, se filtr6 y se concentro en el rotavapor. El compuesto fue
recuperado por cromatografia en columna, utilizando como mezcla de elucion
hexano-AcOEt (85:15). Se obtuvieron 0.46 g (2.6 mmol, 71%) de 12 como un
sélido amorfo café; pf 116-118 °C. Los datos espectrales concuerdan con los de la
literatura (Spadoni, et al., 2006).

7.4.4. 2-(5-Fluoro-1H-indol-2-il)acetato de etilo [13]

A una solucién de 350 mg (2.0 mmol) de 9 en 15 mL de

etanol, se le burbujeo en un intervalo de 30 minutos cloruro

\ de hidrogeno (HClg) que se generd por la adicion lenta de
'il Lo, Et acido sulftrico (H2SO4, 50 mL) sobre cloruro de sodio
13 H (NaCl, 24.5 g), la agitaciébn se continué por 3 horas a
temperatura ambiente y la reaccibn se monitoreo por cromatografia en capa

delgada (hexano-AcOEt, 7:3).

A la reaccion enfriada en un bafio de hielo, se le adicion6 lentamente 15 mL de
solucion salina y el producto fue recuperado de la fase acuosa por extraccion con

CH2Cl2 (2 x 20 mL) y después con AcOEt (2 x 15 mL), las fases orgénicas se
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lavaron con 15 mL de solucion salina cada una, se secaron con Na2SO4 anhidro,
se filtraron y se concentraron en el rotavapor. EI compuesto se purificd por
cromatografia en columna (hexano-AcOEt, 85:15). De donde se obtuvieron 350
mg (1.6 mmol, 78% de rendimiento) del compuesto 13 como un sélido amorfo de
color crema; pf 94-96 °C R = 0.32 (Hexano-AcOEt, 7:3); EMIE (m/z): 221 (68), 148
(100); IR (CHCI3) vmax 3436 (N-H), 1707 (C=N) cm'; RMN !H y 3C ver Tablas 7 y
8 respectivamente (Anexo); el espectro de RMN 'H se muestra en la Figura 30 del

Anexo.

7.5.Sintesis de 2-[(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)metil]-5-fluoro-1H-indol [3]

7.5.1. Sintesis del imidazolinilindol 3 via el indolacetronitrilo [12] (Ruta
A)

A una solucién de 150 mg (0.86 mmol) de 12 en 1.4 mL
de etilendiamina, se adicionaron 7.5 mg (0.23 mmol) de
azufre. La solucion resultante se calentdé a temperatura

de reflujo por 2.5 horas. Transcurrido el tiempo de

reaccion, se adicionaron 10 mL de agua y el producto fue
recobrado de la fase acuosa por extraccion con CHCIz (20 mL) primero y luego
tres veces mas con volumenes de 15 mL, se juntaron las fases organicas y se
lavaron con 15 mL de solucién salina, se secaron con Na2SOa4 anhidro, se filtraron

y concentraron a vacio en el rotavapor.

El compuesto se purific6 por cromatografia en columna por gradiente, usando
inicialmente una fase movil de hexano-AcOEt (7:3) y posteriormente una fase
movil de MeOH-AcOEt (6:4), de donde se obtuvieron 99 mg (0.46 mmol, 53% de
rendimiento) de 3 como un sélido color crema; pf 133-135 °C; Rf = 0.15 (MeOH-
NEts, 95:5); EMIE (m/z): 217 (100); IR (CHCI3) vmax 3426 (N-H), 1628 (C=N) cm;
RMN 'H y 13C ver Tablas 3 y 5 respectivamente (Anexo); el espectro de RMN H

se muestra en la Figura 26 del Anexo.
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7.5.2. Sintesis del imidazolinilindol 3 via el éster 13 (Ruta B)

En un matraz se colocaron 150 mg (0.68 mmol) de 13 y se suspendieron en 1.8
mL de etilenglicol, a la mezcla resultante se adicionaron 0.53 mL (7.93 mmol) de
etilendiamina y gota a gota 0.15 mL de H2SOa. La mezcla de reaccion se calent6 a
temperatura de reflujo por 3 horas. La soluciéon obtenida se lavé con 10 mL de
solucién salina y se extrajo con CHCI3 (3 x 25 mL), se juntaron las fases orgénicas
y se lavo con 15 mL de agua, se sec6 con Na2S0Oa, se filtré y concentro a vacio en
el rotavapor. El compuesto se purificd por cromatografia en columna por gradiente,
usando inicialmente una fase movil de hexano-AcOEt (7:3) y posteriormente una
fase movil de MeOH-ACOEt (6:4). Se obtuvieron 56 mg (0.26 mmol, 30%) de 3.

7.6.Procedimiento general para la sintesis de los imidazolinilindoles 4y 5

En un matraz provisto de refrigerante se colocaron el indolacetonitrilo 14 y azufre
(0.25 eq), y a la mezcla resultante se adicioné etilendiamina (2.5 mL). La mezcla
se calent6 a temperatura de reflujo durante 3 h. Transcurrido el tiempo de
reaccion, el producto fue tratado con 15mL de CHCI3 y agua (5 mL), para la
recuperacion completa del producto, la fase acuosa fue tratada con tres
volumenes de 10 mL de CHCIs, se juntaron las fases organicas y se lavaron con

15 mL de agua, se seco6 con Na2SOq se filtrd y concentrd a vacio en el rotavapor.

7.6.1. Sintesis del 3-[(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)metil]-1H-indol [4]

N El compuesto fue preparado siguiendo el procedimiento
/j descrito en la literatura (Dominguez-Mendoza, 2012), a partir

\ H’N de 14a (250 mg, 1.6 mmol) en presencia de 12.8 mg (0.4

E 4 mmol) de azufre en 2.5 mL de etilendiamina. El soélido
obtenido fue recristalizado en acetona-hexano. Se

obtuvieron 234 mg (1.18 mmol, 73%) de un solido color ligeramente amarillo; pf

131-133 °C; los datos de RMN 'H y 13C se encuentran en las Tablas 4 y 6

respectivamente (Anexo); el espectro de RMN H se muestra en la Figura 27 del
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Anexo. Los datos espectrales concuerda con los de la literatura (Dominguez-
Mendoza, 2012).

7.6.2. Sintesis del 3-[(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)metil]-1-metil-1H-
indol [5]

Se preparo a partir de 14b (250 mg, 1.47 mmol) por reaccion

N
;j con 11.8 mg (0.37 mmol) en 2.3 mL de etilendiamina. La
\ W miel parcialmente solidificada se cristalizd en acetona-

N
|\|n hexano. Se obtuvieron 158 mg (0.74 mmol, 50%) de
cristales amarillo palido: pf 118-120 °C; los datos de RMN H

e 5

y 13C se encuentran en las Tablas 4 y 6 respectivamente (Anexo); el espectro de
RMN H se muestra en la Figura 28 del Anexo. Los datos espectrales concuerdan

con los de la literatura (Dominguez-Mendoza, 2012).

7.7.Sintesis de los intermediarios para la obtencion del imidazolinilindol 6

7.7.1. N-etil-N-[(5-fluoro-1H-indol-3-il)metil]etanamina [16]

E El producto fue preparado siguiendo el procedimiento
N(EL: descrito en la literatura (Acevedo-Quiroz, 2008). En una

N\ matraz sumergido en un bafio de hielo que contenia 0.68

,!, 16 mL de formaldehido al 37% se le adicion6 lentamente 1.75

mL de &cido acético, 0.92 mL de dietilamina, y 1 g (7.4 mmol) de 5-fluro-1H-indol
15. La mezcla de reaccion se dejo en agitacion por 16.5 horas a temperatura

ambiente.

La mezcla de reaccion fue vertida sobre 20 mL de una solucion de NaOH al 10%
previamente enfriada en un bafio de hielo, se dejo en agitacion hasta la formacion
de un precipitado, posteriormente se adicioné AcOEt hasta la disolucion del
precipitado. El producto fue completamente recuperado de la fase acuosa por
extraccion con dos volumenes de 20 mL de AcOEt, se juntaron las fases organicas

y se lavaron con solucion salina (2 x 20 mL). Se secaron con Na2SOa4 anhidro, se
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filtr6 y concentr6 casi a sequedad dejando 15 mL de AcOEt, se dej6 en
refrigeracion para su cristalizacion. Se obtuvieron 1.34 g (6.1 mmol, 82% de
rendimiento) del compuesto 16 como cristales de color amarillo claro de pf 111-
113 °C.

7.7.2. 2-(5-Fluoro-1H-indol-3-il)acetonitrilo [17]

El producto fue preparado siguiendo el procedimiento descrito
CN en la literatura (Acevedo-Quiroz, 2008), a partir de una
\ solucion de 1 g (4.5 mmol) de 16 en 5 mL de MeOH enfriada

N
| 17 en un bafio de hielo bajo atmdsfera de argén y en agitacion se

H
adicionaron 0.7 mL (11.2 mmol) de yoduro de metilo (Mel). La mezcla de reaccion
se dejo en agitacion por 2 horas a temperatura ambiente. A la mezcla de reaccion
se adicionaron 3 mL de una solucion acuosa de cianuro de potasio al 20% (9.68

mmol) y la mezcla de reaccién se calent6 a temperatura de reflujo por 2 horas.

La mezcla de reaccion se tratd con 25 mL de AcOEt y 15 mL de agua. El producto
fue completamente recuperado de la fase acuosa por extraccion con dos
volumenes de 20 mL de AcOEt, las fases organicas se juntaron y se lavaron
sucesivamente con agua (2x20 mL), se secaron con Na2SOs anhidro y se
concentrd en el rotavapor. La miel parcialmente solidificada se purific6 empleando
una columna cromatogréfica y utilizando una mezcla de hexano-AcOEt (8:2) como
fase mévil. De donde se obtuvieron 0.62 g del compuesto 17 (3.6 mmol, 78% de
rendimiento), como un sélido de color café obscuro de pf 49-51 °C. El pf y los

datos espectrales concuerdan con los de la literatura (Acevedo-Quiroz, 2008).

7.7.3. 2-(5-Fluoro-1H-indol-3-il)acetato de etilo [18]

A una solucion de 200 mg (1.15 mmol) de 17 en 10 mL de
CcOo,Et etanol, se le burbujeo en un intervalo de 25 minutos cloruro
\ de hidrégeno que se generd por la adicién lenta de H2SOa4,

(30 mL) sobre NaCl (14 g), la agitacién se continu6 por 3

I—=2

18 horas a temperatura ambiente.
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A la reaccion enfriada en un bafo de hielo, se le afiadieron lentamente 10 mL de
solucion salina y el producto fue recuperado de la fase acuosa por extraccién con
dos volumenes de 20 mL de CH2Clz y después con dos volumenes de 15 mL de
AcOEt, las fases orgénicas por separado se lavaron con 15 mL de solucién salina,
se secaron con Na2SO4 anhidro, se filtraron y se concentraron en el rotavapor. El
compuesto se purificd por cromatografia en columna (hexano-AcOEt, 85:15). De
donde se obtuvieron 173 mg (0.78 mmol, 66% de rendimiento) del compuesto 18
como un solido ligeramente anaranjado de pf 74-75 °C. Los datos espectrales

concuerdan con los de la literatura (Boularot, et. al., 2007).

7.8.Sintesis de 3-[(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)metil]-5-fluoro-1H-indol [6]
7.8.1. Sintesis del imidazolinilindol 6 via el indolacetonitrilo 17 (Ruta A)

En un matraz se colocaron 200 mg (1.15 mmol) de 17, con

F
j 1.8 mL de etilendiamina y 10 mg (0.31 mmol) de azufre. La
\ , solucion resultante se calenté a temperatura de reflujo por
H
'l‘ 2 horas. Terminada la reaccién se adicionaron 20 mL de
H 6

CHCIz y 10 mL de solucion salina, el producto fue
recobrado de la fase acuosa por extraccion con CHCIs (3 x 15 mL), se juntaron las
fases organicas y se lavaron con 15 mL de solucion salina, se secaron con

Na2SO4 anhidro, se filtraron y se concentré a vacio en el rotavapor.

El compuesto se purific6 por cromatografia en columna, por gradiente, usando
inicialmente una fase movil de hexano-AcOEt (7:3) y posteriormente una fase
movil de MeOH-AcOEt (6:4), de donde se obtuvieron 143 mg (0.66 mmol, 57% de
rendimiento) de 6 como un sélido ligeramente amarillo: pf 118-120 °C (119-121 °C;
Wysong, et al., 1968); Rr = 0.32 (Hexano-AcOEt, 7:3); EMIE (m/z): 217 + H* (100);
IR (CHCI3) Vmax 3487 (N-H), 1637 (C=N) cm; RMN H y 3C ver Tablas 4y 6
respectivamente (Anexo); el espectro de RMN H se muestra en la Figura 29 del

Anexo.
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7.8.2. Sintesis del imidazolinilindol 6 via el éster 18 (Ruta B)

En un matraz se colocaron 150 mg (0.68 mmol) de 18 y 1.8 mL de etilenglicol, se
calienta un poco para disolver y a la soluciéon resultante se adicionaron 0.53 mL
(7.93 mmol) de etilendiamina y finalmente gota a gota se afiadio 0.1 mL de H2SOa.
La mezcla de reaccion se calent6é a temperatura de reflujo por 3 horas. Terminada
la reaccién, la mezcla fue tratada con 10 mL de solucién salina y el producto fue
recuperado de la fase acuosa por extraccion con CHCIs (3 x 25 mL), se juntaron
las fases organicas y se lavo con 15 mL de agua, se secO sobre Na:SO4 y se
concentrg a vacio en el rotavapor. El compuesto se purificé por cromatografia en
columna como se describié anteriormente y se obtuvieron 56 mg (0.26 mmol, 30%

de rendimiento) de 6 con las mismas caracteristicas anteriormente descritas.

7.9.Evaluacion de la actividad antibacteriana

La evaluacion de la actividad antibacteriana fue realizada en el laboratorio de
Bacteriologia Médica del departamento de Microbiologia de la Escuela Nacional
de Ciencias Bioldgicas (ENCB) del Instituto Politécnico Nacional bajo la tutoria del

Dr. Gerardo Aparicio Ozores.

Los estudios experimentales in vitro se llevaron a cabo siguiendo las
recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013) con
algunas modificaciones. Para este trabajo en particular se emple6 el método de

microdilucién en pozos.

Para el ensayo de la actividad antibacteriana se emplearon caldo Mueller Hinton
(Bioxon) y agar soya tripticaseina (Dibico) los cuales fueron preparados segun las
especificaciones de la empresa y esterilizados en autoclave a una presion de 15

psi durante 15 min.
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7.9.1. Determinacién de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM)
a) Preparacion del in6culo

Se ensayaron cuatro cepas bacterianas procedentes de la American Type Culture
Collection (ATCC). Gram negativas: Escherichia coli (ATCC 25922) vy
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); Gram positivas: Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) y Listeria monocytogenes (ATCC 19115).

Las cepas se cultivaron en cajas Petri en medio agar soya tripticaseina a 37 °C
durante 18-24 h; se tomaron de 2 a 5 colonias (de similar morfologia) y se
suspendieron en 2 mL de caldo Mueller Hinton (MH) para obtener una suspension
equivalente al estandar de turbidez 0.5 de McFarland (1 x 108 UFC/mL).
Posteriormente se transfirieron 20 puL de la suspension estandarizada a 2 mL de
caldo MH (1 x 10®° UFC/mL), se mezclaron por 15 a 20 segundos, de esta
suspensiéon se tomaron 1.6 mL y se adicionaron a 14.4 mL de caldo MH para
obtener una densidad final de 1 x 10> UFC/mL. El in6culo se us6 dentro de los 20

minutos siguientes de la preparacion.

b) Preparaciéon de las microdiluciones seriadas

Se prepararon soluciones stock de los compuestos a una concentracion 10240
ug/mL  en dimetilsulféxido (DMSO) de grado analitico, las cuales fueron
conservadas en congelacion a -20 °C.

Como se habia mencionado anteriormente la CIM de los compuestos se evalu6
mediante el ensayo de microdilucion en caldo, el cual se realizé en placas de 96
pozos, de acuerdo al procedimiento siguiente: a los pozos de la primera columna
se les adicionaron 50 pL de caldo MH a doble concentracion y a los pozos de la
columna 2 a la 11 se les adicion6 50 pL de caldo MH a concentracion simple. Se
depositaron 50 pL de la solucion stock (10240 pg/mL) del compuesto a evaluar, el
medio de cultivo y el compuesto se mezclaron muy bien, reduciendo la
concentracion del compuesto a 5120 pg/mL. Posteriormente se realizaron
diluciones sucesivas 1:2; se tomd la mitad del volumen (50 pL) y se transfirié al

siguiente pozo, se mezclé el contenido y se volvio a tomar 50 pL que se
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transfirieron al siguiente pozo, y asi sucesivamente hasta terminar. Y a
continuacién se adicionaron 50 L de la suspensién bacteriana (1 x 10°> UFC/mL),
reduciendo la primera dilucion de los compuestos a 2560 pg/mL, y también se
redujo el in6culo del microorganismo a una densidad final de 5 x 10* UFC/mL. El
volumen final que cada pocito fue de 100 pL con las siguientes concentraciones
2560, 1280, 640, 320, 160, 80, 40, 20, 10,5y 2.5 pg/mL.

Las tres primeras filas de la placa se utilizaron para los controles y se prepararon
de manera similar a los compuestos; la primera fila fue destinada al control de
toxicidad del disolvente (diluciones de DMSO + in6culo), la segunda fila se destiné
al control positivo (gentamicina 0.25-250 pg/mL + in6culo), y la tercer fila al control
negativo (medio de cultivo + in6culo) y al control de contaminacion (medio de

cultivo sin inocular).

Las microplacas se incubaron a 37 °C en aerobiosis, por espacio de 18-24 horas.
Después del tiempo de incubacion, se realiz6 la observacion visual de cada una
de las concentraciones evaluadas y se procedié a la adicion de 10 ulL/pozo
(5mg/mL) de bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolium (MTT)
(Sigma®); las placas se incubaron por 30 minutos a 37 °C. El MTT es un indicador
de actividad biolégica debido a que actla como aceptor de electrones y es
reducido, desencadenando un color violeta cuando hay actividad de las bacterias
(metabolismo activo) y quedando amarillo en caso contrario. Por consiguiente,
consideramos la CIM, como la menor concentracion del imidazolinilindol capaz de

inhibir el desarrollo bacteriano (Ver Tabla 2).

Las pruebas se realizaron por triplicado en dos ensayos por separado para cada
bacteria. Durante los ensayos se observo que el DMSO tiene un efecto inhibitorio
sobre las bacterias en las dos primeras diluciones para S. aureus, L.
monocytogenes y E. coli, en el caso de P. aeruginosa se observo un efecto hasta
la tercera dilucién. Por lo cual los resultados se consideraron confiables en el

rango de concentracion de 640 a 2.5 pg/mL y 320 a 2.5 pg/mL respectivamente.
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A continuacion en la Figura 22 se muestran los resultados de un ensayo de la CIM
de los imidazolinilindoles frente a Staphylococcus aureus (Los resultados frente a

las otras bacterias se encuentran en el apartado 10.2 del Anexo):

[640] [320] [160] [80] [40] [20] [10] [51 [2.5] pg/mL

c¢) Imidazolinilindol 2 (CIM 80 pg/mL)




[640] [30] [160] [80] [4] [20] [10] . ug/mL
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Figura 22. Resultados de la determinacion de la CIM de los imidazolinilindoles
frente a S. aureus. Los controles (inciso a), y los imidazolinilindoles 1-6 (incisos b-
9)-




7.9.2. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB)

A partir de las diluciones en las cuales no se observé crecimiento en el ensayo de
CIM, de estas se tomaron indculos con un asa calibrada y se colocaron en placas
de agar soya tripticaseina, las cuales se incubaron a 37 °C durante 18-24 horas.
La CMB se defini6 como la concentracion mas baja que demostré la destruccion
de la poblacién en un 99% (Figura 23), en algunos casos el pozo de la menor
concentracion del imidazolinilindol en el que no se observd crecimiento
correspondio a la CMB. (Ver tabla 2).

’ A\
Gentamicina
(0.25 pg/mL)

Control
crecimiento

) 4
Comp. 2
(80 pg/mL)
Comp. 2 . g B
(80 pg/mL) i

Figura 23. Determinacién de la CMB de los imidazolinilindoles 2 y 3 frente a S.
aureus.

Comp. 3
(160 pg/mL)

s
Comp. 2
(80 pg/mL)

\
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CONCLUSIONES

Se realiz6 la sintesis de seis imidazolinilindoles en rendimientos del 30 al
75%.

A X4

X/
°

Se encontré que la ruta de sintesis de los imidazolilmetil indoles via el
acetonitrilindol, es mas eficiente que aquella que usa como sustrato el éster

del &cido indolilacético correspondiente.

X/
°e

Los compuestos obtenidos fueron caracterizados por medio de RMN *H,
RMN 13C, IR y espectrometria de masas.

% Se observd que la actividad antibacteriana de los imidazolinilindoles se
favorece con la presencia del flior en el anillo del indol, con la sustitucion
en posicion 2 del indol por el anillo de imidazolina y por la ausencia del

metileno que une a ambos heterociclos.

% Se encontr6é que las bacterias Gram positivas resultaron mas susceptibles a

los imidazolinilindoles que las bacterias Gram negativas.
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10. ANEXO

10.1.Espectros y Tablas de RMN Hy 13C
10.2.Resultados de la evaluacién biolégica
10.2.1. Resultados de la concentracion inhibitoria
imidazolinilindoles frente a Listeria monocytogenes
10.2.2. Resultados de la concentracion inhibitoria
imidazolinilindoles frente a Escherichea coli
10.2.3. Resultados de la concentracion inhibitoria

imidazolinilindoles frente a Pseudomona aeruginosa
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Figura 24. Espectro de RMN 'H del imidazolinilindol 1.
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Figura 25. Espectro de RMN *H del imidazolinilindol 2.
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Figura 26. Espectro de RMN *H del imidazolinilindol 3.




Figura 27. Espectro de RMN H del imidazolinilindol 4.
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Figura 29. Espectro de RMN *H del imidazolinilindol 6.
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Figura 30. Espectro de RMN H del 2-(5-Fluoro-1H-indol-2-il)acetato de etilo 13.
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Tabla 3. Datos de RMN *H de los imidazolinilindoles 1, (CD30OD), 2 (CD3COOD) y 3 (DMSO-ds) con TMS como
referencia interna. Desplazamientos quimicos (&) en partes por millon (ppm) y constantes de acoplamiento (J) en Hertz
(H2).

1:R'=H,n=0

2:R'=F,n=0
3:R'=F,n=1
H-3 H-4 H-5 H-6 H-7 H-10 H-11
12 o 6.94 s 7.58 dm 7.05 td 7.20 td 7.41 dm 3.75s -
J - 8.2 8.2,1.2 8.2,1.2 8.2 -
2a o 7.36 s 7.29dd - 7.11 td 7.55 dd 4.01s -
- 9.4,24 - 9.4,2.4 9.1,4.4 -
3 o 6.22 dm 7.16 dd - 6.82 ddd 7.29 dd 3.41sa 3.59s
J 0.7 10.1,2.5 - 9.7,88,26 88,47 - -

aLos hidrogenos labiles unidos a nitrégeno (N-H) intercambian con el deuterio del disolvente.
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Tabla 4. Datos de RMN *H de los imidazolinilindoles 4, 5 (CDCI3) y 6 (DMSO-ds) con TMS como referencia interna.

Desplazamientos quimicos (&) en partes por millon (ppm) y constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz).

R! N
2 b 7 1 2
3a o\ 4:R'"=R“=H
10 .pl= 2 _
6 \ ¥ 5.R1—H,R2—Me
; 7a N 2 6:R'=F,R“=H
1,
H-2 H-4 H-5 H-6 H-7 H-9 H-10 H-11
4 o) 6.96 sa 7.53 dm 7.04 td 7.12td 7.33 dm 4.30 sa 3.45s 3.67s
J - 7.9 75,12 7.5,1.2 7.9 - - -
5 o 7.00 sa 7.63 dm 7.13td 7.25td 7.31 dm 4.15 sa 3.55s 3.76 s
J - 8.1 74,12 7.4,1.2 8.1 - - -
6 o) 7.27 sa 7.29-7.35m - 6.88 td 7.29-7.35m 11.10 sa 3.38s 3.23s
J - 9.3,2.4 - - - -
4:10.13 (1H, N-H, sa);
5: 3.76 (3H, N-Me, s);
6: 11.07 (1H, N-H, sa).
( )|
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Tabla 5. Datos de RMN *3C de los imidazolinilindoles 1, (CDz0D), 2 (CD3COOD) y 3 (DMSO-ds) con TMS como

referencia interna. Desplazamientos quimicos (&) en partes por milléon (ppm).

1:R'=H,n=0
2:R'=F,n=0
3:R'=F,n=1

C-2 C-3 C-3a C-4 C-5 C-6 C-7 C-7a C-8 C-10 C-11
1 127.9 104.1 127.1 119.7 120.9 123.5 1113 137.1 160.1 49.0 -
2 121.7 111.4 128.0 107.0 160.0 116.7 1155 136.5 159.5 45.7 -
3 136.8 100.2 128.4 103.9 156.9 108.2 111.7 132.9 164.4 49.3 28.2

76

—
| —



Tabla 6. Datos de RMN *3C de los imidazolinilindoles 4, 5 (CDCIz) y 6 (DMSO-ds) con TMS como referencia interna.

Desplazamientos quimicos (&) en partes por millon (ppm).

4:R'=R?=H
5:R'=H, R®=Me
6:R'=F,R?=H

C-2 C-3 C-3a C-4 C-5 C-6 C-7 C-7a C-8 C-10 C-11

4 1235 108.7 1269 118.2 119.2 121.7 1115 1364 167.9 49.2 25.5

5 1276 1085 1276 1188 1193 1219 109.3 137 167.3 49.9 25.8

6 126.1  109.7 127.6 103.6 1569 109.3 1125 133 167.2 49.1 25.3

4: 32.6 (N-Me).
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Tabla 7. Datos de RMN 'H de 2-(5-Fluoro-1H-indol-2-il)acetato de etilo 13 en CDCIs con TMS como referencia interna.

Desplazamientos quimicos (&) en partes por millon (ppm) y constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz).

H-3 H-4 H-6 H-7 H-8 H-9 H-10 NH
13 &5 630dm 7.18dd 6.89ddd 7.24dd  3.81s 421q 130t  8.73sa
J 1.2 9.6,2.5 9'22’ 2'8’ 8.5, 4.1 ] 71 71 i
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Tabla 8. Datos de RMN 13C de 2-(5-Fluoro-1H-indol-2-il)acetato de etilo 13 en CDClz con TMS como referencia interna.

Desplazamientos quimicos (&) en partes por millon (ppm).

C-2 C-3 C-3a C-4 C-5 C-6 C-7 C-7a C-8 C-9 C-10 C=0

13 1324 1019 1285 1049 1577 1099 111.3 132.7 33.8 61.4 14.1 170.5
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10.2. Resultados de la evaluaciéon antibacteriana

10.2.1. Resultados de la concentracion inhibitoria minima de los

imidazolinilindoles frente a Listeria monocytogenes (Figura 31):

[640]

—

[320] [160] [80] [40] [20] [10] [5] [2.5] we/mL

< R —— ——

DMSO
¢l Gentamicina

Testigos

80

et

(
{



[540] [80] [40] ug/mL

[320] [160] [20] [10] [51 [2.5]

g) Imldazollnlllndol 6 (CIM 640 ug/mL)

Figura 31. Resultados de la determinacion de la CIM de los imidazolinilindoles
frente a L. monocytogenes. Los controles (inciso a), y los imidazolinilindoles 1-6
(incisos b-g)
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10.2.2. Resultados de la concentracién inhibitoria minima de los

imidazolinilindoles frente a Escherichia coli (Figura 32):

[640] [320] [169] [80] [40] [20] [10] [51 [2.5] pg/mL

Gentamicina

Testigos

c¢) Imidazolinilindol 2 (CIM= 160 pg/mL)
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[640] [320] [160] [80] [40] [20] [10] [5] [2.5] wme/mL

9) Imldazolmlllndol 6 (CIM 640 pg/mL)

Figura 32. Resultados de la determinacion de la CIM de los imidazolinilindoles
frente a E. coli. Los controles (inciso a) y los imidazolinilindoles 1-6 (incisos b-g).
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10.2.3. Resultados de la concentracion inhibitoria minima de los

imidazolinilindoles frente a Pseudomona aeruginosa (Figura 33):

[640] [320] [160] [80] [40] [20] [10] [51 [2.5] pg/mL

~ 3 “‘- P s v {5 w:-. n
gz n{/w w.’/ A it o7 ,,..,q-l',/_,\ AT TN 2
' ‘ A IR | % E "./ . .
» < RN - MY - a0 .. )N .. ) SRR ) MR | Gentamicina

e o

v / H
Testigos

r'Y Y ¥ ¥ X
)

s/\ /\ 4L\ N

- “ 4 Y N7 N7

';}\ 1\ AAA RS
N N

J\J\

c¢) Imidazolinilindol 2 (CIM= 320 pg/mL)
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[640] [320] [160] [80] [40] [20] [10] [5] [2.5] ug/mL

‘z*)f,z,) ‘}\ )’\,;}i )\ J‘\ _ll"‘:

M }k )x )\J\ j\ /\

29

d) Imidazollnllmdol 3 (CIM— 320 ug/mL)

y} h/ ._,/ b‘ “! ‘
- & . ‘( s‘/ —.- ‘-F
A )" j j W O &

9) Imldazolmlllndol 6 (CIM> 320 pg/mL)

Figura 33. Resultados de la determinacion de la CIM de los imidazolinindoles
frente a P. aeruginosa. Los controles (inciso a) y los imidazolinilindoles 1-6 (incisos

b-g).
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