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CAPITULO 1




1. RESUMEN

Las sulfanilamidas fueron las primeras drogas eficaces empleadas para el tratamiento
sistémico de infecciones bacterianas en el ser humano, sin embargo investigaciones recientes
han demostrado que hay resistencia a bacterias Gram positiva: Staphylococcus Aureus y

Gram negativa: Escherichia Coli, por lo que se busca potencializar su efecto.

En el presente trabajo se llevo a cabo la sintesis de 6 productos que derivan de la

sulfanilamida.

Inicialmente se sintetizd el compuesto 4-(4-(iminometil N, N dimetilbenzenamina)
bencenosulfonamida (A), a partir de sulfanilamida y p-dimetilaminobenzaldehido, esta
reaccion se llevé a cabo calentando el contenido del matraz a reflujo a una temperatura de 75

°C en agitacién constante [Esquema 1].

Posteriormente se sintetiz6 el compuesto 4-(4-(1-iminopropil-1-enyl)benzeno)
bencenosulfonamida (B), partiendo de sulfanilamida y cinamaldehido, esta reaccion se llevé
a cabo calentando el contenido del matraz a reflujo a una temperatura de 60 °C en agitacién

constante [Esquema?2].

De igual manera se sintetiz6 el compuesto 4-(4-(iminometil) 1metoxi4-metilbenceno)
bencenosulfonamida (C), partiendo de sulfanilamida y vainillina, para llevar a cabo esta

sintesis se utilizaron las mismas condiciones que el compuesto A. [Esquema3].

A cada producto se le dio seguimiento por cromatografia en capa fina, se purificaran
por cromatografia en columna y se caracterizaran por las técnicas espectroscopicas: FT-IR,
espectrometria de masas y punto de fusién. Finalmente determinaremos su actividad
antibacteriana contra de Staphylococcus aureus; una bacteria Gram positiva y Escherichia

coli, una bacteria Gram negativa.
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Esquema 3. Sintesis del compuesto C.

Como segunda parte de este trabajo de tesis se sintetizaron complejos de cobre y vanadio
a partir de los compuestos anteriormente formados. EI complejo 1 se sintetizé a partir del
compuesto A y metavanadato de sodio a reflujo y agitacidn constante a temperatura de 65°C
[Esquema 4], posteriormente, se sintetizo el complejo 2 a partir del compuesto A y cloruro
de cobre a reflujo, agitacion constante y temperatura de 70°C [Esquema 5]. Finalmente, se
sintetizo el complejo 3 a partir del compuesto C y metavanadato de sodio utilizando reflujo,

con agitaciobn constante 'y a una temperatura de 75°C [Esquema6].




A cada compuesto sintetizado se le dara seguimiento por cromatografia en capa fina,
se purificaran por cromatografia en columna y se caracterizaran por las siguientes técnicas
espectroscopicas: FT-IR, espectrometria de masas, punto de fusion.

Finalmente se analizara su efecto antibacteriano de todos los compuestos sintetizados.
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2. INTRODUCCION

Las sulfanilamidas son utilizadas como antibi6ticos para enfermedades de tipo
infecciosas contra bacterias Gram positiva y Gram negativa [Figura 1 y Figura 2].
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Figura 1. Agrupacion caracteristica en racimo de uvas de este género.

A) B)

Figura 2. (A) Estructura caracteristica de Salmonella, (B) Estructura caracteristica de Eschericha coli.
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Estas bacterias, son las responsable de aproximadamente 630 millones de casos de
diarrea en el mundo y entre 5 a 6 millones de muertes al afio, afectando principalmente a la

poblacion infantil de paises en desarrollo 2.

En 1939 Jensen y colaboradores, reportaron el uso de sulfanilamida tdpica que

disminuye notablemente el indice de infeccion en los pacientes con lesiones abiertas 2.

Se ha demostrado que la sulfanilamida, compite rapidamente con el acido p-
aminobenzoico (PABA), ocupando su lugar en el centro activo de la enzima que cataliza la
sintesis de acido fdlico. Por lo tanto la sulfanilamida es un inhibidor competitivo de la

enzima, haciendo que las bacterias no puedan desarrollarse 3.

En los Gltimos afios se han sintetizado derivados de sulfanilamidas y esto ha marcado
el inicio de nuevos compuestos con mayor actividad bactericida, se ha demostrado una
mayor inhibicién en el crecimiento de Lactobacillus, Streptococcus, Staphylococcus Aureus

y Escherichia Coli, cuando la sulfanilamida se combina con el p-aminobenzamida®.

Ademas, en diferentes laboratorios de investigacion, se han sintetizado derivados
organometalicos. En 2015 en la Universidad de Southampton, Reino Unido, realizaron la
sintesis de nuevos complejos de cobre, los cuales muestran excelentes propiedades
inhibidoras de Anhidrasa carbénica, un elemento esencial para la reproduccion de las
bacterias, esto demuestra que el cobre y sus derivados inhiben el crecimiento de microbios
que causan infecciones (norovirus) de manera eficaz®. Durante los Gltimos afios se han
desarrollado complejos de hierro con sulfanilamida los cuales presentan actividad
antimicrobiana especifica contra Escherichia Coli®. Otro metal capaz de inhibir el
crecimiento de microorganismos es el vanadio, que por si solo presenta efecto bactericida,

desinfectante y astringente.

Cabe resaltar que en este trabajo de tesis se sintetizaran derivados de vanadio y
cobre buscando potencializar su accion contra Escherichia Coli y Staphylococcus Aureus.




3. JUSTIFICACION

En el presente trabajo de tesis, se llevé a cabo la sintesis de complejos de cobre y
vanadio a partir de derivados de sulfanilamida. Generalmente las sulfanilamidas presentan
un efecto antibacteriano y bacteriostatico, sin embargo en los ultimos afios este efecto ha

disminuido gradualmente ya que las bacterias presentan una mayor resistencia.

Por consiguiente, en esta tesis se busca desarrollar nuevos complejos de cobre y

vanadio capaces de aumentar un efecto antimicrobiano.
4. HIPOTESIS

La sintesis de complejos de cobre y vanadio a partir de derivados de sulfanilamida

presentara una mayor actividad antimicrobiana.
5. OBJETIVOS GENERALES

Evaluar el efecto antimicrobiano de complejos de cobre y vanadio sintetizados en el

laboratorio a partir de sulfanilamida.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar la sintesis del compuesto A partiendo de sulfanilamida y p-
dimetilamidobenzaldehido a reflujo con temperatura de 75°C.

2. Sintetizar el compuesto B a partir de sulfanilamida y cinamaldehido a reflujo con
temperatura de 60°C.

3. Sintetizar el compuesto C, partiendo de sulfanilamida y vainillina a reflujo, con
temperatura de 75°C.

4. Realizar la sintesis de dos complejos vanadio utilizando el compuesto A y C con

metavanadato de sodio.
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Realizar la sintesis de un complejo de cobre utilizando el compuesto C con cloruro
de cobre.

Separar cada compuesto por cromatografia y caracterizar a cada uno de ellos por FT-
IR, espectrometria de masas y punto de fusion.

Realizar pruebas antimicrobianas a los compuestos anteriormente sintetizados contra

Escherichia Coli y Staphylococcus Aureus.
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CAPITULO 2




6. ANTECEDENTES
6.1. Descubrimiento de la sulfanilamida

El descubrimiento de la actividad antibacteriana de sulfanilamidas marco el inicio de

los agentes quimioterapeuticos.

La actividad antimicrobiana de la sulfanilamida era reducida, en comparacion con la
actividad de la penicilina, sin embargo el impacto de las sulfanilamidas en medicina fue
enorme. Por primera vez en la larga y heroica lucha de la humanidad contra las bacterias se

disponia de un gran agente eficaz y seguro, frente a infecciones ’.

La sulfanilamida fue sintetizada en 1908 por el quimico austriaco Paul Gelmo [Figura 3].

Figura 3. Paul Gelmo (1879-1961)

Cuando investigaba la obtencién de colorantes para el sector textil Paul Gelmo
encontré un compuesto que lo registro con el nombre de prontosil, posteriormente en 1932
descubrieron gque este compuesto presentaba propiedades antibacterianas. Cabe resaltar que
el compuesto sintetizado deriva de la sulfanilamida [Figura 4] y cuando se administraba en

dosis altas, los enfermos presentaban acidosis metaboélica y excretaban orina alcalina 8.

13
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Figura 4. Estructura de la sulfanilamida.

Paul Gelmo describio la preparacion de sulfanilamida mediante la siguiente serie de
reacciones [Esquema 7].

PCls NHs;
CH3;CONH SO,Na—»= CHgCONHOSOZCI
HCI
NH, SO,NH, -—— CH3CONH SO,NH,

Esquema 7. Preparacion de la sulfanilamida.

Hoy en dia se encuentra una patente mas reciente que describe la preparacion de

sulfanilamida a partir de cloro-benceno [Esquema 8] modificando la Gltima etapa *°.

CISOzH
— 3 Cl SOZCI —> SO,NH,

CU20

Esquema 8. Preparacion de sulfanilamida a partir de cloro benceno.
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Otro método para la sintesis de sulfanilamida es a partir de la anilina protegida en
forma de acetanilida que reacciona con el acido clorosulfénico (HCISOs) para dar un cloruro
de &cido sulfanico el cual posteriormente reacciona con una amina primaria 0 amoniaco

seguido de hidrolisis para dar el correspondiente producto *[Esquema 9].

CH CHg
CH, 3
NH, A HN—=0 HN A o) NH,
HN o :
(CHsCO) 20
3 i HCISO3 RiNH2 N;Z)r;?is
SO,ClI SO,NHR; SONHRy
- " Cloruro de Acetamida

Anilina Acetanilida Acido Sulfanico de la sulfonamida sulfanilamida

Esquema 9. Sintesis de Sulfanilamida.

Més adelante se descubrid la accion terapéutica de la sulfanilamida estudiando el
efecto de los cambios en la estructura molecular. Cuando se realizaron modificaciones en el
grupo funcional amina como se ha escrito anteriormente, se encontré poco o ningn cambio

en la actividad quimioterapéutica de los compuestos 2.

Como primer paso para probar la hipétesis, de una mayor eficacia de sulfanilamida en
comparacion con el prontosil se estudio experimentalmente la actividad quimioterapéutica y
la eficacia frente a infecciones estreptococicas de ambos farmacos determinando que la

accion de la sulfanilamida es mas simple, barata y eficaz en comparacién con el prontosil 2.

Las investigaciones no se han detenido para encontrar otros derivados solubles de
sulfanilamidas; en 1938 Max Dohrn y Paul Dietrich, vinculados a Schering A.G.,
reprodujeron el proceso de acetalizacion utilizando el propio organismo para su
desintoxicacién y junto con Eleanor Bliss director de investigacion (1899-1987) del Hospital
Baltimore, trabajaron experimentalmente en los afios centrales de la década de 1930 sobre
sulfapiridinas encontrando que este compuesto es muy eficaz para combatir enfermedades

infecciosas. 14,
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Una de las noticias que se divulgaron a través de la prensa escrita Internacional en
relacion con los nuevos antibidticos fue la del hijo del presidente estadounidense Roosevelt
durante su ingreso en el Hospital de Boston por una infeccion grave por estreptococo (El
joven Roosevelt salvado por un nuevo farmaco), asi se titulaba una de las noticias publicadas,
el hecho de haber empleado sulfanilamida, para tratar la grave enfermedad incidio de forma
especial en la opinién publica, para dar a conocer la posibilidad terapéutica de este
antibiotico, evitando la muerte de el joven Roosevelt.

Gracias a este hecho aparecieron méas noticias del farmaco a través de resumenes
semanales y articulos de nuevo control de las infecciones destacaban a las sulfamidas como
uno de los hallazgos més relevantes del afio y atribuian a Domagk la hazafia como autor del

trabajo que conduciria a su utilizacion clinica 1.

Més adelante, investigadores franceses observaron que la sulfonamidocrisoidina,
[Figura 10] tras su paso por el organismo, se metabolizaba a sulfanilamida verdadero
principio activo, causante de los efectos terapéuticos contra microorganismos sin imaginar

su futura utilidad terapéutica 6.

a) H,N N=N—@SOQNH2

NH,

&) H,N SO,NH N/

Figura 10. Estructura quimica de la sulfamidocrisoidina (a), sulfanilamida (b) y sulfapiridina (c).

Dos afios mas tarde, publicaciones de articulos periodisticos trataban sobre la sintesis
quimica de diversos derivados de sulfamidas y experimentos realizados en laboratorios
obteniendo datos que ampliaban el uso de sulfanilamidas a mas enfermedades infecciosas,

meningitis, gonorrea y erisipela, entre otras 7.
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6.2 Derivados de las sulfanilamidas

Whitby y colaboradores, en 1938 utilizaron la sulfapiridina en ratones de laboratorio
[Figura 11], determinando que este compuesto era activo contra infecciones neumocacicas,
posteriormente, se aplicd este mismo farmaco en humanos obteniendo resultados favorables
contra la neumonia, el compuesto se utiliz6 clinicamente casi de inmediato y su uso se
generalizo, mas tarde otros derivados lo han desplazado ya que poseen propiedades mas

eficientes para el tratamiento de la neumonia 8.

X

HZNOSOZNH- | =
N

Figura 11. Estructura de Sulfapiridina

En este mismo afio, Wollenberg, Anderso y Abromowitz tras haber realizado varios
experimentos en el laboratorio con sulfapiridina, obtuvieron resultados satisfactorios para el
tratamiento contra la enfermedad de Lupus, y posteriormente, Weiner informd sobre el
seguimiento a cuatro pacientes, dando como resultado mejoria solamente en dos de ellos que
aun no se encontraban en una etapa terminal como los otros dos pacientes que no presentaron

ninguna mejoria.

En 1940, el grupo dirigido por Eli Kennerly Marshall logr6 sintetizar la
sulfanilguanidina [Figura 12] este compuesto es considerado Util para combatir casos de
disenteria bacilar cuya baja solubilidad del farmaco prolonga su actividad, convirtiéndolo en
remedio imprescindible para las campafias militares desarrolladas en el Centro Europeo,
también en 1940, el equipo dirigido por Richard Roblin, vinculado a Stamford Research
Laboratorios of the American Cyanamid Company, en los primeros meses de la década
sintetizé una sulfadiazina (2-sulfanil-amido-pirimidina o sulfapirimidina), de baja toxicidad

cuya utilidad terapéutica fue probada clinicamente.
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NH2 S|—NH
0
Figura 12.Sulfanilguanidina
Posteriormente, T.Mann y D.Keulin de la Universidad de Cambridge descubrié que
derivados de sulfanilamida inhiben la anhidrasa carbonica [Figura 13] una enzima que

cataliza la formacion de cido carbdnico de la bacteria a partir de anhidrido carbdnico y agua
19

' R-SO2 — NH2

H20 =—=—> HCO<—= H*+HCOs:

Figura 13. Inhibicion de la anhidrasa carbonica por sulfanilamida.

Por su analogia estructural con el &cido carbonico destruye bacterias pero no dafia a la
célula, las sulfamidas son activos a bacterias Gram positivas y negativas, la eficacia y

aplicaciones terapéuticas de estos compuestos son el grado de ionizacion.

En 1942 ya se habian sintetizado y estudiado méas de 5.400 estructuras de sulfamidas y

para 1949 ya estaban disponibles en el mercado 57 preparaciones orales y 63 topicas %°.

El grupo maés significativo de las “sulfanilamidas” es el amino-benzol-sulfamida
registrado en nuestro pais compuesto por dieciséis expedientes, la mayor parte de estos
registros presentados por empresas de origen aleman, suizo, y en menor proporcion se

encuentra registros de empresas espafiolas 2.

18
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La sulfanilamida presenta un color blanco, es inodora y poco soluble en alcohol y agua,
su punto de fusién esta entre 163-167° C, esté indicada para infecciones por estreptococos,
infecciones agudas de la boca y colitis ulcerosa entre otros padecimientos %2.

6.3 Importancia de sulfanilamidas durante la segunda guerra mundial.

Durante la Segunda Guerra Mundial se emplearon las sulfamidas en forma topica y por

via oral para tratar las heridas de guerra.

Ademas de reducir el nimero de infecciones, las sulfamidas salvaron vidas durante

largas esperas de los heridos para poder ser atendidos por los medicos militares.

Howard Florey y colaboradores durante la Segunda Guerra Mundial sefialaron la gran
importancia y eficacia de las sulfanilamidas para tratar las heridas causadas por la guerra.

En 1950 la eficacia terapéutica de la sulfanilamida, aparecio en el articulo “el creciente
milagro de las sulfamidas” cuyo contenido poseia gran parte de informacion, con clara

orientacion, dando a conocer los efectos contra bacterias 2324,
6.4 Actividad de sulfanilamidas.

Bell y Roblin Jr. Investigadores de Journal of the American Chemical Society sobre la
actividad bacteriostatica contra Escherichia Coli, de los compuestos de tipo sulfanilamida
puede correlacionarse, que el tipo de inhibicién requerido para un sistema enzimatico
producido por los derivados de sulfanilamida es competitivo y esencial con caréacter negativo
de las constantes de disociacion acidas grupos SO: basandose en una evidencia observada en
un experimento presentado en la conferencia de sulfanilamidas para demostrar que mientras
mas negativo es el SO2, mayor actividad tiene el compuesto 2° y cuando se presenta un alto
grado de especificidad de los sistemas enzimaticos es bien reconocida la actividad
bacteriostatica de esta clase de compuestos, aumentando hasta un maximo y luego
disminuyendo a medida que aumenta la acidez de los compuestos. Esto se refleja en un grupo
amino por sus propiedades basicas, y en el grupo carboxilo por sus propiedades acidas
(relacionado con el pKa) y la lipofilia 2.
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7. EFECTOS BIOQUIMICOS DE LAS SULFANILAMIDAS
7.1 Derivados de la sulfanilamida con mayor efecto bacteriostatico y anticancerigeno.

Practicamente todos los derivados de sulfanilamida de esta clase son demasiado acidos
para mostrar el maximo poder bacteriostatico[Figura 14].

0, 0 N7
< N ooﬂ
W, Sy N
0 :
HN
HN

2

Sulfanilamida Sulfadiazina

N-0 0—

O\\Sl/o/&)\ \\ 7 \
/@ \u / CH3 0 \ 3
HZN
Sulfametoxazol Sulfisoxazol
OH
HZN
Acido
paraaminobenzoico

Figura 14. Derivados de sulfanilamida.

En 1988 investigadores quimicos Kumler, Daniels y Hitchings tuvieron un nuevo
interés por la sulfanilamida que al combinarse con un potente agente antibacteriano producia
un mayor efecto contra bacterias indicando que el grupo sulfanilamida es significativo para
incrementar su actividad, a mayor competencia entre el &cido p-amino-benzoico que afecta
al grupo amino mayor sera su efecto bacteriostatico, haciendo a la sulfanilamida una opcion
de agente en la quimioterapia llegando a todos los tejidos del organismo, para ejercen su
accion causando una serie de sintomas, secundarios como: vomito, nauseas, cefalea, anemia

hemolitica y fiebre 7.
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7.2 Resistencia de las sulfanilamidas en mecanismos bioquimicos.

Actualmente se ha encontrado que la sulfanilamida ha presentado un gran efecto

antimicrobiano, a continuacion se describen algunos de ellos:

v Bypass metabdlico: las bacterias pierden la capacidad de sintetizar folatos y los

incorporan del medio.

v Aumento en la produccidn del 4cido para-amino benzoico (PABA): los niveles de

PABA se hacen tan altos que los niveles de sulfanilamidas en accion terapéutica no
son suficientes para inhibir la sintesis de dihidrofolato.

v" Inactivacién enzimatica Cadena de reacciones metabolicas que inhibe por completo

a todo el proceso metabolico involucrado y ejerce un efecto profundo y fatal sobre el

organismo (inhibicidon competitiva, inhibicién no competitiva) .
7.3 Mecanismos de accion de las sulfanilamidas.

Las sulfanilamidas inhiben competitivamente la incorporacién de PABA por su
semejanza quimica, impidiendo a partir de este precursor, la sintesis de &cido félico [Figura
15], factor esencial en el crecimiento de los microorganismos; cuando la bacteria adquiere la

capacidad de producir PABA o de inhibir las sulfanilamidas, se transforma en resistente.

HoN QSO?NHp HpNOCOOH

(a) Sulfanilamide (b) p-Aminobenzoic acid
o o)
N H 48 \ 1]
Rty .
HN | j CHz;N <_> ¢ cooH
/\\\ = HN—C—H
HoN N N |
CH,
|
COOH

‘c) Folic acid
Figura 15. (a) Sulfanilamida funcionan como analogos estructurales del (b) acido para-amino

benzoico (PABA), inhibiendo la sintesis del (c) acido tetrahidrofélico.

El efecto sinérgico de las sulfanilamidas se debe a la inhibicion secuencial de vias

metabolicas [Figura 16] que impiden el crecimiento bacteriano por su accidn bacteriostatica
29.
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Acido p-aminobenzoico
Inhibido por

WSOt Sulfanilamida
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|
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P 1 ~
PURINAS PIRIDINAS PROTEINAS
Muerte celular ,

Figura 16. Mecanismo de accién de la sulfanilamida.

La formacidn del acido dihidropteroico es esencial en microorganismos para llevar a

cabo la sintesis del acido félico y tener un buen funcionamiento [Esquema 10.]

COOH
o=c|:—NH—c|:H

CH,
|
COOH COOH |CH2
| COOH
| X CH NH,
—_— —_— |
N CH
/ F NZ | \]/ 2
.-, . - \ /
NH, Sitio activo NH, HZN)\N N
PABA
PABA o Precursor_de acido félico
Pteridina sintetasa. acido dihidropteroico.

Esquema 10. Sintesis normal del precursor del Acido Félico.
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Cuando la sulfanilamida compite con el sitio activo del PABA causa una inhibicion
en el precursor del &cido félico [Esquema 11.], dafiando la secuencia de los microrganismos

y afectando su funcionamiento e incluso su muerte.

/ SO,NH, SO,NH, \

COOH
COOH ?OZNH?
NH, < NH, CH
N CHs
* NZ X
NH, COOH = |
NH, PABA _— )% —
PABA COOH NH, H,N N N
SULFA
Sitio /

NH .
2 activo

PABA o . Sintesis del &cido félico no completada
p AN Pteridina sintetasa.

Esquema 11. Inhibicion del &cido folico causado por la sulfanilamida.

7.4 Uso racional de sulfanilamidas

En 1980 Levetzow determino el conjunto de normas y estrategias desarrolladas para
mejorar y optimizar el empleo de antibiéticos (ATB) denominada Politica de antibiéticos, la
que constituye la base del uso racional de estos antimicrobianos *. La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) ha definido el uso apropiado o racional de estos farmacos como: "el uso
costo-efectivo de los antimicrobianos, minimizando sus efectos adversos o toxicos y el

desarrollo de resistencia"

Es necesario efectuar pruebas de sensibilidad para determinar el tratamiento

antibacteriano apropiado para evitar las consecuencias del uso inadecuado de los antibiéticos

Las normas y estrategias para el uso racional de antibidticos aplicadas deben basarse
en su cumplimiento, para optimizar su efectividad y minimizar los efectos adversos. El

cumplimiento de las normas basicas de uso de antibiéticos y la desescalada terapéutica sobre
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la base de los resultados del cultivo microbioldgico son las mejores opciones para obtener el

éxito en el control de las resistencias a antibioticos 3.

Por lo tanto, para minimizar enfermedades provenientes de microorganismos
infecciosos, debe existir un cumplimiento de las propias disposiciones legales de cada pais

destinadas a evitar la presencia de bacterias en alimentos.
7.5 ldentificacion bacteriana

Existen diversas pruebas para identificar de forma clara y precisa, la presencia de un

grupo de bacterias de una via metabdlica completa en microorganismos.

Las pruebas microbiolégicas se clasifican en primarias, secundarias y complementarias,
siendo de gran utilidad para determinar el género y especie, utilizando una variacion en el
tipo de reactivo y cultivo. Sin embargo, existe una variedad de pardametros que disminuyen
el efecto de los bactericidas entre ellos es la concentracion de la sustancia, tiempo en que
actta, pH el cual afecta la carga superficial neta de la bacteria como el grado de ionizacién
del agente %,

En general, las formas ionizadas de los agentes disociables pasan mejor a través de las
membranas bioldgicas, siendo més efectivas, como es el caso de agentes anidnicos siendo
mas efectivos a pH acidos mientras que los agentes catiénicos muestran mas eficacia a pH
alcalinos, otro factor es la temperatura que ayuda a incrementar la potencia de los

desinfectantes, duplicando la tasa de muerte de las bacterias®.

Una de la tareas fundamentales del laboratorio de microbiologia es la aplicacion de una
metodologia precisa que permita la identificacion de los microorganismos implicados en

procesos clinicos asociados a infecciones 34,
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8. SINTESIS DE COMPLEJOS DE SULFANILAMIDAS

8.1 Clasificacion basica de sulfanilamidas.

Generalmente las sulfanilamidas se clasifican segtn la duracién de su accion 2°, las
sulfamidas pueden ser:

a)  Sulfamidas de accidn corta de uso general
v' Sulfatiazol
v’ Sulfadiazina.
v Sulfadimidina.
v Sulfametoxazol (sola o asociada a trimetoprima: cotrimoxazol)
v" Sulfisoxazol.
v" Sulfametizol.
b) Sulfamidas de accion prolongada.
v’ Sulfametoxipiridazina.
v" Sulfadimetoxina.
v" Sulfadoxina.
c)  Sulfamidas limitadas al tracto gastrointestinal
v" Sulfaguanidina.
v' Sulfatalidina.
v’ Sulfasuxidina.
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Figura 17. Clasificacion basica de sulfanilamidas.
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8.2 Complejos formados con sulfanilamida

En la actualidad se han sintetizado complejos de cobalto, en 2007 L. Monti y
colaboradores sintetizaron complejos a partir de sulfanilamida y cobalto, estos complejos

muestran un incremento antimicrobiano para Escherichia Coli, Pseudomonas Aeruginosa.

Este metal tiene un amplio espectro de actividad antimicrobiana, es insoluble en agua,
cuenta con poca abundancia biolégica, juega un rol Unico en varias especies de organismos,
siendo fundamental su participacion en los compuestos de la familia B12, cuyas formas
activas son responsables de catalizar una amplia variedad de procesos relacionados a la

sintesis de acidos nucleicos, proteinas y lipidos 3

Ademas, se han sintetizado complejos de cobre con sulfanilamida provocando una
disminucion de poblaciones microbianas en menor tiempo®’, debido a la transicion del metal
esencial para el metabolismo celular que esta involucrado en diversos procesos biologicos
como cofactor de varias enzimas, también cambia la permeabilidad de las membranas y

afecta la conductancia de los canales ionicos 2.

El cobre en bacterias, presenta una toxicidad relacionada con el estrés oxidativo
causado por la formacién de especies reactivas del oxigeno tales como el radical hidroxilo y
el anion superoxido 2. Durante mucho tiempo el uso del cobre como purificador de agua se
habia resistido, hasta que se determinaron sus propiedades bactericidas efectivas a

temperatura ambiente.

Otra aplicacién de este metal es en aleaciones cobre-acero inoxidable, estudios
realizados en el afio 2000 por Keevil demostraron que esta aleacion provoca dafios notables

sobre Escherichia Coli. en poco tiempo a temperatura de 20°C °

Cabe destacar que en este trabajo se sintetizaran complejos de vanadio y cobre, se ha
demostrado en investigaciones recientes que compuestos derivados de vanadio poseen una
amplia gama de caracteristicas que les permiten ser desde micronutrientes esenciales hasta

agentes toxicos que inhiben la funcion de Bacillus, Escherichia Coli, Salmonella en
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concentraciones bajas por lo que resulta de interes, también se han llevado a cabo estudios

para determinar su actividad bioldgica **.

Las propiedades estructurales y funcionales de los compuestos modelo vanadio-sulfato
han sido de interés de mdaltiples investigaciones para comprender mejor la naturaleza del
vanadio, la mayoria de estos compuestos se obtienen a partir de sintesis hidrotérmicas, y sus
estructuras contienen vanadio unido a sulfato en los estados de oxidacion V, IV, 11 y I1. El

sulfato puede interactuar en una variedad de formas con vanadio %2,

De acuerdo a la estructura molecular de derivados de vanadio, se ha encontrado
informacién que estos complejos se encuentran coordinados de los siguientes modos
monodentado (a,b,c,d), bidentado (e,f,g)[Figural8], y varios modos de coordinacién puente
a dos, tres e incluso seis centros de vanadio; Incluso se ha observado un modo de

coordinacion mixto bidentado / puente 344,
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Figura 18. Se muestran ejemplos representativos de compuestos de sulfato de vanadio estructuralmente

caracterizados muestra la estabilidad.
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Actualmente se siguen investigando nuevos compuestos de vanadio que en un futuro
permitirdn nuevas aplicaciones y sus propiedades dependen, entre otras cosas, el tipo de
ligante a los que se encuentre coordinado el vanadio, el estado de oxidacion y la

concentracion #°.

Por otro lado en esta tesis se sintetizaron derivados de sulfanilamida, este compuesto
presenta un enlace caracteristico del grupo funcional imino también llamado bases de Schiff,
gracias al Quimico aleman Hugo Schiff. Este grupo funcional presenta un enlace doble
carbono-nitrégeno, el atomo de nitrégeno generalmente esta enlazado a un grupo arilo o

alquilo presentando un mecanismo de adicion-eliminacion 46,

La primera etapa de este mecanismo es el ataque rapido y reversible del grupo amino
al carbonilo para formar el derivado hemiamina #’. La segunda etapa controla la velocidad
de la reaccidn, es la eliminacion de agua y se requiere protonacion del grupo hidroxilo 8. Los
derivados sintetizados serdn purificados por cromatografia y caracterizados por técnicas

espectroscopicas.
9. TECNICAS DE SEPARACION Y ANALISIS.
9.1 Cromatografia.

Una de las técnicas para poder dar seguimiento y observar el grado de pureza de los
productos que se sintetizaron fué mediante la cromatografia; descubierta en 1906, por el Ruso
M. Tswett.

El botanico realiz6 un experimento que condujo al descubrimiento de lo que hoy
conocemos como cromatografia 0. La cromatografia en capa fina se basa en la preparacion
de una capa uniforme de un adsorbente mantenido sobre una placa de vidrio u otro
soporte[Figura 19],. Los requisitos esenciales son, un adsorbente, placas de vidrio, un

dispositivo que contenga las placas durante el corrimiento 52,

La cromatografia en capa fina presenta una serie de ventajas frente a otros métodos
cromatograficos (en columna, en papel, en fase gaseosa) por ser precisa, simple y solo

necesita poco tiempo para observar la separacion de la muestra %2,
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El método es simple y los resultados son facilmente reproducibles, lo que hace que sea

un método adecuado para fines analiticos.

Camara )
-~ cromatografica Fase f
« r estacionarnia

Placa o
C tografi =
romatografica | Frenedel :::
Solvente Y
Composente A — !
— Componente B /
I
. i
Origen - _ | — — Muesta ]
£
‘Solvente (Fase movi) Placa Cromatogréfica

Figura 19. Montaje tipico para cromatografia en capa fina; cAmara cromatografica, placa cromatografia, fase

mévil y fase estacionaria colocada sobre la placa de vidrio que actlia como soporte.

Ademés de la cromatografia se necesita de otras pruebas para llevar a cabo la
determinacion de los compuestos realizados en este caso la técnica de FT-IR.

9.2 Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR)

Esta técnica proporciona un espectro de absorcion de las bandas de grupos funcionales
de las sustancias inorganicas y organicas, siendo una herramienta mas usada en los
laboratorios, siendo un area de amplio alcance en Fisico y Quimico, la espectroscopia esta
basada en los principios de la espectroscopia molecular %,

El principio basico detras de la espectroscopia molecular es que las moléculas absorben
energia de la luz en longitudes de ondas especificas, conocidas como sus frecuencias de

resonancia (vibracion) .

Un espectrémetro infrarrojo funciona [Figura 20], con una pequefia cantidad de muestra
que es colocada en una celda (KBr), posteriormente es sometida a una fuente de luz infrarroja,

la cual hace un barrido desde las longitudes de onda de 4000 cm™ hasta 400 cm™.
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Figura 20. Ejecucion del equipo de FT-IR para obtener una sefial de espectro.

La intensidad de la luz transmitida a través de la muestra es medida en nimero de onda,
lo que permite que la cantidad de luz absorbida por la muestra sea calculada por la diferencia
entre la intensidad de la luz antes y después de pasar por la celda de muestra. Esto se conoce

como el proceso de espectroscopia *°.

En la regidn infrarroja del espectro electromagnético, las frecuencias de resonancia
(vibracion) de una molécula se deben a la presencia de grupos funcionales moleculares °°.
Un grupo funcional es simplemente un grupo de dos o méas dtomos, enlazados de una manera
especifica. En la molécula de agua (H20), el grupo funcional O-H es el que constituye a la

frecuencia de resonancia (vibracion) alrededor de los 3450 cm™.
FTIR espectroscopia es ampliamente utilizado para el estudio de:

= Laestructura de proteinas;

= Estructura y transformaciones de sitios activos de enzimas;

= Interacciones de los cofactores de transferencia de electrones con el entorno de
proteinas en centros de reaccién fotosintéticos;

= Mecanismo molecular de funcionamiento del complejo de evolucién del oxigeno del

fotosistema.
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= Transferencia de protones acoplada a transferencia de electrones;

= Propiedades de ligantes metalicos;

» Propiedades y papel de las moléculas de agua en la estructura de los complejos
fotosintéticos *’.

Principios bésicos del funcionamiento del infrarrojo

= Laespectroscopiade FT-IR es el método por el cual se estudia la absorcion de energia
radiante originada por la interaccion entre la radiacion electromagnética y el material
en estudio.

= EIl FT-IR se basa en la posibilidad que tienen las moléculas de rotar y vibrar a
distintas frecuencias, cuando las moléculas pueden absorber la energia de fotones en
el rango energético de luz infrarroja 8.

= Existen tres regiones del infrarrojo: lejano, medio y cercano [Tabla 1].

Infrarrojo cm?

Lejano 10 a 650
Mediano IR 650 a 4000
Cercano 4000 a 12500

Tabla 1. Longitud de onda de FT-IR

Existen diferentes modos vibracionales que inducen oscilaciones que pueden entrar en
resonancia con un haz de infrarrojo. Esto produce un intercambio de energia entre el haz y
las moléculas constituyentes, presentando un comportamiento caracteristico para un enlace,
un entorno quimico y una concentracion de enlaces determinados. Se puede decir entonces,
que en un espectro infrarrojo se pueden manifestar bandas asociadas a practicamente todos

los compuestos moleculares *°.

Cada una de estas bandas corresponde a un movimiento de vibracion de uno de los
enlaces dentro de la molécula. Determinando que el conjunto de sefiales constituye la huella

dactilar del compuesto y tendra un comportamiento particular frente a un haz de infrarrojo.
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9.3 Espectrometria de masas

Es una técnica de andlisis cualitativos, de amplia utilizacion para la determinacion de
estructuras organicas, se fundamenta en la separacion de particulas moleculares o atdmicas
por su diferente masa . El proceso de la espectrometria de masas comprende basicamente
cuatro etapas:

e lonizacion de la muestra.
e Aceleracion de los iones por un campo eléctrico.
e Dispersion de los iones segun su masa/carga.

e Deteccion de los iones y produccion de la correspondiente sefial eléctrica 8.

Esta técnica es utilizada para identificar compuestos desconocidos, para cuantificar
compuestos conocidos, y para elucidar la estructura y propiedades quimicas de las moléculas.
La deteccion de compuestos puede ser llevada a cabo con cantidades realmente pequefias
(algunos picomoles) de muestra y obtener informacion caracteristica como el peso molecular
y algunas veces la estructura del analito ®°. En la técnica clasica de impacto electronico (El),
algunas de las moléculas ionizadas del analito “fragmentan” en una variedad de fragmentos
ionizados, el patron de fragmentacion resultante asi como los iones residuales constituyen el

espectro de masas.

En principio, el espectro de masas de cada compuesto es Unico y puede ser usado como

su “huella quimica” para caracterizar el analito 7°.
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CAPITULO 3




10. PARTE EXPERIMENTAL

Los espectros de masas mediante la técnica de El (Impacto Electronico) fueron
registrados con un espectrometro JEOL JMS-SX 102A operado en el modo ion positivo a
70 eV: los datos estan expresados en unidades masa/carga (m/z). Los espectros de IR fueron
registrados en un equipo Excalibur digilab FT-IR en pastilla de KBr. Los puntos de fusion

fueron medidos utilizando un equipo Tecno Lab y no estan corregidos.

Las reacciones fueron monitoreadas por cromatografia en la placa fina, empleando

cromatoplacas analiticas de aluminio Alugram Sil G/UV254 de 0.54 mm de espesor.

La separacion de las mezclas de reaccion se efectudé mediante columna cromatografia
silica gel 60 (0.063-0.200 mm) esta fue eluyendo con una proporcion 7:3 Metanol/Acetona

los cuales fueron previamente destilados.
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10.1. Sintesis del compuesto A a partir de sulfanilamida y p-dimetilaminobenzaldehido

En un matraz de fondo redondo provisto de una barra magnética se disuelven 0.00116
mol de sulfanilamida en 20 mL de metanol, posteriormente se agregan 0.01161 mol de p-
dimetilaminobenzaldehido en medio &cido, utilizando una manta de calentamiento para
llevar a cabo la reaccion por medio de reflujo a una temperatura de 75 °C durante 2 horas,
con agitacion continua, la mezcla de la reaccion se le dio seguimiento por cromatografia en
capa fina, posteriormente fue separada por cromatografia en columna y recristalizado en un
disolvente polar obteniendo unos cristales de color amarillo, [Rendimiento 60%] Punto de
Fusion: 98-100°C; FT-IR: 1600 cm™(vc=n), 1070 cm™ (vs=0), 1466 cm™v (n-chs)2; E.I (M/2):
303 M*; C15S02N3zHz17.

10.2 Sintesis del compuesto B a partir de sulfanilamida y cinamaldehido

En un matraz de fondo redondo provisto de una barra magnética se disuelven 0.0012
mol de sulfanilamida en 15 mL de disolvente polar, posteriormente se agregan 0.00015 mol
de cinamadehido, en medio &cido, utilizando una manta de calentamiento para llevar a cabo
la reaccion por medio de reflujo a una temperatura de 60 °C durante 2 horas, con agitacion
continua, la mezcla de la reaccién se le dio seguimiento por cromatografia en capa fina,
posteriormente fue separada por cromatografia en columna y recristalizado en un disolvente
polar obteniendo pequefios cristales blancos, [Rendimiento 45%] Punto de Fusion: 217-219
°C FT-IR: 1658 cm™(vc=n), 3400 cm™? (vsnr), 1645 cm? (ve=c)2; E.I (m/z): 285 M*;
C16SO2N2Hs.

10.3 Sintesis del compuesto C a partir sulfanilamida y vainillina

En un matraz de fondo redondo provisto de una barra magnética se disuelven 0.001172
mol de sulfanilamida en 25mL de disolvente polar, posteriormente se agregan 0.001157 mol
de vainillina, en medio acido, utilizando una manta de calentamiento para llevar a cabo la
reaccion por medio de reflujo a una temperatura de 72 °C durante 2 horas, con agitacion
continua, la mezcla de la reaccién se le dio seguimiento por cromatografia en capa fina,

posteriormente fue separada por cromatografia en columna, obteniendo un solido blanco,
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[Rendimiento 55%)] Punto de Fusion: 202-205 °C FT-IR: 1623 cm™*(vc=n), 1650-1710 cm™?
(vc-on), 1070cm™ (vs=0); E.I (m/z):306 M*; C145S04aN2Hua4.

11 SINTESIS DE COMPLEJOS
11.1 Sintesis de complejo 1 a partir del compuesto A y metavanadato de sodio.

En un matraz de fondo redondo provisto de una barra magnética se disuelven
0.000033 mol del compuesto A en 20 mL de disolvente polar, posteriormente se agregan
0.000074 mol de meta vanadato, en medio &cido, la reaccion se llevo a cabo por medio de
reflujo a una temperatura de 65 °C durante 2 horas con agitacion continua, posteriormente se
dejo la mezcla de la reaccion durante 24 horas en agitacion a temperatura ambiente, la
reaccion se le dio seguimiento por cromatografia en capa fina, posteriormente fue separada
por cromatografia en columna obteniendo un polvo de color amarillo, [Rendimiento 50%]
Punto de Fusidn: 179-182°C; FT-IR: 1662 cm™(vc=n), 1220 cm™ (c.n), 990 (v=0) cm™ E.I
(m/z): 437 M*; C1sH19N3OsSNaV

11.2 Sintesis del complejo 2 a partir del compuesto Ay cloruro de cobre

En un matraz de fondo redondo provisto de una barra magnética se disuelven 0.000066
mol del compuesto A en 25 mL de disolvente polar, posteriormente se agregan 0.000206 mol
de cloruro de cobre, en medio &cido, la reaccion se llevd a cabo por medio de reflujo a una
temperatura de 60 °C durante 2 horas con agitacion continua, posteriormente se dejo la
mezcla de la reaccion durante 16 horas en agitacion a temperatura ambiente, la reaccién se
le dio seguimiento por cromatografia en capa fina, posteriormente fue separada por
cromatografia en columna obteniendo unas pequefias agujas blancas, [Rendimiento 55%]
Punto de Fusion: 65-67 °C; FT-IR: 1653 cm™(vc=n), 3400cm™ (s=nm2), 1070cm™(s=0-c); E.I
(m/z): 424 M*; C16H20N204SCUCl2.
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11.3 Sintesis del complejo 3 a partir del meta vanadato y compuesto C

En un matraz de fondo redondo provisto de una barra magnética se disuelven 0.000062
mol del compuesto A en 20 mL de disolvente polar, posteriormente se agregan 0.0002066
mol de metavanadato, en medio acido, la reaccion se llevé a cabo por medio de reflujo a una
temperatura de 75 °C durante 2 horas con agitacion continua, posteriormente se dejo la
mezcla de la reaccion durante 24 horas en agitacion a temperatura ambiente, la reaccion se
le dio seguimiento por cromatografia en capa fina, posteriormente fue separada por
cromatografia en columna obteniendo un polvo de color amarillo, [Rendimiento 44%] Punto
de Fusion: 187-190°C; FT-IR: 1670 cm(ve=n), 1250 cm? (com), E.I (M/z): 437 MT;
C14H15N20sSNa V
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CAPITULO 4




12. SINTESIS DE DERIVADOS DE SULFANILAMIDAS
12.1. Sintesis del compuesto 1 sulfanilamida y p-dimetilaminobenzaldehido

La reaccion de sulfanilamida en presencia de p-dimetilaminobenzaldehido en
proporcion molar a reflujo por dos horas con agitacion continua durante 24 horas a una

temperatura de 75°C condujo a la formacion del correspondiente al producto. [Ecuacion 1].

O

o
O o \S//
Y4 e
H,N N
/ o O CHs
NH, N\
CHy %

Ecuacion 1. Reaccién de Compuesto A.

El producto son cristales amarillos con punto de fusion de 98-100 °C. El rendimiento
experimental obtenido fue del 60%.

En el espectro de infrarrojo del compuesto 1 [Espectro 1] se observan 3 bandas de
absorcion con frecuencia de 1600 cm™ (vc=n), 1070 cm™ (vs=0), 1466 cm™ (vn-cHs) asignada

a la vibracion de alargamiento de cada enlace.
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El espectro de masas [Espectro 1, Pag.54] permite observar el pico ion molecular del
compuesto (m/z 303 M*) " y confirma el peso molecular propuesto para Ci5 SO2 N3 Hi7. Los
picos con relacion m/z 303, 222, 172 y 77 corresponden, de acuerdo con el patréon de

fragmentacion que se propone [Esquema 12].

© +
172 +-95
_ miz 77 _
[ ]
O%S//O ’ +
/ \©\
HoN
/
N
CH
/\©\ / 3
N
AN
CHs
- m/z 303
- 1 B T e
/
N
/
CHs ©\ N
/\©\ /
N
AN
CH3
- 303 + - 81 : B 222 + - 49
m/z 222 m/z 172

Esquema 12. Patrén de fragmentacion del Compuesto A
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12.2 Sintesis del compuesto B sulfanilamida y cinamaldehido

La reaccion de sulfanilamida en presencia del cinamaldehido en proporcion molar a

reflujo por 2 horas a una temperatura de 60°C y 24 horas en agitacién condujo a la formacion

del correspondiente producto [Ecuacion 2].

Ecuacion 2. Reaccién de compuesto 2.

El resultado es un sélido blanco con punto de fusion de 217 -219 °C. El rendimiento

experimental obtenido fue del 45%.

En el espectro de infrarrojo del compuesto 2[Espectro 2, Pag. 55] se observan tres
diferentes bandas de absorcion con frecuencia de 1658 cm™ (vc=n), 3400 cm™ (vs-nm2) Y 1645

cm? c=c) asignadas a la vibracion de alargamiento de cada enlace.
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El espectro de masas [Espectro 2, Pag.55] permite observar el pico ion molecular del
compuesto (m/z 285 M*) * y confirma el peso molecular propuesto para Cis S102 N2 Hia.Los
picos con relacion m/z 285, 207, 128 y 75 corresponden, de acuerdo con el patrén de

fragmentacion que se propone [Esquema 13].

o]

128+ - 53
m/z 75
2 O
!/
©/\/ \
m/z285
— 7 ° B 7 e
+
IL-° '
\/T:N—Q—s\ N |
b NH, H
285+ -78 207+ -79
m/z 207 m/z 128

Esquema 13. Patron de fragmentacion del compuesto B.
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12.3 Sintesis del compuesto C Sulfanilamida y vainillina.

La reaccion de sulfanilamida en presencia del vainillina a reflujo por dos horas con una
temperatura de 75°C dejandose en agitacion por 24 horas, condujo a la formacion del
correspondiente producto [Ecuacion 3].

(o)

o H o
O>S/
o
N/ P
/ N
* CH, CH
NH, O/ o— s
OH L4

Ecuacion 3. Reaccién del Compuesto C.

El producto es un sélido amarillo con punto de fusion de 202 - 205°C. El rendimiento

experimental obtenido fue del 65%.

En el espectro de infrarrojo del compuesto 3 [Espectro 3, Pag. 56] se observan tres
diferentes enlaces con una banda de absorcidn con frecuencia de 1623 cm™(vc-n), 1710 cm!?

(vs=0), 1070 cm™(vc-on) asignada a la vibracion de alargamiento de cada enlace.
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El espectro de masas [Espectro 3, Pag.56] permite observar el pico ion molecular del
compuesto (m/z 306 M*) "y confirma el peso molecular propuesto para C14 SO4 Ns..Los picos
con relacion m/z 226, 149, 120 corresponden, de acuerdo con el patrén de fragmentacion

que se propone [Esquema 14].

- " [ ]
+
O/CHg
OH
149 + - 29
m/z 120
Ox A° l
s
H,oN
\©\ &
N
o—CHs
i OH
/ m/z 306 \
[ T e B 7 e
@\ > + +
N HND
o0—CHs o—CHs
OH OH
306 + -80 - - 296+ - 77
miz 226 miz 149

Esquema 14. Patron de fragmentacion Compuesto C.
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13. SINTESIS DE COMPLEJOS
13.1 Sintesis del complejo 1 a partir del compuesto A y metavadato de sodio

La reaccion del complejo 1 en presencia de metavanadato de sodio a reflujo por 2 horas
con una temperatura de 70° dejandose en agitacion por 24 horas, condujo a la formacion del
siguiente producto [Ecuacion 4].

/N

0
o\s//
’
o H,N
/
N |l o O e
CHy | o MU"O CHs
\
@/@{mg CHs
(@]

@®

CHj

Ecuacion 4. Reaccién del Complejo 1.

El producto es un sélido amarillo con punto de fusion de 179 - 182°C. El rendimiento

experimental obtenido fue del 50%

En el espectro de infrarrojo del complejo 1 [Espectro 4, P4g.57] se observa una banda
de absorcion con frecuencia de 1662 cm™(c=n), 1220 cm™ (c.n), 990 (v=0) cm™ asignada a

la vibracion de alargamiento de cada enlace.
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El espectro de masas [Espectro 4, Pag. 57] permite observar el pico ion molecular del
compuesto (m/z 425 M*) * y confirma el peso molecular propuesto para Cis SO2 N3 Hiz
NaVOa. Los picos con relacion m/z 303, 182, 102 corresponden, de acuerdo con el patrén de
fragmentacion que se propone [Esquema 13].

K J
+
©\N¢CH2
182" - 80
m/z 102 -
o o T
N4
/
H,N
N 0
/CH3 || e
V--lIIIIO
N ©
AN S v Na
CH
m/z 425
o) q e B 7
O\S// +
HZN/ Ox //O
N /S
CH N CH
/ N¢ 2
N
AN
CH, L
424+ -121 - 303 *- 121 B
m/z 303 m/z 182

Esquema 13. Patron de fragmentacién de complejo 1.
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13.3 Sintesis del complejo 2 a partir del compuesto 1y Cloruro de cobre

La reaccion de su en presencia de cloruro de cobre a reflujo por dos horas a una
temperatura de 60°C y dejando en movimiento por 16 horas, condujo a la formacion del

producto [Ecuacion 5].

N CUCIz
AN

CH3

S/
N/ 2N/ O
%+ CuCl, (= O

Ecuacion 5. Reaccion del Complejo 2.

El producto son unas pequefias agujas blancas con punto de fusion de 65-67°C. El

rendimiento experimental obtenido fue del 55%

En el espectro de infrarrojo del complejo 2 [Espectro 5, Pag. 58] se observan tres banda de
absorcion con frecuencia de 1653 cm™ (vc=n), 3400 cm™ (vs=nz), 1070 cm™? (s=0), 517 cm

(vcu-N) asignada a la vibracion de alargamiento de cada enlace.

48

——
| —

CHg

SN

CHg



O,
Hy

El espectro de masas [Espectro 5, Pag. 58] permite observar el pico ion molecular del
compuesto (m/z 439 M™) "y confirma el peso molecular propuesto para Cis SO2 N3 Hi7 CuCl,.

Los picos con relacion m/z 304, 223, 146, 117 corresponden, de acuerdo con el patron de
fragmentacion que se propone [Esquema 14].

+ +
HN="
/CH3 /CH3
N
\ N

CH3

146 + - 29

223 +-77
m/z 117 \ / m/z 146
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¥
S/
H,N
—
N
CHs

[CuCI2 N
— CH

m/z 438.8

@]
~7
/
N
\©\N/ ©\N/
CH
/CH3 N/ 3
N\ N
CHs3

438.8+ - 133.3 -
m/z 303.4

N/

3 -

303.4 + - 80 -
m/z 223

Esquema 14. Patron de fragmentacién del complejo 2.
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13.4 Sintesis del complejo 3 a partir del compuesto C y meta vanadato.

La reaccion del complejo 3 se lleva a cabo en presencia del metavanadato a reflujo durante
3 horas a una temperatura de 75° y dejandose en agitacion durante 24 horas, condujo a la

formacion del producto [Ecuacion 7].

W o
H N>S/ O\S/
2 HZN/ O o]
” ° Iz
N £ giliife)
+ || O | ——mm—y f \ y ®
e/V-ulll”() |
O/CH3 3 /

® O/CH3
OH

Ecuacioén 7. Reaccion de Complejo 111

El producto fue un sdlido amarillo con punto de fusion de 189 - 190°C. El rendimiento

experimental obtenido fue del 44%.

En el espectro de infrarrojo del complejo 3 [Espectro 6 , Pag. 59] se observa una
banda de absorcién con frecuencia de 1670 cm™ (ve-n), 1250 cm™ (vc-on) cm™, 715 cm?

(vv-0) asignada a la vibracion de cada enlace
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El espectro de masas [Espectro 6, Pag. 59] permite observar el pico ion molecular del
compuesto (m/z 441 M*) * y confirma el peso molecular propuesto para Ci4 SOs N2 Hi4
NaVOsLos picos con relacion m/z 306, 225, 105,77 corresponden, de acuerdo con el patron

de fragmentacion que se propone [Esquema 15].

_ 1 _ 12
+ +
//CH2
N
225 *-120
105 *-28
m/z 105
m/z 77
NG /O -
~

/ mlz 427 \
0
O// N O/ ? QNﬂO/CHB

441+-121
m/z 306

- - 306 * - 81
m/z 225

Esquema 15. Patron de fragmentacién del complejo Il11.
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14. Resultados de Pruebas Bioldgicas

Compuesto MIC (ug/mL) para MIC (ug/mL) para
Stapylococcus Escherichia Coli
Aureus
Metanol 256 256
Sulfanilamida
NG 128 64
L
H,N
NH,
Compuesto A
0\5//0
" \©\ 16 32
/\O\ /CH3
N\CH3
Compuesto B
i o 128 256
| \NHZ
H
Compuesto C
N 64 128
HZN/
-
Complejo 1
N 118 246
/
L o
/\O\ /cHg U "””g)
ER S

——
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Complejo 2

O\ Va
HoN

s/o
adh
/\O\N/CH3 118 46

e CuCI2
Complejo 3

N 128 256
' e

7 o)
__chy o Uu-nllg)
o O/ \cé

OH

Los ensayos de la actividad antibacteriana se realizaron de la siguiente manera, las
muestras se disolvieron inicialmente en metanol y posteriormente se realizaron diluciones
seriadas al doble en caldo soya tripticaseina en microplacas estériles de 96 pozos. Se corrid
un control del disolvente a las mismas concentraciones. Posteriormente se adicionaron 50 pL
de las suspensiones bacterianas de las cepas de referencia E. coli (ATCC #25922), S. aureus
(#29213) y Pseudomonas aeruginosa (#27853 ) ajustadas en caldo soya tripticaseina a una
turbidez igual al estdndar 0.5 de McFarland. Las microplacas se incubaron a 37°C por 18
horas. Después de la incubacion se adicionaron a cada pozo 50 L de una solucion de p-INT
(p-iodonitrotetrazolium violet Sigma-Aldrich) y fueron incubadas por dos horas. La
concentracion minima inhibitoria (MIC) se determiné como la menor concentracién a la cual

no se desarrollaba un color rojo (el color rojo evidencia el crecimiento bacteriano).

Estos estudios preliminares muestran que el compuesto A inhibe completamente el
crecimiento de Staphyloccocus Aureus una bacteria Gram positiva a concentraciones de 16
pg/mL mostrando la mayor potencia de todos los compuestos. De igual manera el compuesto
A inhibe el crecimiento de Escherichia. Coli una bacteria Gram negativa a una MIC de 32
pg/mL.  El compuesto A inhibe completamente el crecimiento de ambas bacterias a
concentraciones mucho menores que aquella a la cual actta la sulfanilamina. La MIC del
Compuesto A para Pseudmonas Aeuriginosa fue mayor que las mostradas para las otras cepas
de referencia. Sin embargo, esta bacteria es conocida por su resistencia intrinseca a muchos

antimicrobianos.
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CONCLUSIONES

=

En este trabajo se cumplid con el objetivo inicial de sintetizar tres compuestos nuevos

derivados de sulfanilamida.

Se realizo la sintesis de 3 derivados de sulfanilamida.

Ademas para evaluar la actividad antimicrobiana se llevé a cabo la sintesis e dos
complejos con vanadio y uno con cobre modificando en cada reaccion la temperatura,
tiempo y concentracidn con el proposito de obtener el mayor rendimiento.

Todos estos compuestos fueron purificados y caracterizados por espectroscopia de
infrarrojo (FT-IR), espectrometria de masas, ademéas los puntos de fusion y la

cromatografia ayudaron a ver la estabilidad y pureza de los productos.

De acuerdo a la tabla de resultados ,[Pag. 52]se concluye que el compuesto 4-(4-(1-
iminopropil-1enyl)benzeno)bencenosulfonamida (B) y el complejo 3 no son los mas
aptos para estos microrganismos, concluyendo que los complejos 1 y 2 muestran una
mejor accién bacteriostatica en comparacién con lo compuestos anteriormente
mencionados, finalmente el compuesto  4-(4(iminometil N, N
dimetilbenzenamina)bencenosulfonamida (A) y el compuesto 4-(4-(iminometil N,N
dimetilbenzenamina)bencenosulfonamida) (C) muestran una mayor inhibicion

contra Stapylococcus Aureus y Escherichia Coli.

De lo anterior se deduce que el compuesto 4-(4(iminometil N, N
dimetilbenzenamina)bencenosulfonamida (A) muestra una mayor inhibicion
utilizando menor cantidad  Stapylococcus Aureus y 32 ug/mL para Escherichia
Coli, compuesto (A) mientras que de sulfanilamida se necesitan 128 ug/mL para

Stapylococcus Aureus y 64 ug/mL para Escherichia Coli.
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