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RESUMEN:

En el presente trabajo se obtuvieron 11 compuestos de tipo imidazdlico, sustituidos en las
posiciones 1, 2 ,4 y 5, por medio de una reaccion de multicomponentes, entre aldehidos
aromaticos, compuestos 1,2-dicarbonilicos y acetato de amonio, también se realiz6 la sintesis de

compuestos N-sustituidos por medio de microondas.
Para facilitar la tarea de sintesis de los imidazoles, se ocup6 irradiacion por microondas (MAOS).

La razon de ocupar microondas se debe a que los imidazoles sintetizados por metodologias
convencionales no se obtenian, siendo las microondas un medio alternativo viable para la

obtencion de estos.

Las pruebas bioldgicas se realizaron siguiendo la metodologia del "writhing test" (test del &cido
acetico) para probar su actividad analgésica y el test del edema plantar usando carragenina para

medir su actividad antiinflamatoria.

Al final del trabajo, se encuentran las conclusiones y perspectivos a las que se llegd después de
haber analizado los datos obtenidos.
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ABSTRACT

In this paper were obtained 11 compounds of type imidazole, substituted in positions 1, 2, 4 and 5,
by means of a reaction of multi-component, between aromatic aldehydes, compounds 1, 2-
dicarbonyl and ammonium acetate, was also the synthesis of N-substituted compounds by

microwave.
To facilitate the task of synthesis of imidazoles, dealt irradiation microwave (MAQS).

The reason is because microwaves occupy imidazoles synthesized by conventional methods failed,

the microwaves being viable for preparing these alternative means.

Biological tests were performed following the methodology of "writhing test” (test of acetic acid)
to test its analgesic activity and the edema test plant using carrageenan to measure its anti-

inflammatory activity.

At the end of the work, are the conclusions and perspective which was reached after analyzing the

data obtained.

\
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1.1. Reactividad del imidazol

El imidazol fue preparado por primera vez en 1858 por Debus a partir de glioxal y amoniaco, por

lo que fue llamado glioxalina. El nombre imidazol fue acufiado por Hantzsch en 1888. [1]

El imidazol es un heterociclo plano que tiene una energia de resonancia apreciable, algo mayor
que la del pirrol, no obstante es menos estable que el benceno ya que este tiene mas estructuras de
resonancia que el imidazol. El sistema imidazélico puede actuar como acido y como base; el
imidazol libre es una base organica moderadamente fuerte (pKa 7) y puede actuar como acido
débil (pka 14.5). Tanto el anién como el cation poseen estructuras deslocalizadas simétricas
(Figura 1). El punto de fusion del imidazol es de 90 °C, se disuelve facilmente en agua y etanol y

forma sales estables con acidos minerales. [2]

NHH NH _J;/N H* /NH/N_
{p—03 | =00 2 (=00

N
Principales estructuras Principales estructuras
de resonancia de resonancia

Figura 1. Equilibrios de transferencia de iones hidrogeno.

Otra de sus propiedades es que puede formar tautomeros:

R R

N N
Lore e L
N Rz H

Rs

Figura 2. Tautomeria de los imidazoles.
1.2. Importancia bioldgica de los imidazoles

Los imidazoles comlUnmente estdn presentes en biomoléculas muy importantes, como en la
biotina, en el aminoacido esencial histidina, en la histamina, en los alcaloides pilocarpinas y otros
alcaloides (Figura 3). Los derivados de imidazol también han mostrado poseer muchas
propiedades farmacoldgicas y estan ampliamente implicados en los procesos bioguimicos, como
en la inhibicion del éxido nitrico sintasa, inhibidores de la agregacion plaquetaria y otras

actividades citotoxicas.



O}fNHH O

HN )C\,-“‘\/\)J\OH

H S
biotina histidina
/,,’
/=N
HN _
NH,
histamina |
pilocarpina

Figura 3. Ejemplos de imidazoles naturales

En el 2007 Bellina y col.[3] publicaron las actividades biologicas de imidazoles diaril-substituidos
entre las que destacan los inhibidores de las enzimas p38 MAP y B-raf Quinasa, los que inhiben la
biosintesis de interleucina (IL-1) y de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) (Figura 4).

F
N
\ \> HO N\
N \
= NH
\ \_LN’ % =
N~ —_/
Inhibidor de la enzima p38 MAP Inhibidor de la enzima B-raf Quinasa

Sl

SO,NH,
Inhibidor de interleucina (IL-1) Inhibidor de COX-2

Figura 4. Imidazoles diaril-substituidos

Wen-Tai Li y col. [4] estudiaron imidazoles 2-amino-1-arilidenamino como posibles agentes
anticancer obteniendo dos moléculas con buenos resultados (Figura 5).



N/
7\ ]
O, N,
N N
F Cl

Figura 5. Agentes anticancer

Kumari S. y col., [5,6] realizaron la evaluacion de derivados de bis-imidazol (Figura 6) con
posible actividad antifingica y antimicobaterial. Algunos de estos compuestos mostraron tener una
buena actividad frente a Candida albicans y glabrata.

CeHs

O
N

E\ N__\\N
NH X
Figura 6. Bis-imidazol con actividad antifangica

Ya se conocen algunos imidazoles comerciales que se emplean como antifungicos como son el
clotrimazol, miconazol, econazol, ketoconazol, butoconazol, oxiconazol, sulconazol, bifonazol,

tioconazol, fluconazol e itraconazol (Figura 7).
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Cl Cl

—N C =N
Cl NI/\/) I_\\H NI/\/)

S Cl Cl

Cl Tioconazol

()
R

Clotrimazol

Miconazol

Figura 7. Ejemplos de imidazoles con actividad antifingica

Puratchikody A. y col. [7] se enfocaron a realizar pruebas con imidazoles 4,5-difenil-2-
substituidos para conocer su actividad antiinflamatoria. Estos investigadores ocuparon
indometacina como farmaco de referencia, encontrando un compuesto con actividad
antiinflamatoria considerable (Figura 8).

S

\
NH

O 2-(benciloxi)-4,5-difenil-imidazol

Figura 8. Imidazol con actividad antiinflamatoria.
Jyoti Pande y col. [8] sintetizaron una serie de derivados de imidazol y los analizaron como
posibles agentes antituberculosos, resultando que uno de ellos presentd actividad contra M.

tuberculosis (Figura 9).

A
NN ~ " N/
1-(3-(1H-imidazol- 1-il)propil)-5-propil-1H-imidazol

Figura 9. Derivado de imidazol con actividad antituberculosa



Baraldi y col. [9] y Balasubramanian [10] realizaron la sintesis de la Distamicina A, que es un

antibiotico de origen natural (Figura 10).
') HN
Ho/\EH \
~ A N CONH2

Distamicina A Antibiotico

Figura 10. Distamicina A derivado de imidazol con actividad antibiotica

Como resultado de la actividad bioldgica de los imidazoles, se han explorado una serie de

estrategias sintéticas para la preparacion de imidazoles.
1.3 Sintesis de imidazoles

Existen una gran variedad de metodologias para la obtencion de imidazoles polisustituidos,
muchas de estas por lo general resultan de la condensacion de aldehidos con compuestos
dicarbonilicos y ocupan catalizadores, radiacion de microondas, reacciones en tubo sellado, reflujo
y grandes cantidades de disolvente. En este capitulo se describen algunas sintesis para la obtencion

de imidazoles polisustituidos.

La primera sintesis fue descrita por Heinrich Debus [11] en 1858; sin embargo, muchos imidazoles
ya habian sido descubiertos desde 1840, al hacer reaccionar glioxal (1) con diversos aldehidos por
ejemplo formaldehido (2) en presencia de amoniaco para obtener los imidazoles (3) en bajos

rendimientos (Figura 11).

-2 OH

0
H 0 2 NH3 [N\>_
R
—_
|t HJ\R N
) H
1 2 3

R= H, Aromatico, alquilo

Figura 11. Sintesis de Heinrich Debus



Con el tiempo Radiszewski [12] describi6 una variante a la reaccion de Debus, que consiste en la
condensacién de bencilo 4 con benzaldehido 5, en presencia de amoniaco para la obtencién del

imidazol 6 en buenos rendimientos (Figura 12).

Figura 12. Reaccion de Radiszewski
Por lo general esta reaccion se conoce como la sintesis de Debus- Radiszewski para imidazoles.

Con el paso de los afios se realizaron numerosas sintesis empleando catalizadores para la

produccion de estos.

Una estrategia mas general para la preparacion de imidazoles sustituidos, es la introduccién de
sustituyentes en el anillo preformado. Sin embargo, la limitante de este enfoque es a menudo una
falta de regioselectividad. La sintesis de imidazoles 1,2,4- y 1,2,5-trisubstiuidos, fue una ruta
propuesta por Delest y colaboradores que consiste en llevar a cabo la reaccion mediante dos pasos

como se muestra en la (Figura 13). [13]

MeOTf > |

N
N
Triflato de metilo /[\ E— /[\
'}')\SPh R, N)\Rs
Me l\l/le

N
I

N
(/ ; 2 pasos /[»\ 1,2,5-IMIDAZOLES
N —> | SPh
|

S=0 AR
7
Me,N \B Me,N \\O Me

/Me
A — [
—_—

Sal de Meerwien

1,2,4-IMIDAZOLES

Figura 13. Estrategia comun para imidazoles sustituidos

Un protocolo utilizando catalisis de paladio fue descrito por Bellina y esta basada en la obtencion

de 4-Aril-1H-imidazoles mediante una reaccion de Suzuki-Miyaura, a partir de 4-bromo-1H-
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imidazoles con &cidos arilboronicos bajo condiciones de transferencia de fase. Por otro lado los 4-
aril-1H-imidazoles puede someterse a una arilacién selectiva en C-2 con Pd(OAc), y Cul,
utilizando una variedad de yoduros y bromuros de arilo, produciendo asi a los 2,4-diaril-1H-

imidazoles (Figura 14) [14].

N Ar'B(OH) AX (X = Br, I
/ »\ 2 rex ( r,
N H PdCl,(dppf), CsF )\H Pd(OAc),, Cul )\Ar

H tolueno-H,0, 110°C DMF o DMA
140 - 160°C

Figura 14. Método de Bellina, usando condiciones de Suzuki-Miyaura

Otro método mas reciente se basa en la funcionalizacion del anillo de los imidazoles del derivado
2-trimetilsilil etoximetil (SEM). De esta manera se pueden alquilar los carbonos 4 y 5. Con este

método se pueden obtener imidazoles mono, di y trisustituidos (Figura 15). [15]

Ar'-X
C4-arilacion %
Q N anU|IaC|on
I)\ Pd catalisis
<: C2-arilacion
X =Br, CI )\
Ar =X Ar

Ar3-X

C5-arilacion
& SEM

Figura 15. Método general para la obtencion de imidazoles polisustituidos

Gong propuso una ruta nueva de sintesis catalizada por cobre para la obtencion de imidazoles 2,4-
disustituidos con posible actividad bioldgica, obteniendo buenos rendimientos a bajo costo y
ocupando condiciones de reaccidn relativamente suaves (Figura 16), sin la necesidad de la adicion

de ligandos o aditivos. [16]



COOH Cu,0, Cs,CO43
HoN.__NH-HCI
— + 2 \[4 DMF, N,

R" Br R2

Figura 16. Método de Gong para la obtencion de imidazolonas

La reaccion entre olefinas, isonitrilos, aminas y una fuente de bromonio, es otro método para la

obtencion de derivados de imidazol, en buenos rendimientos (Figura 17). [17]

R4,R2,R3,R4,R = aril, alquil

Figura 17. Método para la obtencion de imidazoles a partir de nitrilos
1.4 Bases de Shiff

En este subtema se hace mencidn a las bases de Schiff también conocidas como iminas, debido a
que son un subproducto de las reacciones para la obtencion de imidazoles en el caso del desarrollo

de este proyecto.

Las bases de Schiff nombradas asi en honor a Hugo Schiff (1864), constituyen una de las familias
de compuestos organicos mas utilizadas, ya sea en quimica de coordinacion o como intermediarios
sintéticos [18]. Estos compuestos se forman cuando cualquier amina primaria reacciona con un
aldehido o cetona. Estructuralmente las bases de Schiff son analogos de aldehidos o cetonas, en el

que el grupo carbonilo (R;-C=0) ha sido remplazado por una imina (R;-C=N-R).

Las iminas han mostrado tener diversas propiedades biologicas; como antiflingicos, antibacteriano,

antimalarico, antiinflamatorio, entre otras.

Kamel M. y col. [19] obtuvieron bases de Schiff derivadas del diclorofenaco para estudiar su

actividad analgésica, antiinflamatoria y ulcerogenica (Figura 19), con buenos resultados.
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O 0
Cl H OH Cl H NHN=CH,Ar
N N
—_—
Cl Cl
Diclofenaco Base de Schiff

Figura 19. Base de Schiff sintetizada a partir del diclofenaco

Por otro lado, Panneerselvam y col. [20], también sintetizaron y estudiaron la actividad de las
bases de Schiff derivadas de 4-(2-aminofenil)-morfolina probandolos como analgésicos,

antiinflamatorios, fungicidas y antibacteriales (Figura 20).

R= Furil, Fenil, o-Cl-fenil y m-nitrofenil
Figura 20. Derivados de 4-(2-aminofenil)-morfolina

Como se puede apreciar las iminas son un grupo de compuestos con una gran variedad de

actividades bioldgicas, por esta razén se analizaron en el presente estudio.
1.5 Reacciones tipo multicomponentes (MCRs)

Las reacciones de multicomponentes (MCRS), son reacciones convergentes, en las que tres o mas
materias primas reaccionan para formar un producto, donde; basicamente, todos o la mayoria de
los atomos deben aparecer en el producto recién formado. En una MCRs, un producto se obtiene
de acuerdo a una cascada de reacciones quimicas elementales. Por lo tanto, existe una red de
equilibrios de los intermediarios que finalmente desembocan en una etapa irreversible del
producto. El reto es llevar a cabo una MCR de tal manera que la red de reacciones pre-equilibrio
proporcionen el producto principal y no generen productos secundarios. El resultado depende
claramente de las condiciones de reaccion: disolvente, temperatura, catalizador, concentracion,

tipo de materias primas y los grupos funcionales.

10
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Muchos grupos han aprovechado esta metodologia para la preparacion de una gran variedad de

moléculas. Los ejemplos mas comunes de MCR’s son; Ugi, Biginelli, Bucherer-Bergs, Gewald,
Hantzsch, Kabachnik-Fields (Figura 21). [21]

Reaccion de Ugi

N | —
R™ OH |C|| R™ OH |

o T Acido R O
imina isocianato Carboxilico Bis-amida

Reaccion de Biginelli

arilaldehido/z\h Ph
H X0 EtO,C
O ot NH
Me , O | /&
)J\ EtOH, A\ Me™ "N” ~O
EtO,C HoN™ NH; A
B-cetoester Urea Pirimidina
Reaccién de Bucherer-Bergs
H
@)
N R
O KCN \\1’
A ———
Cetona (NH,),CO3 )
Hidantoina
Reaccion de Gewald
)OJV NI - 9
R' N Sg R'
R + \)J\OR" e o /
Cetona o . ! R
Aldehido a-cionoester O

2-aminotiofeno polisustituido

11
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Sintesis de Hantzsch

O R
j\ R’ R"OOCﬁCOOR"
NH
ROOH P2 N, N R'|N|R‘
Aldehido . .
1,3-Dicarbonilico H
1,4-Dihidropiridina
Reaccion de Kabachnik-Fields
$ll
j\ R"NH2 (')' R" R"HN O‘\P/O
/P\O/ \
R R' + + H \O—R“ Ea— RX O—R"
Cetona Amina Hidrofosforilo . R
a-Aminofosfonato

Figura 21. Otros métodos de sintesis de MCRs

Los imidazoles también pueden ser obtenidos por una metodologia de multicomponentes. Por
ejemplo, Wolkenberg utilizé radiacion de microondas para obtener imidazoles 2,4,5-trisubstituidos

por medio de una reaccion entre compuestos 1,2-dicarbonilicos, aldehidos y acetato de amonio
(Figura 22). [22]

Q 0 NH,4OAc (10 equiv.) R H
)J\H/Rz )J\ HOAc 1 N
R + > R
! R3 H 180 °C, microondas R | N/>_ 3

O 5 minutos 2

R = alquil, aril, heteroaril

Figura 22. Sintesis organica asistida por microondas (MAOS) para obtener imidazoles

Otro proceso por MCRs propuesto por Kraig W. utiliza dos iminas simultaneamente, catalizada

con paladio para obtener sales de imidazolinio e imidazolinas (Figura 23). [23]
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Ry Mel Ry
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N/R4 + —_— M—& - s )\'LN
R R, R Ra

X co 0,C

R1,R2,R3,R4,R5 = aril, heteroaril, alquil

Figura 23. Sintesis de multicomponentes de sales de imidazolinio

Un método distinto de MCRs, es la obtencién de cetocarbamatos planteado por el Profesor
Siamaki, el cual se basa en acoplamientos de iminas, cloroformiatos, reactivos organometélicos y
monoxido de carbono, catalizados por paladio en un sélo paso de reaccién. Este proceso conduce a
los cetocarbamatos, que por medio de ciclaciones producen imidazoles, en condiciones muy
suaves (Figura 24). [24]

N/R1 O R%_ JR1 imina
| 4 . N
- 1. P
Rz)\H —|_ Cl)J\OR3 + CO —|_ R SnBu3 ﬂ» m 4/\*, \§00|oroform|ato
2. NH4O0Ac  organoestanico ~

acetato de
CO A\/ amonio

Figura 24. Método de Siamaki para la obtencién de imidazoles

1.6. Analgesia

En este subtema se hara mencién a la parte biologica correspondiente a imidazoles con un enfoque
en su actividad analgésica y anti-inflamatoria. Se describen algunas pruebas que se realizan para la
determinacién de la actividad relacionada con un compuesto y las caracteristicas para que a un

compuesto se le atribuya una actividad analgesica o antiinflamatoria.

Un analgésico es aquel compuesto, ya sea de origen sintético o natural, que se ocupa para aliviar el
dolor, ya que este es uno de los sintomas mas comunes por el cual las personas buscan atencion

médica.

El dolor puede ser clasificado en: agudo (es temporal, inicia inmediatamente, por ejemplo un dolor

de cabeza) o crénico (es continuo, resultado de artritis o cancer). [25]
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Para generalizar, existen tres tipos de estimulos que excitan los receptores de dolor que son:

mecanico, térmico y quimico.

Se debe destacar que en farmacologia el concepto de dolor se atribuye a un sintoma emocional.
Fisiolégicamente se debe manejar el termino nocicepcion. El sistema nociceptivo es el encargado

de detectar y procesar la sensacion dolorosa.

Los analgésicos opioides son unicos ya que pueden disminuir ambos aspectos de la experiencia
dolorosa (sensorial y emocional), como ejemplo tenemos la morfina y metadona (Figura 25).

HO

HO™
Morfina Metadona

Figura 25. Analgésicos opioides

Los farmacos analgésicos no esteroideos (AINEs) carecen de efectos sobre el dolor emocional,
pero son los mas comunes cuando se desea aliviar la nocicepcion, y son los mas utilizados ya que
algunos se venden sin prescripcién médica, como la aspirina (acido acetilsalicilico), naproxeno
(Acido (S)-2-(6-metoxi-2-naftil) propanoico) y el ibuprofeno (Acido (R,S)-2-(4-isobutilfenil)
propionico) (Figura 26). La mayoria de estos analgésicos producen intolerancia géstrica como

reaccion adversa. [26]

O
OH
o Ibuprofeno E
& XY
O
0% “OH o
Aspirina Naproxeno

Figura 26. Analgésicos no esteroideos (AINES)
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1.7 Inflamacién

La inflamacion, es el conjunto de respuestas de los tejidos vivos frente a una agresion fisica,
infecciosa 0 autoinmune, que provaca en los sistemas homeostaticos de la sangre y en el tejido
conectivo, una serie de cambios en caminados a localizar y aislar el agente agresor para luego

eliminarlo y reparar el dafio tisular producido por él.

El proceso inflamatorio, como parte del mecanismo de defensa inmune, es normal y benéfico para

el organismo. No obstante, muchas veces éste se prolonga y causa dafio tisular. [27]

La inflamacion puede liberar mediadores pronociceptivos o proinflamatorios, incluyendo
bradiquininas (vasodilatadores), serotonina (neurotransmisor), histamina, Oxido nitrico,
prostaglandinas y citoquinas. Estas sustancias contribuyen al cuadro clinico de enrojecimiento,
calor, hinchazén, dolor [28]. Los antiinflamatorios son los encargados de disminuir este cuadro

clinico.

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES), son los mas comunes y los mas ocupados en la
actualidad, entre los que destacan la aspirina, naproxeno e ibuprofeno, mencionados con
anterioridad (Figura 26). La indometacina es uno de los antiinflamatorios mas poderosos que la

aspirina y el ibuprofeno.

Al igual que los analgésicos, los antiinflamatorios también tienen efectos secundarios dafinos,

éstos varian dependiendo del farmaco ocupado, pero son similares a los de los analgésicos.
1.8 Mecanismo de accién de los analgésicos y anti-inflamatorios

Entre las principales sustancias que desempefian un papel fundamental en el proceso de

inflamacidn y dolor son los metabolitos del &cido araquidonico.

Los AINEs ejercen su afecto a través de la inhibicién de la prostaglandina G/H sintasa
(ciclooxigenasa), que es la enzima que cataliza la transformacion del acido araquidonico (Figura

27) en prostaglandinas y tromboxanos [29].
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Radicales libres

Diversos estimulos fisicos, quimicos,

inflamatorios y nitrégenos. )

= Isoprostanos
Acidos epoxieicosatrienoicos

(EET) COOH

Citrocromo
P450

Li . \ Ciclooxigenasas
ipooxigenasas (COX)
(LOX) \

HETE Prostag.lapdlnas .
Prostaciclina Prostanoides
Tromboxano

Leucotrienos
Lipoxinas

Figura 27. Vias de la liberacion y del metabolismo del acido araquidédnico.[30]

Las prostaglandinas incrementan la permeabilidad capilar, resultando en edema y zonas rojizas
dolorosas. (Figura 28)
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PGF PGF PGE

Variaciones del anillo

Figura 28. Estructuras representativas de la familia de las prostaglandinas

Dentro de las prostaglandinas implicadas en los mecanismos de inflamacion tenemos la
ciclooxigenasa-1 (COX-1) y la ciclooxigenasa-2 (COX-2). Los AINEs por lo regular siempre
inhibian la formacion de ambas, pero en la actualidad se conoce que la COX-2 es la fuente
principal de prostanoides en la inflamacion. La COX-1 genera prostanoides de mantenimiento

interno como la citoproteccion del epitelio gastrico.
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JUSTIFICACION

El dolor es un sintoma asociado a todos los seres vivos y una de las sintomatologias que ocasiona
dolor es la inflamacidn, por lo tanto es necesario ampliar el arsenal de moléculas con actividad

antiinflamatoria/analgeésica.

En la actualidad se cuenta con una gran variedad de farmacos para tratar la nocicepcion. La
aspirina es un medicamento que se puede adquirir sin la necesidad de una prescripcion médica en

la actualidad, pero el consumo excesivo de esta puede ocasionar ulceras gastricas.

Los AINEs (ibuprofeno, ketorolaco, diclofenaco, etc.) son los farmacos que ayudan a tratar los
sintomas del proceso inflamatorio. El problema de estas es que inhiben tanto la COX-1 (proteccion

del epitelio gastrico) y COX-2 (inflamacion), ocasionando también problemas géstricos.

Por lo tanto es necesario encontrar nuevos compuestos que sirvan  como
antiinflamatorios/analgésicos, que sean especificos para la inhibicién de la produccién de COX-2
sin afectar a COX-1.

Los imidazoles presentan un amplio espectro de actividad bioldgica, entre los que destacan los
antihipertensivos, antihistaminicos, inmunomoduladores (levamizol), antibacterianos vy
antiprotozoarios (metronidazol), antihelminticos (tiabendazol, mebendazol), antifingicos
(clotrimazol, miconazol, ketoconazol) y antitiroideos (carbimazol y metimazol), sin embargo poco

se ha estudiado hacia su probable actividad analgésica/antiinflamatoria.
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OBJETIVOS:
Objetivo general

1.- Sintetizar nuevos compuestos de imidazoles polisustituidos, mediante la condensacion de
distintos compuestos dicetonicos con aldehidos aromaticos a partir de un proceso consecutivo de
multicomponentes asistida por microondas, con la posibilidad de que presenten una actividad

analgésica/antiinflamatoria.
Objetivos especificos

1.- Sintetizar imidazoles polisustituidos con estructuras variadas en las posiciones 1, 2, 4 y 5, los
cuales serén identificados por de técnicas espectroscopicas.

2.- Investigar mediante pruebas biologicas, si los compuestos obtenidos presentan actividad

analgésica y/o antiinflamatoria.
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2.1 Pruebas piloto para la obtencion de las condiciones de reaccion.

La sintesis de imidazoles se inicio ocupando la técnica propuesta por Debus-Radiszewski [11,12]
(Figura 29), donde se hacia reaccionar un compuesto 1,2-dicarbonilico 1 con un aldehido 2 en

presencia de amoniaco y etanol como disolvente para obtener el imidazol 3.

2 NH3

0
,)I j\
_|_
ca H

R

-2 OH

e

2 3

R= H, Aromatico, alquilo

Figura 29. Reaccion de Debus-Radiszewski

En el caso de la metodologia de Debus-Radiszewski, el compuesto dicarbonilico usado fue el
Bencilo, pero los intentos con butanodiona y piruvaldehido, no procedieron como se esperaba ya

que no obtuvimos el imidazol con esta metodologia.

Se ensayaron diferentes metodologias ocupando como aldehidos el 3-cloro-4-hidroxi-5-
metoxibenzaldehido 8 y el 2-tiofencarboxialdehido, ocupando como compuesto dicarbonilico la

butanodiona 7 (Figura 30).

Ensayos:

Cl

o OH
Condiciones

Tabla 1

OCH;

Figura 30. Sintesis para obtener imidazoles ensayos
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Tabla 1. Condiciones de la sintesis de imidazoles usando diferentes metodologias

Ensayo Condiciones Tiempo (h)  Rendm.
1 Etanol/NH,OH/0 °C 24 TRAZAS **
2 Metanol/NH,OH/0 °C 24 TRAZAS *
3 Tubo sellado/ Etanol/NH,OH/80 °C 1 N.R
4 Reflujo/ Etanol/NH,OACc/80 °C 2 N.R
5 MW/180 °C/ NH,OAc/HOAC 5 min. 65 % *

Como se muestra en la tabla 1 el ensayo 5 fue el que mejores resultados mostro.

Estos resultados, son semejantes a los obtenidos por Shuaijun Wang y col. [31] quienes describen
la sintesis de un imidazol, sustituido en las posiciones 2, 4 y 5 con furilo. Los subproductos de
observados fueron las bases de Schiff, diiminas, obtenidas de las materias primas. Esto es parecido
a la que se obtuvo en los diferentes ensayos ya que el producto principal obtenido era la base de
Schiff del aldehido ocupado.

Analizando el mecanismo de reaccién propuesto por Debus- Radiszewski (Figura 31):

22



H
. 1 QILH Ho H NH
1 NH
\[@ R1ﬁ+ 2 R»]%R 1 R2 NH3 R1 R2 O
0o . o R o 2 HpO o HziO NH
NH; Rs
R, Ry 1 R, NH NH
Ri—\ Noy =— R\ R~ 0 2 =— | 2
N—T<or] R \N/{\\ N‘ﬁ N R, HCN\rR3
1 +
R3 R3O (>O (;—H (o)
i\l -H,0 U
R R
H N2 2 H;N) NH
D A R K™ R S
R1 <w/|g o |‘) O - ! R2
N"Ng, N~ T N T ‘\'.OH
R,  NHs 1 Rs Y
Oxazol Rs
Ry
NH
R142/\
ij\
Imidazol 3

Figura 31. Mecanismo de la sintesis de imidazoles trisustituidos

Se observa que el primer paso de la reaccién no ocurre como tal. EI amoniaco, en lugar de atacar

al compuesto dicarbonilico, reacciona con el aldehido formando la base de Schiff (figura 32).

o f)

R;
11

R1Io
0

Rs NH3 R1Io
10 HNYH Ry YO
- > —
+ R3
12

Figura 32. Mecanismo sugerido para la obtencion de las bases de Schiff
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Se pensaria que el exceso de amoniaco ocurriria la condensacion de la base de Schiff con el

compuesto dicarbonilico, pero no ocurre.

Quizas se deba a que la butanodiona, se polimeriza rapidamente. O quizas la formacion de la base
de Schiff del correspondiente aldehido tenga una energia de formacién menor que la diimina del
compuesto dicarbonilico en resumen sea mas estable, en este caso los resultados concuerdan con
los estudios tedricos realizados por Gonzélez-Rivas y Garcia-Vazquez [32], en donde se calculd la
electrofilia, potencial quimico, dureza absoluta, afinidad y potencial de ionizacion , utilizando la
teoria de funcionales de la densidad, optimizando las geometrias mediante un modelo PBE/6-
31++g**, empleando el programa NWChem 5.1.1.

Aparentemente mediante el uso de microondas la fuerza de vibracion tiene un efecto favorable
para la formacién de la diimina procedente del compuesto dicarbonilico, permitiendo la

condensacion con el aldehido.

Se realizaron pruebas piloto con la metodologia del microondas como se muestra en la figura 33.
Los rendimientos obtenidos son buenos y varian del 80-85 %. Con esto se reafirma la utilidad de
las microondas para la obtencidn de los imidazoles obteniéndose en un periodo de tiempo muy

corto.

Las reacciones donde se ocup0 el piruvaldehido (dicarbonilico) no funcionaron. Solo 3 reacciones
fueron obtenidas ocupando el 3-piridincarboxaldehido, butiraldehido y 3-cloro-4-hidroxi-5-
metoxibenzaldehido. En la mayoria de los articulos consultados las reacciones con piruvaldehido
no son buenas. Se piensa que el agua presente en este compuesto afecta la reaccion, ya que se

necesitan pH acidos y la presencia de agua no permite dicho pH.
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Figura 33. Ejemplos de imidazoles obtenidos por MAOS
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RMN *H (500 MHz) del 3,4,5-trimetil-1H-imidazol

Los espectros anteriores son de las pruebas piloto, estos compuestos ya estaban informados en la

literatura.

En el caso de los espectros de RMN *3C, se muestra la presencia de los carbonos arométicos, pero

muestran sefiales muy pequefias incluso llegan a desaparecer los carbonos de los metilos.

Este hecho se atribuye a las estructuras tautomericas de los imidazoles, que impide que los tiempos
de relajacion de dichos carbonos sean cada vez menores, un fendmeno similar a los carbonos de

carbonilo.
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RMN 3C (500 MHz) del 2-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina (1c)

Para la obtencion de los imidazoles tetra sustituidos se decidi6 ocupar la metodologia con
microondas, reportada por Gelens y colobaradores [33], haciendo modificaciones ya que en

nuestro caso no se adiciond el cloroformo.

Los resultados no fueron muy buenos solo se pudo obtener el imidazol tetrasustituido derivado de
la butanodiona con la (3-(1H-imidazol-1-il)propan-1-amina). Se deduce que tal vez sea el

impedimento estérico, lo que influye a la hora de formar el anillo del imidazol (Figura 34).

En el mecanismo de como se forman los imidazoles tretrasustituidos, el compuesto 18, resultante
de la reaccién del aminoalcohol 17 con la aldimina protonada 18 seguido de la pérdida de agua,
puede explicar que la condensacion-aromatizacion no ocurre si los compuestos son muy

voluminosos [34].

En los demas ensayos solo se obtuvo el imidazol trisustituido, (2-(4,5-dimetil-1H-imidazol.2-
il)fenol).
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Figura 34. Mecanismo de reaccion de los imidazoles tetrasustituidos

2.2 Pruebas analgésicas y antiinflamatorias

En estas seccion se discutiran las pruebas bioldgicas realizadas, se seleccionaron 4 imidazoles para
conocer la actividad analgésica/antiinflamatoria de cada uno de estos, (3-(4,5-dimetil-1H-
imidazol-2-il)piridina), (2-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), (4-(4,5-dimetil-1H-
imidazol-2-il)piridina), (2-cloro-4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)-6-metoxifenol) fueron los

imidazoles utilizados.

Al tener los imidazoles ya preparados, se calculd la dosis letal 50 (DLsp), la cual nos permite

conocer la dosis o cantidad (mg/Kg) a la cual es toxico el compuesto analizado.

Al tener las dosis de cada compuesto se procedi6 a realizar los test correspondientes como se

discute mas adelante.
2.2.1 Dosis letal 50

Se calculo la dosis letal 50 de los compuestos analizados siguiendo el Test No. 243 OECD, se
administré por medio de via intragastrica los imidazoles disueltos en solucion salina isotonica. Se

utilizaron ratones wistar con pesos de 25 y 30 gramos. Se emplearon 3 ratones por dosis para un
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total de 3 dosis a ensayar. Los ratones estuvieron en observacion por 15 dias tomando su peso corporal. Los ratones del grupo control

(testigo) solo se les administro SSI.

Las dosis establecidas fueron de 100, 500 y 2500 mg/Kg y se administraron en funcion del peso de cada raton.

Al paso de los 15 dias de observacion de los ratones, se sacrificaron y disectaron para observar sus érganos, se pesaron sus 6rganos y se

calculo su promedio. En la tabla 2, se muestran los pesos de los érganos de los ratones. No se observo ningin dafio en ninguno de los

organos, por esto se decidio ocupar las dosis propuestas, ya que los compuestos no presentaban una toxicidad a dichas dosis.

Tabla 2. Media del peso de los 6rganos de los ratones.

DL : RINON TESTICULO 2
ENSAYO mg/is(og HIGADO BAZO PROMEDIO PROMEDIO CORAZON PULMONES
CONTROL 6.945+0.902 0.326+0.072 0.8168+0.080 0.3529+0.060 0.501+0.051 | 0.758+0.120
100 7.467+0.499 0.308+0.022 0.8204+0.118 0.3707+0.056 0.476+0.099 | 0.847+0.106
IMO1 500 7.470+0.151 0.367+0.020 0.7894+0.009 0.3946+0.038 0.548+0.036 | 0.719+0.064
2500 6.946+0.278 0.409+0.122 0.7709+0.088 0.3937+0.022 0.504+0.066 | 0.975+0.280
100 6.338+0.691 0.258+0.066 0.7205+0.047 0.4004+0.072 0.518+0.120 | 0.821+0.087
IM02 500 7.090+0.703 0.383+0.006 0.8222+0.079 0.3420+0.012 0.481+0.098 | 0.821+0.154
2500 8.197+1.673 0.333+0.041 0.8622+0.058 0.2768+0.031 0.568+0.125 | 0.819+0.087
100 5.988+0.239 0.275+0.008 0.8311+0.095 0.3620+0.104 0.531+0.082 | 0.755+0.052
IMO03 500 6.788+0.553 0.326+0.076 0.7812+0.068 0.3535+0.071 0.512+0.020 | 0.792+0.154
2500 5.262+0.657 0.446+0.088 0.7193+0.063 0.3147+0.042 0.452+0.073 | 1.112+0.102
100 6.396+0.264 0.380+0.139 0.8022+0.078 0.3855+0.100 0.653+0.175 | 0.868+0.159
IM04 500 6.106+0.369 0.255+0.052 0.7369+0.066 0.3798+0.060 0.547+0.007 | 0.754+0.040
1000 6.082+0.176 0.349+0.148 0.6419+0.206 0.4280+0.194 0.581+0.049 | 0.758+0.196

Datos Media + Desviacion Estandar. 1M1 (3-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), IM2 (2-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), IM3 (4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-

il)piridina), IM4 (2-cloro-4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)-6-metoxifenol).
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2.3 Andlisis de la analgesia de imidazoles

Para determinar la posible actividad analgésica de los imidazoles preparados, se ocupé el test del
acido acético (Writhing test) [35]. Se dividieron los ratones en 14 grupos de 7 ratones por grupo:
control (solucion salina isotonica), referencia (Ibuprofeno 10 mg/Kg), IM1 (3-(4,5-dimetil-1H-
imidazol-2-il)piridina) 100, 500 y 2500 mg/Kg, IM2 (2-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina)
100, 500 y 2500 mg/Kg, IM3 (4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina) 100, 500 y 2500 mg/Kg,
IM4 (2-cloro-4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)-6-metoxifenol) 100, 500 y 1000 mg/Kg (figura 35).
Se administraron las dosis antes mencionadas de cada uno de los compuestos via intragastrica. Se
esperan 30 minutos y se inyecto el acido acético al 0.4% por via intraperitonial, se esperaron 5
minutos de latencia y se empezaron a contar el nimero de contorciones en intervalos de 5, 10, 15,

20, 25 y 30 minutos. Se comparan los datos con el grupo control y referencia.
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Figura 35. Estructuras del ibuprofeno e imidazoles
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Los datos obtenidos de la prueba fueron expresados en media + error estandar (SEM) (Tabla 3).
Los resultados fueron analizados por una prueba t-Shapiro-Wilk y una prueba U-Mann-Whitney,
con una diferencia significativa de p<0.05 y p<0.001 con respecto al grupo de referencia.

Los calculos se realizaron en el programa Sigma Plot 12.0.

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos del test del acido acético, se observa por cada
compuesto un numero de contracciones en funcion del tiempo, si el nUmero de contracciones

disminuye conforme pasa el tiempo, los compuestos presentan una actividad analgésica.
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Tabla 3. Efecto Analgésico de los imidazoles frente al ibuprofeno.

NUMERO DE CONTRACCIONES EN FUNCION DEL TIEMPO (MIN)

TRATAMIENTO  DLsg 5 10 15 20 25 30
(mg/Kg)

SSI 500 +1.83%* 7.29+265° 6.29+2.00%° 314+164° 257+1.38° 271+1091°
lbuprofeno 10 1.00 +0.72% 2.71+1.06° 2.29+0.94* 1.00+0.58° 1.29+0.71° 1.29+0.64°
IM1 100 9.43+2.30" 6.86+1.72° 457+1.02° 271+0.94° 214+0.74° 1.29+0.64°
IM1 500 12.86 + 1.9%" 957 +2.30° 8.29+1.89% 557+1.41* 4.71+160%° 3.29+1.19°
IM1 2500 9.14+2.11" 6.29+158* 571+219° 529+201" 357+1.43° 1.00+0.38°
IM2 100 514+ 164 6.14+1.79*° 257+0.78° 157+0.78° 1.43+0.81° 0.57+0.37°
IM2 500 4.86+1.34" 814+171% 4.86+1.08*% 2.29+0.84° 143+057° 1.14+0.51°
IM2 2500 8.00+2.85°" 10.86 +2.60* 7.71+1.86% 7.14+2.08% 500+2.25% 0.00+0.00°
IM3 100 6.57 +1.19°° 8.71+2.33% 6.86+1.52% 514+153" 414+149% 243+153°
IM3 500 771+152% 971+1.66% 7.86+1.79° 814+214% 6.71+3.25° 6.43+4.05°
IM3 2500 757+153" 857+1.76% 571+1.11% 4.00+098% 3.86+0.77% 3.00+1.21°
IM4 100 429+127% 9.00+1.94° 6.71+1.90° 3.14+1.30* 3.00+1.15*° 1.86+0.63"
IM4 500 533+1.17*° 12.00+1.66% 10.17+1.92* 10.50+1.89”" 9.00+3.11*° 8.83+3.85°
IM4 1000 714+ 1777 8.71+1.02% 6.43+0.84" 529+1.06% 271+0.68% 2.43+0.48°

Los datos representan la media + SEM. n=7, ® t-Shapiro-Wilk, b U-Mann-Whitney. SSI (solucion salina isoténica), IM1 (3-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), 1IM2 (2-(4,5-
dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), IM3 (4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), IM4 (2-cloro-4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)-6-metoxifenol).
*p<0.05

**p<0.001
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La inyeccion intraperitonial de &cido acetico al 0.4% produce en los primeros 10 minutos una
cantidad significativa de contracciones en el grupo control (SSI), el pico observado maés alto se
obtuvo a las 10 minutos (7.29 + 2.65).

El ibuprofeno muestra un descenso gradual en el nimero de contracciones en el transcurso de la
prueba, en los ultimos minutos se mantiene constante el nimero de contracciones.

Los imidazoles muestran un alta en el nimero de contracciones, incluso en el minuto 30 (grafico 1
y 2).

Solo los imidazoles IM1D1, IM1D3, IM2D1 Y IM2D2 presentaron un efecto nociceptivo

significativo (grafico 3).
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Grafico 1. Efecto de los imidazoles, ibuprofeno y SSI de la prueba del acido acético del minuto 5 al 15. Los datos
representan la media =+ SEM. n=7, * t-Shapiro-Wilk, b U-Mann-Whitney. SSI (solucion salina isoténica), IM1 (3-(4,5-dimetil-1H-
imidazol-2-il)piridina), IM2 (2-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), IM3 (4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), IM4 (2-
cloro-4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)-6-metoxifenol). *p<0.05 **p<0.001

El grafico 1 muestra cémo va evolucionando la actividad de los compuestos en los primeros 15
minutos, se puede ver que el ibuprofeno presenta una actividad notable al comienzo de la prueba al

inhibir el nimero de contracciones en los ratones.
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Grafico 2. Efecto de los imidazoles, ibuprofeno y SSI de la prueba del acido acético del minuto 20 al 30. Los datos
representan la media £ SEM. n=7, 8 t-Shapiro-Wilk, b U-Mann-Whitney. SSI (solucién salina isoténica), IM01 (3-(4,5-dimetil-1H-
imidazol-2-il)piridina), IM02 (2-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), IMO3 (4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), IM04 (2-

cloro-4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)-6-metoxifenol). *p<0.05 **p<0.001

El grafico 2 muestra la actividad analgésica de los compuestos después de 20 minutos. Los

compuestos IM1D1 e IM1D3 mostraron una actividad nociceptiva gradual a lo largo de la prueba

en el minuto 30 teniendo una actividad similar al ibuprofeno. EI IM02D1 en el minuto 15 presenta

una actividad nociceptiva casi similar al ibuprofeno, en el transcurso del test presentd un maximo

de inhibicién al minuto 30 de (0.57 + 0.37), pero no presento una significancia de (p < 0.05). En el

caso del IM02D2 a partir del minuto 25 tuvo una actividad nociceptiva similar al ibuprofeno y la

mantuvo asi a lo largo de la prueba (Grafica 2).
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Grafico 3. Comparacion de la actividad nociceptiva de los imidazoles, ibuprofeno y SSI de la prueba del acido

acético. Los datos representan la media + SEM. n=7, 8 t-Shapiro-Wilk, b U-Mann-Whitney. SSI (solucion salina isotonica), IM01
(3-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), IM02 (2-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina). *p<0.05 **p<0.001

En el grafico 3 se hace la comparacion de los compuestos que posiblemente tengan una actividad
analgésica aceptable en comparacién con el ibuprofeno, se puede observar como el ibuprofeno
presenta una actividad analgésica mayor en comparacién con los imidazoles en los primeros 15
minutos, a los 20 minutos de la administracion los imidazoles empiezan a tener un efecto
analgeésico aceptable, a los 25 minutos el nimero de contracciones de los imidazoles es similar al
del ibuprofeno, lo que significa que tienen la misma actividad analgésica, tal vez la activacion de
los imidazoles se mas retardada que la del ibuprofeno, por esto necesitan mas tiempo de

activacion.
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2.4 Anadlisis de antiinflamacién en imidazoles

Para determinar la posible actividad antiinflamatoria de los imidazoles preparados, se empled la
técnica de induccién de edema por carragenina en la pata de la rata [36]. Se dividieron los ratones
en 10 grupos de 6 animales: control (solucion salina isotonica), referencia (Lumiracoxib 100
mg/Kg), IM1 (3-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina) 10 y 100 mg/Kg, IM2 (2-(4,5-dimetil-1H-
imidazol-2-il)piridina) 10 y 31.06 mg/Kg, IM3 (4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina) 31.06 y
100 mg/Kg, IM4 (2-cloro-4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)-6-metoxifenol) 10 y 100 mg/Kg
(figura 36). Después de 30 minutos de la administracién de todos los compuestos por via oral con
la ayuda de una cénula, se midio la pata trasera izquierda del raton con ayuda de un vernier
electrénico. Después se inyecta de forma sub-plantar carragenina al 3% (0.1 ml) en la pata trasera
medida previamente. Se mide la pata en intervalos de 1, 3 y 5 horas. Se comparan los datos con el

grupo testigo y de referencia.
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Figura 36. Estructuras del lumiracoxib e imidazoles
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El porcentaje de inflamacion fue calculado ocupando la férmula:

e (Mi +100)
% inhibicion: 100 [ ———— ] — 100

Mr

Donde Mi es la medida de la pata del ratén y Mr es la medida de la pata de referencia.

Los datos obtenidos de la prueba fueron expresados en media * error estandar (SEM) y % de
inhibicion + SEM (Tabla 4 y 5). Los resultados fueron analizados por una prueba t-student y una
prueba U-Mann-Whitney, con una diferencia significativa de p<0.05 y p<0.001 con respecto al

grupo de referencia. Los datos fueron analizados en el programa Sigma Plot 12.0.

Tabla 4. Efecto de los imidazoles sobre edema inducido con carragenina en pata de ratones.

% DE INHIBICION DE EDEMA

TRATAMIENTO  Dosis

(mg/kg) 0Oh 1h 3h 5h
SSl - - - -
Lumiracoxib 100  20.98 +0.042%  1.46+0.125* |-11.58 +0.083 | -16.33 £ 0.071%
IM1 10 16.18 £ 0.071° 18.64 +0.187% 27.03+0.121* 29.49 +0.057%
IM1 100 12.06 +0.036°  6.65+0.099° 20.38+0.097*  24.61 +0.085"
IM2 10 11.43 +0.021* 1356 +0.118% 22.71+0.127% 17.03+0.071°
IM2 31.06 1538+0.036° 9.13+0.088% 16.89+0.157* 14.55+ 0.098"
IM3 31.06  1351+0.024* 0.91+0.032” 4.95+0.095°  23.07 +0.150°
IM3 100  12.68 +0.009° | -0.91+0.098” | 10.48 +0.098%  15.79 +0.072°
IM4 10 17.88 +0.043° | -5.74 +0.066% | 3.93+0.064  16.41 + 0.050
IM4 100 10.60 + 0.028%  2.48+0.119° 12.37+0.094*°  20.90 + 0.091°

Los datos representan el % de inhibicién + SEM. n=6, & t-student, b U-Mann-Whitney. SSI (solucidn salina isotonica), IM1 (3-
(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), IM2 (2-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), 1M3 (4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-
il)piridina), IM4 (2-cloro-4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)-6-metoxifenol),

*p<0.05

**p<0.001

En la tabla 4 se muestra el porcentaje de inhibicion de edema, es decir el porcentaje de actividad
antiinflamatoria que presentan los compuestos en funcion del tiempo, al observar valores
negativos en la tabla, son sefial de que hubo una disminucion importante de la inflamacion el pata
del ratén.
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Tabla 5. Medidas de las patas de los ratones en los diferentes tiempos.

MEDIDAS DE LAS PATAS (mm)

TRATAMIENTO Dosis
(mg/kg) 0Oh 1h 3h 5h
SS| 1.443 +0.103 2.743 £ 0.095 2.819 + 0.077 2.802 +0.071

Lumiracoxib 100 1.745 + 0.042* 2.783 +0.125° 2.493 + 0.083? 2.344 +0.071%"
IM1 10 2.028 +0.071° 3.302 +£0.187° 3.167 £ 0.121° 3.035 + 0.057*
IM1 100 1.956 + 0.036° 2.968 + 0.099 3.001 + 0.097° 2.921 +0.085°
IM2 10 2.014 + 0.021° 3.037 £0.118° 2.914 +0.127° 2.685 + 0.071°
IM2 31.06 1.945 + 0.036" 3.160 + 0.088" 3.059 + 0.157° 2.743 +0.098°
IM3 31.06 1.981 + 0.024° 2.809 +0.032"" 2.616 + 0.095*" 2.885 + 0.150°
IM3 100 1.967 + 0.009" 2.758 +0.098"" 2.754 + 0.098 2.714 +0.072°
IM4 10 2.057 +0.043" 2.623+0.066%"  2.501 + 0.064%" 2.729 + 0.050°
IM4 100 1.930 + 0.028° 2.852 +0.119 2.801 + 0.094% 2.834 +0.091°

Los datos representan el Media = SEM. n=6, ® t-student, © U-Mann-Whitney. SSI (solucién salina isotnica), IM1 (3-(4,5-dimetil-1H-
imidazol-2-il)piridina), IM2 (2-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), IM3 (4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), IM4 (2-cloro-4-(4,5-
dimetil-1H-imidazol-2-il)-6-metoxifenol).

*p<0.05

**p<0.001

La inyeccion sub-plantar de carragenina produce un progresivo edema en el grupo control hasta
mantenerse, el pico observado mas alto se obtuvo a las 3 horas (2.819 + 0.077).

El lumiracoxib muestra un gradual descenso de la inflamacion en el transcurso de la prueba.

Con respecto a los imidazoles todos muestran una diminucion en un rango de 1 y 3 horas, pero

transcurrido este tiempo su efecto va disminuyendo (grafico 4).
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Grafico 4. Efecto de los imidazoles, lumiracoxib y SSI sobre edema plantar producido en ratos por carragenina. Los
datos representan el Media + SEM. n=6, * t-student, ® U-Mann-Whitney. SSI (solucién salina isotonica), IM1 (3-(4,5-
dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), IM2 (2-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), IM3 (4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-
2-il)piridina), IM4 (2-cloro-4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)-6-metoxifenol). *p<0.05, **p<0.001.

En la tabla 6 se muestran los imidazoles que presentaron una disminucion en la inflamacion de las
patas del raton. Cabe destacar que el compuesto IM3 (31.06 mg/Kg) muestra una reduccién de la

inflamacion muy similar a la del lumiracoxib en las 3 primeras horas.

Tabla 6. Comparacion de los imidazoles con el farmaco de referencia.

% DE INHIBICION DE EDEMA

TRATAMIENTO  Dosis

(mg/kg) Oh 1h 3h 5h
ssl - - - -
Lumiracoxib 100  20.98 +0.042%7 1.46+0.125° -11.58 +0.083" -16.33 +0.071%
IM3 31.06  1351+0.024* -0.91+0.032° 4.95+0.095%  23.07 +0.150°%
IM4 10 17.88 +0.043° -5.74+0.066%  3.93+0.064°  16.41 + 0.050°

Los datos representan el % de inhibicion + SEM. n=6, * t-student, b U-Mann-Whitney. SSI (solucion salina isotonica), IM3 (4-
(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), IM4 (2-cloro-4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)-6-metoxifenol).

*p<0.05

**p<0.001
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El imidazol IM4 (10 mg/Kg) en la primera hora p< 0.001 presento un actividad mayor que el
lumiracoxib, en las siguientes horas no permanecio ese efecto, pero muestra una diferencia

significativa de p<0.05 con respecto al lumiracoxib en las 3 primeras horas (tabla 6 y grafico 5).
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Grafico 5. Comparacién de los imidazoles, lumiracoxib y SSI sobre edema plantar producido en ratos por
carragenina. Los datos representan el Media + SEM. n=6, ® t-student, ® U-Mann-Whitney. SSI (solucién salina
isotonica), [IM3  (4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), IM4  (2-cloro-4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)-6-
metoxifenol). *p<0.05, **p<0.001.

El grafico 5 es una representacion de los datos de la tabla 6, en este se puede apreciar que los
imidazoles solo tiene una actividad antiinflamatoria en las primeras 3 horas después de la
administracion y después de este tiempo pierden su efecto como antiinflamatorios a diferencia del

lumiracoxib que sigui6 presentando una actividad después de 5 horas.
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3.1 Parte Experimental

Los reactivos, piruvaldehido (40 %), acetato de amonio, 4-piridincarboxaldehido, 3-
piridincarboxaldehido, 2-piridincarboxaldehido, tiofen-2-carboxaldehido, Butiraldehido, 3-cloro-
4-hidroxi-5-metoxibenzaldehido,  2-furancarboxaldehido,  3-(1H-imidazol-1-il)propan,  2-

hidroxibenzaldehido y 2-aminopiridina se adquirieron de la compafiia la Sigma-Aldrich.

La 2,3-butanodiona, se destilo para su mayor pureza, el 2-pirrolcarboxaldehido fue preparado en el
laboratorio (pag. 52).
Los disolventes acetona, hexano, acetato de etilo, diclorometano, alcohol etilico, alcohol metilico
grado reactivo.
El curso de la reacciones quimicas se siguio por cromatografia en capa fina, usando cromatofolios
de aluminio impregnados con gel de silice GF-254, tipo 60. Se emple6 como reveladores:
radiacion ultravioleta proveniente de una lampara UV GL-25 Mineralight.
La purificacion de los compuestos se llevo a cabo por Cromatografia en Columna, utilizando como
fase estacionaria gel de silice malla 230-400 ASTM y como sistema eluyente diclometano/metanol
en diferentes proporciones para cada caso. Los puntos de fusion (en grados Celsius) se
determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.
Los datos de espectroscopia y espectrometria de los compuestos sintetizados, fueron determinados
en el Departamento Analitico de la Facultad de Quimica de la UAEM vy en el centro conjunto de
investigacion en guimica sustentable (CCIQS) UAEM-UNAM.
Los espectros de infrarrojo se realizaron en un espectrofotometro Nicolet Avatar 360 FT-IR
empleando pastillas de bromuro de potasio.
Los espectros de masas de baja resoluciéon fueron determinados en un Equipo Shimadzu modelo
GCMS-QP2010 Plus de alta resolucion, mediante la técnica de impacto electronico.
Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN *H) fueron realizados en un
equipo Varian de 500 MHz modelo NMRSystem y un equipo Bruker de 300 MHz modelo Avance
con magnetos blindados de 11.74 T y 7.04 T respectivamente, empleando cloroformo y DMSO
deuterados como disolventes. El desplazamiento quimico esta expresado en partes por millon
(ppm), utilizando el pardmetro & y las constantes de acoplamiento (J) estan en Hertz (Hz). Para
identificar la multiplicidad de las sefiales se utilizaron las abreviaturas siguientes: s= sefial simple,
d= sefial doble, t= sefial triple, c= sefial cuadruple, m= sefial maltiple, dd= sefial doble de doble,
dt= sefial doble de triple, a= ancha.
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Para la obtencion de los imidazoles tri y tetra sustituidos o variados en las posiciones 1,2, 4y 5 se
utiliz6 un equipo de microondas marca Anton-Paar 300 M (figura 37). Las reacciones se realizaron

en un tubo Smithsynthesizer™ de 20 mL, equipado con una barra magnética.

Figura 37. Microondas Anton-Paar 300 M y tubos o reactor Smithsynthesizer™

3.2 Sintesis de imidazoles

La metodologia general para la obtencion de los imidazoles trisustituidos y tetrasustituidos es la

siguiente:
METODOLOGIA GENERAL I:

Se inicia la sintesis de los imidazoles 22 haciendo reaccionar un compuestos 1,2-dicarbonilico 20
(1 eqg.) con un aldehido aromatico o alifatico 21 (1 eg.) en presencia de acido acético (AcOH) 5
mL con acetato de amonio (NH;OAc) (10 eq.) a 180 °C por 5 minutos utilizando un equipo de
microondas 300 M (Anton-Paar) (figura 38).

o o NH,OAc (10 equiv.) R2
R, )J\ HOAc N Y NH
R2 + R3 H o R1 //k
O N
180 °C, microondas, Rs
20 21 5 min. 22
R1=H/R2=CH3
R1/R2=CH3
Rs;=Aromatico o Heterociclo

Figura 38. Sintesis de imidazoles trisustituidos
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Al término de la reaccion, a la mezcla se le adicionaron 10 mL de hidroxido de amonio frio
(NH4OH) al 28 %, para neutralizar la reaccion. Después se diluyé con 20 mL de agua y se
realizaron extracciones con acetato de etilo (3x30 mL), el disolvente se evapord por medio de un

rotavapor.

0]
2,3-butanodiona Piruvaldehido

Figura 39. Compuestos dicarbonilicos ocupados en la sintesis de imidazoles

La metodologia para la obtencion de los imidazoles tetra sustituidos en la posiciones 1, 2, 4y 5 es

la siguiente:

METODOLOGIA GENERAL II:

Se inicia la sintesis de los imidazoles 26 haciendo reaccionar los compuestos 1,2-dicarbonilico 23
(1 eq.) con una amina primaria 24 (1 eq.). Se adicionan lentamente los aldehidos aromaticos 25 (1
eq.) en presencia de 5 mL de AcOH. Se agregan (2 eq.) de NH4;OAc todo esto en el tubo de
reaccién a 160 °C por 15 minutos utilizando un equipo de irradiacién de microondas 300 M
(Anton-Paar) (Figura 40).

0 )OJ\ R2
R + R H NH4OAc (2 equiv.)
1 5
R, HOAc o _(/
S 25 - 1 N/)\
160 °C, microondas, Rs
23 24 15 min. 26
R1/R2:H,CH3
R1/R2:CH3
R4/Rs=Aromatico

Figura 40. Sintesis de imidazoles tetrasustituidos
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Al igual que en la sintesis de los imidazoles trisustituidos se ocupd la 2,4-butanodiona y

piruvaldehido como compuestos dicarbonilicos.

Tanto para la metodologia I y 1l el avance de la reaccion fue monitoreado por CCF (cromatografia
en capa fina) hasta agotar las materias primas (de 5 a 10 minutos). Se eluy6 con una mezcla de
metanol-diclorometano (1:9), se purificé por medio de cromatografia en columna ocupando gel de
silice de (240-400 mallas) como fase estacionaria y como fase mdvil una mezcla de metanol-

diclorometano (1:9).
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Tabla 7. Resultados de los Ensayos para la obtencion de los imidazoles

Ensayo R, R; R4 PF°C %
26a Metilo 4-piridin H 178 43
26b H 4-piridin H - N.R
26¢ Metilo 2-piridin H 107 40
26d H 2-piridin H - N.R
26e Metilo 3-piridin H 110 32
26f H 3-piridin H 128 13
26g Metilo 2-tienil H - 37
26h H 2-tienil H - N.R
26i Metilo 2-pirrolil H 125 45
26j H 2-pirrolil H - N.R
26k Metilo Propil H - 50
26l H Propil H - 15
26m Metilo 3-cloro-4-hidroxi- H 195 70

5-metoxibencil
26n H 3-cloro-4-hidroxi- H 197 12
5-metoxibencil
26i Metilo 2-furil H 229 80
260 H 2-furil H - N.R
26p Metilo 2-OH-bencil 2-OH-bencil - N.R
26q H 2-OH-bencil 2-OH-bencil - N.R
26r Metilo 2-OH-bencil 2-piridin - N.R
26s H 2-OH-bencil 2-piridin - N.R
26t Metilo 2-OH-bencil 1H-imidazol-5- 121 15
propil
26u H 2-OH-bencil 1H-imidazol-5- - N.R
propil
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1. Obtencidn del 4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina (26a)

Siguiendo la metodologia I, se mezclaron 0.17 mL de 2,3-butanodiona con 0.18 mL de 4-
piridincarboxaldehido, obteniéndose 147 mg (43%) de cristales naranjas.

FM: CyoH11Ns, P.M.: 171 g/mol, P.F: 178-181°C , R.F: 0.47
IR(cm™): NH-2360.56, C=N-1928.56, C=C-1589.14

RMN *H & (300 MHz): 2.12(6H, s, H-6 y 7): 7.7(2H, d, J= 6 Hz, H-9 y 13); 8.5(2H, d, J= 6 Hz,
H-10y 12).

EM: (70 eV):173 (M+,100),42(42)

4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina

2. Obtencion del 2-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina (26c)

Siguiendo la metodologia 1, se mezclaron 0.17 mL de 2,3-butanodiona con 0.18 mL de 2-
piridincarboxaldehido, obteniéndose 140 mg (40%) de un sélido negro.

FM: CyoH11Ns, P.M.: 171 g/mol, P.F: 107-110 °C, R.F: 0.4
IR (cm™): NH-2360.56, C=C-1674.7

RMN 'H & (500 MHz): 2.24(6H, s, H-6 y 7): 7.23(1H, t, J= 0.5Hz, H-10); 7.22(1H, t, J= 0.5Hz,
H-12); 8.1(1H, t, J= 0.5Hz, H-13); 8.44(1H, d, J= 4.5 Hz, H-11)

EM: (70 eV):173 (M+,100),43(100)

13 N\ 11

12
2-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina
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3. Obtencion del 3-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina (26e)

Siguiendo la metodologia I, se mezclaron 0.17 mL de 2,3-butanodiona con 0.18 mL de 3-
piridincarboxaldehido, obteniéndose 110 mg (32%) de un sélido café obscuro.

FM: CyoH1iNs, P.M.: 171 g/mol, P.F: 107-110 °C, R.F: 0.21
IR (cm™): NH-2360.56, C=C-1673.5

RMN H & (500 MHz): 2.13(6H, s, H-6 y 7); 6(1H, d, J= 50 Hz, H-1); 7.2(1H, t, J= 3 Hz, H-12);
8.14(1H, d, J= 8 Hz, H-13); 8.36(1H, d, J= 4.5Hz, H-11); 9(LH, s, H-9).

EM: (70 eV):173 (M+,100),43(100)

10
3-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina

4. Obtencion del 3-(4-metil-1H-imidazol-2-il)piridina (26f)

Siguiendo la metodologia I, se mezclaron 0.3 mL de piruvaldehido con 0.18 mL de 3-
piridincarboxaldehido, obteniéndose 41.3 mg (13%) de un sélido amarillo.

FM: CgHgN3, P.M.: 159 g/mol, P.F: 128 °C, R.F: 0.21

RMN *H & (300 MHz): 1.78(1H, s, H-7); 2.51(1H, s, H-6); 7.51(1H, t, J= 30 Hz, H-12); 8(1H, d,
J= 3 Hz, H-13); 8.4(1H, d, J= 8 Hz, H-11); 8.7(1H, s, H-9).

EM: (70 eV):159 (M+,85),79(100)
5. Obtencion del 4,5-dimetil-2-(tiofen-2-il)-1H-imidazol (269)

Siguiendo la metodologia I, se mezclaron 0.17 mL de 2,3-butanodiona con 0.18 mL tiofen-2-
carboxaldehido, obteniéndose 132 mg (37%) de un aceite café.

FM: C9HyoN,S, P.M: 178.06 g/mol, R.F: 0.5

RMN H (500 MHz) : 2.1(6H, s, H-6 y 7); 6.9(1H, t ,J=5 Hz, H-11); 7.22(1H, dd, J= 5 Hz, H-10
); 7.34(1H, dd, J= 3.5 Hz, H-12)
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4,5-dimetil-2-(tiofen-2-il)-1H-imidazol

6. Obtencion del 4,5-dimetil-2-(1H-pirrol-2-il)-1H-imidazol (26i)

Siguiendo la metodologia I, se mezclaron 0.17 mL de 2,3-butanodiona con 190 mg de pirrol-2-
carboxaldehido, obteniéndose 144 mg (45%) de un sélido negro.

FM: CgH11N3, P.M.: 161 g/mol, P.F: 125-128 °C, R.F: 0.2

RMN H & (300 MH2): 2.15(6H, s, H-6 y 7): 6.8(1H, d ,J=9 Hz, H-10); 7.16(1H, t, J= 6 Hz, H-11
); 7.72(1H, d, J= 6 Hz, H-12)

EM: (70 eV):161 (M+,77),146(M-CH3,12)43(100)

4 3
9
5 8 _N
N~ 2 10
rm

12
11
4,5-dimetil-2-(1H-pirrol-2-il)-1H-imidazol

7. Obtencion del 4,5-dimetil-2-propil-1H-imidazol (26k)

Siguiendo la metodologia I, se mezclaron 0.17 mL de 2,3-butanodiona con 0.12 mL de
Butiraldehido, obteniéndose 138 mg (50%) de un aceite negro.

FM: CgH4N,, P.M.: 138 g/mol, RF: 0.4

RMN *H & : 0.9(3H, t, J=6 Hz, H-10); 1.70(2H, ¢, J=5.5 Hz, H-9): 2.15(6H, s, H-6 y 7); 2.7(2H, t,
J=9 Hz, H-8); 7.2 (1H,s, H-1)

6
4 3
2
7
5 NAZ\/\W
H 8
1
4 5-dimetil-2-propil-1H-imidazol
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8. Obtencion del 4-metil-2-propil-1H-imidazol (26l)

Siguiendo la metodologia I, se mezclaron 0.3 mL de piruvaldehido con 0.12 mL de Butiraldehido,
obteniéndose 37 mg (15%) de un aceite negro.

FM: C;H2N, P.M.: 124 g/mol, RF: 0.3

EM: (70 eV):124 (M+,35),59 (100), 96 (100)

4-metil-2-propil-1H-imidazol

9. Obtencion del 2-cloro-4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)-6-metoxifenol (26m)

Siguiendo la metodologia I, se mezclaron 0.17 mL de 2,3-butanodiona con 373 mg de 3-cloro-4-
hidroxi-5-metoxibenzaldehido, obteniéndose 176 mg (70%) de solido café.

FM: C12H13N20,Cl, P.M.: 252 g/mol, P.F: 195-197 °C, R.F: 0.11
IR(cm™): HO-2915.98, NH-2360.56, C=C-1662.4, OCH3-1452.94, CI-844.7

RMN *H & (300 MHz): 2.08(3H, s, H-6); 2.5(3H, s, H-7); 3.84(3H, d, J= 9 Hz, H-14); 7.41(2H, s,
H-9y 13).

EM: (70 eV):252 (M+,50),42(100), 110 (55)

Cl
2-cloro-4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)-6-metoxifenol

10. Obtencion del 2-cloro-4-(4-metil-1H-imidazol-2-il)-6-metoxifenol (26n)

Siguiendo la metodologia I, se mezclaron 0.3 mL de piruvaldehido con 373 mg de 3-cloro-4-
hidroxi-5-metoxibenzaldehido, obteniéndose 40 mg (17%) de solido café.

FM: C1;H11N20.Cl, P.M.: 238 g/mol, P.F: 195-197 °C, RF: 0.4

EM: (70 eV):238 (M+,100),43 (80), 237 (65)
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2-cloro-4-(4-metil-1H-imidazol-2-il)-6-metoxifenol

11. Obtencidn del 4,5-dimetil-2-(furan-2-il)-1H-imidazol (26R)

Siguiendo la metodologia I, se mezclaron 0.17 mL de 2,3-butanodiona con 190 mg de 2-
furancarboxaldehido, obteniéndose 287 mg (80%) de un sélido negro.

FM: CyH1oN2O, P.M.: 162 g/mol, P.F: 229-231 °C, R.F: 0.45
IR (cm™): NH- 2356.7, C=C-1662.42, Furano= 1592.99

RMN *H & (500 MHz): 2.3(6H, s, H-6 y 7); 6.41(1H, ¢ ,J=3.1 Hz, H-12); 6.73(1H, dd, J= 3 Hz,
H-11); 7.35(1H, dd, J= 0.9 Hz, H-10)

11
4,5-dimetil-2-(furan-2-il)-1H-imidazol

12. Obtencion  del  2-(1-(3-(1H-imidazol-5-il)propil)-4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)fenol
(26t)

Siguiendo la metodologia Il, se mezclaron 0.17 mL de 2,3-butanodiona con 0.24 mL de 3-(1H-
imidazol-1-il)propan-1-amina, 0.21 mL de 2-Hidroxibenzaldehido, obteniéndose 44 mg (15%) de
un sélido café.

FM: C1gH2N4O, P.M.: 296 g/mol, p.F- 121-124 °C, RF: 0.25

EM: (70 eV):124 (M+,35),59 (100), 96 (100)
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2-(1-(3-(1H-imidazol-5-il)propil)-4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)fenol

3.3 Sintesis de 2-pirrolcarboxaldehido

En matraz de fondo redondo de tres bocas, equipado con un agitador, un embudo de adicion y un
condensador de reflujo, se colocan 0.05 moles de dimetilformamida. EI matraz se sumerge en un
bafio de hielo, mientras 0.05 moles de oxicloruro de fosforo se afiaden por medio del embudo de
adicion, durante un periodo de 15 minutos. Una reaccion exotérmica se produce con la formacion
del complejo oxicloruro de fosforo-dimetilformamida. Se retira el bafio de hielo y la mezcla se
agita durante 15 minutos (Nota 1).

Se afiaden 150 mL de diclorometano a la mezcla. Cuando la temperatura interna se ha bajado a 5
°C, se agregan, por medio de un embudo de adicion 0.05 moles de pirrol recién destilado en 150
mL de diclorometano, se agit6é durante un periodo de 1 hora. Después de la adicion es completa, el
bafio de hielo se sustituye con una manta de calentamiento y la mezcla se agita a la temperatura de
reflujo durante 15 minutos, tiempo durante el cual es abundante el desprendimiento de cloruro de

hidrogeno.

La mezcla se enfria a 25-30 °C y se afiade a través del embudo de adicién una solucion de (2.7
moles) de trihidrato de acetato de sodio (Nota 2) en alrededor de 1 L de agua, con cautela al
principio, luego con la mayor rapidez posible. La mezcla de reaccion se somete a reflujo de nuevo

durante 15 minutos, bajo fuerte agitacion todo el tiempo (Nota 3).

La mezcla enfriada se transfiere a embudo de separacion. La fase acuosa se extrajo tres veces con
un total de aproximadamente 500 ml de éter. Las soluciones de éter y diclorometano se
combinaron y se lavaron con tres porciones de 100 mL de solucién de carbonato de sodio acuoso
saturado, que se aflade con precaucion a primero para evitar la rapida evolucién de diéxido de
carbono. El producto se evapora a presion reducida y se purifica por columna. El rendimiento es
de 78-79 %.
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Notas

1. Si no se retira el bafio de hielo, la mezcla puede solidificarse y debe ser disuelto por la adicion
del disolvente y calentamiento ligero. La mezcla de los reactivos a la temperatura del bafio de

hielo evita la decoloracion.

2. El uso de una mezcla sobresaturada de acetato de sodio es esencial. Si los productos de reaccion

acidos no son neutralizados, el rendimiento decrece a 15-20%.

3. La agitacién debe ser vigorosa para mantener las dos fases en contacto. La hidrdlisis no es

completa si la mezcla no se calienta.
3.4 Bases de Schiff

La obtencion de las bases es un subproducto de las reacciones para la obtencion de los imidazoles,
se hace reaccionar un aldehido aromatico, utilizando alcohol etilico como disolvente y se le agrega
hidroxido de amonio mediante un embudo de adicion, después de 24 hrs de reaccion se filtra 'y

lava el producto con etanol frio (figura 41).

o NH

)J\ EtOH/NH,OH

H 0°C Ar H

Ar

Figura 41. Sintesis de bases de Schiff
3.5 Pruebas Bioldgicas

Para las pruebas se ocuparon ratones wistar (figura 42), los cuales fueron acondicionados bajo la
norma mexicana NOM-062-Z00-1999. [38]
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Figura 42. Raton Wistar

3.5.1 Analgesia

Para probar la analgesia de los compuestos se ocup0 el test del acido acético (Writhing test),
ocupando la modificacion propuesta por Niemegeers et al., 1975 [36], se basa en la inyeccion

intraperitonial de un irritante (figura 43) en este caso acido acético al 0.4 %

Figura 43. Inyeccion intraperitonial de &cido acético

El AcOH irrita las membranas serosas provocando un caracteristico comportamiento que se
caracteriza por contracciones abdominales, la torsion de los masculos dorsal-abdominal (figura
44). Las mediciones se hacen por ocurrencia en unidad de tiempo, si un compuesto presenta una

actividad analgésica, el nimero de contracciones se disminuye.
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Figura 44. Contracciones abdominales
3.5.2 Inflamacién

Para probar si un compuesto tiene actividad antiinflmatoria se utiliz6 un protocolo conocido como
el test del edema plantar (The Paw Withdrawal Test), propuesto por Winter y colaboradores [37],
se basa en la inyeccion plantar de carragenina, para inducir una irritacion, inflamacion, la

inyeccidn se hace en una de las patas traseras del raton, la otra pata sirve como control y se inyecta

SSI (solucion salina isoténica). (Figura 45)

\

oy
R

~ -~

;au;,

Figura 45. Administracion plantar de carragenina

Esta técnica también se basa en el tiempo después de administrar el compuesto que se quiere
probar como antiinflamatorio, se esperd un tiempo de latencia de 30 minutos y se inyecto la
carragenina en una de las patas, previo a la inyeccion, se mide la pata del ratdn con un vernier

electronico (figura 46), se toman diferentes tiempos de 1, 3y 5 horas para las mediciones.
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Figura 46. Medicién de la pata del raton por medio de un vernier

Para las pruebas todos las compuestos fueron sostenidos en SSI: Tween 80 (9:1), y administrados

a los ratones por via oral por medio de una canula (figura 47).

Figura 47. Administracion via oral
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CONCLUSIONES

La sintesis de imidazoles ha demostrado ser dificil en la obtencion de estos cuando se
ocupan sustituyentes alquilicos, las metodologias de calentamiento convencional no son
muy eficientes ya que se obtienen en bajos rendimientos los imidazoles sintetizados y se
necesita el uso de catalizadores caros en algunos casos. La mayoria de los imidazoles
reportados son con bencilo como compuesto dicarbonilico, ya que es mas reactivo que los

sustituyentes alquilo.

Las microondas pueden ser una alternativa para obtener imidazoles con sustituyente
alquilicos de una manera mas facil y répida, teniendo en cuenta que los rendimientos
obtenidos son moderados (15 - 60 %), cuando se ocupa butanodiona como compuesto

dicarbonilico.

En el caso del piruvaldehido los rendimientos son bajos, en la mayoria de los casos no se
obtuvieron los productos, quizés se deba al agua que contiene este reactivo ya que este es

una solucion al 40%.

En la sintesis de los imidazoles tetrasustituidos, solo se obtuvo el 2-(1-(3-(1H-imidazol-5-
il)propil)-4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)fenol (26t), esto quiz&s se deba al impedimento
estérico que existe al formarse el anillo, se obtuvieron en mayor porcentaje los tri-

sustituidos.

En cuanto a las pruebas bioldgicas, la DL50, de los 4 imidazoles; 4-(4,5-dimetil-1H-
imidazol-2-il)piridina), 3-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina, 2-(4,5-dimetil-1H-
imidazol-2-il)piridina y 2-cloro-4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)-6-metoxifenol, revelo que
se pueden ocupar en dosis altas, ya que no son toxicos. Pero como en cuanto a su efecto

analgésico o antiinflamatorio no son tan potentes como los farmacos de referencia.

Los imidazoles 4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)piridina), 3-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-
il)piridina, y 2-cloro-4-(4,5-dimetil-1H-imidazol-2-il)-6-metoxifenol, son los que

presentaron una actividad analgésica/antiinflamatoria aceptable. No se debe descartar los
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compuestos de tipo imidazolico, pueden presentar otro tipo de actividades bioldgicas, por

ejemplo como antifingicos o antibacterianos.

PERSPECTIVAS

Realizar experimentos con piruvaldehido, pero intentando condensarlo para evitar el agua
en las reacciones y asi corroborar que posiblemente el agua influya en la reaccion.

Analizar el mecanismo de obtencion de los imidazoles tetra-sustituidos, para saber si el
impedimento estérico si afecta la formacion de estos.

Realizar pruebas in vitro de los imidazoles mediante el uso de kits.

Realizar los estudios de farmacocinética y toxicologia correspondientes de los imidazoles

que presentaron una actividad bioldgica buena.
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ANEXOS
A.1.1 Microondas (Monowave 300)

La funcion del microondas sigue la ecuacion de Arrhenius:

k = A*e —Ea/RT

Basicamente hay una acelaracion al doble, es decir se incrementa 10 °C la temperatura.

No se basa en el calentamiento convencional, que no es uniforme, el material se calienta mas hacia

fuera que en su interior.

S ——
!

El calentamiento por microondas, se debe a las vibraciones de las moleculas por medio de la

radiacion.
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1. Introduction

Imidazoles have a variety of biologically activities and are
present in many naturally compounds, either as anhfungaL
antiprotozoal, COX-2'inhibitors, antitub and anticancer”
agents. In order to obtamn it (imidazoles), a large range of
synthesis has been developed, the reactions of multicomponents
have helped to synthesize a great number of products in one-pot
bemng a more efficient method for the development of total
syntheses of natural products. In recent years, one-pot Imidazoles
synthesis using microwave to get them in I efficient way and
with a good performance has been reported.*”

Most of mmidazoles reported have aromatic groups in positions
4.5, m our study describe a one synthesis of imidazoles by the
use of microwave® is performed by varying the substituents at
positions 4,5 by methyl groups.

In addition, different synthesis methods were analyzed resulting
microwaves as the best option to obtain them.

In the current work we achieve the synthesis of Tri and Tetra
substituted 1mudazole through the reaction of 2 3-butanedione
and pyruvaldehyde in presence of different aldehydes using
acetic acid and NH4OAC as solvents, in a microwave to 180° for
5 munutes in order to obtain the tri-substituted Imudazoles (5-
80%), about the tetra-substituted imidazoles, primary amines
were mixed with aromatic aldehydes and so the respective 1,2-
diketones in presence of NHsOAc/HOAc for 10 minutes in a
microwave to 160° C(15%).

2. Results and discussion

Initially, different methods for obtaining the Imidazoles were
performed, being that 4 5-alkyl-1H umdazoles without the
presence of catalysts haven’t been achieve®’. Taking as reference
the imidazol synthesis to know the most suitable conditions to get
the 4,5-alkyl-1H-imidazole (Scheme 1); the methods followed
and the results are showed 1n table 1.

Cl
0. _H OH

Me._O Conditions

:‘E . S Table1

" HC
MO co e ‘&_
OH HyC
1 2

Scheme 1. Synthesis of 2-phenyl-4,5-alkyl-1 H-imidazole.

Reacted 2.3-butanedione (1) with 3-chloro-4-hydroxy-5-
methoxybenzaldehyde (2) to get the imdazole (3), the results
show that the microwave method is the best option to obtain 4,5-
alkyl-1H-imidazoles without the need of catalysts or the
excessive use of solvents.

In recent years the use of microwaves to prepare tri- and tetra-
substituted imidazoles has been widely used getting these in one-

pot.

Corresponding authors. Tel: +52 722 217 3800x113; fax: +52 722 217 5109. E-mail addresses: salomonassad@mailcom (S. Assad-Hernindez),

cgonzalezr@ vaemex mx (C. Gonzilez-Romero).
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Table 1. Conditions of synthesis
different methods.

Tetrahedron

of imidazoles using

Entry Conditions Time Yield
() (%)
1 Ethanol/NH4Cl/ 0 °C 24 TRACE "
2 Methanol NH,C1/0 °C 24 TRACE
10
3 Sealing tube/ Ethanol/NH4Cl 1 N.R
4 Ethanol/NH4OAc/80 °C 2 NR
5 MW/180 °C/ 5 min. 65%"
NH4OAcHOAc

An explanation of why the methodology MW 1s the best option,
well the fast polymernization of the 1,2-diketones, and considering
that the 2 3-butanedione tend to polymerize and do not react to
get the condensation with the aldehyde. Shuaijun® and coworkers
reported that variety of products could be obtained; in the case of
trials 1,2,3.4 the raw materials and a great percentage of the Shiff
base were isolated from the corresponding aldehyde (Scheme 2).

o

R3 NH3 R1IO
4
HN. _H R3O
%1/
+ Rs
R1IO [
R;” O

5
Scheme 2. Proposed mechanism to obtain Schiff bases.

Scheme 2 shows that ammonia reacts with the aldehyde (4) and
not with the diketone compound (5), forming the corresponding
imine (6), assuming a stronger driving force is required

Ry

to achieve the condensation and form the imidazole, therefore the
use of microwaves, because when the molecules are vibrating
they generate the enough energy to make the aldehyde
condensation occurs with 1,2-diketone compound.

Once the methodology has been established (Scheme 3) the
following Imidazoles were synthesis, Table 2:

O o NH4O.:|rg::qulv.}
R
! W)L Ry Ra)L H
o 180 °C, MW,
7 8 5 min. 9

Scheme 3. Tri-substituted synthesis of imidazoles.

The yields (performance) obtamned are variable and have no
relation, this is due to the reactivity that apply as the aldehyde as
the 1,2-diketone employed, perhaps the presence of water in the
pyruvaldehyde produce the low wields (performance)
pyruvaldehyde shown in Table 2.

Table 2. Results of synthesis tri-substituted imidazoles."!

Entry R; R, R, Yield(%)
1 Me Me 4-Pyridin 43
2 Me Me 3-Pyridin 32
3 Me Me 2-Pyridin 40
4 Me Me 2-Thienyl 37
5 Me Me 2-Pyrrolyl 45
6 Me Me 2-Furyl 80
7 Me Me Propyl 35
8 Me Me 3-Chloro-4-hydroxy- 70

5-methoxy-benzyl
9 Me H 4-Pyridin N.R
10 Me H 3-Pyridin 13
11 Me H 2-Pyridin N.R
12 Me H 2-Thienyl N.R
13 Me H 2-Pyrrolyl NR
14 Me H 2-Furyl N.R
15 Me H Propyl 12
16 Me H  3-Chloro-4-hydroxy- 12

5-methoxy-benzyl

Rs Ry Co OXH A_o©
Hy0 l
H R R Ra :N)Rz NH
N 'j{—( R1\p)( Ry
Ry ?/I[:, Ne© - N 0 —-— T R:
Rs # UQR N—0H
Ry  MNHs L Y
l Oxazole Ry
Ry
—ay
1
N=™p, Scheme 4. Mechanics of trisubstituted imidazole.

N 3
Imidazole
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The suggested mechanism 1s shown in (Scheme 4), and has been
taken from the modified Radziszewski® reaction, because in entry
2. an oxazole was formed.

To obtain the Tetra substituted Imidazoles the microwaves
method was used as well, applying the methodology reported by
Gelens"?, with some modifications, considering that in our case
the chloroform was not added and the temperature was 160 ° C
(scheme 5), primary anunes will be used for the synthesis 2-
aminophenol, 2-aminopyridine and 3-(1A-imidazol-1-yl) propan-
1-amine and 1,2-diketones used previously , only it took only 2-
hydroxybenzaldehyde, in Table 3 the resulted compounds are
shown.

R4NH;
NH4OAc (2 equiv.
S S S R
Rz R H _— = R14(/‘NR‘1
o -
160 °C, MW, N"Rs
15 min.

Scheme 5. Synthesis of tetra-substituted 1midazoles

Table 3. Tetra-substituted imidazoles obtained.”

Entry Ry/R; R; Ry Yield
(%)
17 Me 2-0OH-Ph 2-OH-Ph N.E
18 Me 2-OH-Ph  3-Propane- 15%
imidazoyl
19 Me 2-OH-Ph 2-Pyridin N.ER
20 Me/H 2-OH-Ph 2-OH-Ph N.R
21 Me/H 2-OH-Ph  3-Propane- NR
imidazoyl
22 Me/H 2-OH-Ph 2-Pyridin N.R

The trial 3 resulted in a low performance (low yields) this 1s due
to steric hindrance when the imidazole ring (Scheme 6),
compound (6), resulting from the reaction of the animoalcohol
(5) with the protonated aldinmine (6) is followed of water loss,

o Hi-Ra
P " !
RyNH, + Ry H =———= g H
1 2 3

R
o _Ra “oae” Y Ral(dn, " @ o

Re—4G | - H:0 H ﬂN R, = HN__N R
N"Sg, R{ 2
7 Ry

Scheme 6. Mechanism of tetrasubstituted imidazoles reaction.

may explain that the condensation-aromatization does not occur
if the compounds are very voluminous, also the interactions that
arise between them, therefore when the alkyl chains are used in
R; and R, substituents the result is the formation of tetra-
substituted imidazoles .

3. Conclusion

In conclusion, the microwave can be an alternative for imidazoles
with alkyl substituent more easily and quickly, given that the

yields (performance) are moderate and some are good, when
butanedione as dicarbonyl compound is used.

In the case of pyruvaldehyde the performance (yields) is usually
low, perhaps due to the water this reagent contains.

The formation of tetrasubstituted imidazoles was unsuccessful
this may be caused by the steric hindrance.
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3-(4-metil-1H-imidazol-2-il)pirndina
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Centro Conjunto de Investigacién en Quimica Sustentable UAEM-UNAM

Laboratorio de Espectromerrio de Masas
Shimadzy, GCMS-GP2010 Plus

Irfoemacién del Andllsis
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Espectro de masas del 4-(4-metil-1H-imidazol-2-il)piridina (26f)
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Centro Conjunto de Investigacién en Quimica Sustentable UAEM-UNAM
Labaratorio de Espectrometria de Masas

Shimadzu, GCMS-QP2010 Flus
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Espectro de masas del 4,5-dimetil-2-(1H-pirrol-2-il)-1H-imidazol (26i)
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Centro Conjunto de Investigacién en Quimica Sustentable UAEM-UNAM

Laboratorio de Especirometria de Masas
Shimadzy, GCMS-QP2010 Plus

Informacidn del Andlisis
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Centro Conjunto de Investigacién en Quimica Sustentable UAEM-UNAM

Laboratorio de Espectrometria de Masas

Shimadzu, GCMS-QP2010 Plus
tnformactde del Andllsis
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Informiecitn el Andlisis
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Centro Conjunto de Investigacién en Quimica Sustentable UAEM-UNAM

Laboratorio de Espectrometria de Masas
Shimadzu, GCMS-QP2010 Plus

Informaciéa del Andlisls
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Centro Conjunto de Investigacién en Quimica Sustentable UAEM-UNAM

Laboratorio de Espectrometria de Masas
Shimadzu, GCMS-QP2010 Plus

Informacion del Andlisis
- ne
Tipo de muestra: Sélide posaeea \-"\‘/'/\
Descripcidn de lamuestra:  CISHI3CIFNDZ, PM 293 g/nol P.F. 152:154°C
Modo de Inyeccsdn: |
Modo de lonfzacidn: 5] J \\
_// \\—_
10 90
Espectro S
Linem:1 RTime:S250(Scan¥;1041)
Intensidad
100 — _—— 753
1
4 s
90- |
|
|
|
20 |
O i
70 o 240
|
Fooy OH |
60 N
3
50
Cl
! : .
o Lumiracoxib s
91 H
228
%0 106
3 45
| {
20 1,9 77 I
’ ’ @ | 123 198 I
| | | 177 'T | ‘ {it
10 - ‘ 163 ! i i “' 1 |
| | | 1 1 | | i
i oLl | | L 1A Lo it 11— il |
(1AL TR, 'lll' lJ |1 mlll HI POV [TV [TV Y1981 VT PRI Y1 LN PR LR {11 1 allfhl, Al alll, 2 ’; i &

T T . . T v ¥ 1 1
50 60 10 90 100 IlD IZD I30 IOD lSﬂ 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 2&0 270 280 290 300

30 40
Espectro de masas del Lumiracoxib

m/z

93



Centro Conjunto de Investigacién en Quimica Sustentable UAEM-UNAM

Laboratorio de Espectrometria de Masos
Shimadzu, GCMS-QP2010 Plus

Inloemacidn del Andlisls
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Centro Conjunto de Investigacién en Quimica Sustentable UAEM-UNAM

Laboratorio de Espectrometria de Masas

Shimadzu, GCMS-QP2010 Plus
Informaciéa del Andlists
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Espectro de masas del 2-pirrolcarboxaldehido
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