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Glosario

Antipirético: medicamento que se usa en terapéutica para combatir el sintoma febril; es decir,
es una sustancia que disminuye la temperatura corporal, principalmente cuando ésta es elevada.
(GER, 1971, pag. 394).

Celda unidad: es la unidad fundamental sobre la que se construye todo cristal por simples
desplazamientos de translacion. La celda unidad esté constituida por un paralelepipedo con aristas
de longitud a, b, y ¢, y angulos a, B y y. (Cortes, Martinez, & Valencia, 2009, pag. 18)

Cristal: particula sélida con una orientacion y posiciones definidas que se repiten
consecutivamente con intervalos igualmente espaciados y con la misma orientacion en las
coordenadas X,y y z. (Sands, 1993, pag. 3).

Farmacocinética: estudio de la cinética de los procesos de absorcién, distribucion,
biotransformacion y excrecion de los medicamentos Yy sus metabolitos. Incluye
generalmente el estudio del curso temporal de la acciéon de los medicamentos y su relacién
con la concentracion del medicamento en los liquidos y tejidos corporales (Arias D. T., 1999,
pag. 116).

Farmacoforo: parte activa de la molécula que interacciona con una parte del sistema bioldgico
receptor, para producir una respuesta. (Rubira, 2008, pag. 105).

Forma canonica: estructura de la molécula donde los electrones estan migrando entre las
diferentes posiciones representadas por las estructuras contribuyentes al hibrido de resonancia y

representa asi a todas las formas canonicas. (Yufera, 1996, pag. 68).
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Indexar: procedimiento que pretende determinar la celda unidad del cristal a partir de las
posiciones de los picos del difractograma con ayuda de un analisis computacional. (Jordi Rius,
1992, pég. 144).

Macla: fendmeno comdn en muchos cristales individuales, en los que la red cristalina presenta
una orientacion diferente en dos o mas partes del cristal, de manera que estas zonas estan
relacionadas entre si por un elemento de simetria. (OXFORD, 2000, pag. 474).

Micosis: enfermedad producida por hongos y puede infectar tanto al individuo sano, bien
nutrido e inmunoactivo, como al individuo con otras patologias o inmunodeprimidos. Pueden
afectarlo con una mayor severidad al poner en peligro su vida, o en llegar solo a alterar en diversos
grados la estética del paciente. (Lurd, y otros, 1997, pag. 82).

Morbilidad: hace referencia a un indicador negativo de salud, es la epidemiologia la ciencia
encargada de su estudio y lo hace a través de estudios descriptivos, analiticos o experimentales. Se
encuentran dentro de éste, todos los problemas de salud que la poblacion siente o por lo cual acude
a los centros asistenciales, registros de los servicios asistenciales, sistemas de vigilancia, y el
conjunto de patologias que no se han percibido y que tampoco se han diagnosticado en las
instituciones sanitarias. (Public, 2017, pag. 42).

Neoplasias: significa “crecimiento nuevo” y se nombran cominmente con el nombre de
tumores como a la tumefaccion derivada de una inflamacién, y en caso de ser malignos, se llaman
cancer. (Arias J. , 2002, pag. 203).

Nosocomial: infeccion intrahospitalaria que se produce después de las 48 h de ingreso del
paciente y hasta 72 horas después de alta. Se puede manifestar clinicamente o ser descubierta por
la observacion directa durante la cirugia, endoscopia y/o otros procederes diagnésticos. Se incluye

asi a las infecciones cuyo periodo de incubacion se manifiesta posteriormente al alta del paciente
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y se relacionan con los procederes de la actividad hospitalaria o de servicios ambulatorios.
(Akoriyea, 2009, pag. 11).

Principio activo: es la sustancia quimica que se utiliza por su actividad farmacolégica y es el
responsable del efecto farmacoldgico. Para lograr su accion, es transportado con un excipiente,

para favorecer su administracion, liberacion y absorcion. (Toro, 2008, pag. 5).
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Resumen

Las bases de Schiff, son compuestos organicos con reconocida actividad bioldgica antifingica,
antiviral y antipirética (Sierra, 2008, pags. 8-10). Estan direccionados a la produccion de nuevos
principios activos, con el fin de buscar alternativas en el tratamiento de enfermedades resistentes
que se han desarrollado en los ultimos afios; para mejorar su tolerancia, es necesario proponer
alternativas ante la resistencia microbioldgica, perfiles farmacocinéticos mas favorables, y
solucionar problemas de toxicidad de farmacos.

En el presente trabajo se planteo la necesidad de realizar estudios de actividad antifingica, de
compuestos organicos tipo bases de Schiff derivados de la 9H-fluorenona y anilina sustituida en
posicion para con hal6genos, frente a cepas de hongos patdgenos, como la Candida krusei y la
Céandida albicans. El proceso de sintesis de los compuestos N-(4-fluorofenil)-9H-fluoren-9-imina
(3a), N-(4-clorofenil)-9H-fluoren-9-imina (3b), N-(4-bromofenil)-9H-fluoren-9-imina (3c) y N-
(4-yodofenil)-9H-fluoren-9-imina (3d), se realizé mezclando cantidades estequiométricas de 9H-
fluorenona y p-anilina sustituida (F, Cl, Br, I). La reaccién se llevd a cabo en reflujo constante
entre 48 y 72 h, utilizando etanol como solvente y acido-p-toluenosulfénico como catalizador. Se
observo la formacion de cristales amarillos con variaciones muy tenues en la coloracion.

Posteriormente se caracterizaron los compuestos obtenidos mediante las técnicas de
Espectroscopia Infrarrojo (TF-IR) y Espectrometria de masas (EM). Adicionalmente, se realizd la
caracterizacion cristalografica y estructural por técnicas de difraccion de rayos X de muestras
policristalinas y de monocristal respectivamente, con el fin de determinar las constantes de celda,
el sistema cristalino y grupo espacial del compuesto (cristalografia), como también las posiciones
atomicas, longitudes y angulos de enlace e interacciones intra e intermoleculares de los

compuestos de interés (estructura cristalina). Finalmente se evaluo la actividad antifingica de los
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compuestos sintetizados, pudiéndose observar que el compuesto (3a), presentd mejor efecto
bioldgico frente a la Candida Albicans con un porcentaje de inhibion de 90 % y para Candida
Krusei del 87,4 %. La evaluacion antifungica frente a las candidas determind que los compuestos
[3a-d] pueden clasificarse como fungistaticos por las concentraciones de eficiencia que
presentaron para inhibir el crecimiento del hongo patégeno.

Palabras clave: Bases de Schiff, caracterizacion estructural; cetiminas; actividad antiflngica,

Candida albicans, Candida krusei.
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Introduccion

El desarrollo de nuevos materiales bioactivos contribuye de manera significativa en el
tratamiento de enfermedades generadas por diferentes tipos de microorganismos. Las bases de
Schiff son una clase de compuestos organicos ampliamente estudiados para este fin y diversos
reportes en la literatura cientifica lo soportan (Abdel-Rahman, 2013, pags. 266-276), (Chohan,
2010, pégs. 2739 - 2747) . Por otro lado, en el disefio de fArmacos, la presencia de halégenos en la
estructura cristalina del compuesto de interés bioldgico, puede hacer que la actividad bioldgica se
vea potencializada (Khoo, 2014, pags. 68-76).

Las bases de Schiff se caracterizan por presentar actividad antimicrobiana y antifungica.
Teniendo en cuenta las propiedades de los reactivos de partida se estudio la actividad frente
hongos, con el fin de aportar informacién para la solucion de la creciente problemética de
enfermedades flngicas a nivel mundial que ha llegado a causar muertes humanas (Suresh, 2013,
pags. 239-248).

Una de las enfermedades mas comunes causadas por hongos es la candidiasis, ocasionada por
levaduras Candidas: C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. guilliermondii, C. lusitaniae,
C. dubliniensis , especialmente Candida albicans, infectando la cavidad oral, piel, eséfago, tracto
gastrointestinal, vagina y sistema vascular (Calderone, 2001, pags. 327-335). Las candidemias son
infecciones nosocomiales con aumento de casos reportados en las dltimas décadas, son frecuentes
en poblaciones de unidades de cuidados intensivos y aunque la Candida krusei representa solo
entre el 1y 5 % de causa para candidemias, su estudio es relevante por ser una cepa resistente a la
terapia fungica convencional como el Fluconazol (Schuster, 2013, pags. 278-284). Al existir pocos
antifangicos, es notable la resistencia que han desarrollado los organismos patdgenos frente a éstos

y, es necesario el reporte de nuevos principios activos para el tratamiento de enfermedades
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comunes. La Candida krusei ataca principalmente a pacientes con cancer y/o que reciben
tratamiento antifungico profilactico, también en pacientes inmunosuprimidos causa infeccion en
el torrente sanguineo (Schuster, 2013, pégs. 278 - 284) e incluso se han reportado casos de
ulceracion cronica (Philipp, 2017, pags. 96-98) y vaginitis (Vega, 2016, pags. 565-566).

Teniendo en cuenta lo mencionado, es relevante para estudio de compuestos bioactivos,
determinar la estructura cristalina de los mismos, debido a que la actividad biol6gica que muestran
los materiales se relaciona directamente con su estructura. Por tal razon, en el presente trabajo de
investigacion se realizo la sintesis de cetiminas mediante un proceso de sintesis convencional,
empleando un solvente amigable al medio ambiente (etanol) y asistida por un catalizador con el
fin de disminuir el tiempo de reaccion. Posteriormente se realizo la caracterizacion molecular por
Espectroscopia Infrarrojo y Espectrometria de Masas y se determiné la estructura cristalina por
técnicas de rayos-X de muestras policristalinas y de monocristal.

Como actividad final, se estudié la actividad antifungica de los compuestos [3a], [3b], [3c] Y

[3d], frente a las especies Candidas albicans y Candida krusei, usando como control Fluconazol,
el cual es un compuesto antifungico de amplio espectro cominmente utilizado para controlar las

cepas de Candidas.
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1. Planteamiento del Problema

El aumento en la poblacion de humanos portadores de enfermedades como SIDA o céncer, han
generado alertas sanitarias, debido a la alta susceptibilidad que presentan ante la contraccion de
microorganismos patdgenos de origen fungico (INVIMA, 2016, pags. 2-3). Dicha problemética
afecta especialmente a paises de ameérica latina como Colombia, Ecuador, Venezuela y Brasil;
entre junio de 2007 y marzo de 2010, se estudiaron 2.563 casos de infeccién nosocomial en el
torrente sanguineo con 2.688 microorganismos reportados, de los cuales la Candida spp fue el
séptimo agente mas prevalente. Adicionalmente, los efectos de la micosis generaron una tasa bruta
de mortalidad del 72,2 % durante el ingreso hospitalario (André Mario Doi, 2016, pag. 1). Los
estudios describen la alta probabilidad de contraer infecciones intrahospitalarias tales como la
candidiasis, criptococosis, trichosporonosis y aspergilosis (Nucci, 2010, pag. 561).

Es por esto que las estrategias que se formulan para combatir los efectos patdgenos en los
organismos vivos parten de la quimica organica, pues es esencial proponer rutas sintéticas que
faciliten la obtencion de compuestos de interés farmacol6gico con propiedades biolégicamente
activas. Las bases de Schiff , son compuestos prometedores para dar solucion a dicha problematica,
ya que son ampliamente utilizadas en la industria farmacéutica para el tratamiento de un gran
nimero de enfermedades debido a su amplio rango de actividad bioldgica, principalmente
antimicrobiana y antifungica (Ahmed, 2016, pag. 2).

Teniendo en cuenta problemas como la resistencia que presentan los organismos patogenos, la
alta toxicidad y la baja selectividad de los medicamentos Utiles para tratar enfermedades de origen
fangico, en este trabajo de investigacion se plantearon como interrogantes: ¢Es posible sintetizar
los compuestos organicos tipo bases de Schiff a partir de la 9H-fluorenona, y las 4-(fluor, cloro,

bromo, yodo)anilina, usando solventes amigables con el medio ambiente? ;Los compuestos
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organicos N-(4-fluorofenil)-9H-fluoren-9-imina (3a), N-(4-clorofenil)-9H-fluoren-9-imina (3b),
N-(4-bromofenil)-9H-fluoren-9-imina (3c) y N-(4-yodofenil)-9H-fluoren-9-imina (3d) presentan

propiedades antifingicas?

2. Justificacion

Las bases de Schiff son compuestos altamente estudiados en la quimica sintética actual, se
caracterizan por presentar actividad antibacteriana, antifingica, antiviral, y anticancerigena, lo que
las hace Utiles para tratar enfermedades y afecciones especificas que evolucionan constantemente,
generando la necesidad de nuevas investigaciones enfocadas en la obtencion de productos
farmacologicos eficaces (Peman, 2013, pag. 329).

En las ultimas décadas, se ha reportado un incremento global de enfermedades flngicas
invasivas, siendo las levaduras como las Candidas una de las principales causantes de la
morbilidad y mortalidad en pacientes inmunocomprometidos, presentandose como agravante la
limitacion de agentes antifingicos disponibles en centros clinicos. Algunos de los farmacos
utilizados pertenecen principalmente a la familia de los azoles, alilaminas y polienos, entre otros.
Sin embargo, el uso intensivo de moléculas tipo azoles como antifingicos, ha generado un
incremento de resistencia por parte de cepas de hongos patdgenos (Anca S, 2016, pag. 12).

Para el estudio de compuesto bioactivos, la Dra. Lena Ruiz Azura de la ACS, propone a los
hal6genos como una buena alternativa a tener en cuenta para el disefio de farmacos. Asi mismo,
se reveld que la presencia de anillos aromdticos genera interacciones m-mt con los residuos
aromaticos de las proteinas, lo que proporciona a las moléculas un caracter hidrofobico, siendo

confirmado a partir del analisis farmacdforo. Las caracteristicas aromaticas/hidrofobicas y
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aromaticas/aceptor/donante en los compuestos son esenciales para la actividad bioldgica
(Moorthy, 2017, pag. 3240).

Para la evaluacion de la actividad antifangica, numerosos estudios proponen como compuesto
de referencia el fluconazol (Figura 1), debido a que su espectro de actividad es mayor que el de
otros antifangicos y el mecanismo de accion altera la permeabilidad y rigidez de la membrana

celular del hongo, mediante una serie de reacciones bioquimicas (Anca S, 2016, pag. 9).

Figura 1. Estructura molecular del fluconazol

Teniendo en cuenta los reportes de las bases de Schiff, estas presentan prometedora actividad
antifangica frente a la Candida albicans y Candida krusei (Anca S, 2016, pag. 9).. La escogencia
de los sustituyentes que componen los farmacos actuales, por los propuestos (haldgenos), se realizd
debido a la elevada resistencia desarrollada, baja solubilidad en solventes acuosos (afectando su
biodisponibilidad), fracasos terapéuticos, efectos adversos (Rivera, 2014, pag. 10), alto riesgo de
toxicidad y deficiencias farmacocinéticas en actividades antifungicas (Moorthy, 2017, pag. 3240).
Por otra parte, para el método de sintesis, ademas de la eleccion de sustituyentes, se pretende la
aplicacién de principios de quimica verde y economia atdmica para garantizar la eficiencia de la
reaccién mediante la utilizacién de materiales que favorecen la selectividad y minimizan la

formacion de subproductos y por tanto de residuos.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Estudiar la estructura cristalina mediante técnicas de difraccion de rayos X y la actividad
antifungica a partir del método de microdilucion para determinar la concentracion minima
inhibitoria (Clso) de compuestos orgénicos derivados de la 9H-fluorenona y anilinas p-sustituidas

(F; CI; Bry I) frente a Candida Albicans y Candida Krusei.

3.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar los compuestos organicos N-(4-Xfenil)-9H-fluoren-9-imina; (X:F,Cl,Br;l) por
métodos convencionales, como reflujo constante en un periodo de 48-72 horas.

e Caracterizar los compuestos obtenidos por medio de las técnicas instrumentales como
espectroscopia infrarroja y espectrometria de masas.

e Establecer la estructura cristalina de los compuestos obtenidos mediante técnicas de
difraccion de rayos-X de monocristal y muestras policristalinas.

e Determinar la actividad antifungica de los compuestos sintetizados sobre cepas de Candida

albicans ATCC 10231 y Candida krusei ATCC 6258.



ESTUDIO ACTIVIDAD BIOLOGICA DE CETIMINAS 25

4 Marco Teodrico

4.1 Cetiminas.

Las iminas o bases de Schiff, deben su nombre a Hugo Schiff, quien en 1864 las cre6 mediante
nuevos métodos de Quimica orgéanica forméandolas a partir de la condensacién de una amina
primaria con una cetona o un aldehido, reaccién que ocurre normalmente siendo catalizada por un
medio &cido, dando lugar a la formacion de un doble enlace carbono-nitrogeno (C=N),
denominado enlace azometina, siendo éste responsable de los efectos bioldgicos; especialmente
antifungica, antibacteriana y herbicida. Han sido moléculas ampliamente estudiadas, por su
importancia bioldgica al ser biomoléculas que participan ampliamente como intermediaros en
procesos enzimatico, biosintesis de hormonas y neurotransmisores. (NUfiez, 2006, pags. 16-17).

Las cetiminas (bases de Schiff) pueden ser primarias si cumple con —R-(C=NH)-R:- 0
secundarias como se muestra en la Figura 2, —-R>-(C=NR)-R:-, es decir, su diferencia es la
presencia de hidrégeno o un grupo en el enlace con el Nitrégeno proveniente de la amina (Myron

L, 1977, pag. 152).

Figura 2. Cetimina secundaria
Fuente: (Myron L, 1977, pag. 152).

En particular, ademés de ser empleadas como colorantes, pigmentos, catalizadores, las
cetiminas se destacan por ser compuestos bioactivos (Devlin, 1999, pag. 176), principalmente
antifangicos, anticancerigenos, antimalaricos, antibacterianos, antiproliferativos,

antiinflamatorios, antivirales y antipiréticos (Cleiton M. , 2011, pags. 1-8).
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4.2 Técnicas de caracterizacion.

Las técnicas de caracterizacion permiten determinar la identidad de compuestos desconocidos,
brindando informacion molecular (espectroscopia infrarroja, resonancia magnética nuclear y
espectrometria de masas), cristalografica y estructural (difraccion de rayos-X de polvo y
monocristal). EI compilado de los datos proporcionados de la aplicacion de las técnicas, permitira

corroborar la obtencién de los compuestos de interés.

4.3 Espectroscopia infrarroja (IR).

Esta técnica analitica es una herramienta que facilita la identificacion de datos estructurales de
sustancias organicas y permite establecer indicios sobre la presencia o ausencia de grupos
funcionales especificos. La radiacion infrarroja que produce las vibraciones moleculares se
encuentra subdividida en infrarrojo cercano (frecuencias de 12800-4000cm™), rotacion-vibracion
fundamental, es decir, infrarrojo medio (4000-200 cm™) e infrarrojo lejano que comprende las
vibraciones del esqueleto (200-10cm™), siendo el intervalo de longitud de nimero de onda mas

utilizado el comprendido entre 4000 a 670cm™ (Skoog D. , 2001, pags. 410-411).

4.4 Espectrometria de masas (EM).

Es una técnica que mide la masa de las moléculas, fragmentos e/o iones y actualmente es
ampliamente utilizada por su alta deteccion a bajas concentraciones de analito. Para realizar la
medicion, inicialmente se producen iones a partir de las moléculas de interés, posteriormente se
separan segun su relacion masa-carga y finalmente se realiza la medicion de las abundancias
relativas de cada ion. En una de las técnicas clasicas de impacto electronico (El), las moléculas del

analito que son ionizadas, se descomponen en una variedad de fragmentos ionizados, el patron de
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fragmentacion asi como los iones resultantes constituyen el espectro de masas, que es Unico y
puede ser usado como “huella quimica” para caracterizar el analito determinado (Skoog H. , 2007,

pag. 517).

4.5 Difraccion de rayos-x muestras policristalinas (DRXP).

La técnica de Rayos-X analiza solidos cristalinos para la identificacion del sistema cristalino,
constantes de celda unidad y grupo espacial. Estos solidos, se componen de multiples cristales, los
cuales estan ubicados en diversas direcciones. Sobre el conjunto de pequefios cristales se incidira
radiacibn monocromatica de Rayos-X, lo que permite la reflexion de todas las posibles
orientaciones de la red (Morral F. , 2004, pag. 739).

Los indices de Miller son valores enteros que toman tres planos paralelos, identificandose como
h,k,l, siendo de gran utilidad para explicar y comprender los patrones de difraccion obtenidos
experimentalmente. De esta manera, la toma de datos se realiza con un difractometro, se obtiene
el perfil de difraccién, al cual se asignan los indices de Miller (proceso de indexado) para
identificar el sistema cristalino, continuando con la estimacién del grupo espacial para finalizar

con el refinamiento de las constantes de celda (Ooi, 2010, pégs. 23-28).

4.6 Difraccion de rayos-x monocristal (DRX).

La difraccion de rayos-X de monocristal es altamente precisa y proporciona la mayor cantidad
de informacion, pues permite realizar una caracterizacion estructural, dando a conocer posiciones
atomicas, longitudes de enlace, angulos de enlace, torsiones, interacciones inter e intramoleculares,
composicion de la celda unidad, permitiendo ademas la verificacion de las constantes de celda,

sistema cristalino y su distribucion, datos que se determinan mediante DRX de muestras
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policristalinas. Para la aplicacion de ésta técnica se necesita poseer un cristal Gnico, de tamafio
especifico y sin maclas, por lo cual el proceso de recristalizacion debe ser altamente controlado

(Ooi, 2010, pags. 28-30).

4.7 Compuestos bioldgicamente activos.

Los compuestos orgédnicos con actividad bioldgica estdn direccionados a la produccion de
nuevos farmacos, y con la elaboracion de éstos, ampliar el tratamiento de enfermedades que en su
gran mayoria han presentado modificaciones en los ultimos siglos; para mejorar su tolerancia,
proponer alternativas ante la resistencia microbioldgica, perfiles farmacocinéticos mas favorables,
y solucionar problemas de toxicidad y seguridad de farmacos (Gennaro, 2003, pag. 234), (Carrillo,
2001, pags. 2-5).

Por ello, la importancia de sintetizar y determinar la estructura de éste tipo de compuestos, en
la que a partir de variaciones en la estructura sé que pueda potencializar su efecto bioldgico.

Nuevas técnicas como el trasplante de células madre, de drganos sélidos, cirugias con extensa
duracion, terapia inmunosupresora, disfuncion cronica de injertos, inmunosupresion pre-operativa,
ademas de largas estancias en Unidades de Cuidados Intensivos, suman pacientes en riesgo que
aumentan la cifra de infecciones fungicas. Por otro lado, diferentes cultivos como brocoli, coliflor,
mostaza, nabo, repollo, colza y rdbano también son afectados por hongos patdgenos; por ello, el
desarrollo de nuevos compuestos con actividad antifingica es necesario, pues el incremento de
enfermedades causadas por hongos aumenta cada dia. La clasificacion clinica de éstas
enfermedades esta dada por: superficiales (afectan la epidermis), cutaneas (afectan la epidermis,
dermis, pelos y ufias), micosis subcutaneas (afectan la epidermis, dermis, tejido celular

subcutaneo; pueden invadir el tejido muscular y 6seo), micosis sistémicas o profundas (por lo
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general, la lesion inicial es a nivel del pulmon, diseminandose por via hematdgena a otros sistemas
u érganos de la economia) (Ponce, 2003, pags. 1-36).

Las infecciones en humanos son causadas especialmente por hongos del género Candidas
(levaduras) y Aspergillus. Las Candidas producen Candidiasis, la cual es una infeccién comin que
se presenta en la piel, eséfago, tracto gastrointestinal, cavidad oral, vagina, y sistema vascular; la
Céandida albicans, suele ser la principal causante de dichas afectaciones, un importante patdgeno
que presenta morfogénesis, es decir, puede variar de manera reversible, de levaduras unicelulares
a formas de crecimiento filamentosas, por ello puede verse como levadura, pseudohifas e hifas,
siendo la unica Candida que forma tubos germinativos como se puede apreciar en la Figura 3

(Sudbery, 2004, péags. 317-324).

Levaduras

_—
mes separacion
- \ (CHT3, ENG1..)
\\
JMob2
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Induccién separacion
filamentacion .

Hifas

Figura 3. Morfogeénesis de la Candida albicans
Fuente: (Carlos, R, 2017)

La Candida albicans posee una gran capacidad para sobrevivir en varios sitios del cuerpo,
teniendo en cada lugar caracteristicas Unicas de presiones ambientales, es decir, ésta presenta una
gran capacidad de adaptacion a los extremos fisioldgicos en el humano (A.Calderone, 2001, pags.
327-335).

Por otra parte, la Candida krusei es catalogada como un patdgeno nosocomial que afecta

principalmente a pacientes inmunodeprimidos, ha presentado un amplio espectro de
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manifestaciones clinicas tales como fungaemia, endoftalmitis, artritis y endocarditis, la mayoria
de estas son adquiridas por grupos de pacientes que se encuentran en un entorno nosocomial,
siendo importante mencionar que la infeccion se adquiere principalmente por el virus de la
inmunodeficiencia humanay el uso generalizado del fluconazol para tratar las infecciones fungicas
en los pacientes, esto ha contribuido al aumento significativo de C. krusei por la elevada resistencia
que presenta a dicho farmaco. Las investigaciones han revelado que la C. krusei es menos virulenta
que la C. albicans en cuanto a la adherencia tanto a superficies epiteliales como protésicas,
potencial proteolitico y produccion de fosfolipasa. Es importante destacar que la C. krusei es mas
comun en pacientes con neoplasias malignas hematoldgicas y receptores de trasplante de sangre

y médula dsea. (M.A. Pfaller, 2008, pags. 515-521)

4.7.1 Mecanismo de accion compuesto de referencia. Los compuestos antifingicos presentan
diferentes tipos de mecanismos de accion frente al hongo, dividiéndose en:

e compuestos que intervienen en la funcion de la membrana citoplasmatica

e compuestos activos frente a la pared celular

e compuestos activos frente a acidos nucleicos

e compuestos que inhiben la sintesis proteica

e compuestos que inhiben el ensamble de los microtubulos.

El compuesto de referencia a usar sera el fluconazol, farmaco antifungico clasificado como
triazol, que presenta un excelente espectro de actividad in vivo e in vitro contra varias especies de
Candidas. Su lipofilicidad permite la penetracién en la membrana celular del hongo, para
posteriormente inhibir la sintesis de Ergosterol (principal esterol fungico) y con ello, aumentar la

permeabilidad de la membrana finalizando el crecimiento del hongo (Ponce, 2003, pags. 1-36)
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ademés se caracteriza por presentar menor toxicidad que la Anfotericina B (medicamento

estandar).

4.7.2 Métodos para la evaluacion de la actividad bioldgica. Para la evaluacion de la actividad
antimicrobiana existen varios metodos.

El método dilucién de Agar es Util para la determinacion de susceptibilidad microbiana, en el
que se obtienen varias concentraciones del agente antimicrobiano, para afiadir cada una de éstas
en cajas Petri, mezclado con el agar Mueller-Hinton (preferiblemente), cuidando de no ocasionar
burbujas. Las placas de agar se dejan solidificar a temperatura ambiente, y antes de 30 minutos de
secado se incuban a 35 + 2 ° C durante 16 a 20 horas, para posteriormente conservarse en una
bolsa durante maximo cinco dias a 2-8°C.

Para la preparacion del inoculo, es recomendable usar dentro de los estandares de turbidez el
patron de 0,5 McFarland como un patrén de referencia, que preferentemente posee 104 UFC por
mancha de 5 a 8 mm de didmetro conocido como halo inhibitorio, para facilidad de cuantificacion.
La determinacidn final se realiza en una superficie oscura y no reflectante. (CLSI, 2006, pags. 23-
26).

Por otra parte, los agentes antimicrobianos también pueden ser evaluados mediante
procedimientos de dilucion de caldo, dividiéndose en Macrodilucion y Microdilucion, siendo
recomendado para ambos casos el caldo Mueller-Hinton por el instituto CLSI (CLSI, 2006, pags.
23-26).

Para el metodo por Macrodilucion, en la figura 4 se muestra la prueba que se realiza en tubos

estériles para cada combinacion microorganismo/antimicrobiano, de la siguiente manera:
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-

Figura 4. Esquema del procedimiento de Macrodilucién

In6culo: se hace una dilucion 1:100 de forma que al afiadir 1 ml a los tubos con 1 mL de medio
con antimicrobiano queden 106 UFC en 2 mL, es decir 5 x105 UFC/mL.
El método de Microdilucion, cada pocillo de la placa de microtitulacion con un pocillo en forma

de “U” en el fondo, representa los tubos del método de macrodiluacion (figura 5).

Figura 5. Esquema del procedimiento de Microdilucion

In6culo: se prepara a partir de suspensiones del 0.5 dela escala de MacFarland, empleando
cualquiera delos dos métodos (crecimiento o suspension directa)indicados anteriormente. El
in6culo final sera de 5 (se acepta de 3 a 7) x 105 UFC/ml, 6 5 x 104 UFC/pocillo.

Para ambas diluciones, los tubos o placas se incubaran a 35°C durante 16 a 20 horas, 0 en
las condiciones necesarias que se deben tener en cuenta para la especie de microorganismo que se
tenga. (CLSI, 2006, pags. 26-30).

4.8 Anélisis Cienciomeétrico Aplicado al Estudio Estructural y Evaluacion de la Actividad
Antifungica de las Bases de Schiff Frente a la C. albicans y C. krusei
La cienciometria es la ciencia que permite el estudio de la produccion cientifica con el fin de

medir y analizar la misma. Siendo los principales temas de investigacion, la medicion del impacto,
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los conjuntos de referencia de articulos para investigar, el impacto de las revistas e instituos, mapeo
de campos cientificos y la produccion de indicadores para su uso en contextos politicos o de gestion
(Leydesdorff, 2012, pag. 75).

Es preciso conocer que, en las tltimas décadas, las enfermedades de origen fangico nosocomial
han tenido un aumento a nivel mundial, que impactan principalmente a paises de américa latina.
Estas, afectan a pacientes con el sistema inmunoldgico débil, poblaciones vulnerables como
ancianos, mujeres embarazadas, recién nacidas y nifias, de tal manera que han generado gran
preocupacion en entidades hospitalarias y gubernamentales. Ademas, la elevada resistencia que
han desarrollado organismos patdgenos como los hongos ante los tratamientos médicos
convencionales y farmacos estandar (Sierra, 2008, pags. 8-10), han generado la necesidad de
continuar la busqueda de nuevos compuestos bioactivos que contribuyan de manera significativa
en la solucién de dicha problematica.

De acuerdo con los reportes cientificos, las candidemias, conocidas como infecciones de origen
nosocomial, provocadas por Candidas, reportan que mas del 70 % de los casos son causados por
C. albicans y un 5% a otras especies como C. krusei; estos organismos provocan elevada
mortalidad, dificultad de diagnostico precoz y resistencia ante tratamientos establecidos como
farmacos azolicos, y que a su vez conllevan a la alta morbilidad, prolongacion en la estancia
hospitalaria y elevados costos médicos (Murillo, 2017, pags. 1-7).

Por esta razon, con el fin de buscar alternativas para contribuir en temas como la inversion en
Ciencia y Tecnologia para el sector de la salud y siendo conscientes que la investigacion es un
factor decisivo en el crecimiento intelectual y cientifico de una nacion, y que los paises que han
optado por el liderazgo en este tipo de inversiones, han logrado mayores niveles de crecimiento y

desarrollo, es importante la realizacion de estudios de vigilancia tecnologica, ya que permite el
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acceso a los adelantos cientificos y tecnoldgicos mundiales a favor del desarrollo y obtencion de
nuevos materiales bioldgicamente activos como las bases de Schiff derivados de la 9H-fluorenona

y la anilina.

5. Marco de Antecedentes

La bdsqueda de nuevos compuestos biol6gicamente activos, ha sido una necesidad latente desde
tiempos atrds y debido al aumento de enfermedades en el siglo XXI, se ha generado en
investigadores y cientificos interés por desarrollar nuevos compuestos que puedan proporcionar
alternativas para dar tratamiento a determinadas enfermedades. De acuerdo a estudios realizados,
las cetiminas presentan gran importancia en la sintesis de compuestos organicos, debido a su
estabilidad y actividad, es y por tanto es considerada una alternativa prometedora para la solucion
de problemaéticas relacionadas con el area de la salud.

Es por esto que, en el 2004, Neil Glagovich y colaboradores de la Universidad Estatal de
Youngstown, llevaron a cabo un estudio sobre la sintesis del compuesto N-(9H-Fluoren-9-iliden)-
N-(-2-metoxifenil)amina (C20H1sNO), a partir de un reflujo constante por 20 horas, utilizandose
cantidades estequiométricas de los reactivos de 9H-fluorenona, o-anisidina, é&cido p-
toluenosulfénico y tolueno como solvente. La formacién de cristales naranjas y su posterior
caracterizacion confirmo la obtencion del producto de interés (Figura 6).

Como resultados relevantes se destacO los efectos que tiene la imina orto-sustituida, pues
presento un rendimiento de reaccién menor, en comparacion con la posicion meta o para debido
a interacciones estéricas desfavorables entre los atomos de hidrogeno de los carbonos adyacentes

en el anillo bencénico. (Glagovich, 2004, pag. 60).
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Figura 6. Estructura molecular del N-(9H-Fluoren-9-iliden)-N-(-2-metoxifenil)amina
Fuente: (Glagovich, 2004)

Posteriormente, el mismo grupo de trabajo, en el 2005 logré la sintesis del compuesto N,N -
bis(9H-fluoren-9-iliden)benzene-1,2-diamina (Figura 7) bajo el mismo proceso de sintesis,
variando la amina inicial por la o-fenilendiamina. Como resultado encontraron que el tiempo de
reaccién aumentd a 24 horas, obteniendo una solucién color naranja, la cual al concentrarse a

presion reducida cambio a una tonalidad rojiza , siendo ésta una molécula de formula molecular

Ca2H20N2 (Glagovich N. , 2005, pag. 61).

Figura 7. Estructura molecular de la N,N’-bis(9H-fluoren-9-iliden)benceno-1,2-diamina
Fuente: (Glagovich N. , 2005)

En el 2009, Su-Zhen Bai y colaboradores de la Universidad Estatal de Youngstown, utilizaron

como reactivo principal 9H-fluorenona, cambiando con el uso de 4-metilanilina, en una reaccion
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de condensacion, utilizando etanol como solvente y manteniendo la reaccion a temperatura
ambiente. La purificacion se realizd mediante recristalizacion. Como resultado de la sintesis se
obtuvo un sélido cristalino amarillo correspondiente a la formacion del compuesto N-(9H-Fluoren-
9-iliden)-4-metilanilina, C2oH1sN (Figura 8). Este estudio se realizo a razon de la gran atencion
que reciben las bases de Schiff, en especial por su reconocida actividad bioldgica, centrandose asi

en los derivados de la fluorenona (Su-Zhen, 2009, pag. 65).

ol

CHsy

Figura 8. Estructura molecular de la N-(9H-Fluoren-9-iliden)-4-metilanilina
Fuente: (Su-Zhen, 2009).

Por otra parte, la investigacion realizada por la Universidad de Pavia-Italia, en el afio 2013
(Matviiuk, 2013, pags. 37-48) evidencié que compuestos como la 3- (9H-fluoren-9-ilideno)
pirrolidina-2,5-diona, resulta ser bioldgicamente activo frente a la enoyl-ACP reductasa (InhA) y
la Micobacterium tuberculosis. El proceso de sintesis del compuesto, se realiz6 mediante la
condensacion de fluorenona con succinonitrilo en presencia de tert-butéxido de potasio (t-BuOK)
para obtener 3-(9H-fluoren-9-ilideno) pirrolidina-2,5-diona. Adicionalmente, se realiz6 la
reduccion del doble enlace, a partir de la hidrogenacion catalitica en presencia de Pd/C al 10% y
NiCl,/NaBHs. La obtencion del producto mencionado, facilita la preparacion de otros compuestos
derivados de la fluorenona con actividad de inhibicion contra cepas de la Micobacterium

tuberculosis. La reaccion mencionada se evidencia en la Figura 9.
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Figura 9. Esquema de reaccidn propuesta por Matviiuk para la obtencion de 3-(9H-fluoren-9-
ilideno) pirrolidina-2,5-diona.
Fuente: (Matviiuk, 2013)
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Asi mismo, en el afio 2015 Thawra Ahmad y asociados del departamento de quimica de la
Universidad de Damasco, se enfocaron en el estudio de procesos de sintesis, caracterizacion y
evaluacion de actividad antibacterial, en compuestos derivados de las bases de Schiff, como los
heterociclos de fluoreno. Estos investigadores sintetizaron varios compuestos haciendo reaccionar
aminas primarias y 2-carbaldehido de fluoreno en presencia de DMF y HCI como catalizador. Esta
solucién se mantuvo en reflujo constante durante 12 horas; el posterior enfriamiento evidencio la
formacion de un precipitado, el cual se recristalizd en etanol para finalmente obtener los
compuestos bases de Schiff derivados del fluoreno con un rendimiento del 76% (C17N3SO2Hu3;
C20NOH31s; C20NH1s; C20N2H16; C2:N2SH16) los cuales presentaron una amplia habilidad para
inhibir cepas microbianas, siendo caracteristico la presencia del grupo Carbono-Nitrégeno, donde
los compuestos tenian actividad frente Acinetobacter un grupo de bacterias Gram- negativas y
actividad leve o moderada contra Escherichia coli, y Pseudomonas aeruginosa. La caracterizacion
de los compuestos se realiz6 mediante la aplicacion de técnicas como FT-IR, EM, H- NMR, C-
NMR, y analisis elementales que determinan la veracidad de los compuestos sintetizados y se
comprobd la purificacion por medio de HPLC (Thawra A, 2015, pags. 447 - 458).

Debido al constante aumento de infecciones fungicas invasivas causadas por las Candidas y la

resistencia que muestran frente a farmacos pertenecientes a la familia de los azoles, alilaminas,
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polienos entre otros; en Rumania en el afio 2016, en la Universidad de medicina y farmacia, se
sintetizaron nuevas bases de Schiff, los Tiazolil-triazol (Figura 10), para evaluar el potencial
antifingico frente a las Candidas. Para el analisis de la actividad bioldgica, se tomd como
compuestos de referencia el fluconazol y ketoconazol. Los datos obtenidos del acoplamiento
mostraron que todas las bases de Schiff tienen en el sitio de union interaccion mas alta respecto al
fluconazol, al interaccionar covalentemente con el sitio activo de la 14a-desmetilasa de
Itraconazol-lanosterol aislada de la Saccharomyces cerevisiae; en un rango de -10,45 y -12,92
kcal/mol. Asi mismo, se realizé la determinacion de los diametros de las zonas de inhibicién
mediante un ensayo in vitro utilizando el método de difusion en disco, en los cuales se midieron
los respectivos didametros y los resultados obtenidos con respecto a la relacion entre la estructura
y actividad anti-candida de los compuestos, mostraron que aquellos sustituidos en el fenilo unido
al grupo azometinico con para-Br, meta-nitro, para-nitro y 2,4-dicloro, mostraron mayores
didmetros en la zona de inhibicion, y la relacion de Clso y CMF para los compuestos (figura 21),
mostro que las bases de Schiff sintetizadas podrian actuar como agentes fungicidas (Anca S, 2016,
pag. 19).

CH, Ar=3-NO,-fenil
N N Ar=Br-fenil
/ \ 4 ~N Ar=4-NO,-fenil

I 2,4-diCl-fenil
S N/k !

Figura 10. Estructura molecular de nueva base de schiff 4-amino-5-(4-methyl-2-phenylthiazol-5-
yl)-4h-1,2 4-triazole-3-thiol
Fuente: (Anca S, 2016)
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6. Disefio Metodoldgico

6.1 Sintesis general de los compuestos [3a-d]

La sintesis de los compuestos N-(4-Xfenil)-9H-fluoren-9-imina; X=F, CI, Br, | [3a-d] se llevo
a cabo en etanol, debido a que es un solvente amigable con el medio ambiente en comparacion con
el tolueno, el cual es el solvente empleado en los reportes de la literatura para estructuras similares
(Glagovich, 2004, pag. 60).

Inicialmente se hicieron reaccionar cantidades estequiométricas (segln se describe en la Tabla
1) de los reactivos 9H-fluorenona [1] y anilina p-sustituida (X: F, CI, Br, 1 ), manteniendo el reflujo
constante a 70°C en un intervalo de 48-72 horas, usando etanol como solvente y &cido p-
toluenosulfénico como catalizador (0,0021g, 10umol). Posteriormente, cuando la reaccién se
completo, se eliming el solvente mediante filtracion al vacié. Finalmente se calculd el rendimiento
de reaccion y se determind el punto de fusion de cada uno de los compuestos de interés. El

transcurso de la reaccion se monitore6 mediante cromatografia en capa fina (CCF).

Tabla 1. Condiciones de reaccién para la sintesis de los compuestos N-(4-Xfenil)-9H-fluoren-9-
imina; X =F, CI, Br, |

COMPUESTO CANTIDADES DE REACTIVOS REFLUJO SOLVENTE DE
[0] (Horas) CRISTALIZACION
9H-Fluorenona X-Anilina
(1.72 mmol) (1.72 mmol)
3a 0.3300 0.2034 72 acetonitrilo
3b 0.3642 0.2714 72 metanol
3c 0.3628 0.2972 72 metanol
3d 0.2365 0.2873 48 acetonitrilo

El producto de esta sintesis se purificd por medio de recristalizacion usando diferentes solventes
organicos como etanol, metanol y acetonitrilo para finalmente obtener los compuestos de interés

3a], [3b], [3c] y [3d]. En la Figura 11 se aprecia el esquema de reaccion para esta metodologia.
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Figura 11. Esquema de sintesis de los compuestos N-(4-Xfenil)-9H-fluoren-9-imina

6.2 Caracterizacion Molecular de los Compuestos [3a-d]

6.2.1 Espectroscopia infrarroja. Se realizd la identificacion de los principales grupos
funcionales de las muestras solidas obtenidas durante el proceso de sintesis, mediante
espectroscopia infrarroja (IR) con el espectrometro FT-IR Bruker Tensor 27 ubicado en el
laboratorio 304 del edificio de investigaciones de la Universidad Industrial de Santander en la sede

Guatiguara.

6.2.2 Espectrometria de masas. La elucidacion estructural de las moléculas se realiz6 a partir
de la determinacién de las masas moleculares de las cetiminas obtenidas mediante ionizacién por
electrospray (ESI-IT) de iones positivos. Se llevd cabo en el espectrometro de masas Bruker,
ubicado en el laboratorio de espectrometria de masas, en las instalaciones del Parque Tecnoldgico
Guatiguara de la Universidad Industrial de Santander, para el analisis los compuestos [3a], [3b],
[3c] y [3d] se disolvieron en una minima cantidad de etanol y la toma de datos se llevé a cabo bajo
las siguientes condiciones: flujo 5.0L/min, presion de 8psi, temperatura de 220°C y diferencial

entre dos potenciales V1=4500v y V>=500v.
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6.3 Caracterizacion estructural de los compuestos obtenidos (Cetiminas)
La caracterizacion estructural se realizé por técnicas de Difraccion de rayos-X de muestras

policristalinas y monocristal.

6.3.1 Difraccién de rayos-X de muestras policristalinas. La metodologia seguida se describe
a continuacion:

El item de ensayo (aprox. 100 mg), se pulverizd en un mortero de agata posteriormente, el
espécimen seleccionado fue montado en un portamuestra de polimetilmetacrilato (PMMA) con
centro de silicio “low background” y 0,5 mm de cavidad mediante la técnica de llenado frontal. El
proceso de toma de datos se realiz6 utilizando un difractometro de polvo BRUKER D8 Advance
equipado con un detector lineal LynexEye, filtro de niquel (Ni) en un rango de medicién de 2 a
70° en angulos de 2 theta (20) y con una razoén de muestreo de 1 s/paso. El difractometro utilizado
para la toma de datos se encuentra ubicado en el laboratorio de rayos-X de la Universidad Industrial
de Santander (UIS) — sede Guatiguara.

Posterior a la toma de datos, se realizé la caracterizacion cristalografica de cada uno de los
compuestos obtenidos siguiendo los pasos descritos a continuacion:

e Tratamiento de datos: el perfil de difraccion experimental fue sometido a una serie de
correccion de datos que involucran el alisamiento del perfil utilizando el método de Savitzky-
Golay; eliminacion del ruido de fondo (background) mediante el método de Sonneveld y Visser;
eliminacion de la radiacion Ka2 del material del que esta hecho el anodo del equipo utilizando el
método de Ranchinger y localizacion de los picos calculando el ancho méximo de la altura media
(FWHM) para cada uno (Amutha, 2014, pags. 6, 432-435). Este proceso se realizo utilizando el

programa especializado de dominio publico POWDERX (Dong, 1998, pag. 32).
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e Determinacion de las caracteristicas cristalinas: Posteriormente se determind el sistema
cristalino y las constantes de la celda unidad. Este proceso se realizé6 mediante la asignacion de
indices de Miller a las reflexiones observadas (indexado) utilizando el método de dicotomia de
volumen, DICVOL14 (Louer, 2004, pags. 24, 987 — 993.). El grupo espacial se determino
mediante el programa especializado CHEKCELL (Jean, 2004, pag. 46). Finalmente se realizo el
calculo de los mejores valores de las constantes de la celda unidad mediante un refinamiento por
medio del programa especializado NBS*AIDS83 (Hubbard, 1991, pag. 141) utilizando la totalidad

de las reflexiones observadas.

6.3.2 Difraccion de Rayos-X de monocristal. La obtencidn de cristales aptos para el estudio
por DRX de monocristal (tamafio y morfologia) se logré mediante un proceso de recristalizacion
en metanol o acetonitrilo, empleando la técnica de evaporacion lenta de solvente. La toma de datos
se realizo en un difractdémetro RIGAKU modelo XtaLab P200K equipado con un detector Pilatus
y dos fuentes de radiacion (Cobre y Molibdeno) soportado por el software CrystalClear para la
toma de datos y OLEX2.0 para la solucion y refinamiento de la estructura. El estudio de las
caracteristicas estructurales (posiciones atomicas, longitudes de enlace, angulos de enlace e

interacciones inter e intrmoleculares) se realiz6 con el programa Mercury.

6.4 Evaluacion de la Actividad Antifungica de los compuestos [3a-d]

6.4.1 Determinacion de la actividad antifungica de la Candida albicans y Candida krusei.

Se llevo a cabo mediante pruebas de inhibicién de crecimiento fungico, determinando las

concentraciones minimas inhibitorias (Clso), utilizando como modelos de estudio dos tipos de
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hongos patdgenos: Candida krusei y Candida albicans, teniendo en cuenta el método de
microdilucion.

Respecto al cultivo microbiano, se utilizaron los procedimientos descritos por Shahverdi et al.
(Shahverdi, 2007, pags. 158-171). Los microorganismos fueron cultivados en los medios solidos
correspondientes. Antes de los ensayos de Clso se realiz6 un preinoculo en medios de cultivo
liquidos, garantizando asi que los ensayos se llevaron a cabo en la fase de crecimiento exponencial

de los microorganismos.

6.4.2 Concentracion inhibitoria (Clso). Los cultivos microbianos se llevaron de acuerdo con
lo descrito previamente, suplementando los medios de cultivo con los compuestos [3a], [3b], [3c]
y [3d] a diferentes concentraciones. La mezcla se incubé a 37 °C por 2h, y se monitored la turbidez
del cultivo mediante mediciones de densidad Optica a 595 nm. Como control positivo se utiliz6
fluconazol y como control negativo agua destilada. Los compuestos a evaluar fueron diluidos en
medio de cultivo y adicionados directamente en placas de ELISA de 96 pozos. Posteriormente a
la microplaca se le adicionaron 100 pul/pozo de agar conteniendo una concentracion fingica de
105-106 unidades formadoras de colonias/mL (UFC/mL).

La adicion inicial del caldo cultivado a los pozos de la microplaca, fue tomada como el tiempo
cero. Los microorganismos se incubaron a 37°C durante periodos de 3 a 24 horas. La concentracion
minima inhibitoria (CI50s0) se determind mediante turbidimetria usando lector de microplaca
marca Biorad a 595 nm. La CI50s0 se tomd como la concentracion mas baja (ug/mL) en la cual no

hay crecimiento de microorganismos.
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6.5 Metodologia Andlisis cienciométrico de la Actividad Antifungica de las Bases de Schiff
Frente a la C. albicans y C. krusei

La busqueda de la informacion bibliométrica se realizé en la base de datos de Scopus para la
revision de articulos relacionados con temas sobre la actividad antifungica que ejercen las bases
de Schiff en cepas de hongos patégenos como la Candida albicans y Candida krusei. Para esto se
utilizaron diferentes estrategias de busqueda, como la eleccidn de palabras claves relacionadas con
el tema, la limitacion del rango de afios, y las secciones de blsqueda (titulos, palabras clave,
resumen) con el fin de obtener datos pertinentes y selectivos de acuerdo al tema en cuestion.

Para mayor selectividad, se efectuaron cambios en la ecuacion de busqueda, en la que se
agruparon las palabras claves que presentaban mayor similitud, pues al aplicar un operador légico
diferente a OR, y se aplica AND, el algoritmo de busqueda cambia, lo que genera resultados
errados, a su vez se llevo a cabo la delimitacion por afios, teniendo en cuenta solo los documentos
existentes de los ultimos 22 afios ademas se incluyeron todas las palabras clave posibles
relacionadas con el tema de investigacion que la base de datos establecio. En la tabla 2 se aprecia
la bitacora tenida en cuenta para el estudio de cienciometria bibliométrica.

Tabla 2. Bitacora para el estudio de cenciométria de la actividad antifingica de bases de Shiff
Ecuacion de busqueda Resultados Rango de afios Base de datos
("imine" OR "schiff 1392 documentos 1957 - 2018 SCOPUS
base") AND (
"antifungal” )
(TITLE-ABS-KEY ( 1158 documentos 1980 - 2018 SCOPUS
"imine" OR "schiff
base") AND
TITLE-ABS-KEY (

"antifungal™ ) )

APENDICE E
(imine* OR "Schiff 1160 documentos 1996 — 2018 SCOPUS

Bases" OR
ketimine* ) AND

(antifungal)
APENDICE E
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Seguidamente para el proceso de refinamiento de dinamica cientifica, se procedio la basqueda
en DERWENT una base de datos de caracter mundial que contiene solicitudes de patentes y
subvenciones, mas de diez millones de invenciones bésicas (18 millones de patentes en total) de
més de 40 autoridades emisoras de patentes. Con una cobertura que se remonta a 1980, la
utilizacion de este recurso proporciona una vision extensa e internacional de invenciones e
investigaciones publicadas tipo articulo de acceso libre o pago segun el tipo de revista. Esta es
especializada en areas como quimica, ingenieria electronica y eléctrica e ingenieria mecénica, que
teniendo en cuenta el propdsito de la investigacion la basqueda se desarroll6 en el rea de quimica.

Teniendo en cuenta registros asociados a la plataforma Derwent Innovation se procedio a la
utilizacion de VantagePoint para la consolidacion de los indicadores bibliométricos. VantagePoint
es un software utilizado para la mineria de datos, que facilita acceder a diferentes publicaciones a
través de cada uno de sus términos, los cuales se tratan como datos que permiten aportar a los
investigadores informacion relevante, conocer rapidamente aspectos como quién, qué, cuando y
donde, facilita la utilizacion de tres herramientas analiticas como listas, matrices y mapas de
relaciones.

VantagePoint trabaja con los resultados de bases de datos de texto. Para esto fue necesario la
utilizacion de un motor de busqueda como SCOPUS, tan pronto se llevé a cabo el proceso de
busqueda se descargaron los datos en formato Excel, luego se eliminaron gréficos y enlaces que
generarian inconsistencia en la aplicacion del filtro para la importacién, posteriormente se llevé a
cabo el proceso de extraccion e indexado de datos teniendo en cuenta campos como: las
publicaciones por afios de prioridad, las universidades asociadas, paises con mayor rango de

publicacién incluidos algunos de américa latina, las publicaciones realizadas segun las palabras
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clave, revistas donde se efectian mayor cantidad de publicaciones con el tema relacionado y las
empresas que financian la produccién de nuevo conocimiento.

Finalmente se procedio al estudio de dinamica inventiva, para esto se establecio la ecuacion de
busqueda en la base de datos “The Lens”, la cual arrojé 396 resultados, de los cuales fueron
analizados los afios de prioridad, los tipos de patentes, las afiliaciones y los propietarios de las
patentes, las universidades asociadas, paises con mayor indice donde se protege las patentes,
empresas financiadoras de nuevo conocimiento y aspirantes en proceso de solicitud de patentes.
Seguidamente, se muestra los resultados obtenidos de acuerdo a la ecuacion de basqueda utilizada
y el rango de afios establecidos.

e Cantidad de resultados: 396 documentos
e Familias de patentes: 328
e Rango en afios del andlisis: 1981 — 2016

e Ecuacion de busqueda: imine* OR "Schiff Bases" OR ketimine* AND antifungal OR antifungic

7. Resultados y Discusion

La preparacion y caracterizacion de los derivados de las moléculas organicas 9H-fluorenona y
la anilina p-sustituida con los halégenos fluor, cloro, bromo y yodo se desarroll6 en dos etapas: la
primera de ellas se baso en la preparacion, cristalizacion y caracterizacion molecular y estructural
de los compuestos organicos tipo iminas y en la segunda etapa se evalud la actividad antifingica
CI50s0 frente a cepas de hongos patdgenos con cada uno de los compuestos organicos previamente

sintetizados.
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7.1 Sintesis de las iminas [3a-d]

En el proceso de sintesis de los compuestos N-(4-Xfenil)-9H-fluoren-9-imina X=F, Cl, Br, I;
[3a], [3b], [3c] y [3d] se realizé satisfactoriamente, obteniendo las caracteristicas fisicas y
quimicas mencionadas en la Tabla 3.

Como se puede evidenciar en la Tabla 3, los valores (o rangos) obtenidos en el punto de fusion
sirven como indice de pureza, ya que la variacion de los intervalos de temperatura entre estos es
de méximo un grado, lo que adicionalmente facilita la identificacion de la sustancia. Asi mismo,
se infiere que existe simetria molecular en los compuestos sintetizados debido a los elevados
puntos de fusion (Geissman, 1973, pag. 12) (Brown, 2004, pag. 442).

Tabla 3. Caracteristicas fisicas de los Compuestos [3a-d]
Nombre del N-(4-fluorofenil)- N-(4-clorofenil)-9H- N-(4-bromofenil)-  N-(4-yodofenil)-9H-

compuesto  9H-fluoren-9-imina fluoren-9-imina 9H-fluoren-9-imina fluoren-9-imina

[3a] [3b] [3c] [3d]

- O O O O
O’Q O’Q O’Q O’Q

Aspecto Sélido amarillo Sélido amarillo Soélido amarillo Soélido amarillo
fisico
Masa 0,4352 0,4721 0,4828 0,3127

obtenida (g)

Rendimiento 87% 94% 96% 62%
de reaccién
Punto de 141-142 154-155 142-143 144

fusién (°C)
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En la Figura 12 se presenta un esquema del mecanismo de reaccion propuesto para estos
compuestos.

A. ATAQUE NUCLEOFILICO: el carbono del grupo carbonilo de la 9H-Fluorenona esta
polarizado positivamente debido a que la densidad de carga esta desplazada hacia el &omo mas
electronegativo (Oxigeno), y las nubes electronicas provenientes de los aromaticos; por ello este
atomo esta favorecido para que ocurra un ataque nucleofilico. La amina primaria, cumple como
agente nucleofilico por el par de electrones libres del atomo de Nitrogeno para atacar el grupo
carbonilo, permitiendo asi la formacion de un enlace covalente en una nueva estructura.

B. TRANSFERENCIA DE PROTON: el aomo de oxigeno se encuentra cargado
negativamente, y ataca al proton cercano para aumentar la estabilidad de la estructura, dando la
formacién del grupo hidroxilo (-OH), supliendo la deficiencia electrénica en la que se encontraba
el nitrégeno.

C. PROTONACION POR UN ACIDO: la reaccién ocurre en un medio acido, por lo cual
se encuentran protones libres en el medio, de los cuales uno es atacado por un par de electrones
libre del atomo de oxigeno, para dar asi la formacion de un enlace covalente que genera en el
oxigeno una deficiencia electrénica.

D. REMOCION DE UNA MOLECULA DE AGUA: el oxigeno al presentar una
deficiencia electronica, es altamente reactivo y busca estabilizarse, para ello, toma el par de
electrones provenientes del enlace covalente con el &tomo de carbono, liberdndose en el medio en
forma de una molécula de agua. Inmediatamente, se da la formacion de un carbocation,
intermediario organico, el cual carece de un par de electrones para cumplir con la regla del octeto,
lo cual lo hace altamente reactivo, haciendo necesario que el atomo de nitrégeno done un par de

electrones para la formacion de un nuevo enlace covalente.
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E. DESPROTONACION Y FORMACION DEL GRUPO AZOMETINO: El catalizador

ionizado presente en el medio, ataca el protdn presente en la estructura de formacion,
procediendo a su restablecimiento. Finalizado esto, el par electronico del enlace covalente, es
utilizado para suplir la deficiencia electronica que sufria el &omo de nitrégeno por la donacién

realizada anteriormente, obteniendo finalmente, la estructura de interés y el catalizador.

— Uy

vy)
/I
+:Z
T
\
O
T
s
Z;
X

o
T
\O——‘I
N
z—I
x
T
/
—Z,

Figura 12. Esquematizacion del Mecanismo de formacion de las iminas (Rodriguez, 2009)
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Figura 12. (Continuacion).
7.2 Caracterizacion molecular de los compuestos [3a-d]
Los compuestos obtenidos durante el proceso de sintesis se caracterizaron molecularmente
mediante Espectroscopia Infrarroja (IR), y Espectrometria de masas (EM), los resultados son

analizados en los siguientes apartados.

7.2.1 Espectroscopia infrarroja (IR). La identificacion de los grupos funcionales de los
compuestos [3a-d] se realiz6 empleando la espectroscopia infrarroja. En el Apéndice A se
muestran los espectros obtenidos para cada compuesto, en los cuales se aprecian las intensidades
de las bandas de absorcién caracteristicas de cada grupo funcional. En la Tabla 4 se describen las
bandas de absorcion mas representativas de los grupos funcionales presentes en los compuestos
sintetizados. La banda de absorcion ubicada entre 1690-1620 cm™ (presente en los 4 espectros IR),
corresponde a la vibracion de tension del grupo C=N de las iminas. A su vez se observan las
vibraciones caracteristicas de los anillos aromaticos policiclicos con sefiales entre2000-1400 cm™®
y p-sustituidos en 1900-1700 cm™* siendo caracteristico en algunos aromaticos la banda principal

que esta debajo de 3000 cm™.
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Asi mismo, teniendo en cuenta la region ubicada entre los 1300-400 cm™, conocida como la
huella dactilar de cada compuesto, se aprecian notables diferencias que son caracteristicas de los
haldgenos. La presencia de un solo 4&tomo de fluor da lugar a la aparicion de una intensa banda de
absorcion en la region de 1250-960 cm™, las vibraciones carbono-cloro la frecuencia de la
absorcion de tension se observa en la zona de 830-500 cm™ o 760-540 cm™ y para las vibraciones
carbono-bromo y carbono-yodo las bandas de tension aparecen en la region de 667-290 cm™ y
500-200cm! respectivamente, lo cual es concordante con los valores reportados en la Tabla 4.

Tabla 4. Bandas de absorcién més representativas de los compuestos [3a], [3b], [3c] y [3d]

FT-IR
V[cm?] ASIGNACION
[3a] [3b] [3c] [3d]
1638 1640 1637 1651 Vibracién de tension C=N
3043 3051 3046 3043 Vibracion de tensién C-H (aromatico)
2943-2853 3080-3073 2927 3072-2927  Vibracién de tension =C-H (aromaético)
2400 2300 2400 2500 Sobretonos aromaticos policiclicos
1967-1836 1971-1928 1962-1821 Bandas de combinacion C=C p-sustituido
1227-961 Vibracién de tension C-F
650-515 Vibracion de tensién C-Cl
656 Vibracion de tensiéon C-Br
651 Vibracion de tensién C-I

7.2.2 Espectrometria de masas. Los espectros de masas se obtuvieron tras la conversion de
los componentes de la muestra en iones gaseosos, que se mueven rapidamente en presencia de un
campo magnético y se separan en funcion de su relacién masa/carga. En el Apéndice B, se muestra
los espectros obtenidos para los compuestos [3a-d]. Estos resultados suministraron informacion
sobre la estructura molecular, las relaciones isotopicas de los &tomos, su respectiva composicion
y la abundancia relativa de los distintos iones en funcion de su relacién masa/carga (m/z) (Skoog

H. D., 2007, pag. 517).
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Ademas, se resalta que las fragmentaciones generadas durante el proceso de ionizacion de las
muestras, evidencian sefiales quimicamente ldgicas, ya que las fragmentaciones se dan
especificamente en el enlace C-Halégeno y algunos dobles enlaces de los anillos aromaéticos,
siendo importante destacar que en el espectro del compuesto [3a] ocurre una asociacién de iones
positivos causados durante el proceso de analisis. En la Tabla 5 se muestran los iones mas
representativos por su intensidad.

Tabla 5. Fragmentaciones generadas durante el proceso de ionizacion y presencia del ion
molecular caracteristico de los compuestos [3a], [3b], [3c], [3d] previamente sintetizados

Compuesto Peso 16n Tipo de Fragmentacién Relacién
molecular molecular fragmentacion segln relacion isotopica
(g/mol) relacion m/z
(m/2)
/@/F M™+F
N 19|:
/ o M*+Na m/z=296 Una sola
213303 A4 ASOCCIONe oyiNamiz=see  especie
+H iones positivos L
O isotopica
(mas
[3a] estable)
Cl
N@/ CI- m/z=255.1
/ 2900 Fragmentacion Anilina M*+ClI
O’ 289.7582 M +.H del cloroy m/z= 166 Cl
Q anilina CsHiCl m/z=193 C|
CeH4Cl m/z=180
[3b]
/Q/Br
N
/ Fragmentacion M*+Br
334.2092 334.0 del bromo Br m/z=255.1 “Br
O
[3¢]
|
7@
Fragmentacion C:H2 M™+I
O’Q 3812007 3812 A Ce o

[3d]
* Masa de la molécula analizada.

En el proceso de andlisis se pudo evidenciar pocas fragmentaciones que suelen generarse

durante la ionizacion, esto se debe a que dependiendo de la naturaleza de la molécula, algunos
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iones seran mas estables que otros, 1o que da la posibilidad de que existan casos en el que el ion
molecular no manifieste gran descomposicion (McLAFFERTY, 1969, pag. 39), como ocurre con
la molecula [3d], esto permite inferir la estabilidad de las moléculas sustituidas con los respectivos
hal6genos, ademas de que el proceso se llevo a cabo mediante ionizacion por electrospray (ESI-
IT) y este se caracteriza por ser un método de ionizacidn suave y que por ende no detecta mayor
cantidad de fragmentacion en las moléculas de estudio (Mann, 1995, pags. 219-224).

En los espectros de masas, es comin observar que en compafiia del pico del ion molecular de
mayor intensidad, se hallan picos correspondientes a is6topos que pueden ser determinados con
precision, conociéndose este fenémeno como patrones de distribucion isotdpica (Pasto, 1981, pag.
286), (Durst, 1985, pag. 159). Es por esta razon, que en los espectros experimentales no aparece
un solo pico del ion molecular sino un conjunto de picos con intensidades fijas que son
caracteristicas de la presencia de ciertos elementos.

Segun la literatura se establece que compuestos con un solo &tomo de flior (compuesto 3a)
tiende a evidenciarse el is6topo mas estable °F, presentando una abundancia del 100%, en el caso
de compuestos con un atomo de CI (3b), aparecen dos picos correspondientes a los isétopos *Cl
y 3’CI. El pico de relacién m/z=35 tiene tres veces la altura de m/z=37, pues el 3*Cl tiene una
abundancia del 75% y el 'Cl de 24% (Daub, 2005, pag. 98). Para compuestos con presencia de
un atomo de bromo (3c) se observan los picos caracteristicos a los is6topos °Br y 8!Br de
abundancia muy similar del 51% y 49% respectivamente, y finalmente la presencia del yodo (3d),
se destaca un pico de relacion m/z=127, al ion I para el andlisis de la distribucion isotdpica se
debe relacionar la masa del i6n con la relacion (m/z) del compuesto correspondiente (Reboiras,

2006, pég. 73).
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7.3 Caracterizacion cristalografica y estructural de los compuestos [3a-d]
La caracterizacion cristalogréfica y estructural de las bases de Schiff tipo iminas sintetizadas,
se llevo a cabo mediante la aplicacion de dos técnicas de difraccion de rayos X (DRX), muestras

policristalinas, y monocristal.

7.3.1 Difraccion de rayos X de muestras policristalinas (DRXP). Los perfiles de difraccion
obtenidos mediante la técnica de difraccion de rayos X de muestras policristalinas se adjuntan en
el Apéndice C. Tras determinar las posiciones e intensidades de los méaximos de difraccion
(mediante el software POWDERX), se realiz6 el proceso de indexado, que permitio la asignacion
de los indices de Miller, realizado con el programa Dicvol14 (tratamiento de datos descrito en la
seccion 6.3.1) y la estimacion del grupo espacial (Chekcell). En la Tabla 6 se aprecia los resultados
de la caracterizacion cristalogréafica para cada compuesto.

Teniendo en cuenta que para que el indexado se considere fisicamente confiable se toma como
parametro que la figura de Mérito M0 sea superior a 10, lo cual se cumple en la caracterizacion
cristalogréfica de los cuatro compuestos.

Tabla 6. Parametros de celda de los compuestos [3a-d]

Parametros de  N-(4-fluorofenil)-  N-(4-clorofenil)- N-(4- N-(4-yodofenil)-
celda unidad 9H-fluoren-9- 9H-fluoren-9- bromofenil)-9H- 9H-fluoren-9-
imina [3a] imina [3b] fluoren-9-imina imina [3d]
[3c]
Sistema Cristalino Monoclinico Monoclinico Monoclinico Monoclinico

a (A) 13.7183 14.261 10.9448 24.3861
b (A) 5.3702 5.205 23.3190 4.9580
¢ (A) 18.9936 19.428 11.5691 10.4783
£(°) 102.138 99.147 98.364 95.357

Volumen (A3) 1367.87 1426.4 2921.30 1261.37
M2o) 10.4 19.3 16.5 20.1
F0) 25.2 (0,0167,45) 13.9(0.0048, 287) 32.9(0.0051, 119) 42.4 (0.0066, 71)

Grupo espacial P2i/n P2i/n P21/c P2:/m
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7.3.2 Difraccion de rayos X de monocristal de los compuestos [3a-d]. Con el proceso de
recristalizacion mediante evaporacion de solvente se obtuvieron cristales de tamafio y forma
adecuados de los compuestos [3a], [3b], [3c] y [3d] aptos para el estudio de difraccion de rayos X
de monocristal. En la Tabla 7, se observan los datos de los parametros de celda unidad obtenidos
durante el proceso de refinamiento con el programa SHELX incluido en el software OLEX 2.0 y
la comparacion con los resultados obtenidos por DRX de muestras policristalinas. Su similitud
confirma la veracidad de la caracterizacion cristalogréfica.

Tabla 7. Comparacion de parametros cristalinos evaluados a partir de técnicas de DRX de
monocristal y de muestras policristalinas

i DRX muestras policristalinas DRX monacristal
s de celda
unidad [3a] [3b] [3c] [3d] [3a] [3b] [3c]
Sistema monoclinic  monoclinic  monoclinic  monoclinic  monoclinic  monoclinic  monoclinic
cristalino 0 0 0 0 0 0 0
a(A) 13.7147 14.261 109448 243861 30942 14247144 8056 (7
(10) (12)
b (A) 5.3626 5.205 233190 49580 53326 (4) 52035 (4) 23(125)22
¢ (A) 18.9953 19.428 115601  10.4783 89200 194321, 504 (g
(14) (18)
8 102138 99.147° 98.364 95.357 10(27')1076 99.152 (15)  98.375 (5)°
Grupo P2.4/n P24/ P21/c P2./m P24/n P24/n P21/c
espacial
Z 4 4 8 4 4 8
VO(';‘\Q)‘e” 1365.81 1426.4 202130 126137 13(‘;%)62 14233 (2) 28823 (3)

Del estudio de difraccion de rayos X de los cristales se deduce que estos se encuentran formados
por celdas unidad monoclinicas con un numero de moléculas por celda unidad (Z) de 4 para los

compuestos [3a], [3b] y [3d] y 8 para el compuesto [3c]. En la Figura 13 se presenta la

representacion de la celda unidad para el compuesto [3a]. Los planos demuestran la planaridad de
la molécula consecuencia de los anillos aromaticos, con un angulo de torsion entre ellos de

120,33°. En el Apéndice D se aprecia las longitudes de enlace de los estudios de monocristal.
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Figura 13. Representacion grafica de la celda unidad y estructura cristalina del compuesto [3a]

En la Figura 14 se muestran las cuatro moléculas que componen la celda unidad del compuesto
[3b], de igual manera se aprecia que el angulo de torsion entre los dos principales planos de la

molécula tiene un valor de 120,94°.

Figura 14. Representacion grafica de la celda unidad y estructura cristalina del compuesto [3b]

El compuesto [3c], cristaliza de una forma particular a los demas compuestos estudiados (Figura
15), debido a que, al tener una unidad asimétrica de dos moléculas, su celda unidad esta integrada
por 8 moléculas. Sin embargo, los planos caracteristicos presentan una torsion de 121,39°, lo cual

es concordante con los compuestos [3a] y [3b].
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Figura 5. Representacion gréfica de la celda unidad y estructura cristalina del compuesto [3c]
En las moléculas sintetizadas se propone las interacciones descritas, teniendo en cuenta que
todas las moléculas de interés se componen de una celda primitiva con un eje de tornillo 21, lo cual
describe una rotacion de 180°, seguida de una translacion de la mitad de la celda unidad (Figura
14), por lo cual en el fragmento estructural proveniente de la 9H-Fluorenona, queda desplazada
permitiendo la interaccion de la nube electrénica. Se llevd a consideracion, ademas, que las
interacciones 7- 7 se ven favorecidas por la presencia del &tomo de nitrogeno, pues colabora con
la deslocalizacion de la carga electrénica. Los datos analizados de la estructura molecular de los
compuestos sintetizados permitieron establecer la relacion entre la composicion de la estructura
con sus propiedades, presentandose éstas como analogas. Asi mismo, por su similitud en la celda
unidad, las variaciones en los angulos para el enlace C-N-C son pequefias: [3a] 120.33° (4), [3b]

120.94° (3), [3c] 121.39° (2) y [3d].

7.4 Evaluacion de la Actividad antifungica de los compuestos [3a-d] a partir de la
concentracién inhibitoria (Clso)
La evaluacion de la actividad antifungica a partir de la determinacion de la Clsg, se llevo a cabo

teniendo en cuenta el método de microdilucion. Para esto se prepard un inoculo a partir de un
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repique en placa fresco (<24h) con cuatro colonias, se resuspendid en un tubo de solucion salina
ajuntando a 0,5 en la escala de McFarland. Posteriormente, se realizé una dilucion 1:1000 con
medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640). Esta ultima dilucion, se encuentra
estandarizada por la densidad del in6culo bajo un estandar de turbidez BaSO4 (0.5 McFarland
Standard) como lo describe CLSI M38-A para los ensayos de susceptibilidad antiflngica, fue la
utilizada para inocular las microplacas, finalmente se sellaron herméticamente los tubos y se
incubd a 37°C en oscuridad.

El compuesto de referencia, Fluconazol, se disolvié en agua para obtener una dilucion de
concentracion final media, por otra parte, los compuestos a evaluar (3a-3d) son insolubles en agua,
por lo cual se utilizo DMSO, obteniendo igualmente una concentracion final media. Las diluciones
de los compuestos de estudio, se realizo teniendo en cuenta el esquema para preparar series de
diluciones de agentes antiflngicos insolubles en agua que se utilizardn en las pruebas de
sensibilidad a la dilucion en caldo: se inicia con 25 pg/mL de cada agente antifungico, al cual se
le afiade 0.5mL de caldo, y 0.5, 1.5, 3.5mL de DMSO para cada dilucion especifica
respectivamente, obteniendo una concentracion media de 12.5, 6.5, 3.13 ug/mL, para luego hacer
una dilucion de 1:50 obteniendo valores de concentracion finales de 0.25, 0.125, 0.0625 pg/mL.

Adicionalmente se llevo a cabo la determinacién de Clso a través de turbidimetria, ya que
permite la cuantificacion de los microorganismos totales en las muestras al medir la reduccion de
la trasmision de luz debido a particulas en suspensién, lo que permite cuantificar la luz residual
trasmitida. Teniendo en cuenta esto, las células en suspension dispersan la luz causando la turbidez
del cultivo siendo posible su determinacion por espectrofotometria. Para verificacion del estandar
de turbidez BaSO4 se determina la absorbancia a 625nm obteniendo valores entre 0.08-0.1 para el

estandar de 0,5 McFarland. Posteriormente, la respuesta de las cepas se observa en las siguientes



ESTUDIO ACTIVIDAD BIOLOGICA DE CETIMINAS 59

graficas donde se muestra el efecto biolégico de los compuestos sintetizados sobre el crecimiento
de Candida albicans y Candida krusei en un tiempo de 24 horas.

En la Figura 16 se aprecia la evaluacion del efecto biolégico del compuesto [3a] frente a la C.
albicans. Se destaca una relacion inversamente proporcional entre la concentracién y la
absorbancia, lo que evidencia que a medida que aumento la concentracion del compuesto [3a], se
incremento el porcentaje de inhibicién de la cepa C. albicans principalmente en las primeras 20
horas. De igual forma, todas las concentraciones usadas para el estudio mostraron una efectividad

moderada en el cultivo evaluado.

Evaluacién del efecto biolégico de N-(4-fluorofenil)-9H-fluoren-9-
imina [3a] sobre el crecimiento de Candida albicansATCC 10231

071
o 0,61
g 051
< 041
g 0,31
2021
g 0,11
< 0,01

——

0 5 10 15 20 25
Tiempo (horas)

0.25mg/mL —@—0.125mg/mL 0.0625mg/mL —@—0.03125mg/mL —@—C. albicans ATCC

Figura 16. Evaluacion del efecto bioldgico de N-(4-fluorofenil)-9H-fluoren-9-imina [3a] sobre el
crecimiento de Candida albicans ATCC 10231

De igual manera, en el estudio de evaluacion bioldgica del compuesto [3a] frente a la C. krusei,
se aprecia un comportamiento similar al de la cepa C. albicans. En la Figura 17 se muestra la
relacién entre el tiempo de inhibicién y la absorbancia, resaltando que después de las 10 horas de
evaluacion de crecimiento, la efectividad del compuesto [3a] a una concentracion de 0.25mg/mL

es ampliamente superior a las demas concentraciones evaluadas.
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Evaluacién del efecto biolégico de N-(4-fluorofenil)-9H-fluoren-9-
imina [3a] sobre el crecimiento de Candida krusei ATCC 6258

0 5 10 15 20 25
Tiempo (horas)

—0—0.25mg/mL —@—0.125mg/mL 0.0625mg/mL —@—0.03125mg/mL —@— Candida Krusei

Figura 17. Evaluacion del efecto biologico de N-(4-fluorofenil)-9H-fluoren-9-imina [3a] sobre el
crecimiento de Céandida krusei ATCC 6258

En la Tabla 8, se evidencia que la concentracion de 0.25mg/mL del compuesto [3a] fue més
efectiva para la inhibicidn de las dos cepas estudiadas, con un porcentaje de inhibicion del 90.4%
para la C. albicans y del 87.4% para la C. krusei. Segun los porcentajes de inhibicion, se aprecia
que el compuesto [3a] resulta ser més efectivo aln a bajas concentraciones en cepas de C. albicans
que en cepas de C. krusei.

Tabla 8. Porcentaje de inhibicidn del N-(4-fluorofenil)-9H-fluoren-9-imina segln la variacién de
la concentracion del compuesto [3a]

Concentracion (mg/mL) % de Inhibicién C. albicans % de Inhibicién C.
compuesto [3a] krusei
0.2500 90.4 87.4
0.1250 76.1 24.9
0.0625 69.1 9.7
0.0312 37.4 4.5

En la Figura 18, se aprecia que el efecto bioldgico del compuesto [3b] frente a la C. albicans,
fue menor que el presentado por el compuesto [3a]. Se muestra un comportamiento de inhibicién
similar entre todas las concentraciones, sin embargo, a partir de las 6 horas la efectividad de la

inhibicién decrece.
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Evaluacién del efecto biolégico de N-(4-clorofenil)-9H-fluoren-9-
imina [3b] sobre el crecimiento de Candida albicans ATCC 10231
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Figura 18. Evaluacion del efecto bioldgico de N-(4-clorofenil)-9H-fluoren-9-imina [3b] sobre el
crecimiento de Candida albicans ATCC 10231

En el estudio realizado para el compuesto [3b] respecto a la cepa de C. krusei, se aprecia que la
concentracion de 0,0625mg/mL es mas efectiva respecto a la concentracion de 0,25mg/mL debido
a que a las 24 horas de exposicion el porcentaje de inhibicion es similar, como se aprecia en la

Figura 19.

Evaluacion del efecto bioldgico de N-(4-clorofenil)-9H-fluoren-9-
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Figura 19. Evaluacion del efecto biologico de N-(4-clorofenil)-9H-fluoren-9-imina [3b] sobre el
crecimiento de Candida krusei ATCC 6258

En la Tabla 9 se muestra los porcentajes de inhibicion del compuesto [3b] a diferentes

concentraciones, frente a las cepas C. albicans y C. krusei.
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Tabla 9. Porcentaje de inhibicion del N-(4-clorofenil)-9H-fluoren-9-imina segun la variacion de
la concentracion del compuesto [3b].

Concentracion (mg/mL) % de Inhibicion % de Inhibicion C.

compuesto [3b] C. albicans krusei
0.2500 68.7 43.0
0.1250 34.1 42.3
0.0625 24.4 38.5
0.0312 14.4 22.4

En la Figura 20 se muestra la evaluacion del efecto bioldgico del compuesto [3c] frente a la C.
albicans. Hasta las 20 horas de inhibicién, se aprecia que el crecimiento del hongo tiende a ser
similar en todas las concentraciones en estudio. Después de este tiempo, se observa un aumento

en los valores de absorbancia para las concentraciones de 0,0625 y 0,0325mg/mL, es decir,

disminuye su accion inhibitoria.

Evaluacidn del efecto biolégico de N-(4-bromofenil)-9H-fluoren-9-imina [3c]
sobre el crecimiento de Candida albicans ATCC 10231
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Figura 20. Evaluacién del efecto bioldgico de N-(4-bromofenil)-9H-fluoren-9-imina [3c] sobre el
crecimiento de Candida albicans ATCC 10231

La respuesta de la C. krusei (mostrada en la Figura 21), difiere notablemente a la C. albicans,

mostrando un porcentaje de inhibicidn bajo para todas las concentraciones en estudio.
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Evaluacidn del efecto biolégico de N-(4-bromofenil)-9H-fluoren-9-
imina [3c] sobre el crecimiento de Candida krusei ATCC 6258
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Figura 21. Evaluacion del efecto bioldgico de N-(4-bromofenil)-9H-fluoren-9-imina [3c] sobre el
crecimiento de Candida krusei ATCC 6258

En la Tabla 10 se muestra el porcentaje de inhibicion del compuesto [3c] frente a las cepas C.
albicans y C. krusei. Se muestra el bajo porcentaje de inhibicion del compuesto [3c] a todas las
concentraciones en estudio frente a la Candida krusei
Tabla 10. Porcentaje de inhibicién del N-(4-bromofenil)-9H-fluoren-9-imina segun la variacién

de la concentracion del compuesto [3c]
Concentracion (mg/mL) % de Inhibicion % de Inhibicion

compuesto [3c] C. albicans C. krusei
0.2500 54.5 28.5
0.1250 36.9 8.5
0.0625 16.4 8.8
0.0312 15.0 8.3

La Figura 22 muestra que las concentraciones estudiadas del compuesto [3d] no influyen en la
efectividad de inhibicion de la C. albicans, debido a que no es directamente proporcional la
concentracion y el porcentaje de inhibicion. Por tanto, el compuesto [3d] permite un alto grado de

crecimiento de la cepa.
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Evaluacién del efecto biolégico de N-(4-yodofenil)-9H-fluoren-9-
imina [3d] sobre el crecimiento de Candida albicans ATCC 10231
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Figura 22. Evaluacion del efecto biolégico de N-(4-yodofenil)-9H-fluoren-9-imina [3d] sobre el

crecimiento de Candida albicans ATCC 10231.

El analisis del compuesto [3d] contra la cepa C. krusei (Figura 23), muestra un alto grado de
efectividad con todas las concentraciones evaluadas, manteniendo un comportamiento constante
en las tres concentraciones mas bajas y una ligera mejoria en la accién inhibitoria de la muestra

con concentracion de 0,25mg/mL.

Evaluacién del efecto bioldgico de N-(4-yodofenil)-9H-fluoren-9-
imina [3d] sobre el crecimiento de Candida krusei ATCC 6258
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Figura 23. Evaluacion del efecto bioldgico de N-(4-yodofenil)-9H-fluoren-9-imina [3d] sobre el
crecimiento de Candida krusei ATCC 6258

En la Tabla 11 se aprecia la baja efectividad del compuesto [3d] frente a la C. albicans a todas

las concentraciones evaluadas. Por otro lado, sobresale la elevada efectividad del compuesto frente
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a la C. krusei a todas las concentraciones en estudio, principalmente a 0,25mg/mL que presento6
una inhibicién del 71%.
Tabla 11. Porcentaje de inhibicion del N-(4-yodofenil)-9H-fluoren-9-imina segun la variacion de

la concentracion del compuesto [3d]
Concentracion (mg/mL) % de Inhibicion % de Inhibicion C.

compuesto [3d] C. albicans Krusei
0.2500 10 71
0.1250 13 60
0.0625 8 60
0.0312 11 60

Los resultados de bioactividad obtenidos para los compuestos [3a], [3b], [3c], vy [3d] se
compararon con el fluconazol, el cual fue utilizado como material de referencia, ya que es un
medicamento antifungico fungistatico estandar para el tratamiento de la candidiasis. En la Tabla
12 se presentan los resultados comparativos de cada uno de los compuestos con los resultados de
inhibicion del fluconazol obtenidos experimentalmente.

Tabla 12. Comparacion efecto fungistatico de los compuestos [3a-d] respecto al Fluconazol

Compuestos Candida albicans ATCC 10231 Céandida krusei ATCC 6258
CI50s0 (mg/mL) % de Inhibicion ~ CI150s0 (mg/mL) % de Inhibicién
3a 0,25 90 0,25 87
3b 0,25 68 0,12 42
3c 0.25 54 0,25 28
3d 0.12 13 0,25 71
Fluconazol 0,008 control 0,016 control

Los resultados expuestos en la Tabla anterior, muestran que el compuesto [3a], presentd un
elevado porcentaje de inhibicidn frente a las dos candidas estudiadas, aunque la concentracion es
mayor en comparacion con el material de referencia. En general, los compuestos [3a], [3b] v [3c]
presentaron una Clsg superior al 50% para la cepa de Candida albicans, lo cual indica que pueden
ser prometedores materiales fungistaticos. De igual manera, los compuestos [3a] y [3d] también

presentaron una Clsg superior al 50% para la cepa Candida krusei.
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7.5 Resultados obtenidos en el analisis cienciométrico

7.5.1 Dindmica Inventiva. Las patentes son conocidas como importantes apoyos de
transferencia de tecnologia y nuevos conocimientos para la promocion del potencial de innovacion,
estimulando en &mbitos universitarios la investigacion en la basqueda de nuevas alternativas de
solucién. Este titulo juridico que es conferido al poseedor (persona, empresa, institucion) solo se
concede para invenciones que son nuevas, y que se basan en una actividad inventiva con utilidad

en los diferentes tipos de industria nacional e internacional.

7.5.1.1 Tipo de patentes: Los andlisis realizados sobre patentes en el tema de investigacion
evidencian que se encuentran clasificadas segin la CIP de Wipo en las categorias C07D
compuestos heterociclicos, A61K preparativos para propésitos médicos, dentales o de inodoro,
C07C compuestos carbociclicos, A61P actividad terapéutica especifica de compuestos quimicos
0 preparaciones medicinales, con un total de 396 resultados, de los cuales las patentes concedidas
suman un total de 280 lo que corresponde al 71% de la totalidad de patentes, sin embargo, se
presentan 105 documentos en proceso de solicitud que corresponden al 26%. Este tipo de patentes
se encuentran en evaluacion y revisién por personas capacitadas que indican que la informacion
es correcta, concreta, veridica y garantizan que la familia de patentes encaminadas a la proteccion
en el extranjero, no aparezcan dos veces en las estadisticas de datos sobre las solicitudes que se
presentan en varias oficinas (OMPI, 2009). El 3 % restante corresponde a los diferentes informes
de busqueda, con 11 documentos cuyo objetivo es identificar los articulos o textos existentes, que
temporalmente se encuentran de acceso disponible para el publico, lo mencionado se puede

apreciar en la Figura 24.



ESTUDIO ACTIVIDAD BIOLOGICA DE CETIMINAS 67

Patentes relacionadas con la actividad antiflingica
de compuestos organicos como las iminas

B patente
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patente
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Figura 24. Patentes relacionadas con la actividad antifungica de compuestos organicos como las
iminas
Fuente: Recuperado el 6 de noviembre de 2017 en linea www.lens.org

7.5.1.2 Dindmica inventiva por afios de prioridad. En la Figura 25 se puede evidenciar una
dinamica fluctuante en cada uno de los 31 afios analizados. Ya que desde 1986 hasta el afio 2000,
fue un rango que se caracterizo por ser una temporada en la que el promedio de patentes concedidas
fue superior a 10, asi mismo, se destaca que a partir del 2008 se presenta un decrecimiento siendo
6 el promedio de documentos patentados. Es importante mencionar que de los 3 afios tomados
como rango de andlisis, en el 2015 se observa un pico prominente en comparacion con los afios
anteriores, en dicho afio se concedieron un total de 27 patentes y en el 2016 un total de 26, lo que
evidencia el creciente interés cientifico por la busqueda de nuevas alternativas de solucion, para
temas relacionados con la salud publica y el constante incremento de enfermedades de origen

fangico, ademas los datos estadisticos obtenidos proporcionan valiosa informacion acerca de la

actividad inventiva (WIPQ, 2017, parr 10).
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Dinamica inventiva por afios de prioridad desde 1986 hasta 2016
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Figura 25. Dindmica inventiva por afios de prioridad comprendida en un periodo de 31 afios
Fuente: Recuperado el 6 de noviembre de 2017 en linea www.lens.org

7.5.1.3 Principales paises donde se desarrolla o protege la generacion de nuevo
conocimiento. La bdsqueda realizada en Lens, proporciond 328 familias de patentes, para la
ecuacion de busqueda “imine* OR "Schiff Bases" OR ketimine* AND antifungal OR antifungic”
evidenciando que de las 10 jurisdicciones encargadas de conferir proteccion a las invenciones de
nuevos compuestos con propiedades antifungicas, entre otras aplicaciones, es la oficina de
patentes europeas quien lidera, por poseer el mayor nivel de proteccién hasta la fecha con 150
patentes las cuales representan el 37,8 % del total de los resultados, siendo seguida por los Estados
Unidos de America, con 147 resultados, en el tercer lugar se encuentra la Organizacion Mundial
de la Propiedad Intelectual (OMPI), quienes promueven la innovacién y la creatividad al servicio
del desarrollo econdémico social y cultural de todos los paises, a través de un sistema internacional
de propiedad intelectual equilibrado y eficaz con un total de 39 patentes bajo su jurisdiccion, lo

mencionado puede apreciarse en la Figura 26.
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Top 10 de jurisdicciones que confieren proteccién a determinadas
invenciones
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Figura 26. Jurisdicciones de mayor nivel de invencién
Fuente: Recuperado el 6 de noviembre de 2017 en linea www.lens.org

Asi mismo, se destaca que existen diferentes causantes de las fluctuaciones estadisticas pues la
presentacion de solicitudes internacionales de patentes depende de las corrientes comerciales, la
inversion extranjera directa, el tamafio del mercado del pais, como también el hecho de que debido
a la creciente internacionalizacién de las actividades de inversion y desarrollo (1+D), ademas de
que puede que dichas actividades se lleven a cabo en un lugar pero la proteccién de la invencion

se solicite en otro destino (WIPO, 2017, parr 10).

7.5.1.4 Principales inventores a nivel mundial, empresas, centros de investigacién y
desarrollo y universidades. En la Figura 27, se muestra al Dr. Rasshofer, Werner como el autor
con mayor numero de publicaciones, liderando la lista con 22 patentes, quien trabaja en
investigacion quimica para BAYER, seguido del Dr. Grogler, Gerhard (también ha trabajado para
BAYER), a quien se le han atribuido 13 patentes. Igualmente, a su compafiero, Dr. Kopp, Richard,
quien ha logrado obtener 11 patentes, siendo su mas actual colaboracion en el afio 2013. Se destaca

que, no todas las invenciones se patentan, pues los inventores pueden optar por otros métodos de
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proteccion, tales como el secreto comercial y las técnicas de comercializacion (WIPO, 2017, parr

10).

Top 10 de los inventores mas destacados a nivel mundial

Balandrin Manuel F
Delmar Eric G
Dieterich, Dieter, Dr.
Wagner, Kuno, Dr.
Hess, Heinrich, Dr.
Meyborg, Holger, Dr. 9
Pedain, Josef, Dr. I 10
Kopp,Richard, Dr. 11
Grogler, Gerhard, Dr. 13
Rasshofer, Werner, Dr. . 22
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o

Figura 27. Autores can mayor cantidad de invencion cientifica
Fuente: Recuperado el 6 de noviembre de 2017 en linea www.lens.org

7.5.1.5 Solicitantes de patentes. En la Figura 28 se destaca que la empresa Quimico-
farmacéutico lidera la lista de participante para solicitudes de patentes con un total de 76
documentos, seguida se encuentra la compafia Biofarmacéutica, que proporciona productos
terapéuticos para el tratamiento de trastornos gastrointestinales y endocrinos con 7 documentos.
Es de importancia indicar que las invenciones suelen presentarse a menudo en varias oficinas, y
generalmente los solicitantes europeos poseen un porcentaje mayor de familias de patentes ya que

las presentan en mas de tres oficinas (OMPI, 2009, pag. 21).


http://www.lens.org/

ESTUDIO ACTIVIDAD BIOLOGICA DE CETIMINAS 71

Conjunto de solicitudes de patentes de diferetes entidades
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Figura 28. Conjunto de solicitudes de patentes
Fuente: Recuperado el 6 de noviembre de 2017 en linea www.lens.org
7.5.2 Andlisis Cientifico.

7.5.2.1 Dindmica cientifica en los Gltimos 22 afos. Las investigaciones realizadas entre 1996
y 2018, con ayuda de Vantage-Point y Derwent para la consolidacion de los indicadores
bibliométricos, evidencia una dindmica de publicacion de nuevos hallazgos muy variada. En la
Figura 29 se puede apreciar que entre 1996 y 2000, se publicaron 23 documentos tipo articulo, lo
que se traduce como una cantidad de documentos muy limitada después de 4 afios de investigacion
a nivel mundial.

En el 2008 se puede apreciar que la investigacion sobre la sintesis, caracterizacion y evaluacion
antifingica de compuestos bioactivos adquiere mayor interés evidenciando un constante aumento
entre 2008 y 2013 siendo este ultimo afio el indice de mayor nimero de resultados con una
totalidad de 136 publicaciones. Asi mismo se puede apreciar que transcurridos 13 afios, se la
cantidad de publicaciones aumento a 766 documentos, lo que se puede considerar como un
momento en el que el tema de investigacion cobra mayor interés e importancia, existiendo
coincidencia con los reportes establecidos acerca del incremento de enfermedades por la

resistencia desarrollada por cepas de hongos patdgenos.
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Investigaciones cientificas en los Ultimos 22 afios
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Figura 29. Dinamica de publicacion de documentos cientificos comprendida en los afios 1996-
Izzaiﬁte: Unidad bibliométrica. Crai biblioteca USTABUCA. Base de datos SCOPUS( Elsevier
Vantage Point (2017) version 10)

7.5.2.2 Principales paises donde se desarrolla nuevos conocimientos relacionados con salud
publica. Los resultados obtenidos del proceso de indexado de VantagePoint, evidencian que las
jurisdicciones con mayor tendencia de crecimiento han sido paises como India quien presenta el
mayor nimero de patentes adjudicadas, seguido a este Egipto y Turquia. Asi mismo, en la Figura
30 se observan las 10 jurisdicciones de mayor incidencia en la tendencia mundial de investigacion
en el tema de interés, siendo los paises de la regidn situada al sudoeste de Asia, oriente medio,
quienes han realizado mayor cantidad de aportes de nuevos conocimientos del tema planteado,
seguido a estos se encuentra Estados Unidos, Italia, y Malasia con el mayor indice de patentes, en
comparacion con los paises de américa latina. Sin embargo, al comparar entre Colombia, Chile,
Brasil y México, Colombia ha realizado un mayor numero de publicaciones, lo que implica que

efectuar nuevas investigaciones en temas relacionados con salud publica resulta una excelente

tematica, debido a la falta de nuevos conocimientos en paises tropicales.
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Distribucion por paises de registros relacionados con el estudio de
iminas y su actividad biol6gica
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Figura 30. Jurisdicciones de mayor nivel de publicaciones
Fuente: Unidad bibliométrica. Crai biblioteca USTABUCA. Base de datos SCOPUS( Elsevier

Vantage Point (2017) version 10)

7.5.2.3 Principales fuentes de informacion cientifica. Conocer las principales fuentes de
informacién cientifica, destacando la que mayor indice de publicaciones presenta es de vital
importancia, ya que permite establecer opciones de publicacion para futuros aspirantes escritores
de articulos cientificos. En la Figura 31 se puede apreciar que The Journal of Organic Chemistry
(JOC),, es una de las fuentes de informacidn con mayor nimero de articulos, se caracteriza por ser
una revista indexada de rigor cientifico. Aunque la Journal of the American Chemical Society
(JACS), presenta un menor numero de publicaciones cientificas, es reconocida como una de las

revistas mas importantes del mundo en todas las areas de quimica e interaccion con la ciencia.
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Fuentes de publicacion para la evaluacion de la actividad antiflngica
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Figura 31. Principales fuentes de publicacion para la evaluacién de la actividad antifingica de
compuesto tipo iminas
Fuente: Unidad bibliométrica. Crai biblioteca USTABUCA. Base de datos SCOPUS( Elsevier
Vantage Point (2017) version 10).

7.5.2.4 Principales actores a nivel mundial, centros de investigacion y desarrollo en
universidades. Para el tema de interés, en el rango de tiempo planteado, se evidencia que el mayor
nimero de Centros de Investigacion y desarrollo, dentro de los 10 primeros lugares mas
importantes a nivel mundial, el 41.4% se encuentran en China, siguiéndolo Roma con 14.6% e
India 16.3 % (Figura 32). De esta manera, es posible afirmar que China estd en continua
investigacion sobre actividad antifungica de compuestos tipo bases de Schiff, pues posee varias

lineas de investigacion en sus centros que les permiten a los investigadores seguir ampliando el

conocimiento en el area.
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Afiliaciones de mayor incidencia en el tema de 1996-2018
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Figura 32. Principales actores a nivel mundial, centros de investigacion y desarrollo en
universidades
Fuente: Unidad bibliométrica. Crai biblioteca USTABUCA. Base de datos SCOPUS( Elsevier
Vantage Point (2017) version 10)

7.5.2.5 Principales paises donde se investiga. Los paises mas influyentes en el estudio de
iminas con actividad antifingica, India encabeza el listado, liderando con un 31.2% las
publicaciones de los 10 primeros puestos, seguido por potencias mundiales como lo son Estados
Unidos, China, Japén y Alemania. Dentro de los resultados encontrados, hasta el puesto 37
aparecen los paises latinoamericanos, liderando Colombia, seguida de Brasil, continuando hasta el
puesto 49 y 50 con Chile y México. Los datos graficados evidencian que India, posee una fuerte

investigacién en ésta disciplina, que da como resultado altos indices de publicacion cientifica

logrando obtener un gran impacto en el mundo (Figura 33).
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Paises con mayor numero de publicaciones desde 1996-2018
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Figura 33. Paises con mayor nimero de publicaciones desde 1996-2018
Fuente: Unidad bibliométrica. Crai biblioteca USTABUCA. Base de datos SCOPUS( Elsevier
Vantage Point (2017) version 10)

En la Tabla 13 se aprecia los paises de América Latina que evidencian registros estadisticos de
publicaciones relacionadas con la fabricacion nuevos materiales orgénicos con prometedora
actividad antifungica, siendo Colombia el pais con un mayor nimero de registros, cuyos trabajos
son liderados por la Universidad Industrial de Santander, seguido se encuentra Chile, Brasil y
finalmente México, sin embargo, en estos paises en comparacion con los paises descritos en la
Figura 33, se evidencia la falta de investigacion, lo que es debido a que segun “el estudio de
Indicadores de Ciencia y Tecnologia Iberoamericana e Interamericana (RICYT), indican que los
paises latinoamericanos representan aproximadamente el 2% de la inversion mundial en
investigacion y desarrollo (1+D), muy lejos de Norteamérica (39%), Europa (31%) y Asia (26%).

Por otro lado, ningun pais de América Latina destina mas del 1% de su Producto Interno Bruto
a I+D, a diferencia de paises de otras regiones donde la inversion supera el 2%. Brasil es el pais

que mas invierte en I+D (54% de la inversion latinoamericana), seguido de México con 26%”
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(Tecnoldgica, 2011, pag. 22). Sin embargo, a pesar de la falta de conciencia de los gobiernos, la
calidad de la ciencia desarrollada en las principales instituciones latinoamericanas ha mejorado,

pues al menos existen registros a nivel mundial en los indicadores que evaltan la generacion de

nuevos conocimientos.

Tabla 13. Afiliaciones de América Latina

AFILIACIONE PUBLICA AFILIACIONES AUTORES
S (PAISES) CIONES (UNIVERSIDADES)
Colombia 4 Universidad Industrial de Santander, Kouznetsov, V.V; y colaboradores
Colombia

Universidad de Antioguia, Colombia Escobar, G; y colaboradores
Universidad Nacional de Colombia- Barrio, A.G; Stashenko, E;Vargas

Sede Medellin, Colombia Méndez, L.Y;Rodriguez, W

Chile 3 Universidad Catélica del Norte,Chile Fuentes, J.A; y colaboradores

Pontificia Universidad Catélica de Christen, P; y colaboradores

Chile, Santiago, Chile
Universidad Andres Bello, Santiago, Gacitlia, M; y colaboradores
Chile
Universidad de Santiago de Chile, Alves, R.B; y colaboradores
Santiago, Chile
Brasil 2 Centro de Desenvolvimento de De Lima, G.M; y colaboradores
Tecnologia Nuclear, Brazil
México 1 Instituto de Quimica, UNAM, D.F., Chan-Navarro, R; y colaboradores
Mexico
Universidad Autéonoma de Nuevo Jiménez-Pérez, V.M; y colaboradores
Ledn, Mexico

7.5.2.6 Tipos de documentos. Como resultado de las investigaciones cientificas realizadas, se
obtienen articulos cientificos con alto contenido de revision, por ello, éste indice es el mas alto en
cuanto al tipo de documentos de publicacion, pues contiene un sustento bibliografico extenso que
ha permitido la realizacion de la investigacion, dandole estructura de partida para la construccion
de nuevo conocimiento, que admite a los autores lleven la informacion obtenida a discusion para

finalizar con la obtencion de unas conclusiones propias de manera critica (figura 34).
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Tipos de documentos de
mayor publicacion de 1996-2018

B Articulos

] Revista

Figura 34. Tipos de documentos de mayor publicacion de 1996-2018
Fuente: Unidad bibliométrica. Crai biblioteca USTABUCA. Base de datos SCOPUS ( Elsevier
Vantage Point (2017) version 10).

8. Conclusiones

e Serealizd la sintesis de las bases de Schiff de los compuestos [3a-d], mediante una técnica
convencional logrando rendimientos de reaccion entre 62 y 96 %, obteniendo en todos los casos,
cristales amarillos.

e Seevidencian los principios de quimica verde en la sintesis planteada debido a que no hay
formacion de subproductos, por ende, hay prevencion de generacion de residuos y economia
atémica. Por otro lado, el cambio de tolueno (reportado en la literatura) por etanol como solvente
de sintesis, contribuye significativamente en la disminucion de la carga toxica.

e Los estudios de vigilancia tecnoldgica permitieron tener acceso y seleccionar de manera
organizada los adelantos cientificos y tecnoldgicos mundiales, a favor del desarrollo y obtencion
de nuevos materiales bioldégicamente activos. Adicionalmente, permitié conocer el desarrollo de

este tema de investigacién a nivel mundial, en América Latina y en el pais.
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e La caracterizacion molecular realizada por medio de Espectroscopia Infrarroja y
Espectrometria de Masas a los compuestos [3a-d] sirvio para garantizar su formacion mediante la
identificacion de los grupos funcionales (IR) y la presencia del ion molecular (EM).

e Las técnicas de difraccion de Rayos X de muestras policristalinas y monocristal fueron
herramientas adecuadas para determinar que los compuestos [3a-d] cristalizan en el sistema
monoclinico. Los valores de sus constantes y volumen de celda unidad tienen poca variacion
debido a que estdn conformadas por una estructura base idéntica, con equivalente nimero de
moléculas por celda unidad, excepto para N-(4-bromofenil)-9H-fluoren-9-imina [3c] cuya unidad
asimétrica esté constituida por ocho moléculas.

e Laevaluacion de la actividad antifngica frente a las cepas Candida albicans ATCC 10231
y Céandida krusei ATCC 6258 determind que los compuestos [3a-d] pueden clasificarse como
fungistaticos por las concentraciones de eficiencia que presentaron para inhibir el crecimiento del
hongo patogeno. Esto abre una oportunidad de encontrar nuevos compuestos bioactivos que sean
altamente efectivos y con menos resistencia.

e El estudio de bioactividad mostré que el compuesto N-(4-fluorofenil)-9H-fluoren-9-imina
[3a], es el més activo frente a las cepas de C. albicans, al tener un porcentaje de inhibicion superior
al 90 %, con una concentracion de 0.25mg/mL. Adicionalmente se encontrd que él porcentaje de
inhibicion frente a la C. krusei, es de 87.4 % para la misma concentracion.

e El compuesto N-(4-yodofenil)-9H-fluoren-9-imina [3d], posee un porcentaje de inhibicion
del 71 % para la cepa C. krusei. Este valor es considerado relevante debido a que el sustituyente
yodo actualmente no es muy utilizado por la industria para la produccién de farmacos contra ésta

cepa, lo cual provee una nueva ventana de investigacion.
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e Elestudio de lavariacion de los sustituyentes halégenos en posicion para respecto al anillo,
en las estructuras tradicionales para el tratamiento de enfermedades, es importante debido a que
nuevas modificaciones pueden descubrir potenciales grupos que favorezcan y potencialicen la

actividad bioldgica.

9. Recomendaciones

e Sintetizar compuestos de coordinacion con los compuestos sintetizados para evaluar si la
actividad bioldgica antifingica de los compuestos [3a], [3b], [3c] y [3d] se ve potencializada.

e Realizar estudios de cambios morfolégicos o en la estructura celular de los hongos
mediante la aplicacion de la técnica de Microscopia Electronica de Barrido (SEM) para conocer el
mecanismo de accién de los nuevos antifungicos.

e Realizar estudio de toxicidad en cada uno de los compuestos [3a], [3b], [3c] vy [3d] ¥
elaborar una evaluacién del impacto ambiental de los compuestos sintetizados (Enviromental Risk
Assessment, ERA) siguiendo la guia para la evaluacién del impacto medioambiental de los

medicamentos de uso humano de la EMA (Agencia Europea de Medicamentos).

10. Divulgacion de resultados

Los medios de divulgacion utilizados para esta investigacion fueron:
e Trabajo de investigacion escrito para la Universidad Santo Tomas.
e Reconocimiento interno (USTA) del Semillero de investigacion en nuevos materiales

(SENUMA)
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e Doble Presentacion en Congreso Nacional titulado “XVII Congreso Colombiano de
Quimica”, 2017 en modalidad poster.

e Presentacion en Congreso Internacional celebrado en Brasil titulado : XV Seminario
Latinoamericano de Analisis por técnicas de Rayos X, 2016, modalidad poster y presentacion oral.

e Aceptacion de presentacion en modalidad poster en congreso Internacional celebrado en
Cancun titulado: “Congreso Internacional de investigacion de materiales” 2017 y solicitud de

publicacién del trabajo en MRS (Materials Research Society).
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Apéndices

Apéndice A. Espectros IR de los compuestos [3a-d]

a) Espectro IR del compuesto N-(4-fluorofenil)-9H-fluoren-9-imina [3a]
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c) Espectro IR del compuesto N-(4-bromofenil)-9H-fluoren-9-imina [3c]
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d) Espectro IR del compuesto N-(4-yodofenil)-9H-fluoren-9-imina [3d]
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Apéndice B. Espectros de masas y tablas de iones positivos y negativos obtenidos mediante

ionizacion electrospray

a) Analisis EM del compuesto N-(4-fluorofenil)-9H-fluoren-9-imina [3a]

IONES POSITIVOS IONES NEGATIVOS
M*+H

M+NH4 M-H20-H

M+Na M+Na-H2
M+CH30H+H

M+K

M+CH3CN+H M+HCOOH-H
M+Na2-H M+CH3COOH-H
M+C2H8CO+H

M+C2H3N+Na M+CF3COOH-H
2M+H

2M+NH4 2M-HCOOH-H
2M+Na 2M+CH3COOH-H
2M+K

2M+C2H3N+H

2M+C2H3N+Na

* Masa de la molécula analizada.
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b) Anélisis EM del compuesto N-(4-clorofenil)-9H-fluoren-9-imina [3b]
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c) Andlisis EM del compuesto N-(4-bromofenil)-9H-fluoren-9-imina [3c]
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d) Anélisis EM del compuesto N-(4-yodofenil)-9H-fluoren-9-imina [3d]
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Apéndice C. Difractogramas de los compuestos [3a-d]

a) Difractograma del N-(4-fluorofenil)-9H-fluoren-9-imina [3a]
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b) Difractograma del N-(4-clorofenil)-9H-fluoren-9-imina [3b]
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c) Difractograma del N-(4-bromofenil)-9H-fluoren-9-imina [3c]

98

Difractograma del N-(4-bromofenil)-9H-fluoren-9-imina
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d) Difractograma del N-(4-yodofenil)-9H-fluoren-9-imina [3d]

Difractograma del N-(4-yodofenil)-9H-fluoren-9-imina
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Apéndice D. Longitudes de enlaces de los compuestos [3a-d]

(@) Longitudes de enlace del compuesto N-(4-fluorofenil)-9H-fluoren-9-imina
Atomo Atomo Longitud/A Atomo Atomo Longitud/A
Flaa Cb6aa 1.379(5) Clba C9ba 1.373(6)
Nlaa C3aa 1.411(5) C2aa C3aa 1.375(6)
Nlaa Cdaa 1.273(5) C2ba Céba 1.359(7)

COaa Cdaa 1.498(6) C2ba C7ba 1.391(6)
COaa C7ba 1.382(6) C3aa Cbba 1.379(6)
COaa C8aa 1.392(6) C3ba C5ba 1.365(6)
COba Cbaa 1.376(6) C3ba C6aa 1.338(6)
COba C9aa 1.373(7) Cdba Cbhaa 1.376(6)
Claa C2aa 1.380(6) C4ba C8aa 1.456(6)
Claa C6aa 1.350(7) Cé6ba CT7aa 1.372(7)
Clba Cdaa 1.475(6) C7aa C8aa 1.383(6)
Clba Cdba 1.386(6) C9aa C9ba 1.385(6)

(b) Longitud de enlace del compuesto N-(4-clorofenil)-9H-fluoren-9-imina
Atomo Atomo Longitud/A Atomo Atomo Longitud/A
Clo1l CO007 1.737(4) CO007 C017 1.365(6)
C002 C003 1.490(5) CO007 C019 1.361(6)
C002 N1 1.267(5) CO008 C013 1.379(5)
C002 CO008 1.476(5) C009 C016 1.371(6)
C003 C009 1.389(5) C010 C012 1.371(6)
C003 C015 1.393(5) Co11 C014 1.385(6)
C004 Co008 1.388(5) C012 C020 1.374(6)
C004 C010 1.373(6) Co013 C020 1.382(6)
C004 C015 1.474(6) C014 C019 1.380(6)
N1 Co011 1.416(5) CO015 C021 1.370(6)
CO006 Co011 1.381(6) CO016 Co018 1.371(6)
CO006 C017 1.370(6) C018 C021 1.381(6)
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(©) Longitudes de enlace del compuesto N-(4-bromofenil)-9H-fluoren-9-imina

Atomo Atomo  Longitud/A Atomo Atomo  Longitud/A
Bro1 Cco1l 1.895(4) Co14 C039 1.398(6)
Br02 C005 1.894(4) C016 C039 1.467(6)
NOO4 C013 1.407(5) C017 C042 1.382(6)
NO004 C015 1.275(5) C018 C026 1.386(6)
C005 C010 1.362(6) C018 C041 1.369(6)
C005 C034 1.345(6) C019 C024 1.374(6)
NOO06 C009 1.268(5) C019 C031 1.376(7)
NO06 C019 1.419(5) C020 C029 1.380(6)
C007 C009 1.499(6) co21 C026 1.477(6)
Coo7 Co017 1.384(6) C021 C032 1.368(6)
C007 Co21 1.402(6) C022 C027 1.373(6)
C008 C015 1.496(6) C023 C030 1.360(7)
C008 C016 1.405(6) C025 C026 1.370(6)
C008 C028 1.381(6) C025 C037 1.386(7)
C009 C018 1.483(6) C028 C030 1.383(6)
C010 C024 1.381(6) C031 C034 1.384(6)
C011 C020 1.370(6) C032 C036 1.383(7)
Cco1l C027 1.372(7) C033 C043 1.373(6)
C012 C016 1.376(6) C035 C038 1.344(6)
Co12 C023 1.378(6) C035 C039 1.382(6)
Co013 C022 1.376(6) C036 C042 1.378(7)
C013 C029 1.368(7) C037 C040 1.363(7)
Co14 CO015 1.469(6) C038 C043 1.410(7)
C014 C033 1.369(6) C040 Co041 1.385(6)

Apéndice E. Ecuacion de busqueda
e Cantidad de resultados: 1158 documentos
e Rango en afios del anélisis: 1980 - 2018

e Ecuacion de busqueda:
( TITLE-ABS-KEY ("imine" OR "schiff base”) AND TITLE-ABS-KEY ( "antifungal"))

AND DOCTYPE (ar OR re) AND ( LIMIT-TO (EXACTKEYWORD , "Schiff Base") OR

LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD "Antifungal Activity" ) OR LIMIT-TO (
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EXACTKEYWORD , "Schiff Bases”) OR LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD , "Antifungal
Agent” ) OR LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD , "Candida Albicans” ) OR LIMIT-TO (
EXACTKEYWORD , "Antifungal Agents" ) OR LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD |,
"Antifungal” ) OR LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD , "Structure Activity Relation" ) OR
LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD , "Schiff-base” ) OR LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD |,
"Fluconazole” ) OR LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD , "Imine" ) OR LIMIT-TO (
EXACTKEYWORD , "Anti-fungal Activity" ) OR LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD |,
"Structure-Activity Relationship”) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD , "Antibacterial And
Antifungal Activity") OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Schiff Basis") OR LIMIT-TO
( EXACTKEYWORD , "Candida" ) OR LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD , "Chlorine
Compounds” ) OR LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD , “Imines" ) OR LIMIT-TO (
EXACTKEYWORD, "Amphotericin B") OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Triazoles"
) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Bioactivity") OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD
, "Schiff's Base" ) ).

e Cantidad de resultados: 1160 documentos

e Rango en afios del analisis: 1996 — 2018

e Ecuacién de busqueda sencilla: ( imine* OR "Schiff Bases" OR ketimine* ) AND
(antifungal)

e Ecuacion de busgueda con aplicacion de filtros:

( TITLE-ABS-KEY ( ( imine* OR "Schiff Bases” OR ketimine*)) AND TITLE-ABS-
KEY ( (antifungal ))) AND (LIMIT-TO (PUBYEAR, 2018) OR LIMIT-TO (PUBYEAR
, 2017) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR, 2016 ) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR, 2015) OR

LIMIT-TO ( PUBYEAR , 2014 ) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR, 2013 ) OR LIMIT-TO (
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PUBYEAR, 2012) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2011) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2010
) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2009) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2008) OR LIMIT-TO
(PUBYEAR, 2007 ) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR, 2006 ) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR,
2005) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2004) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2003) OR LIMIT-
TO (PUBYEAR, 2002) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2001) OR LIMIT-TO (PUBYEAR,
2000) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 1999) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 1998) OR LIMIT-
TO ( PUBYEAR, 1997 ) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR, 1996 )) AND ( LIMIT-TO (
DOCTYPE, "ar") OR LIMIT-TO (DOCTYPE, "re") OR LIMIT-TO (DOCTYPE, "ch")
) AND ( LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD , "Schiff Base" ) OR LIMIT-TO (
EXACTKEYWORD , "Antifungal Activity”) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD , "Schiff
Bases" ) OR LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD , "Antifungal Agent”" ) OR LIMIT-TO (
EXACTKEYWORD , "Céndida Albicans") OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD , "Céndida
Krusei* ) OR LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD , "Fungi" ) OR LIMIT-TO (
EXACTKEYWORD , "Antifungal Agents" ) OR LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD |,
"Antifungal”) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Biological Activity") OR LIMIT-TO
(EXACTKEYWORD, "Fluconazole”™) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Schiff-base"
) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Imine") OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "X
Ray Diffraction”) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD , "Anti-fungal Activity") OR LIMIT-
TO ( EXACTKEYWORD , "Antibacterial And Antifungal Activity" ) OR LIMIT-TO (
EXACTKEYWORD, "Structure-Activity Relationship™) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD
, "Schiff Basis”) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Chlorine Compounds”) OR LIMIT-
TO (EXACTKEYWORD, "Anti-fungal”) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Céandida"

) OR LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD , "Imines")) AND ( LIMIT-TO ( SUBJAREA ,
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"BIOC") OR LIMIT-TO (SUBJAREA, "CHEM") OR LIMIT-TO ( SUBJAREA, "ENVI"
) OR LIMIT-TO ( SUBJAREA, "PHAR") OR LIMIT-TO ( SUBJAREA , "MATE") OR

LIMIT-TO (SUBJAREA , "MEDI")).



