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8 RESUMEN

En el presente trabajo se llevd a cabo la sintesis de dos compuestos 1,2,3-triazoles derivados de una
molécula de tienopiridina la cual presenta propiedades farmacdéforas, estos compuestos fueron
sintetizados por medio de la reaccion de cicloadicion [3+2] azida-enolato (Esquema 1), dichos
compuestos fueron caracterizados por resonancia magnética nuclear de *H y *3C. Es conocido que
los nucleos de 1,2,3-triazol, tienen propiedades antifungicas notables por lo que en este trabajo se
realizaron pruebas de microdilucién en caldo para calcular la concentracién minima inhibitoria de

los compuestos sintetizados.

Dichos compuestos fueron evaluados en levaduras (C. albicans., C. tropicalis., C. utilis,. C. krusei., C.
glabrata., C. parapsilosis) de importancia clinica por ser considerados hongos oportunistas

causantes de enfermedades nosocomiales.
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Esquema 1. Esquema general del trabajo realizado.
La sintesis se dividié en dos pasos, el primer paso consistié en sintetizar la B — cetosulfona, la cual

reacciond con la azida sustituida en la molécula de tienopiridina.
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Una vez obtenidos los compuestos fueron sometidos a prueba antifungica para determinar la
concentracién minima inhibitoria por el método de microdilucién en caldo que proponen los
documento M27-A3 para levaduras y M38 para hongos filamentosos de Clinical & Laboratory

Standars Intitute (CLSI).
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9 INTRODUCCION

El presente trabajo de investigacion aporta el disefio, la sintesis, caracterizacidon y pruebas
antifungicas de dos nuevas moléculas basadas en nucleos de tienopiridinas con un anillo triazdlico

para su uso como agentes antifingicos en hongos oportunistas de importancia nosocomial.

El primer capitulo se centra en los principios fundamentales de micologia y la importancia que
tienen estos hongos en los casos clinicos que se presentan principalmente dentro del pais, pero que
pueden afectar cualquier parte del mundo. Se dard una pequefia explicacién acerca de los
mecanismos de accién de los antifingicos mas comunes. Finalmente, se da una pequefia
introduccién a las reacciones utilizadas en este trabajo para una mayor comprension de las

reacciones empleadas en la estrategia sintética.

El segundo capitulo habla directamente de la sintesis y los pasos seguidos durante la obtencién de
las moléculas, asi como la caracterizacién por medio de RMN *H y RMN 3C de los compuestos

finales.

El capitulo tercero nos detalla paso a paso el uso de las pruebas antifingicas por medio de los
documentos que proporciona el Clinical Laboratory Standars Institute para la determinacion de la
cantidad minima inhibitoria de los compuestos en las levaduras y hongos filamentosos que seran

sometidos a esta prueba de sensibilidad.

Para finalizar, se presentan los resultados y discusion de los mismos tanto de la sintesis como de la

parte microbioldgica.
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10 CAPITULO I. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES.

10.1 ANTECEDENTES

Durante los ultimos afos, la incidencia de infecciones flngicas oportunistas se ha incrementado
significantemente y consistentemente en todo el mundo. Siendo las micosis provocadas por
levaduras las que representan la mayor cantidad de casos presentes. Sin embargo, Candida es la
principal causa de micosis en el mundo, especialmente en aquellos pacientes con enfermedades
tratadas con inmunosupresores, pacientes con cirugias o trasplante de drganos, infantes

prematuros y pacientes con VIH/SIDA o diabetes no controladas.

El género Candida incluye mds de 200 especies de las cuales Candida albicans, Candida glabrata,
Candida parapsilosis tropicalis, Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida
dubliniensis, Candida pelliculosa, Candida kefyr, Candida lipolytica, Candida famata. Candida
inconspicua, Candida rugosa y Candida norvegensis son consideradas patogénicas para el ser
humano?. Algunas de estas especies se encuentran en el cuerpo humano, pero se pueden hacer
patdgenas como consecuencia de alteraciones a su medioambiente o la inmunosupresion del

paciente generando a si su proliferacion en el huésped.

El incremento en las especies de Candida que no sean Candida albicans es atribuido al uso
indiscriminado de antifungicos y al incremento de dispositivos médicos implantados, trasplante de
drganos y terapias de ancho espectro antibacterial 2. Las especies C. albicans y C. parapsilosis son
naturalmente susceptibles al fluconazol, sin embargo, con el tiempo, la suceptibilidad de C. albicans
a este agente antifungico ha decrecido. Es claro que ningln agente antifungico estd exento del

desarrollo de resistencia por parte de la especie fungica.

La proliferacién de estas especies, sumadas a la resistencia que han generado los microorganismos
por el uso indebido de los medicamentos tradicionales, han ocasionado un problema de salud grave.
El surgimiento de la quimica “Click”® permitid sintetizar triazoles, pero con el paso de los afios han
surgido métodos de sintesis de triazoles mas eficientes como la cicloadicién [3+2] azida-enolato,
gue permite obtener compuestos con mejores rendimientos de reaccidon y mayor versatilidad en los
sustituyentes del anillo triazélico. El uso de tienopiridinas como agentes farmacoldgicos no es algo
nuevo y se han investigado sus propiedades debido a la semejanza con las quinolinas e

isoquinolinas.?
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Las candidiasis superficiales son frecuentes, de facil tratamiento y no atentan contra la vida del
paciente, en tanto que las sistémicas de evolucién aguda o crénica son generalmente graves. La
mayoria de estas infecciones se originan de un foco enddgeno (tracto gastrointestinal o respiratorio)

aunque no se descarta la participacion de fuentes externas.

La distribucion geografica de esta micosis es universal y mas de 70 % de ellas son producidas por C.
albicans observandose un porcentaje mayor por el serotipo B. Los casos de candidiasis sistémica
estan relacionados a pacientes con severas deficiencias en su sistema inmune. C. kruseiy C. glabrata
son habitualmente resistentes a los compuestos azdlicos y su hallazgo como agentes infecciosos

involucrados en enfermedades sistémicas intrahospitalarias ha aumentado en los ultimos afos.

Los casos registrados de candidiasis muestran que el sexo no influye en la frecuencia, a excepcion
de la candidiasis urogenital que tiene mayor incidencia en el sexo femenino. La edad y raza de las
personas son factores que, segun la clinica, no influyen en la presentacion de la micosis, la cual
realmente dependera del factor de inmunocompromiso asociado; sin embargo, por lo que respecta
a la ocupacion, aunque no es un factor de importancia, se considera que algunas actividades de las

personas pueden favorecer la infeccion.

En México el nimero de las cifras representan lo siguiente; genital(47.81%)>%’seguido de

candidiasis oral(38.26%)%°, onicomicosis(14.65%)* 3y piel(1.29%)*. (Figura 1)
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Candidosisis

Onicomicosis 14% Cutanea 1%

Candidosis Oral
38%

Candidosis Genital
47%

Figura 1. Porcentaje de micosis en México

10.2 GENERALIDADES DE MICOLOGIA

Con algunas excepciones, los integrantes del reino Fungi poseen las siguientes caracteristicas: Son
eucariotes, aerobios, macro o microscopicos, heterdtrofos, la nutricién la efectian mediante la
secrecion de enzimas (exoenzimas) que digieren la materia organica antes de ingerirla (absorcién) y
es almacenada en forma de glucdgeno, poseen crestas mitocondriales en placa, membrana celular

constituida por ergosterol, quitina como principal componente de la pared celular.

Todas esas caracteristicas contribuyen a que los hongos se encuentren o invadan habitats muy
diversos y cumplan una de las funciones mas importantes en el ecosistema que es la degradacién

de material orgdnico.

Se han descrito alrededor de 70 000 especies de hongos, pero se considera que puede haber 1.5

billones de ellas?®.

La taxonomia de los hongos que producen enfermedad en el humano ha cambiado, en gran medida
debido al rapido desarrollo de técnicas de secuenciacidn de ADN. El nimero de especies de hongos

potencialmente patdgenos ha aumentado de manera importante. Muchas de estas especies forman
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parte de complejos, y muestran entre ellas diferencias en virulencia y respuesta al tratamiento, por

lo que es necesaria la identificacion para el manejo adecuado de los pacientes®.

10.2.1 Morfologia de levaduras

La levadura, es unidad anatémica y de crecimiento en hongos unicelulares. (Figura. 2).

Citoplasma ———— =
Nucleo

Membrana Célular ——

Pared Célular ———#

Mitocondria

Vacuola

Figura 2. Estructura de la levadura.

- Las levaduras presentan formas diversas, esférica, ovoide, elipsoidal y cilindrica; crecen de forma
isodiamétrica (por todos lados). Algunas levaduras forman cadenas, estructuras a las que se
denomina seudohifas (por lo que la agregacion de varias de ellas se conoce como seudomicelio). Las
colonias generalmente son poco elevadas y de consistencia suave, cremosa, y su color oscila, en

general, entre el blanco - amarillo, aunque algunas contienen pigmentos carotenoides. (Figura 3)
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Figura 3. Colonias filamentosas y levaduriformes.

En la Micologia Médica se consideran los hongos dimodrficos. Habitualmente, en estos casos, se
identifica una forma infectiva, y una forma parasitaria, la primera presente en la naturaleza, la

segunda en el hospedero.

10.2.2 Reproduccién de levaduras.

A pesar de ser células unicelulares simples, su ciclo de reproduccion puede servir como modelo para
eucariontes de orden superior. En el ciclo celular de las levaduras el crecimiento y la divisién celular
estan estrechamente relacionadas y son dependientes de factores tales como la concentracién de
nutrientes (Figura 4). Dependiendo en los factores de su ambiente las levaduras pueden

reproducirse de manera asexual o sexual para producir nuevas células.
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Figura 4. Curva de crecimiento de levaduras.

Retomando conocimientos del ciclo celular. Existen dos fases principales, interfase, la cual esta
compuesta por las subfases G1, Sy G2; y la fase M o mitosis. La mitosis es un componente
importante en la divisién celular, y las levaduras muestran la peculiaridad de dividirse

asimétricamente por medio de un mecanismo de reproduccién asexual llamado gemacion.

En la fase G1 la célula se encuentra en el “inicio” del ciclo. La aparicion de la célula “hija” aparece
en la fase S y continda creciendo en el resto del ciclo celular, incluyendo la mitosis. Cuando la
citocinesis estd completa, una divisidn no equitativa del citoplasma produce una célula resultante
de menor tamafo. Este proceso produce una “cicatrizacién” de la pared celular compuesta por

quitina, dando lugar a posibles estimaciones de cuantas veces la levadura se ha dividido.

La célula recién formada, comenzara a crecer en la fase G1, en la presencia de nutrientes, hasta que
ciertas condiciones son alcanzadas y de nueva cuenta se alcance el punto de “inicio” comenzando
todo el proceso de division celular nuevamente. Antes de que este punto de control sea alcanzado,

las levaduras pueden sufrir meiosis y una reproduccion sexual subsecuente.

La reproduccién sexual es una manera de introducir variacion en una poblacién de organismos, la

cual a su vez promueve la supervivencia.
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El tipo de levadura que puede reproducirse es haploide, el cual contiene una copia del genoma,
como un huevo o un espermatozoide. Hay dos tipos diferentes de levaduras haploides, Mat a y Mat

a, estas células pueden reproducirse asexualmente, como una levadura diploide.

Cada una de estas levaduras libera feromonas. Mat a libera la feromona a y Mat a libera la feromona
a. Estas feromonas son detectadas por la levadura de diferente tipo y causa que la levadura haploide

cambie de forma al alongarse.

Durante esta fase, dos haploides contindan alongdndose hasta lograr contacto célula - célula Al
lograr el contacto se genera una fusion nuclear que resulta en la formacién de un zigoto. El zigoto

recién formado regresa al ciclo celular mitético.

Cuando las levaduras se encuentran en condiciones estresantes una forma de meiosis toma lugar,

conocida como esporulacién. (Figura 5)

Durante la esporulacién, se forman esporas haploides para cada tipo sexual y son contenidas en una
estructura membranosa rigida llamada asco. Cuando las condiciones ambientales mejoran, las

esporas son liberadas. Desde ahi pueden regenera todo el ciclo de reproduccién total.

7, 3

Ciclo de vida
Haploide

. A G1
alfa/a

Reproduccion ,
Ciclo de vida diploide
Gemacidn . Y/
|c|0 devida
Haploide

Figura 5. Ciclo de reproduccion de las levaduras.

Gemacidon

Esporulacidn

Espora
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10.2.3 Importancia de los hongos para el hombre.

Los hongos producen metabolitos secundarios y el hombre los procesa para diferentes industrias
como: panaderia, cerveceria, queseria, en la produccidn de antibiéticos (penicilinas, cefalosporinas),
inmunodepresores (ciclosporina), hormonas y esteroides, acidos orgdnicos (acido lactico y el 4cido
citrico empleado en la elaboracion de un refresco de gran consumo), enzimas (celulasa, catalasa,
amilasa, renina). Saccharomyces cerevisiae es una levadura valiosa no Unicamente por su valor
comercial sino como sistema modelo en estudios de genética eucariota. Fue el primer eucarionte el
cual su genoma ha sido secuenciado, y con sus 6000 genes, tiene el genoma mads pequefio de
cualquier modelo de célula eucariota. Actualmente, los bidlogos moleculares estan en proceso de
determinar las funciones de las proteinas codificadas por sus genes. Los biélogos han usado a S.
cerevisiae para estudiar genética molecular, incluyendo como los genes regulan la division celular?’.
Los investigadores continlan usando esta levadura para estudiar problemas como la recombinacion
genética, y la correlacidn entre la edad celulary el cancer. S cerevisae también ha sido utilizada para

estudiar los mecanismos de accién de los antifingicos y la resistencia a estos.

Los hongos simbiontes tienen relaciones beneficiosas con otros organismos. Ejemplos de esto son
los liquenes, asociaciones de hongos con algas o cianobacterias cuya relacidn intima les permite
colonizar diferentes sustratos, incluso rocas, que de manera independiente son incapaces de
degradar y las micorrizas, asociaciones de hongos y raices de plantas cuya interaccion favorece el
crecimiento de la planta y la obtencion de nutrientes por parte del hongo en suelos que les son
desfavorables. También presentan relaciones simbidticas con insectos, como las hormigas vy

termitas.

Los hongos tienen un papel esencial en la descomposicién de la celulosa, con la produccidn de
biéxido de carbono y agua; por otra parte, representan pérdidas econdmicas al degradar papel,
telas, cuero, hidrocarburos y otros productos; el aspecto Util es su responsabilidad en el reciclaje de
la madera en los bosques y su empleo para la biorremediacién de suelos contaminados por

materiales téxicos. Degradan casi todo, con excepcidn de algunos plasticos y pesticidas.

Por otra parte, son causa de pérdidas econdmicas en la produccién agricola y ganadera debido a las

enfermedades que causan a animales y plantas.
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10.2.4 Factores de virulencia de los hongos

Las esporas o fragmentos de micelio de un hongo patégeno pueden permanecer latentes o germinar
sobre la superficie del huésped o si son inhaladas, en los alveolos de los pulmones, las hifas
resultantes pueden penetrar los tejidos, colonizarlos, reproducirse y dispersarse, alterando la

fisiologia del huésped y causando enfermedad.

En el humano, los sistemas de defensa generalmente son efectivos, ya que la mayoria de los hongos
gue estan en el ambiente, no causan enfermedad. El sistema inmune de los mamiferos involucra
factores tanto innatos (fagocitosis, procesos inflamatorios,) como adaptativos (células y anticuerpos
especificos), cuya principal funcidon es mantenernos limpios de agentes infecciosos; sin embargo,
existen situaciones que debilitan esas defensas naturales o adquiridas, haciendo susceptible al

huésped.

Los factores de virulencia seran aquellas “propiedades”, generalmente moléculas, que permiten al

hongo causar dafio o enfermedad en quien lo hospeda.

En la tabla 1 se muestra algunos factores de virulencia importantes que pueden ser encontrados en

infecciones por levaduras.

FACTOR DESCRIPCION

TERMO TOLERANCIA La habilidad para sobrevivir y replicar a 37°C es
una propiedad comun de los hongos
patégenos. La produccién de proteinas
resistentes al calor juega un papel muy
importante en la supervivencia de la especie
fungica.

DIMORFISMO. El dimorfismo es una caracteristica de los
hongos que depende del medio ambiente
donde se encuentre, la transicion de un hongo
filamentoso a su forma de levadura es comun y
proporciona al hongo una forma de adaptacién
ante las agresiones del sistema inmunoldgico

del huésped.
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COMPONENTES DE LA PARED CELULAR Y
CAPSULA.

PRODUCCION DE ENZIMAS.

Tabla 1. Factores de virulencia en hongos.

10.3 CLASIFICACION CLINICA DE LA MICOSIS

La pared celular es la principal defensa del
hongo ante cualquier ambiente. La formacién
de una capsula de alfa — glucano “enmascara”
los receptores de anticuerpos evitando la
respuesta inmune y la activacion de los
macroéfagos.

Los hongos producen varias enzimas tales
como proteinasas, lipasas y fosfolipasas. Estas

enzimas vital en el

juegan un papel

metabolismo del hongo. En un paciente
infectado, estas enzimas generan un dafio a las

células del huésped y proveen nutrientes al

La Organizaciéon mundial de la salud clasifica las micosis de la siguiente manera.

Tipos

Superficial:
Capas externas de piel (epidermis),

cabello, ufias, mucosas

Subcutdneo:
Dermis, tejido subcutaneoy

musculo

Sistémico o profundo:
Uno o mas érganos / tejidos

profundos

organismo patégeno en un ambiente
restrictivo.
Enfermedad Hongo (Género)
Pitiriasis versicolor Malassezia
Tina negra Hortaea
Dermatofitosis Trichophyton
Microsporum
Epidermophyton
Eumicetoma Madurella
Esporotricosis Sporothrix
Cromoblastomicosis Fonsecaea
Histoplasmosis Histoplasma
Paracoccidiodomicosis = Paracoccidioides
Coccidiodomicosis Coccidioides
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Oportunista: Candidosis Candida
Diversos 6rganos. Criptococosis Cryptococcus
Topograficamente pueden ser Zigomicosis Rhizopus

superficiales, subcutaneas o
sistémicas, pero son causadas por
hongos inocuos

En un sujeto susceptible, cualquier

hongo puede ser un oportunista

Tabla 2. Clasificacion clinica de las micosis

10.3.1 Candidiasis o candidosis

10.3.1.1 Introduccién

La candidosis o candidiasis es una micosis causada por diversas especies de levaduras del género
Candida. Cualquier tejido puede ser afectado por lo que se presentan diversos cuadros clinicos, cada
uno de ellos asociado directamente al estado inmunoldgico del paciente. Las candidosis de mucosas
y piel son las mas frecuentes, mientras que las sistémicas son de evolucién aguda o crdénica y

generalmente severas.

10.3.1.2 Agentes etiolégicos

Los agentes patdgenos son levaduras del género Candida pertenecientes al Phylum Ascomycotina.
Muchas especies se han aislado de vegetales, suelo, agua, aire, alimentos y algunas de ellas forman
parte de la biota normal de la piel y membranas mucosas (boca, vagina, vias respiratorias altas,
tracto gastrointestinal) de mamiferos. Este género incluye aproximadamente 150 especies

identificadas.

Especie Frecuencia
C. albicans 50%

C. tropicalis 15-30%

C. parapsilosis 15-30%

C. glabrata 15-30%

28



SINTESIS Y EVALUACION ANTIFUNGICA DE NUEVOS 1,2,3-TRIAZOLES OBTENIDOS MEDIANTE LA CICLOADICION [3+2]
AZIDA-ENOLATO.

C. krusei ~1%
C. guilliermondii ~1%
C. lusitaniae ~1%
C. dubliniensis ~1%

Tabla 3.Especies de Candidas asociadas patégenas

Aunque se han reportado mas de 17 especies patégenas, el 90% de las infecciones se atribuyen a:

C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. parasilopsis, C. tropicalis®®.

10.3.2 Tratamiento
Infeccidn tépica

Vinagre Blanco (acido acético)

Solucion Saturada de bicarbonato de sodio

Nat* O- OH
N/

Violeta de genciana

Nistatina
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Ketoconazol
Clotrimazol
Cl
Econazol |4N
N
Cl
O/\©\
Cl Cl
Infeccidn sistémica
Terbinafina
| =
()
N AL =
Itraconazol N
N—
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Fluconazol N
€Y
-N
HO ) N\
Nz
F F

Anfotericina B

Caspofungina

Voriconazol

Posaconazol

El empleo frecuente de compuestos azdlicos ha dado origen a superinfecciones por especies
resistentes como C. krusei y C. glabrata, asi como cepas resistentes de otras especies de Candida,

incluyendo C. albicans.
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SOLUBILIDAD ABSORCION  VIDA ELIMINACION FORMULACION
EN AGUA MEDIA (H)
KETOCONAZOL | Baja Variable 7-10 Hepatico Oral
ITRACONAZOL | Baja Variable 24-42 Hepatico Oral, IV
FLUCONAZOL | Alta Alta 22-31 Renal Oral, IV
VORICONAZOL | Alta Alta 6 Hepatico Oral, IV
POSACONAZOL | Baja Alta 25 Hepatico Oral, IV

Tabla 4. Propiedades farmacoldgicas de algunos azoles

10.3.2.1 Ketoconazol
Fue el primer azol oral introducido a la practica clinica. Se distingue por inhibir enzimas de
mamiferos y es menos selectivo para enzimas fungicas en comparacién con los azoles actuales.

Como resultado el ketoconazol ha caido del uso clinico.

10.3.2.2 Itraconazol

Disponible en via oral o intravenosa en dosis de 100-400 mg/d. La absorcién por capsula se da por
medio de alimentos o bajo pH estomacal, Como otros azoles liposolubles, puede interaccionar con
enzimas hepdticas, pero a un menor nivel que el ketoconazol. No interrumpe la sintesis de
esteroides en mamifero. A su vez posee una potencia antifungica muy significativa, su efectividad

es limitada debido a su biodisponibilidad reducida.

10.3.2.3 Fluconazol

Fluconazol muestra gran solubilidad en agua mejorando la biodisponibilidad. Las interacciones con
otras enzimas son minimas, debido a estas condiciones el fluconazol tiene el indice de mayor
amplitud en uso clinico permitiendo dosis mas agresivas ante muchas infecciones fungicas. Sin
embargo, debido a estas dosis han surgido hongos resistentes a este farmaco, lo cual ha generado

una preocupacion.

10.3.2.4 Voriconazol

EL farmaco es bien absorbido de manera oral con una biodisponibilidad del 90% y exhibe una
toxicidad al inhibir enzimas de mamiferos. El voriconazol es similar al itraconazol en el espectro de
accion ante Candidas y hongos dimérficos. El voriconazol es el medicamento de elecciéon ante

hongos filamentosos al ser menos toxico que la anfotericina B.
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10.3.2.5 Posaconazol
Destinado principalmente a pacientes con infecciones severas, es el azol con mayor espectro de
accion ya que actua tanto en Candidas como en hongos filamentosos. Su uso se da para terapias de

salvamento de pacientes criticos, pacientes con quimioterapias o trasplantes.

Las guias actualizadas de la Infectious Diseases Society of America (IDSA) en el manejo de
enfermedad severa recomiendan como tratamiento de primera linea para la candidemia una
echinocandidina, como la caspofungina, ya que estas destruyen, no inhiben a los patégenos. Desde

luego, las variaciones entre individuos y el juicio del clinico determinan el tratamiento. %°

10.3.3 Mecanismo de accion de los azoles
Los azoles son compuestos sintéticos que pueden ser clasificados como: Imidazoles o triazoles de
acuerdo con el nimero de atomos de nitrégeno que contenga el anillo de 5 miembros. La

farmacologia de cada azol es Unica y cuenta para algunas variaciones en el uso clinico.

La actividad antifungica presentada por los azoles se debe por la reduccion en la sintesis de

ergosterol por la inhibicion de citocromo P450. (Figura 8)
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El espectro de accion de los medicamentos azdlicos es amplio, incluyendo muchas especies de
Candida y en el caso de ltraconazol, posaconazol y voriconazol las enfermedades por Aspergiliosis
pueden ser tratadas al igual que especies resistentes a la anfotericina. Cdmo grupo los azoles son
relativamente no téxicos. La mayor reaccidn adversa que presentan estos compuestos es irritacion

gastrointestinal menor.

10.3.4 Resistencia a los antifungicos

Durante muchos aiios, la anfotericina B era el Unico antifungico eficaz para uso sistémico. Su eficacia
se ve contrastada por su toxicidad. En los ultimos afios la introduccidn de farmacos de tipo azdlicos
(administracién oral y parenteral) y las equinocandinas (administracion parenteral) ha generado
cambios drasticos en el tratamiento de infecciones flngicas. Estos nuevos agentes ofrecen mayor
selectividad y menor toxicidad. Desafortunadamente, la aparicién de organismos resistentes a estos

nuevos farmacos y el incremento de los pacientes ha generado nuevos retos.

Se conocen cuatro mecanismos principales de resistencia a los azoles en especies de Candida. Mas

de un mecanismo puede existir en una cepa fungica. (Figura 9)

1. Reduccion de concentracidn del farmaco.
El desarrollo de bombas activas de expulsidn resulta en un decaimiento en la concentracion
del fdrmaco en el sitio activo. Un incremento en los genes de transporte en las especies
Candida demuestra una resistencia a los farmacos azolicos.

2. Alteracién del sitio objetivo
Se ha demostrado que las mutaciones en el gen ERG11, el gen codificante para la enzima
objetivo, lanosterol C14a-desmetilasa, evita la interaccion del azol al sitio activo enzimatico.

3. Aumento de la enzima objetivo
Algunas cepas que tienen resistencia a los azoles, contienen concentraciones mayores de
ERG11 a comparacién de las cepas susceptibles a los azoles. El agente antifingico es
entonces sobrepasado y las concentraciones clinicas ya no generan la inhibicion de
ergosterol. El incremento puede lograrse por medio de transcripcién acelerada,
amplificacion de genes o decaimiento de la degradaciéon del producto.

4. Desarrollo de caminos de sintesis alternativos.
La exposicidon a compuestos azdlicos resulta en el agotamiento de ergosterol de la mebrana
celular y la acumulacidon del producto tdxico 14a-metil-3,6-diol, conduciendo a una

inhibicidon de crecimiento. La mutacion del gen ERG3 previene la formacion de 14a-metil-
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3,6-diol desde 14a-metilfecosterol. El reemplazo del ergosterol con el producto anterior
lleva a membranas funcionales y niega la accidon de los azoles al saltar el paso donde
interactuan los farmacos.

5. Secuestro del fdrmaco en compartimientos celulares extra o intracelulares
Los hongos tienen la habilidad de secuestrar a los fdrmacos en biopeliculas bajo condiciones
de crecimiento especificos. Las biopeliculas estan elaboradas de polimeros generadas desde

la pared celular de la célula.
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Figura 7. Mecanismos de resistencia a los antifungicos.

La extensidn del problema es variable y depende del tipo de hongo y las ubicaciones geograficas de
los hospitales. La resistencia multifarmaco ha generado preocupaciones en el tratamiento de las
infecciones fungicas, resultando en infecciones con bajas posibilidades de recuperacién y la

expansién de la enfermedad misma.

10.3.5 Candidiasis en México
En México, Reyes y colaboradores??, han realizado una vigilancia de los casos reportados en México.

Dividiendo los casos en micosis superficiales (tabla 6 y figura 10) y sistémicas (tabla 7 y figura 11).
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TIPO NUMERO DE PACIENTES CON CANDIDA Y

CARACTERISTICAS

CANDIDIASIS ORAL 72 Con VIH/SIDA

112 Sin SIDA

21 Nifos mal cuidados

33 Sin sintomas de candida
21 Oncoldgicos

36 Nifios con VIH/SIDA

26 Nifos desnutridos

10 Tarahumaras

37 Diabéticos

34 Con didlisis y sin diabetes

56 Diabéticos (tipo 2)

CANDIDIASIS GENITAL 986 Ginecoldgicos
20 Balanitis
ONICOMICOSIS 305 Signos de onimcomicosis

1 Onicomicosis de mano

CANDIDIASIS CUTANEA 27 Dermatitis por panal

Tabla 5. Numero de pacientes con Candidiasis superficial en México en el periodo 2005-2015.
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Numero de pacientes estudiados y
caracteristicas

1221 neonatos con candidiasis

567 pacientes hospitalizados

107 pacientes pediatricos con fiebre y
neutropenia

398 pacientes con infeccion nosocomial de
sangre

3 neonatos con candidiasis nosocomial
104 pacientes con fiebre desconocida e
inmunosupresion

52 pacientes con trasplante de érgano
1225 pacientes con candidiasis

24 pacientes con infeccidn en la sangre

1 paciente con neumonia

Numero de pacientes con Candida

25
18
31

398

52
1171
24

1

Tabla 6. Pacientes con candidiasis sistémica en México en el periodo 2005-2015
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1.10%
.14%

0.61%

m C. albicans
m C. glabrata complex
m C. tropicalis
m C. parapsilosis complex
= C, parapsilosis sensu stricto
= C. orthopsilosis
m C. metapsilosis
wm C. krusei
C. famata (Debaryomyces hansenii)
m C. guilliermondii (Meyerozyma guilliermondii)
m C. lipolytica
C. zeylanoides
C. dubliniensis
C. lusitaniae
C. utilis

C. rugosa

Figura 9. Distribucion de especies de Candida en enfermedades sistémicas en México periodo 2005-2015

10.4 PRUEBAS ESTANDAR PARA EL ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A LOS ANTIFUNGICOS.

10.4.1 Clinical Laboratory Standard Institue - CLSI

Cuando la anfotericina B y la 5-fluorocitosina eran las Unicas opciones terapéuticas para el
tratamiento de las infecciones fungicas profundas, la realizacién de pruebas de sensibilidad
antifungica no estaba justificada. Cuando la industria farmacéutica fue produciendo nuevos y
mejores antimicdticos, se encontraron con la necesidad de realizar pruebas de sensibilidad a los

nuevos farmacos y detectar posibles resistencias dentro de las cepas micéticas.

Motivado por este cambio de eventos, el “Clinical Laboratory Standard Institute” (CLSI, antes NCCLS)
realizd, en 1985, una encuesta en diferentes laboratorios para conocer qué pruebas de sensibilidad
antifungica realizaban habitualmente y cdmo las realizaban. Ademas, se les solicitd la determinacién
de la concentracién minima inhibitoria (CMI) a una serie de cepas utilizando su propia metodologia.
Los resultados mostraron que pocos laboratorios realizaban pruebas de sensibilidad anti- fingica y

gue la metodologia empleada (medio de cultivo, indculo, etc.) era muy variada.
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Aun a pesar del reciente incremento de enfermedades relacionadas a un cepa micética, las pruebas
de sensibilidad a los antifingicos no se encuentran tan desarrolladas como las pruebas de
resistencia de los antibidticos. Los puntos de corte y criterios de sensibilidad y resistencia sélo han
sido determinados en pacientes con sida y candidemias. Por lo que se debe estar pendiente de las
actualizaciones de los ensayos in vitro. Tanto de la dependencia europea (EUCAST) como la

dependencia de los estados unidos (CLSI)?.

El medio de cultivo, pH, tampdn, indculo, tiempo y temperatura de incubaciéon deben ajustarse
estrictamente a lo recomendado en dichos documentos puesto que cualquier variacion de estos

pardmetros puede afectar los resultados.?

10.4.2 The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing — EUCAST

El EUCAST es un organismo europeo, creado por la Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y
Enfermedades Infecciosas (ESCMID), cuya funcion primordial es el desarrollo de estandares para
realizar pruebas de sensibilidad in vitro a los antimicrobianos. Este comité debe tomar en
consideracion las metodologias preexistentes en paises europeos, lograr el mayor consenso posible
entre expertos y las sociedades nacionales, asi como intentar que los estandares sean compatibles
con los procedimientos de organismos homélogos no europeos, como el Clinical Laboratory

Standard Institute (CLSI).

La finalidad de los estdandares es establecer puntos de corte que permitan realizar estudios
epidemioldgicos, con el propésito de vigilar y controlar el desarrollo de resistencias a los

antimicrobianos.

Entre 1999 y 2002, el AFST-EUCAST realizd varios estudios experimentales para desarrollar un
método de microdilucién, que sirviera para determinar la sensibilidad a los antifungicos de las
levaduras fermentadoras de la glucosa. Este método se basa en la metodologia recogida en el
documento M27 del CLSI, pero incluyendo modificaciones con la intencién de automatizar la
determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI), al sustituir la lectura visual por la

espectrofotométrica, y al reducir el tiempo necesario para la obtencién de resultados de 48 a 24 h.

El estdndar del EUCAST fue publicado en 2003%*, y ha mostrado una reproducibilidad elevada
(>85%), tanto intra como interlaboratorio, asi como una buena correlacidn con el procedimiento

M27-A2 del CLSI.
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10.5 SINTESIS Y PROPIEDADES.

10.5.1 Alfa-halogenaciones.

Un compuesto carbonilico que contenga hidrégenos en posicién a puede llevar a cabo una reaccion
de sustitucién con halégenos. Esta reaccidén es posible debido a la tendencia de los compuestos
carbonilicos a formar enolatos en condiciones basicas y enoles en condiciones acidas. En estos casos,
incluso las bases débiles, tales como el anidn hidroxilo, son suficientemente fuertes para causar una
reaccién debido a que no es necesaria una conversion total al enolato. Para estas reacciones Cl;, Br,,
l,. Pueden ser utilizados cémo fuentes de haldgeno. Sin embargo, estos no representan las Unicas

fuentes de haldgenos posibles.

0 0
‘U\H X; /ﬂ\x
e é \:_J éﬂ,, +  HX

H;0* or OH

Esquema 2. Reaccion general de alfa — halogenacion.

Bajo condiciones acidas la reaccién ocurre a través de la formacién de un enol el cual reacciona

con el halégeno.

1. Protonacion del carbonilo.

H
o B Y
r/“H/@RH -'rﬁ/
R - . H + H-0
ﬁ /“C\C/’ :
C H AN
SO /
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2. Formacion del enol.
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3. Ataque Sn2
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Bajo condiciones basicas se forma el enolato, el cual reacciona con el halégeno.

1. Formacion del enolato.
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Es conocido que el uso de N-Bromosuccinimida como molécula proveedora de Bromo ha sido
estudiada extensamente y genera alfa-bromaciones con rendimientos bastante aceptables (50-
80%) en cadenas alquilicas, aliciclicas, arilicas y heterociclos que contienen hidrégenos acidos en sus
estructuras. Este procedimiento ha significado grandes ventajas, es mucho mds rdpido que cualquier
otro método conocido y ademas se evita por completo el uso de bromo, una sustancia peligrosa de

manejar, simplificando considerablemente el trabajo realizado en el laboratorio2°.

10.5.2 Azidas.

Desde la preparacién de la primer azida organica por Peter Griess en 1864 estos compuestos
versatiles y llenos de energia han disfrutado de considerable interés. En afios mas recientes, nuevas
perspectivas han surgido, notablemente el uso de azidas organicas para la sintesis de péptidos

sintesis combinatoria, sintesis de heterociclos y la ligacién o modificacion de biopolimeros. Sin
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embargo, el campo de aplicacién predilecto hoy en dia se trata de las cicloadiciones 1,3 dipolares

de Huisgen y diferentes tipos de variantes de la ligacién de Staudinger.

Como la azida de hidrégeno la mayoria de las azidas también son sustancias explosivas que se
descomponen con la liberacion de nitrégeno a la menor entrada de energia externa, por ejemplo
por presion, impacto o calor. Sin embargo, a pesar de sus propiedades explosivas las azidas

organicas son intermediarios valiosos en sintesis orgénica.?’?8

La determinacion estructural de las azidas se origina de los postulados iniciales de Curtius y
Hantzsch, quienes habian sugerido una estructura ciclica (esquema 3). Sin embargo, esto fue

rapidamente rechazado en favor de una estructura lineal.

Ph—N=N

Esquema 3. Fenil-
1H atrazina

La base para la diversidad quimica de las azidas proviene de las propiedades fisicoquimicas de las
azidas. Algunas propiedades fisicoquimicas pueden ser explicadas por la presencia de estructuras
resonantes. Las Azidas aromaticas son estabilizadas por conjugacién con sistemas aromaticos. Las
estructuras dipolares del tipo 1c, d (Esquema 4) explican la facilidad de descomposicién al

correspondiente nitreno o nitrégeno asi como la reactividad como 1,3-dipolar.

.e + - -+ - +
R—N; — R—N=N—N <> R—N=N=N <> R-N—N=N =—> R-N—-N=N
1 1a 1b 1c 1d

Esquema 4. Estructuras de resonancia del grupo azida.

En principio, las azidas orgénicas pueden ser preparadas por cinco métodos diferentes?: a) Insercién
del grupo N3 (sustitucién o adicién), b) insercion de un grupo N, (diazo), c) insercion de un dtomo
de Nitrégeno (diazotizacidn), d) ruptura de triazirinas y compuestos analogos. Y e) ordenamiento de
azidas. Cémo las propiedades y la sintesis de los compuestos aromdticos y alifaticos varian
considerablemente, para efectos de esta tesis se discutird exclusivamente la formacion de azidas

alifaticas por sustitucidn nucleofilica.
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Las azidas de alquilo fueron descubiertas por primera vez por Curtius y, después de las azidas de
arilo representan el segundo grupo mas importante de los compuestos de azida. En la mayoria de

los casos, la sustitucion nucleofilica clasica es el método de eleccion.

10.5.2.1 Obtencion de azidas

Las azidas alifaticas son compuestos facilmente accesibles por sustitucion nucleofilica (tipo Sn2) con
el altamente nucleofilico ion azido. La azida de sodio es el agente mas comun como fuente de azida,
sin embargo, otros agentes pueden ser utilizados tales como, azidas de tetraalquil amonio, azidas
ligadas a un polimero o la altamente explosiva azida de plata. En la mayoria de los casos haldgenos,

carboxilatos, sulfonatos, mesilatos, nosilatos y triflatos son escogidos cémo grupos salientes.3%3!

Una reaccion muy conocida para la obtencidn de azidas desde alcoholes primarios o secundarios es
la reaccion de Mitsunobo desarrollada en 19673 (Esquema 5). Los alcoholes mencionados
reaccionan con azida de hidrégeno, trifenilfosfina y dietil azodicarboxilato (DEAD). Los alcoholes
secundarios son de especial interés pues reaccionan con inversidon de la estereoquimica, esta
reaccion es el paso principal para la preparacién de compuestos biolégicamente activos tales como

antibidticos.

PPhs HNj
DEAD, CH,CI;
—_— -
90%
70 71
H,, 10% PdIC
EtOAC
—_—
99%

Esquema 5. Aplicacion de la reaccion de Mitsunobu para la sintesis asimétrica de derivados de 2,3-diamino-3-dcido

fenilpropanoico.

Compuestos carbonilicos a-B insaturados pueden reaccionar con el ion azida en adiciones 1,4, a
diferencia de las azidas organicas que conllevan la formacion de un triazol. Un ejemplo de este

método fue descrito por Miller y colaboradores en 1999 para la adicion en 2-ciclohexenona. La
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fuente de azida en esta reaccién es una mezcla equimolar de azida de trimetilsilano y dcido acético,

mientras que una amina terciaria cataliza la reaccién cdmo base de Lewis. (Esquema 6)

O Me3SiN3, HOAC, O
cat. NR3, CH2C|2,
25°C,20 h

N3
Esquema 6. Adicion conjugada de iones azida a la ciclohexenona.

10.5.3 B-Cetosulfonas

Las sulfonas pertenecen a una clase conocida de compuestos organosulfurados, que tienen una gran
cantidad de aplicaciones en la sintesis organica. Para los quimicos organicos se encuentran entre los
derivados de las sulfonas, aquellos grupos especiales que contienen un grupo funcional. En
particular las 2-oxo-sulfonas (B-cetosulfonas) que contienen el grupo carbonilo en la posicién B al
grupo sulfonilo, estos grupos son muy versatiles como intermediarios en la preparacién de diversos
compuestos orgdnicos. Via intermediario y conversién del fragmento de B-cetosulfona, como una
caracteristica estructural de la molécula, la sintesis de productos naturales es comun por este
medio. En adicidn, ciertos derivados de B-cetosulfonas se sabe poseen ciertas actividades bioldgicas.
Es por ello que la quimica de las B-cetosulfonas, ha alcanzado un gran interés significativo durante

la dltima década y hoy en dia constituye gran parte de la rama quimica organosulfurada.®

La sintesis de las B-cetosulfonas puede ser llevada a cabo de muchas maneras. El método mds
ampliamente conocido y utilizado incluye la acilacién de metil sulfonas3*3*> (Método 1), alquilacién
de arenos metalicos sulfonados con a-halocetonas®®?” (Método 2), y la oxidaciéon de B-

cetosulfuros.® (método 3) (Esquema 7).
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0
; RJ\K 1
R'SO,Me ,
X=O0RCl ™~
b 1 0] 2
o o~ SOR 3 R~ SR

2

Il
R™ Half/r

R'SO,Na
Esquema 7. Rutas generales de sintesis de Beta-cetosulfonas.

La acilaciéon de metil sulfonas con cantidades en exceso de ésteres o cloruros de acilo con la
presencia de una base como n-butillitio, LDA o Hidruro de sodio es el método mas explorado y

demandado para proveer de B-cetosulfonas hasta la fecha.

La utilidad sintética de las B-cetosulfonas es determinada por la presencia de dos centros reactivos,
el grupo carbonilo y el grupo metileno presente. Con esta informacion presente, las B-cetosulfonas
pueden ser consideradas como andlogos de compuestos B-dicarbonilicos. Por otro lado, el grupo
sulfonilo mejora sus propiedades de versatilidad sintética al implicar la posibilidad de su futura

eliminacion por cualquier medio de desulfonacidn.

Las B-cetosulfonas contienen un grupo metileno que estd unido a dos grupos fuertemente
electroatractores, los grupos carbonilo y sulfonilo. Debido a estos dos aceptores, podemos apreciar
que la acidez de los hidrégenos de estos metilenos son levemente acidos (tabla 8)*°, la acidez puede
ser comparada con los B-cetoésteres. Como puede ser deducido de los valores de pK,, el remplazar

un grupo metilo con un grupo fenilo la acidez de las B-cetosulfonas se aumenta.

B - Cetosulfona pKa
PhCOCH,SO,Ph 9.83
MeCOCH,SO,Ph 10.01
PhCOCH,SO;Me 10.09
MeCOCH,SO,Me 10.48

Tabla 7. Acidez de algunas Beta-cetosulfonas en etanol agua (1:1).
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Suferencias sintéticas para la obtencién de B-cetosulfonas basadas en la alquilacion de arenos
sulfinitos metalicos con a-halocetonas (Método 2) (Esquema 7) son constantemente actualizados
para mejorar la efectividad y numerosas modificaciones de este método se encuentran actualmente
en la literatura. Fue reportado que reacciones de este tipo fueron promovidas con PEG-400 y

liquidos idnicos cdmo medio de reaccion.

La alquilacidn de trifluorometilsulfinatos con a-bromo metil cetonas fue utilizado como un método

de preparacién de B-ceto trifluorometil sulfonas. (Esquema 8)

O 0]
B+ crsopm — L _soxcr,
R = Alk, Ar M = Na, K

Esquema 8. Sintesis de 8-ceto trifluorometil sulfonas por alquilacion de trifluorometil sulfinitos con a-bromometil cetona.

Un lugar mayoritario en la quimica de las B-cetosulfonas esta ocupado por reacciones de ciclacién.
Al incorporar dos grupos funcionales, las B-cetosulfonas son consideradas nucledfilos que son
capaces de reaccionar con muchos reactivos multifuncionales, formando productos ciclicos. La
reaccién de Dimroth®® catalizada por base de B-cetosulfonas con aril azidas produjo un 1,2,3-triazol

N-sustituido en rendimientos de moderados a excelentes. (Esquema 9)

Me SO5Ar
Me SO,Ar MeONa __
+ AT1N3 —_— N N
3 MeOH, rt. Ar'- N
61-91%

Esquema 9. Sintesis de triazoles, Reaccion de Dimroth.

10.5.4 Cicloadiciones
Las reacciones de cicloadicidén son hoy en dia una poderosa herramienta en la quimica organica
para poder generar moléculas ciclicas con gran cantidad de aplicaciones. Entre la clasificacidon que

encontramos de las reacciones periciclicas encontramos las siguientes (Figura 12).
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= L] . = Sm Xy l/.\\. .//.\l
+ o — | =— || —
_ - . " =" = X

cicloadiciones electrociclicas sigmatrépicas
H. H
Do = (oo I A= J000
x> H H
quelotrépicas transferencia de grupo

Figura 10. Clasificacion de reacciones sigmatropicas.

I Cicloadiciones: dos o0 mas moléculas se unen para formar un ciclo

Il. Electrociclica: ocurre un cierre o apertura de anillo de modo que los electrones 1 se
convierten en o y viceversa

1. Transposicion sigmatrdpica: un grupo con su enlace sigma, migra a otra posicion a
través de un sistema conjugado.

IV.  Transposicidn quelotrdpica: todo un grupo participa como si fuera un Unico atomo
para abrir o cerrar un ciclo.

V.  Transferencia de grupo: un &tomo o grupo de atomos se transfiere de una molécula a

otra.

En los afios iniciales de estas reacciones no se conocia con precision como es que estas reacciones
se llevaban a cabo, pues no se conseguia aislar ningln intermediario y no mostraban gran

influencia por el disolvente o el pH de la reaccion.

Las reacciones periciclicas pueden ser tratadas de un modo cuantitativo desde tres puntos de

vista:

I Conservacién de la simetria orbital (Diagramas de correlacién de Woodward y Hoffmann*!)
. Método de orbitales frontera (teoria de perturbacién de orbitales moleculares de Fukui*?)

1. Método de la aromaticidad de los estados de transicidn (Evans, Deward, Zimmermann)

Segun las reglas de Woodward y Hoffmann, una reaccidn periciclica sélo sera posible si la simetria
de todos los orbitales moleculares que reaccionan es la misma que la simetria de los orbitales
moleculares del producto. Fukui simplifica este método y lo aplica a los orbitales frontera(Figura

13).
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H H o
o A 550
: ‘38 —umo
i 4§+
8_8 4+ vowo 8—8—8—8 A~ Homo

8888 +

Figura 11. Orbitales frontera de eteno y 1,3-butadieno.

La reaccidn de cicloadicidn de eteno y butadieno [4+2] se conoce como reaccién de Diels-Alder
(figura 14). Se debe considerar que el dieno actua con su HOMO y el diendfilo a través de su
LUMO. De ese modo, ambos orbitales se aproximan en energia. Al hacerlo podemos observar que
los l16bulos orbitales tienen igual simetria. En estas condiciones la reaccion se lleva a cabo. El
estado de transicién se conforma con 6 electrones 1, es decir es un sistema aromatico (4n+2)

segun Huckel.

§-§ — Lumo N :
z o o F88

%%AE%% SR
HOMO J

+ 144
5480

LD p X reaccién permitida en
+ E— < —_— i S
X ey N condiciones térmicas
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Figura 12. Reaccion de Diels-Alder.

Woodward y Hoffmann clasificaron a las adiciones 1,3-dipolares como un ejemplo de reacciéon
periciclica aplicando los mismos principios de que en las reacciones elementales de Diels — Alder, el
cual es utilizado en muchos libros. Es importante mencionar que el modelo es muy simplificado y
sirve para explicar la formacidn del anillo para cursos introductorios a los triazoles. Las interacciones
actuales requieren complejos calculos computacionales que para efectos de esta tesis no seran

abordados y se apegara al modelo simplificado. (esquema
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3

: ") D9 4
dipolo a’b‘c < i 390 = s -
— 14 e 0 O - é c
dipolarofilo ‘d=e = 6‘8 24 ~d

Esquema 10. Esquema general de las adiciones 1,3 — Dipolares.
10.6 TRIAZOLES. MAS ALLA DE LA QUIMICA “CLick”

10.6.1 Introduccion

Sharpless® introdujo el concepto de quimica Click, la cual genera reacciones que son
estereoespecificas y quimioselectivas, ofreciendo métodos de purificaciéon simple y condiciones de
reacciones accesibles, por lo cual es particularmente util para elaborar bloques de trabajo como su
nombre lo indica. Mientras este concepto es de interés general para un quimico, uno puede notar
facilmente que la cicloadicién azida-alquino catalizada por Cu(l) (CUAAC)*** se ha convertido en el
ejemplo primario de reacciones click. Con un alcance muy basto, este tipo de quimica no sdlo se
dedica a unir dos moléculas si no a sintetizar la molécula entera de triazol. De hecho, los 1,2,3-

triazoles son moléculas intrigantes que ofrecen propiedades muy interesantes

10.6.2 Adiciones 1,3-Dipolar.

EN 1893, Michael descubrié una sintesis para los 1,2,3-triazoles al reaccionar fenil azida con dimetil
acetiléndicarboxilato. Este tipo de reaccidon fue luego clasificado como una adicién (3+2) cicloadicién
1,3-Dipolar?®245-% E| 1,3-dipolo se caracteriza por la presencia de un dtomo electrofilico, teniendo
un sexteto de electrones y una carga positiva, asi como también de un dtomo nucleofilico, teniendo
un octeto de electrones y una carga negativa, los cuales se encuentran en la posicién 1y 3. La azida

es el ejemplo mas comun de este tipo de 1,3-dipolos siendo este casi lineal.

La ruta predominante para preparar 1,2,3-Triazoles es la cicloadicién 1,3-Dipolar de una azida a un

alquino. (Esquema 10).

’:/\RZ
=N
I+ N=
—>
(’I\f + ll /lil )R
Rs R b,

Esquema 11. Cicloadicién 1,3-dipolar de una azida a un alquino
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Esta ruta bien explorada recibe interés continto debido a su facilidad y altos rendimientos. Una ruta
de sintesis menos explorada es la cicloadicién de azidas a alquenos que porten un grupo saliente.

(Esquema 11).

c I+ .\ | > Rs -HY 5 N\
1l ’/N N N
N Y7 R R27Y>N R
R1/ \/ i H ’ R2
Y = ORNR,
OAc, NRAC

Esquema 12. Adicion de una azida a un alqueno.

Este tipo de reacciones sirven como sintones de alquinos®®. Mientras que las reacciones de
cicloadicién en alquenos tipicamente requieren mds temperatura que en los alquinos, sin embargo,
estos también poseen ventajas. Primero, los alquenos son generalmente obtenidos a partir de
compuestos carbonilicos y pueden ser preparados de una extensa variedad de compuestos a
diferencia de los alquinos que requieren moléculas mas especificas para su obtencién. Segundo, la
electronegatividad del grupo saliente en la reaccién puede ser utilizado como un controlador para

la regioselectividad de la reaccién de cicloadicion.

10.6.3 Adicion [3+2] azida-enolato
En el afio 1902 Dimroth® sintetizé por primera vez un grupo 1,2,3 triazélico con la formacién de un
enolato y la posterior cicloadicidn del grupo azida orgdnica presente en una cadena alifatica.

(Esquema 12)

& N
R? NaOFEt RINoN
+ Ry=N; —————— = -
R3 EtOH R3 R2
O o)

Esquema 13. Formacion de 1,2,3-triazol segun Dimroth.

Esta adiccidon/condensacién ocurre con completa regioselectividad y es facilmente alcanzada al
utilizar alcéxidos como bases y alcoholes como disolventes. En afios recientes se han propuesto
diferentes variaciones que demuestran la efectividad de este tipo de sintesis.*>*%>> Pudiendo

proponer moléculas con actividades bioldgicas como se muestra en los Esquemas 13 y 14.
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O O N
l':; Base o\
—»
Bn—Nj + ~o0~ N‘N
Solvente
= |

Esquema 14. Sintesis de 1,2,3 triazoles 1,5-sustituidos por medio de cicloadicion [3+2] azida-enolato.

i N
L 3
N3
0O o

/
\ KOH \)
cl . )J\/‘P’OMe — R

‘oMe CH3CN o

N=N

=z

Esquema 15. Sintesis de andlogos de miconazol por cicloadicion [3+2] azida-enolato.
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11 HIPOTESIS

Mediante la reaccién de cicloadicién [3+2] azida-enolato, entre una azida organica y una B-
cetosulfona, se generardn de forma eficiente derivados de 1,2,3-triazélicos de tienopiridinas que

pueden ser utilizados como agentes antifungicos.
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12 OBIETIVO (S)

12.1 GENERALES
Sintetizar dos nuevos derivados triazélicos de tienopiridinas a través de una reaccion de cicloadicién
(3+2) y determinar su concentracién minima inhibitoria (CMI) en levaduras del género Candida

mediante el método M27-A3 (estandarizado por el CLSI).

12.2 ESPECIFICOS

e Determinar las condiciones de reaccion como temperatura, tiempo, disolvente, etc., para
cada metodologia de reaccion.

e Caracterizar los productos sintetizados por medio de RMN (*H y 3C)

e Determinar la CMI por el método de microdilucion en caldo M27-A3 en C. albicans ATCC
10321, C. krusei ATCC-14243, C. utilis ATCC-9226, C. tropicalis ATCC-13803, C. parapsilopsis
ATCC-22019, C. glabrata ATCC-34138.

e Obtener el titulo de Quimico
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13 JUSTIFICACION.

En el presente trabajo se busca establecer las bases para un futuro desarrollo de moléculas
organicas con actividad antifungica de una manera sencilla y facilmente aplicable en cualquier
laboratorio de investigacién en quimica organica o de bioquimica. Significando un avance en la
busqueda y sintesis de nuevos compuestos triazdlicos con actividades antifungicas, y la posibilidad
de desarrollo de nuevos farmacos contra las enfermedades resistentes que se encuentran
actualmente, por el uso incorrecto de medicamentos o la evolucidén natural de las especies. Asi
mismo, el trabajo presentado representa investigacion bdsica dentro de la universidad y el

desarrollo cientifico dentro de la sociedad mexicana.

Es importante mencionar que las moléculas sintetizadas no se encuentran en bases de datos, por lo

gue su sintesis es novedosa.
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14 CAPITULO 2. RESULTADOS Y DISCUSION

14.1 RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo se divididé en dos partes:
A) Estrategia Sintética:

Con base en los antecedentes mencionados y empleando la metodologia desarrollada por el grupo
de investigacidn de Gonzalez-Romero y Fuentes-Benites®, se llevd a cabo la sintesis (Esquema 15) y
el ensayo de actividad bioldgica de los triazoles basados en el anillo de tienopiridina. Para lo cual se
sintetizé el 2-bromo-1-(4-metilfenil)-etanona (2), haciendo reaccionar la 4 -metilfenil etanona (1)

con NBS en presencia de un acido sulfénico en condiciones cataliticas.

@) NBS 0
TsOH H,O0 Br

CH4CN
60°C

Q O\\ -0 SPGS-550-M o o
Br S ® (NOK) \\S
+ © Na > A\
12 h. rt. 6]

Open Flask
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DMF, DBU

+ —_—
Ph Ph 50°C

O o o
\\S// DMF, DBU
—_—
N3 +
50°C-60°C
4

Esquema 15. Estrategia sintética.

La reaccién de condensacién entre el compuesto bromado 2 y el compuesto sulfonado 3 se lleva a
cabo por medio de una reaccién Sy2 utilizando como nucledfilo la carga negativa que se encuentra
en el p-toluensulfinito de sodio, el cual al momento de la reaccién desplaza al &tomo de bromo,
permitiendo un rendimiento bastante alto y sin la necesidad de utilizar condiciones de reaccidn

drasticas.

Durante la reaccidn de cicloadicidon entre el compuesto tienopiridinico 6 y el compuesto 1,3
dicarbonilico 8 se considera se forma el enoltao debido al uso de la base DBU, el cual actia cémo
dipolardfilo ante la presencia de la azida, que actia cdmo dipolo. Un intermediario propuesto para
esta reaccion es la formacidn del anillo de cinco miembros que aln no es aromatico, y al sufrir la

aromatizacion pierde una molécula de agua para alcanzar su estructura final. (esquema)
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Esquema 16. Mecanismo propuesto de cicloadicion

La regioselectividad de la reaccién se debe a la presencia de un grupo (de los dos originales) electro
atractor, por lo que al formarse el enolato, ain queda un grupo electro atractor que produce una
carga parcial positiva en el metileno, el cual por cuestiones electrostaticas reacciona con la azida y
su carga negativa. También considerando que el impedimento esterico juega un papel muy
importante en la posiciéon de los sustituyentes, ya que al contar con dos grupos voluminosos
(tienopiridina y sulfona) la repulsidn entre estos evita la formacién del anillo sulfonado en la posicidn
5. Al finalizar la reaccidn, el grupo electroatractor queda en la posicion mds alejada del nitrégeno

sustituido dentro del anillo. Por lo que esto aplica exactamente a ambos productos,

De acuerdo con los espectros de RMN H (Anexo 1), el compuesto bromado 2 muestra una sefial
desplazada a 2.4 ppm que integra para 3 hidrégenos el cual representa al metilo unido al fenilo, la
sustitucidn del anillo bencénico se observa en los dobletes de 7.88 y 7.28 ppm que integran para 4
hidrégenos (dos por doblete), representando una sustitucién simétrica, el pico restante
corresponde a 4.4 ppm que integra para dos hidrégenos correspondiente al metileno bromado a al

carbonilo.

De acuerdo con los espectros de 3C (Anexo 2), se muestra una sefial en 190.9 ppm que nos indica
la presencia del carbonilo en forma de cetona, la sefial mostrada en 30.9 ppm representa al carbono
sustituido por el Br, la sefial de 21. 7 ppm representa el metilo unido al anillo aromatico, las sefiales

restantes cerca de 130 ppm representan los carbonos del sistema aromatico del benceno.
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Una vez obtenido el compuesto bromado, se procedid a sintetizar la sulfona 4 que después seria
acoplada al anillo triazdlico en la parte final de la sintesis. En esta ocasidn se hizé reaccionar la
molécula bromada 2 con p-toluensulfinato de sodio 3 generando la especie sulfonada 4, esta

reaccién ocurre por una reaccion Sy2.

De acuerdo con los espectros de RMN!H (Anexo 3) es posible observar varios multipletes en 7.88-
7.80, 7.80-7.72, 7.36-7.29, 7.29-7.23 ppm que corresponden a los hidrégenos de los sistemas
aromaticos. Se observa el aumento de hidrégenos aromaticos, entre 7.88 — 7.23 ppm, los cuales
integran para 8 hidrégenos en tanto, el metileno se ve desplazado a campos bajos debido a la

interaccion del efecto electroatractor de la sulfona.

Al observar los espectros de 3C (Anexo 4) observamos un pico en 187.64 ppm que corresponde al
sistema carbonilico, las sefiales que corresponden a 145.56, 145.29, 135.81y 133.39 ppm indican la
presencia de los carbonos cuaternarios de las moléculas aromaticas. La sefial en 63.61 ppm indica
la presencia del metileno que une la cetonay la sulfona y que se ve desplazado a campos mas bajos
debido a que ahora interacciona entre dos grupos electroatractores confirmando la condensacién

de las moléculas.

Finalizada esta sintesis se realizé la formacion de la azida que generaria la reaccién de cicloadicion,
La formacién del compuesto 6 se llevé a cabo por medio de una sustitucién nucleofilica en el lugar

del alcohol.

En el espectro de RMNH (Anexo 5) podemos observar las sefiales mds representativas, el metilo, al
no recibir interaccién por parte del alcohol aparece en campos altos con un desplazamiento entre
1.68 - 1.70 ppm que integra para 3 hidrdgenos, correspondientes al metilo de la molécula. La sefial
de 4.87 - 4.91 ppm corresponde al hidrégeno del metino desplazado a campos altos, el cual se
encuentra unido al grupo azida. El resto de las sefiales corresponde al anillo aromatico. Estas sefiales

corresponden a la region de 7.1 — 8.58 ppm.

En los espectros de RMN®C (Anexo 6) se encuentran las sefiales importantes como la del carbono
terciario en 57.30 ppm que corresponde al carbono unido a la azida, esta sefal se veria desplazada

a campos bajos por la presencia del alcohol, el cual no se ve reflejado en el espectro obtenido.

La obtencién del triazol 7 se llevé a cabo al hacer reaccionar los sustratos 6 y 4 por medio de una
reaccidn de cicloadicidn. El espectro de RMN H muestra la aparicién de 3 grupos metilos en un

rango de 2.64 — 2.93 ppm lo que indica la presencia de los metilos presentes en las moléculas
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individuales antes de la cicloadicién, una sefial en 4.74 ppm que indica la presencia del hidrégeno
del carbono vecino al anillo triazélico. El resto de sefiales que se encuentra entre 7 — 9 ppm
corresponde a los hidrégenos de los anillos aromaticos de tienopiridinas y fenilos. La presencia de
los metilos y el carbono alifatico unido al triazol se puede confirmar nuevamente en el espectro de
13C (Anexo 8) y a su vez la aparicidn de carbonos aromaticos entre 75 — 80 ppm que corresponde al

anillo recién formado del triazol.

Finalmente, el ultimo triazol sintetizado corresponde a aquel que reacciond con los compuesto 6 y
8 generando el correspondiente triazol 9. El espectro de RMN 'H muestra el metilo de la moléculay
el hidrégeno de la cadena alifatica unida entre el anillo triazélico y la tienopiridina. Las sefiales
observadas entre 7 — 9 corresponden a los hidrégenos de los anillos aromaticos presentes (Anexo
9). En el espectro de 3C (Anexo 10) encontramos la formacién del anillo triazélico en la regién de
76 ppm, a su vez observamos los carbonos alifaticos en 21y 63 ppm. La molécula contiene un grupo
carbonilo que puede ser observado claramente con un desplazamiento quimico de 191 ppm. Las
sefales que corresponden a 110 — 150 ppm nos indican la presencia de los anillos aromaticos, tanto

de la tienopiridina como de los fenilos unidos al anillo triazélico.
B) Pruebas antifungicas

Una vez obtenidos los compuestos 1,2,3-triazdlicos derivados de tienopiridinas, en el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Quimica de la UAEMéx, se llevaron a cabo pruebas de sensibilidad
antifungica para determinar la CMI. Como antimicético de referencia se empled al itraconazol,
debido a que los compuestos sintetizados fueron solubles en DMSO. Se utilizaron 5 cepas de
levaduras: C. albicans, C. tropicalis, C. utilis, C. krusei, C. glabrata y C. parapsilosis. Para la
determinacidn de la CMI de levaduras se utilizé el método M-27-A3 del CLSI. La actividad antiflngica

se resume en la tabla 9, mostrando los valores en pg/mL.

Compuesto Calb | Cuti | Ckru | C.gla | C par
7 16 16 16 16 16
N 57°
N” v
Br N / ©
| A\
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9 16 16 16 0.12 8
o)
N
N\’ ) Ph
B
~NF B N Nen
\N S
Itraconazol 0.03 0.25 0.25 1 0.06

Tabla 8. Actividades antifungicas de los compuestos sintetizados (CMI, mg/mL. Abreviaturas C. alb; Candida albicans C.

uti., Candida utilis; C. kru., Candida krusei; C.gla., Candida glabrata, C. par., Candida parapsilosis.

Estos resultados indican que el compuesto 9 muestra una actividad importante en C. glabrata,
resultando en una CMI menor que el itraconazol (0.12 pug/mLy 1 pg/mL respectivamente), es decir,
tienen una mayor inhibicién de crecimiento de las cepas evaluadas. De acuerdo con los puntos de
corte establecidos por el CLSI (intervalos de las CMI: sensible, intermedio, resistente y una nueva
categoria aplicable a los azoles: sensible dependiendo de la dosis), la CMI del compuesto 9
corresponde a un intervalo “SENSIBLE”, mientras que el Itraconazol tiene un intervalo “RESISTENTE”
(ver tabla 10). Estos valores nos indican que el compuesto 9 puede ser una buena alternativa para

el tratamiento de la candidiasis causada por C. glabrata, que ademas es la cepa mas agresiva.

Compuesto C.alb C. uti C. kru C. gla C. par
7 R R R R R
9 R R R S R
Itraconazol S SDD SDD R S

Tabla 9. Determinacion de la sensibilidad de la levadura (de acuerdo al documento M27-A3); R; Resistente, SDD; Sensible
dependiente de la dosis, S; Sensible. Abreviaturas C. alb; Candida albicans C. uti., Candida utilis; C. kru., Candida krusei;

C.gla., Candida glabrata, C. par., Candida parapsilosis.

En la figura 12 se pueden observar los diferentes valores de CMI obtenidos para cada cepa,
resaltando la importancia del compuesto 9. Es claro que la actividad antifungica en el resto de las
cepas y del compuesto 7 muestra intervalos de “RESISTENTE”, por lo cual no es conveniente
considerar el compuesto 7 como posible tratamiento antifungico debido a la baja sensibilidad de las

cepas a los compuestos evaluados..
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Figura 13. Actividades antifungicas de los compuestos sintetizados, CMI mg/mL. Abreviaturas C. alb; Candida albicans C.

uti., Candida utilis; C. kru., Candida krusei; C.gla., Candida glabrata, C. par., Candida parapsilosis.

De acuerdo a las estructuras de los triazoles 7 y 9, se puede observar la importancia de los grupos
sustituyentes en el anillo del triazol. El compuesto 2 muestra una mejor actividad antifingica y esta
caracteristica la podemos relacionar con los sustituyentes de las posiciones 4 y 5 del anillo del triazol.
Aungue el tamafio de los sustituyentes es similar (-Ph con respecto a p-Me-Ph; y —COPh con respecto
a p-Tol-S0;), podemos relacionar la actividad antifungica con la presencia del grupo carbonilo de la
cetona en el compuesto 2, dicho grupo probablemente tiene una mejor interaccién con el grupo

hemo de la enzima 14-a-desmetilasa (figura 13).
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Figura 14. Interaccion propuesta para la interaccion de triazoles con enzima 14-a-desmetilasa

En base a la figura 13, podemos observar la importancia de tener grupos sustituyentes que permitan
tener interacciones hidrofébicas con la enzima, tal interaccién se produce facilmente mediante la
presencia de halégenos (el anillo de tienopiridina cuenta con un atomo de bromo); estas
interacciones también se encuentran cuando existen grupos alifaticos (-CHs; presente en la
molécula). Las interacciones electrostaticas, como puentes de hidrégeno, son favorecidas por el
grupo carbonilo de la cetona, asi como del grupo sulfona. Finalmente, la interaccion con el dtomo
de hierro del grupo hemo de la enzima se da mediante la coordinacion del par electrénico del atomo

de nitrogeno 2 o 3 del anillo de triazol.

Estos resultados preliminares nos indican que es necesario llevar a cabo sintesis de triazoles con
sustituyentes alquilo y heterociclos en la posicién 5 del triazol, y grupos cetona e incluso esteres
pequefios en la posicidn 4, con la finalidad de conocer de mejor manera el comportamiento del sitio

activo de la enzima, asi como las interacciones que tendrian con los sustituyentes del triazol.

14.2 CONCLUSIONES

La reaccion por medio de la cicloadicion [3+2] azida-enolato generd la sintesis de dos compuestos
nuevos 1,2,3-triazélicos de tienporidinas en rendimientos moderados y sin la necesidad de utilizar
catalizadores metalicos. Estos compuestos fueron probados exitosamente en levaduras de
importancia clinica de los cuales el compuesto 2 presentd una actividad antifungica aun mayor que
el itraconazol en la especie C. glabrata. El resto de los compuestos no mostré una actividad
antifungica notable, pues las levaduras analizadas mostraron resistencia ante estos compuestos. Es

importante mencionar que la facilidad de la sintesis y los buenos rendimientos de estos genera una
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alternativa para la sintesis de triazoles que pueden presentar actividades antifungicas muy

interesantes y puedan resolver el problema de resistencia a los antifungicos actuales.

15 CAPITULO IIl PARTE EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo las reacciones sensibles a la humedad, el material utilizado fue secado

previamente en la estufa a 120 °Cy las reacciones se trabajaron bajo atmdsfera inerte de nitrégeno.

Los reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. La dimetil formamida (DMF) fue secada sobre
hidruro de calcio seguido por decantacién del agente secante y destilada a vacio. El cloruro de
metileno fue secado mediante reflujo con CaH, y posterior destilacién. El tetrahidrofurano (THF)
anhidro se obtuvo después de 4 horas de reflujo con sodio, usando benzofenona como indicador.
La determinacién de puntos de fusion se realizé en un aparato Melt-Temp de capilar y se informaron

sin correccion.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN-'H) asi como de Resonancia
Magnética Nuclear de Carbono (RMN-3C), se determinaron en los espectrémetros: VARIAN-INOVA
500 MHz, AGILENT TECHNOLOGIES 500 MHz, ECLIPSE 300 MHz, usando como referencia interna el
tetrametilsilano (0.0 ppm). El desplazamiento quimico descrito esta dado en partes por millon. Los
disolventes utilizados en estos estudios fueron: cloroformo deuterado (CDCls) y sulféxido de

dimetilo deuterado DMSO-Dg).

El monitoreo de las reacciones se llevé a cabo con cromatofolios de silica gel ALUGRAM/UV 254, y
empleando como revelador luz ultravioleta proveniente de una lampara de UV minerallight. La
purificacién de los compuestos se realizd por cromatografia en columna utilizando como fase

estacionaria gel de silice malla 230-400.

15.1 OBTENCION DE 2-BROMO-1-(4-METILFENIL)ETANONA

0 NBS O

TsOH H,0 Br
>

CH,CN
60°C

Esquema 17. Reaccion de obtencion de 2-bromo-1-(4-metilfenil)etanona.
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En un matraz de fondo redondo de 2 bocas de 50 mL provisto con agitacién magnética, refrigerante,
termémetro y atmdsfera inerte, se agregd con una jeringa de vidrio (2 mmol) de 4-metil
acetofenona, posteriormente se agregé 0.384 g (2 mmol) de acido p-toluensulfénicoy 0.394 g (2.2
mmol) de N-bromosuccinimida y 10 mL de acetonitrilo como disolvente. El sistema se llevé a reflujo
a una temperatura de 60°C. Para determinar el avance de reaccién se utilizé cromatografia de capa
fina utilizando como eluyente un sistema hexano - acetato de etilo (8:2) dejando la reaccién durante
6 horas. Pasado el tiempo de reaccién se dejé enfriar a temperatura ambiente, obteniendo un

liqguido de color marrén.

El tratamiento de la reaccién se realizé con una disolucidn saturada de NaHCOs y salmuera (1x10
mL). El producto se extrajo con Acetato de etilo (2x30 mL) y se llevd a concentrar al vacio.
Obteniendo un sélido de color ligeramente amarillento. Con un punto de fusién de 44°C. El peso

del producto obtenido fue de 0.2540 g. (52%)

1H NMR: (300 MHz, CDCI3) & = 7.94-7.85 (m, 2 Ar-H), 7.29 (d, J = 8.0 Hz, 2 Ar-H), 4.43 (s, 2 H), 2.43

(s, 3 H) ppm.

13C NMR (75 MHz, CDCI3) 6§ = 190.9 (C=0), 145.0(C), 131.4 (C), 129.5 (2 CH), 129.0 (2 CH), 30.9 (CH2),
21.7 (CH3) ppm.

15.2 OBTENCION DE 1-(P-TOLIL)-2-TOSILETANONA

a O\\ 2 SPGS-550-M o o
Br S ® (NOK) \\s
+ © Na —> I\

12 h. rt. o]

Open Flask

Esquema 18. Reacciones de Obtencion de 1-(p-tolil)-2-tosiletanona.

En un vial de 10 mL provisto de tapdn de hule se agregaron 0.2540 g (1.2 mmol) de 2-bromo-1-(4-
metilfenil)etanona (2) . Al vial se le agregd por medio de jeringa 4 mL de SPGS-550-M y se dejé con
agitacién magnética hasta disolucion de los reactivos. Después de la disolucion de los reactivos se
agregd 0.521 g (3 mmol) de p-toluensulfinato de sodio. El avance de la reaccion se monitoreo por
CCF con un eluyente hexano - acetato de etilo (8:2). El vial se dejé durante 8 horas con agitacidn
magnética. El producto se extrajo directamente con acetato de etilo y se dejoé concentrar al vacio.

Obteniéndose 23 mg de un producto cristalino blanco (87%), con p.f.= 104 °C
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'H NMR: (300 MHz, CDCI3) 6 = 7.88-7.80 (m, 2 Ar-H), 7.80-7.72 (m, 2 Ar-H), 7.36-7.29 (m, 2 Ar-H),
7.29-7.23 (m, 2 Ar-H), 4.69 (s, 2 H), 2.42 (s, 3 H), 2.41 (s, 3 H) ppm

13C NMR: (75 MHz, CDCI3) & = 187.6 (C=0), 145.5 (C), 145.2 (C), 135.8 (C), 133.3 (C), 129.8 (CH),
129.55 (CH), 129.52 (CH), 128.6 (CH), 63.6 (CH2), 21.79 (CH3), 21.71 (CH3) ppm

15.3 OBTENCION DE 2-(1-AZIDOETIL)-5-BROMOTIENO[2,3-B]PIRIDINA.

DMF anh.
2 eq. DBU

Esquema 19. Reaccion de Obtencion de 2-(1-azidoetil)-5-bromotieno[2,3-b]piridina.

En un matraz de dos bocas de 50 mL provisto con agitacion magnética, refrigerante, termémetroy
atmoésfera de nitrégeno se agregaron 100 mg (0.387 mmol) de 2-(1-hidroxietil)-5-bromotieno[2,3-
b]piridina. El sistema fue enfriado a 0°C con ayuda de un bafio de hielo, una vez enfriado, se agregd
con jeringa en cada caso 1 mL de DMF anhidra como disolvente, 0.1 mL de DBU (2 mmol) y 0.1 mL

de DPPA (1.1 mmol). La reaccién se dejé durante 24 horas hasta agotar la materia prima.

Pasando el tiempo establecido la reaccion fue tratada con salmuera para la remocién de DMF (1x
20 mL) trasvasando a un embudo de separacién se realizd una extraccion con acetato de etilo (2x15
mL) obteniendo en la fase organica la azida correspondiente, posteriormente la fase organica fue
concentrada al vacio. El crudo de reaccién fue purificado mediante cromatografia en columna de
gel de silice con un eluyente hexano — acetato (7:3), obteniéndose 53% de un sélido cristalino

blanco, p.f.=86. °C

H NMR (300 MHz,) 6 = 8.57 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 8.12 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.10 (s, 1H), 4.94 — 4.84 (m,
1H), 1.69 (d, J = 6.8 Hz, 3H) ppm

13C NMR (126 MHz, cdcl3) 6 = 159.6, 147.9, 147.7, 134.2, 133.2, 117.8, 116.9, 57.3, 21.6 ppm.
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15.4 OBTENCION DE 5-BROMO-2-(1-(5-(4-METILFENIL)-4-TOSIL- 1H-1,2,3-TRIAZOL-1-

IL)ETIL)TIENO[2,3-B]PIRIDINA.

O o o
\\S// DMF, DBU
—_—
Ng
50°C-60°C
4

Esquema 20. Obtencion de 5-Bromo-2-(1-(5-(4-metifenil)-4-tosil- 1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)tieno[2,3-b]piridina.

En un matraz limpio y seco de dos bocas de 25 mL provisto con agitacion magnética, termometro, y
refrigerante se agregaron 30 mg de 2-(1-azidoetil)-5-bromotieno([2,3-b]piridina y 46 mg de 1-(p-
tolil)-2-tosiletanona, se cerro el sistema y fue purgado con N,, posteriormente con jeringa se agrego
2 mL de DMF anhidra y 0.3 mL de DBU. El sistema se dejo durante 24 horas. Posteriormente se
verificd el avance de la reaccion por medio de CCF en un eluyente Hexano — Acetato de etilo (6:4),
el crudo de reaccidén se tratd con salmuera para remover la DMF (2x10 mL) y el producto fue extraido
con acetato de etilo (2x10 mL), posteriormente la fase de extraccidn fue secada con sulfato de sodio
anhidro filtrado y evaporado al vacio. La purificacién se llevd a cabo en cromatografia de columna
con silica. El producto sélido de color amarillo se dejé secando con ayuda de vacio durante 4 horas.

El rendimiento de la reaccion fue de 52%. P.f.= 152 °C

'H NMR (300 MHz, ) 6 = 8.68 (d, /= 2.4 Hz, 1H), 8.34 —8.24 (m, 3H), 8.12 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.99 (s,
1H), 7.81 - 7.68 (m, 2H), 7.33 (d, / = 8.0 Hz, 2H), 4.75 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 2.93 (s, 3H), 2.86 (s, 3H),
2.68—-2.61 (m, 3H) ppm.

13C NMR (75 MHz,) & = 162.6, 161.4, 150.5, 145.5, 135.3, 134.1, 130.5, 130.1, 128.5, 125.7, 124.0,
117.2,64.2, 26.7,21.8 ppm.
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15.5 OBTENCION DE 5-BROMO-2-(1-(4,5-DIFENIL-1H-1,2,3-TRIAZOL-1-IL)ETIL)TIENO[2,3-

B]PIRIDINA.
(0] (0]
DMF, DBU
* Ph)J\/U\Ph \
50°C
6 8

Esquema 21. Obtencidn de 5-Bromo-2-(1-(4,5-difenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)tieno[2,3-b]piridina.

En un matraz de dos bocas de 25 mL, limpio y seco provisto con agitacion magnética, refrigerante y
termémetro, se pesaron 30 mg 2-(1-azidoetil)-5-bromotieno[2,3-b]piridina y 25 mg de
propanodiona, el sistema a reflujo fue purgado con N, ya con estas condiciones se agregé 2 mL de
DMF anhidra y 0.1 de DBU, el sistema fue dejado a una temperatura de 50°C durante 48 horas.
Vigilado por CCF en un eluyente hexano —acetato de etilo (6:4) Posteriormente el crudo de reaccion
fue tratado con (2x10 mL) de salmueray el producto fue extraido con acetato de etilo (2x10mL). EL
acetato de etilo fue secado con sulfato de sodio anhidro y después evaporado al vacio obteniendo

un producto sélido marrén con p.f.=138 °CY con un rendimiento de 47%.

'H NMR (300 MHz,) 6 = 8.58 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.13 (s, 1H), 7.88 (s, 2H), 7.80 (s, 1H), 7.51 — 7.40 (m,
2H), 7.39-7.25 (m, 6H), 5.53 (s, 1H), 2.27 (s, 3H) ppm.

13C NMR (75 MHz,) 6 = 191.4, 147.8, 145.5, 145.1, 139.7, 134.9, 133.7, 133.1, 130.1, 129.6, 129.3,
128.1,125.8, 125.3, 123.6, 119.1, 116.8, 63.7, 21.3 ppm.

Una vez obtenidos los compuestos triazélicos, se comenzaron las pruebas antifungicas descritas por

el CLSI de microdiluciéon en caldo.

16 CAPITULO IV. PRUEBAS ANTIFUNGICAS

16.1 PRUEBAS ANTIFUNGICAS PARA CANDIDA sPP

16.1.1 Medio de cultivo.
Se utilizé el medio sintético RPMI 1640 con glutamina y sin bicarbonato de sodio, tamponado con

acido morfolino propano sulfénico (MOPS) ajustado a pH 7£0.1 y con 0.2% de glucosa.
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16.1.2 Preparacion de medio de cultivo.

Se disolvié en 900 mL de agua destilada la cantidad de 10.40 g de RPMI 1640 y 34.53 g de MOPS
agitando hasta su completa disolucién. Ajustando el pH a 6.9-7.1 utilizando NaOH 1N o 10N.
Posteriormente se afiadid agua destilada hasta completar 1 litro de disolucidn. Se filtré

estérilmente.

16.1.3 Preparacion de antifingicos insolubles en agua.
Los pasos seguidos se detallan en la tabla 6. Y las figuras 23 y 24. Las concentraciones por ensayar
son las comprendidas entre 16 y 0.03 pg/mL. Los volumenes indicados son suficientes para

preparar 5 placas de antifungico.

Tubo  Concentracion Transferir A untubocon Concentracion resultante Tubo
n°2 1600 pg/mli 0,5 ml 0,5 ml de DMSO 800 pg/mi n°3
n°2 1600 pg/ml 0,25 mi 0,75 ml de DMSO 400 pg/ml n°4
n°2 1600 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml de DMSO 200 pg/ml n°5
n°5 200 pg/ml 0,5 ml 0,5 ml de DMSO 100 pg/ml n° 6
n°5 200 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml de DMSO 50 pg/ml n°7
n°5 200 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml de DMSO 25 pg/mi n°8
n°8 25 pg/mi 0,5 ml 0,5 ml de DMSO 12,5 pg/mi n°9
n°8 25 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml de DMSO 6,25 pg/mi n® 10
n°8 25 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml de DMSO 3,12 pg/mi n° 11

Tabla 10. Dilucion de antifungicos insolubles en agua.

A partir de la solucidn madre se prepara la serie de diluciones a una concentracion 100 veces

superior a la concentracion final deseada, utilizando como diluyente DMSO.

En seguida se realiza una dilucién 1/50 tomando 100 plL de cada tubo y se transfieren a otro tubo
que contiene 4.9 mL de RPMI, con lo que la concentracidn de antifingico es dos veces mayor que

la concentracion final deseada y la de DMSO 2%.
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Esquema 22. Esquema para las diluciones de antiftiingicos insolubles en agua. Diluyente dimetil sulfoxido (DMSO)

Para fines practicos, se pesaron de 3.6 mg de ambos antifungicos y se llevaron a dos mililitros para

la concentracién deseada de 1600 pg/mL

16.1.4 Llenado de placas

Se utilizaron placas de microtiter, siguiendo los siguientes pasos.

EL contenido del tubo n® 2 se vierte en una cubeta o en una placa de Petri estéril y con ayuda de una
pipeta multicanal se toman 100 pL y se llenan los pocillos de la columna n° 2 (2A — 2H), con el
contenido del tubo n° 3 se llenan los pocillos de la columna n® 3 (3A - 3H). Con el contenido del tubo
n° 4 se llenan los pocillos de la columna n® 4 (4A - 4H). Etc.... y asi hasta la columna n2 11. Los pocillos
de la columnan2 12 se llenan con 100 pl de RPMI (control de crecimiento). Los pocillos de la columna

n2 1 se llenan con 200 pl de RPMI (control de esterilidad).
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Concentracién final después de Inocular: 16-0,03 pg/ml

Esquema 23. Segundo paso de las diluciones de antiftingicos insolubles en agua (método de microdilucién). Diluyente

RPMI 1640.
16.1.5 Preparacion del inéculo

16.1.5.1 Indculo para Candida spp.
1. Se prepara tocando con el asa de cultivo 5 colonias y de 24 horas de crecimiento en placa
que se resuspenden en un tubo de solucién salina (NaCl 0.85%).
2. Se agita bien y se compara contra una solucién 0.5 McFarland, afiadiendo la cantidad
necesaria de solucion salina.
3. Posteriormente se realiza una dilucién 1:1000 con medio RPMI. Esta ultima diluciéon es la
que se utiliza para inocular las placas de antifungico. En el esquema 22 se representan

esquematicamente todos estos pasos.
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SDA 24h a 35°C

Tocar 4-5 colonias

Suero salino

10 pl 10l
(70% T)
McFarland 0,5
=

(1-5x108 UFC/mI)

10 ml
20 mi RPMI
Macrodilucién Microdilucién
1:2000 1:1000
(0,5-2,5x10° UFC/ml) (1-5x10° UFC/ml)

Esquema 24. Preparacion de inoculo de levaduras.
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