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RESUMEN

Evitar el aumento de enfermedades fungicas ha sido una tarea de gran importancia en los
ultimos aios, con lo cual continda el desarrollo de nuevos antifingicos con un mayor
espectro de accidn. Para llevar a cabo la sintesis de estos compuestos, es muy importante
tener en cuenta los estudios de relacidn de su estructura quimica con su funcidn bioldgica
(QSAR). Los alcoholes (-OH) son grupos muy versatiles en la quimica organica, ya que
pueden transformarse en muchos otros grupos funcionales.

El presente trabajo llevd a cabo la sintesis de N- bencil imidazoles (Figura 1), utilizando
grupos halégenos que pueden presentar actividad bioldgica.

4N )

- J

Figura 1. Estructura de los N-bencil imidazoles

Se utilizé como materia prima el 1H-imidazol, asi como aldehidos aromaticos halogenados
(Esquema 1) en la reaccion de Corey-Chaykovsky comparando el rendimiento de la
reaccion con el uso de yoduro de trimetilsulfonio y/o yoduro de trimetilsulfoxonio; donde
se observé mejor rendimiento con el uso de trimetilsulfonio.

Las estructuras de los compuestos obtenidos fueron identificadas con ayuda de técnicas
espectroscépicas (RMN *Hy 2¢).
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Esquema 1. Sintesis lineal de fenil-(1-H-imidazoil) etanoles.

Los compuestos sintetizados fueron evaluados in vitro contra cuatro hongos filamentosos
(Mucor hiemalis ATCC 8690, Aspergillus fumigatus ATCC 16907, Trichosporon cutaneum
ATCC 28592 vy Rhizopus oryzae ATCC 10329) y levaduras del género Candida (C. albicans
ATCC 10231, C. utilis ATCC 9226, C. tropicalis ATCC 13803, C. krusei ATCC 14243, C.
glabrata ATCC 34138 y C. parapsilosis ATCC 22019), por medio del método de
microdilucion en caldo descrito por el CLSI. En donde se puede notar que lo compuestos
clorados presentan mejor actividad tanto a cepas de hongos filamentosos, como
levaduras.

Los resultados obtenidos dan pie a que los compuestos con mejores resultados puedan
ser sometidos a reacciones de transformacién del grupo hidroxilo para incrementar su
actividad antifungica y de esta manera obtener moléculas mas especificas frente a ciertos
tipos de especies.

Ademas, estos mismos compuestos se evaluaron por medio de pruebas TROLOX TEAC
usando DPPH, ensayo del cual se puede destacar que la molécula con mayor actividad
antioxidante fue la sustituida por fluor.

Pagina 11




I. INTRODUCCION

En las ultimas tres décadas las infecciones fungicas por microorganismos no descritos, asi
como los ya conocidos han causado severos problemas, ya que su presencia como
causantes de infeccién ha aumentado de manera sobresaliente, siendo los hongos de bajo
potencial patégeno como Candida, Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Geotrichum los
responsables mas frecuentes.

Los compuestos imidazdlicos son un grupo de antimicéticos que han aumentado su
importancia debido a que el tratamiento de las micosis se ha complicado
significativamente, ya que la mayoria de los hongos levaduriformes y filamentosos han
causado resistencia a los antimicéticos comerciales®*.

Muchos compuestos sintetizados que contienen el anillo imidazélico exhiben gran
actividad bioldgica por lo que han ganado interés debido a sus propiedades inhibidoras de
la B-lactamasa, 20 HETE, carboxipeptidasa, hemeoxigenasa; antifungicos, antibacterianos,
anticoagulantes, antiinflamatorios, antivirales, antituberculosos, antidiabéticos y
antimalarios; incluso otras busquedas han demostrado que los derivados de imidazoles

tienen actividad antitumoral® > ®,

En el siglo XX se comenzd la sintesis de antimicdticos; el miconazol, itraconazol y
fluconazol y sus analogos poseen un grupo benciloxifenetil sobre el nitrégeno del imidazol
(Figura 2). El benciloxifenetil es uno de los grupos que otorga las propiedades antifungicas
inhibiendo la sintesis de ergosterol, destruyendo la composicion de la membrana
lipidica®’.

El objetivo de este trabajo fue sintetizar moléculas con posible actividad bioldgica. Por lo
cual, en este proyecto se llevé a cabo la sintesis de la estructura base de antifungicos
comerciales, como el miconazol, modificando diversos grupos con la finalidad de
aumentar la actividad biolégica. Esto se logré por medio de la reaccién de Corey-
Chaykovsky como primer paso, y posteriormente una apertura basica del epéxido.

Posteriormente se realizaron las pruebas bioldgicas utilizando métodos estandarizados
por el CLSI para el estudio de la sensibilidad a antifungicos, siendo el método de
microdilucion para levaduras (M27-A3) y el método de microdilucion en caldo para
hongos filamentosos (M38-A). Ademas se utilizd la metoddloga TROLOX TEAC usando
DPPH como prueba de evaluacion para la actividad antioxidante.

Pagina 12



\ )
| S

KBencionifenetil Miconazol /

Figura 2. Antimicético de referencia y estructura base.
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2.1 Micosis

Las micosis son infecciones causadas por hongos que afectan a cualquier tejido, que
presentan una sintomatologia variada, cuadros clinicos leves, moderados o graves, que en
ocasiones conducen a la muerte; afectan a cualquier edad, sexo, condicién
socioecondmica y comparten con las infecciones parasitarias, bacteriolédgicas y virales la
misma importancia médica. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, las micosis
se clasifican en superficiales, subcutaneas, sistémicas y oportunistas® °.

El diagndstico definitivo de micosis requiere la confirmacion histolégica junto a la
presencia de otros criterios microbiolégicos o seroldgicos. A los pacientes que reciban
tratamiento crdénico con corticoides, se les deberia de proporcionar informacion acerca de
como prevenir el contacto con fuentes medioambientales del hongo en cuestion. En el
tratamiento de las micosis, en especial las oportunistas es primordial la eliminacién de los
factores predisponentes.

Los hongos son células eucaridticas, por lo cual es mas dificil inhibir vias metabdlicas que
afecten Unicamente a la célula fungica sin afectar a las células humanas; por esta razén la
cantidad de drogas antifingicas es escasa comparada con los antibidticos. Usualmente
como tratamiento sistémico se puede utilizar fluconazol, itraconazol y ketoconazol; en
pacientes recurrentes se recomienda el uso de anfotericina B. En manifestaciones

cutaneas suele utilizarse cremas a base de imidazoles'® 1% 13,

2.1.1 Candidiasis

Candida sp es una levadura que forma parte de la biota de superficies mucosas dentro del
cuerpo humano, todas las especies se desarrollan como células levaduriformes ovaladas
que forman yemas o blastoconidios (Figura 3)'. Aproximadamente un 15% de todas las

. . , 14,1
especies del genero Candida que se conocen, son patégenas para el hombre' >

La candidiasis invasiva es una importante infeccién nosocomial debido al uso extensivo de
agentes antifungicos profilacticos, agentes antibacterianos de amplio espectro,
dispositivos médicos asi como la inmunosupresién que pueda presentar el paciente®. El
paciente criticamente enfermo estd predispuesto a una infeccién por Candida ya que
padece alteraciones intrinsecas del sistema de defensa, como desnutricion, ayuno

Pagina 14



prolongado, traslocacion intestinal, depresion medular con neutropenia o traumatismo
17
mayor-’.

'

- -

Figura 3. Levaduras y seudofilamentos de Candida spp.
Imagen: CDC/Dr. Stuart Brown

La candidiasis es la micosis que mas se presenta en todo el mundo, representando el 25%
de las micosis superficiales, aumentan el riesgo de muerte, extienden la estancia

. . . ART 18,1
hospitalaria y elevan los costes, generando un problema importante de salud publica ***°.

6.2.1 Mucormicosis

Es una micosis oportunista causada por algunos mohos clasificados en el orden de los
Mucorales de la clase Cigomicetos. Estos hongos son saprofitos ubicuos termotolerantes.
Las condiciones que situan al paciente en riesgo incluyen la acidosis, en especial la
asociada a diabetes mellitus, las leucemias, linfomas, tratamientos con corticosteroides,
guemaduras graves, inmunodeficiencias, asi como la dialisis con el quelante de hierro

deferoxamina 222,

La principal variante clinica es la mucormicosis rinocerebral, como resultado de la
germinacién de esporangiosporas (Figura 4) en los conductos nasales siendo angioinvasivo
provocando trombosis con infarto isquémico secundario y necrosis hemorragica debido a
la invasion de venas y vasos linfaticos. La enfermedad puede progresar con rapidez para
invadir los senos paranasales, ojos, huesos craneales y cerebro.

Los vasos sanguineos y nervios sufren dafio, y los pacientes desarrollan edema de la
region facial afectada, exudado sanguinolento nasal y celulitis orbital. Después de inhalar
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las esporangiosporas sobreviene mucormicosis toraxica con invasion del parénquima vy los

vasos pulmonares. En ambas localizaciones la necrosis isquémica causa destruccion

masiva de tejido debido a su diseminacién **** %,

Figura 4. Esporangio de un mucoral.

Imagen: Dr. Luis Javier Méndez Tovar.

2.1.3 Aspergilosis

Las especies de Aspergillus son saprofitos ubicuos en la naturaleza, siendo la Aspergillosis
una micosis cosmopolita. El A. fuimigatus es el causante del 90% de infecciones de
aspergillosis en humanos, pero muchos otros como A. flavus, A. niger y A. terreus, pueden
causar enfermedad. El pulmdn es el principal 6rgano afectado por el Aspergillus debido a
la alta capacidad esporulativa de este hongo, y a que sus conidias (Figura 5) son lo

suficientemente pequefas para poder alcanzar el alveolo® %,

Normalmente después de inhalar los conidios, una vez en los pulmones, los macréfagos
alveolares pueden ingerir y destruir los conidios, en el caso de personas atdpicas casi
siempre desarrollan reaccién alérgica grave a los antigenos conidiales. En los pacientes
inmunodeficientes, sobretodo con leucemia, con trasplantes de medula dsea y personas a
guienes se administran corticosteroides muestran menor capacidad para detener al
inoculo. En el pulmdn el conidio aumenta de volumen y germina para producir hifas que

tienden a invadir las cavidades preexistentes o los vasos sanguineos ** %°.
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Figura 5. Estructuras de reproduccion asexual de Aspergillus sp. Imagen: Dr. Luis Javier
Méndez Tovar.

2.1.4 Dermatofitos

Los dermatofitos son un grupo de casi 40 hongos pertenecientes a tres géneros,
Trichophyton (Figura 6), Microsporum (Figura 7) y Epidermophyton (Figura 8). Estos son
incapaces de crecer a 37° o en presencia de suero. La infeccidén superficial causada por
dermatofitos se denomina dermatofitosis, la cual puede ser causada por cualquier de las
40 especies de los géneros de dermatofitos. Tifia es un término utilizado como sinénimo
de dermatofitosis. Su prevalencia es mayor en regiones con climas calidos y himedos. Las
infecciones se encuentran con mayor frecuencia en los nifios preadolescentes y pueden
ser endémicas en los paises en desarrollo®.

& SO

A f i)
I A

Figura 6. Macroconidios de Trichophyton.  Figura 7. Macroconidios de Microsporum.
Imagen: http://www.facmed.unam.mx Imagen: http://www.facmed.unam.mx
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Figura 8. Macroconidios de Epidermophyton.
Imagen: http://www.facmed.unam.mx

Estos hongos solo afectan el tejido queratinizado, es decir, infectan estructuras como
estrato cérneo de la piel, ufias y pelo. Normalmente se inician en la piel después de un
traumatismo y por contacto con suelo, humanos, animales contaminados o fomites.
Dependiendo del género y especie del microorganismo en cuestidon el conidio puede

permanecer viable durante un tiempo prolongadozo’ 2,

Los dermatofitos causan patologia cutdnea por:

a) infeccion primaria de la piel y anexos, que de acuerdo a la zona comprometida se
denominan tiflas de la cabeza, del cuerpo, inguinal, de las manos, de los pies y

unas.

b) Una reaccién de hipersensibilidad que se presenta por lesiones distantes del foco
infeccioso llamada reaccién tipo “ide” o "dermatofitides" y que ocurre por la
entrada a la circulacién de alergenos en el foco primario. La mas frecuente es una
“ide” de las manos, en que se presenta una erupcidn vesicular secundaria a una
tifia de los pies®’.

El diagndstico clinico puede confirmarse mediante examen microscépico o cultivo. Los
examenes de luz de Wood también son un método util, haciendo que la zona infectada
aparezca en un color verdoso fluorescente, excepto en tinea favosa y tifia microsporica
donde esta no se vuelve fluorescente?.

A pesar de ser persistentes y problematicas, no representan peligro para la vida, sin
embargo se gastan millones en su tratamiento debido a su alta prevalencia alrededor del
mundo *°.

Pagina 18



2.2 Importancia de las micosis en México

Aquellas infecciones que se presentan fundamentalmente en huéspedes
inmunocomprometidos con disfuncion de mecanismos de defensa basicos se les
denomina oportunistas, siendo infecciones causadas por microorganismos que se
encuentran como biota normal del organismo y en el ambiente. La frecuencia de
infecciones en esta poblacion dependera del tipo de inmunocompromiso, siendo los
pacientes con neutropenia (Oncoldgicos o VIH-Positivos) los que desarrollan infecciones
por bacterias extracelulares no encapsuladas y hongos levaduriformes y filamentosos; el
diagnostico precoz, aunado a tratamiento oportuno y eficaz de las mismas son
considerados una emergencia por su severidad y gran mortalidad asociada. En el inicio de
la epidemia del sindrome de inmunodeficiencia adquirida la incidencia global de
infecciones oportunistas alcanzo entre el 60% de los pacientes VIH-positivos, mientras que

;. . .. 2 1
en México hubo una frecuencia muy similar® 3% 3!,

En los ultimos 25 afios la morbilidad de las infecciones fungicas ha cambiado; debido a la
aparicién de hongos menos frecuentes asi, como de organismos emergentes, afiadido al
aumento de pacientes con caracteristicas predisponentes>~.

En junio de 1999 a mayo de 2000 se realizé un estudio de tipo observacional transversal
procesando 268 especimenes, provenientes de 108 pacientes inmunosuprimidos
internados en el Hospital Regional "General Ignacio Zaragoza" del ISSSTE, de los cuales se
obtuvieron 249 cultivos: 183 levaduriformes y 66 filamentosos. Se diagnosticaron 45
micosis que en su mayoria correspondieron a candidosis pulmonar®:. En la actualidad, la
frecuencia de las infecciones micdticas oportunistas continua aumentando de manera
progresiva; favorecida por un gran numero de factores ligados principalmente a
procedimientos terapéuticos, como el uso indiscriminado de medicamentos y otros
procedimientos clinicos.

En México histoplasmosis, coccidioidomicosis y paracoccidioidomicosis, son las micosis
sistémicas que se presentan con mayor frecuencia, mientras que de las dermatofitosis,
micosis superficiales son las frecuentes en México; actualmente constituyen del 70 al 80%

de todas las micosis y tienen una frecuencia del 5% en la consulta dermatoldgica®” .
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2.3 Imidazoles

Los imidazoles son compuestos planos, heterociclicos de cinco miembros, 3C y 2N. Estos
compuestos han ocupado un lugar en el ambito de la investigacidén debido a sus versatiles
propiedades quimicas y farmacoldgicas. Al poseer un anillo con nitrégeno le brinda
propiedades farmacoldgicas importantes.

- J

Figura 9. Estructura general de los N-bencil-imidazoles

Los anillos de imidazoles son nucleos base que constituyen muchos productos naturales
como lo son las purinas, histamina y dacidos nucleicos. La caracteristica de ser un
compuesto aromatico ionizable le brinda propiedades farmacocinéticas permitiendo que
posean una buena solubilidad y biodisponibilidad36.

El imidazol en conjunto con el grupo bencilo se considera un grupo farmacoéforo el cual se
define como N-bencil-imidazoles (Figura 9), grupo que tiene una serie de rasgos
estructurales en la molécula que le permiten ser reconocidas en un sitio receptor, la cual
es responsable de la actividad bioldgica de la molécula y debe reunir las siguientes
caracteristicas: Contener dtomos de nitrégeno basicos, anillos aromaticos, ser hidrofdbico

y capaz de formar puentes de hidrégeno®”*®,

|
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2.3.1 Mecanismo de Accion de antimicoticos imidazolico

Pacientes con cdncer, SIDA o hepatitis en tratamiento, son pacientes inmunodeprimidos
presentando con mayor frecuencia infecciones fungicas oportunistas, y debido a que son
enfermos con factores predisponentes son dificiles de tratar independientemente de que
la cepa causante sea o0 no, sensible a los antifungicos. Las infecciones por hongos del
genero Candida y Aspergillus, son las mas importantes en cuanto a frecuencia y
morbilidad en la practica hospitalaria°.

En los ultimos afios se ha observado la aparicién de nuevas especies patdgenas, la
prescripcién insensata de antimicéticos y el aumento de las dosis terapéuticas, lo cual ha
provocado un incremento en la falla de tratamientos con antimicéticos. Esta situaciéon ha
conllevado a la comercializacién de varios antifiungicos o modificaciones significativas en
el tratamiento de las micosis, como repetir el tratamiento o combinar medicamentos, es
por eso que se siguen buscando nuevas moléculas que permitan aumentar las alternativas
terapéuticas’™.

Los compuestos azolicos al ser una estructura rica en electrones, da lugar a derivados
basados en azoles que se unen facilmente con las enzimas*. Por esto actualmente el
farmacoforo de azol se considera una estructura viable para la sintesis de agentes
antimicrobianos mas eficaces y con un amplio espectro. Se encuentran posibles
actividades antibacterianas y antifingicas con algunos tetrazoles **.

Los antifungicos azdlicos, caracterizados por poseer un anillo imidazdlico de 2 o 3
nitrégenos, actuan inhibiendo la enzima 14- a-desmetilasa impidiendo la conversion de
lanosterol en ergosterol al formar un complejo del azol con una parte del citocromo P-450
del hongo. Produciendo una alteracion en la membrana citoplasmatica provocando la
acumulacién de peréxidos impidiendo el crecimiento del hongo43. Un ejemplo importante
de este tipo de farmacos es el miconazol, el cual tiene un amplio espectro antifiingico in
vitro y es muy conocido por su uso en tratamiento para infecciones dermatofiticas*.
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Figura 10. Mecanismo de accidon de diferentes antifungicos.
Imagen: Graciana Escarcega
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2.4 Mecanismos de resistencia antifungica.

La resistencia microbioldgica, en este caso antifungica, es cuando el crecimiento del
microorganismo patégeno es inhibido a una concentracién mas alta observado en cepas
que conservan el patrimonio genético original propio de su especie®

Desde hace mas de 50 afios se observa la resistencia bacteriana, sin embargo en los
ultimos afios el numero de fallas terapéuticas en micosis ha incrementado. Esto es
atribuible a diferentes factores, la deficiencia en la funcién inmunoldgica, baja
biodisponibilidad de los antimicdticos, alteraciones en el metabolismo de los antifungicos,

interacciones medicamentosas o mecanismos de resistencia antifungica46’ .

Estudios realizados en Candida spp. describen tres posibles mecanismos (Figura 11) para

los antifingicos azolicos como potenciales causas de resistencia®® *°:

A. SUSCEPTIBILIDAD
gen CDRs gen MDR

NIVELES BAJOS DE CDRY MDR
' MEMBRANA CELULAR

=c FLucouzoL

INHIBICION
Escualeno | lanosterol | zymosterol \ l episterol | [ ERGOQOL
T - "\ /-77777777777 a0 ; = ”7\ ’ s P 3 i
Oxidoescualeno | ERGH . fecosterol | | Ergosta trienol |
B. RESISTENCIA
gen CDRs gen MDR
. . . . SOBREEXPRESION DE CDRY MDR . ' l .
MEMBRANA CELULAR
m FLUCONAZOL
ERG Il
. ‘ (ERGH. . .
\ Escualeno J\ | Ianosterol H zymosterol | episterol \ [ ERGOSTEROL ]
ERG 5
Oxidoescualeno ‘ ERGII __fecosterol ! ‘ Ergosta trienol

Figura 11. Mecanismos de resistencia en C. albicans
Imagen: Lépez K, et al.
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2.4.1 Mutacion del gen ERG3

En células que son tratadas con azoles, en la via metabdlica de la sintesis del ergosterol, el
lanosterol y derivados, el sustrato es la enzima 14 alfa-lanosterol desmetilasa por lo que
en la enzima dara lugar a la acumulacidn de 14alfa-metil esteroles, especialmente 14 alfa-
metil facosterol y el 14a metil-diolergosta- 8,24(28)-dien-3b, 6alfa-diol. La acumulacion de
estos 14a-metil esteroles causa la detencion del crecimiento del organismo, modificando
la funcion y fluidez de la membrana plasmatica.

Se ha identificado que gracias a una mutaciéon en el gen ERG3, que codifica para C-5
esterol desaturasa es responsable de la resistencia a los azoles al disminuir los efectos
téxicos producidos por los metabolitos™.

2.4.2 Mutacion en el gen ERG11

El gen CYP51/ERG11 codifica la enzima 14 alfa-lanosterol desmetilasa. Han sido
detectadas varias alteraciones genéticas que se asocian con el gen ERG11 de C. albicans,
identificando una mutacién puntual de ERG11, en aislamientos clinicos resistentes,
presentdndose una sustitucidon de arginina por lisina en el aminoacido 467 del gen ERG11,
que contribuye a la resistencia a los azoles. Por lo cual la resistencia a los azoles es
producida por la sobreexpresién de la diana de los azoles®.

2.4.3 Sobreexpresion de los genes CDR y MDR

Los transportadores ATP-binding cassette (ABC) y Facilitadores mayores (MF) son un
sistema de bombeo activo mediado por ATP, localizados en la membrana citoplasmatica.
Los transportadores ABC son codificados por los genes CDR (Candida Drug Resistance) y
los transportadores MF son codificados por los genes MDR (Multidrug Resistance). Estos
transportadores expulsan el farmaco hacia el exterior de la célula, su sobreexpresion no
permite alcanzar concentraciones adecuadas del antibidtico en el sitio de accién debido la
presencia de estas barreras de permeabilidad o sistemas de bombeo activo.”
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2.5 Sintesis de epdxidos

Los epdxidos son moléculas con vastas aplicaciones sintéticas, ya que son capaces de
reaccionar con diversos nucledfilos abriendo el anillo, lo cual los convierte en precursores
sumamente Utiles para la sintesis de muchos componentes organicos>°

Existen diversas rutas sintéticas para los epdxidos, de las cuales destacan:

2.5.1 Reaccién de Corey- Chaykovsky

La reaccion de iluros de azufre con grupos aldehido para la obtencién de epdxidos es un
método sintético importante. Los iluros son generados in situ por la desprotonacion de los
haluros de sulfonio con bases fuertes como hidréxido de potasio; de manera consecuente
el iluro actua como agente nucleofilico insertando el metileno al doble enlace C=0 en los
aldehidos de manera selectiva, obteniéndose el epdxido correspondiente facilmente y con

excelentes rendimientos (Esquema 2)°% .

(] A C(\\

30/5\CH — HaC™ %\CH3 OA)

o% <—H30\$)g%<2
K H R CH3\Q /

Esquema 2. Mecanismo de accion de Corey Chaykovsky
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2.5.2 Reaccion de epoxidacion con peroxiacidos.

Para la obtencion de epdéxidos por medio de esta ruta se utiliza un peroxidcido débil, y
gracias a sus propiedades de solubilidad, se utiliza muy frecuentemente en conjunto con
el acido meta-cloroperoxibenzoico (MCPBA). La epoxidacidon se lleva a cabo en una
reaccion concertada en un paso en donde los dobles enlaces ricos en electrones
reaccionan con mayor velocidad (Esquema 3)*.

g Ho © CH,Cl, H A
+ \C\’(O\ C@O
E IH OH
o H
- /)

Esquema 3. Mecanismo de accion con peroxiacidos

2.5.3 Reaccion de desplazamiento de las halohidrinas.

Al tratar los alquenos con soluciones acuosas se logra la facil preparacion de las
halohidrinas en posicidn trans- como producto principal. Cuando un alcéxido y un dtomo
de un halégeno se ubican en la misma molécula, el alcéxido puede desplazar al ion
halogenuro y formar un anillo por medio de un ataque interno S\ (Esquema 4)*%,

H NBS o NaH »j

, H,O
‘v, ///H 2 ////B r 7ty B r

Esquema 4. Formacion de epoxidos a partir de halohidrinas
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2.6 Apertura de anillos de oxirano.

Debido a la gran energia de tensién de los anillos de oxirano, estas moléculas son
estructuras muy reactivas; siendo capaces de reaccionar en condiciones acidas y bésicas".

2.6.1 Ruptura catalizada por bases

Los epoxidos sufren un ataque Sy? donde nucledfilos como los iones hidréxido o alcéxido
atacan al carbono menos impedido (Esquema 5) >°.

Esquema 5. Apertura de oxiranos en medio basico

2.6.2 Ruptura catalizada por acidos.

El oxigeno del epéxido se protona en disolucidén acida, una vez protonado, puede ser
atacado por nucledfilos débiles, tales como agua, alcoholes o iones halogenuro. Los
productos de apertura catalizados por un acido dependen principalmente del disolvente

que se utilice (Esquema 6) **.

-

0O—» '_H —
@

H (\ H H H OH
on )
H H

H H,O H

Esquema 6. Apertura de oxiranos en medio acido.
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Los factores que deben considerarse para apertura nucleofilico de los anillos de oxirano
son: El acercamiento del grupo nucleofilico, el rompimiento idnico del enlace C-O, el
disolvente o catalizador, la resonancia del sustituyente del oxirano y la presencia de

grupos electrodonadores o eIectroatrayentesS4.

|
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2.7 Importancia de alcoholes.

Los alcoholes pueden sintetizarse a partir de una amplia gama de métodos. Debido a que
el grupo —OH puede transformarse en diversos grupos funcionales, constituye una de las
clases mas Utiles de compuestos organicos ademas de su importante actividad bioldgica®.

Tabla 1. Reacciones comunes a partir de alcoholes®*>>>°,
Tipo de
reaccion Reaccidn general Ejemplo farmacolégico Uso
o'\&/o\o o‘\ﬁ%o
(0] (0]
Acido-base de | HOCH;+ NO3;+H3;0™ > NOsOCH; (\3\ H/\o/ Vasodilatador®.
lewis 6/’:‘\0/0
Nitroglicerina
O Solucion
fijadora, tintes
Carbonilacion CH;0H + CO = CH3;COOH para
H,C OH colposcopias y

Acido acético

ST A
antiseptico 9.

Deshidratacion

OH
H

H oH H38 Calor / \ y
0. OH 0
H (0]

/N

Fungicida,
insecticidas™.

(@)
(0]
OH Furfural
/ N
[} ;
N
BuO (o)
e CH:Br ¢ Buok
Sintesis éteres _— o 4
de Williamson Antifungicolg.
Cl
Miconazol
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2.8 Actividad antioxidante.

Los radicales libres se producen normal y continuamente durante el metabolismo celular,
por las diversas reacciones redox, como las oxidaciones microsomales, los fagosémas, la
autooxidacién de sustratos y los neutréfilos. Los radicales libres endégenos juegan un
papel importante de defensa del organismo, maduracidn de reticulocitos o degradacion
de proteinas. Por lo cual estos radicales libres enddgenos pueden ser controlados por los
sistemas antioxidantes enddgenos, sin embargo se presentan problemas cuando los

radicales libres provienen de fuentes exégenas®” .

Los radicales libres oxidan a los aminodcidos constituyentes de las proteinas produciendo
modificaciones como: formacidn de grupos carbonilo, asociacién de fragmentos proteicos
por entrecruzamientos de enlaces disulfuro, rompimiento de enlaces peptidicos, pérdida
de la afinidad por los metales e incremento en la hidrofobicidad. Esto provoca que las
proteinas sufran cambios en su estructura, actividad y funcionalidad lo cual conlleva a que
las proteinas que sufren un dafio oxidativo presenten un deterioro en la actividad
hormonal y enzimética, asi como el transporte de iones™".

Cuando existe un desequilibrio en la generacién de radicales libres el dafio oxidativo al
extenderse sobre los componentes celulares provoca una serie de enfermedades como lo
son cancer, enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares, diabetes, deterioro del
sistema inmune, entre otras®.

Un alcohol puede perder el hidrégeno de su oxhidrilo cediéndolo a una base, debido a
esto es posible que actué como antioxidante de diferentes maneras. El hidrégeno donado
de los antioxidantes reacciona con especies de oxigeno o nitrégeno reactivo (Figura 12) ®.
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Figura 12. Reaccion antioxidante a nivel bioldgico.
Imagen: Anénimo

Su actividad depende de la estructura, y su investigacion es de sumo interés debido a los
beneficios potenciales a la salud otorgado por las propiedades antioxidantes de estos
compuestos (Figura 13) %2

N-N(CgHs), NH-N(CgHs),
O2N NO, O,N NO,
Antioxidante
NO2 N02
2,2-difenil-1-picril-hidracilo 2,2-difenil-1-picril-hidracilo
(DPPH) (violeta) (DPPH-H) (amarillo)

Esquema 7. Reaccién quimica entre el radical DPPH y la especie antioxidante
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2.9 Pruebas bioldgicas.

Las investigaciones sobre la relacién estructura quimica-actividad (Structure Activity
Realtionships) han sido largas y poco definidas, debido a que no hay una clara
correspondencia entre las propiedades fisico-quimicas de ciertas moleculas y su
comportamiento en el medio bioldgico. A veces la actividad biolégica no se debe al
producto original sino a un metabolito del mismo, y la produccidn de aquél depende de
numerosas variables (especie animal, induccién enzimdtica, etc.). La paradoja
estructural, que indica que sustancias con estructura quimica parecida presentan
actividad y toxicidad diferentes.

Por lo cual, a pesar de que las moléculas puedan tener el mismo nucleo farmacéforo, es
necesario realizar pruebas para confirmar la actividad biolégica63.

2.9.1 Pruebas de sensibilidad a antimicéticos.

El aumento de infecciones flngicas en conjunto con el aumento de hongos resistentes a
los antifungicos, ha hecho necesario desarrollar métodos estandarizados de
susceptibilidad antifungica.

El Clinical Laboratory Standards Instutute (CLSI) y el European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) han elaborado guias para susceptibilidad de
levaduras por microdilucién en caldo (documentos M27-A2 y E. Dis. 7.1, respectivamente).
Aunque presentan diferencias metodoldgicas ambos son equivalentes. El CLSI ha
desarrollado los documentos M38-A (hongos filamentosos) y M44-A (difusién en disco),
mientras que EUCAST trabaja en un documento para Aspergillus sp64.

Hay cuatro principios bdsicos a tomar en cuenta en la interpretacién de los resultados en
las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana:

e Una CMI no es una medicidn fisica o quimica.

e Con frecuencia ciertos factores del paciente son mas importantes que los
resultados de la pruebas de susceptibilidad en la determinacién de la evolucién
clinica.

e Lasusceptibilidad in vitro no siempre predice el éxito de una terapia especifica.

e La resistencia in vitro con frecuencia se correlaciona con el fracaso en el
tratamiento .

Pagina 32



2.9.1.1 Método de difusidon en disco

Es un método simple, desarrollado para levaduras y disponible para fadrmacos solubles en
agua, tales como fluocitosina, fluconazol y voriconazol, estandarizado por el CLSI en el
documento M44-P para especies de Candida. Se obtiene un halo de inhibicidn cuya
medicién correlaciona muy bien con el método de referencia®.

2.9.1.2 Métodos comerciales

Etest® (AB BioDisk, Solna, Sweden), aprobado por la Food and Drug Administration (FDA)
para susceptibilidad in vitro de Candida sp contra fluconazol e itraconazol.

Sensitre® YeastOne (TREK Diagnostic Systems), método comercial cuyo formato se
asemeja mas a la metodologia del CLSI aprobado por la FDA basado en microdilucién en
caldo.

Vitek 2® (Biomerieux), que utiliza una lectura espectrofotométrica, lo cual facilita la
lectura de la CIM. Tiene la ventaja de encontrarse acoplado a la identificacién de
levaduras®’.

2.9.1.3 Métodos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad a
antifungicos.

Cuando la industria farmacéutica fue introduciendo en el mercado nuevos antifingicos o
nuevas formulaciones de los ya conocidos, se hizo necesaria la realizacién de pruebas de
sensibilidad con el fin de comparar la actividad de los mismos y detectar las posibles
resistencias, con lo cual el CLSI cred un subcomité para el estudio y estandarizacién de las
pruebas de sensibilidad a los antifungicos.

A pesar de todo, las pruebas de sensibilidad a los antifungicos no estan tan desarrolladas
como los de los antibacterianos, como complemento del método de sensibilidad para
levaduras, en 1998 el CLSI publicd su propuesta metodoldgica para el estudio de
sensibilidad antifingica en hongos filamentosos (documento M38-P) y en 2002 aprobé el
método definitivo (documento M38-A). En el 2004 fue estandarizado el método M44-A
para levaduras (Figura 14y 15)%.
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2.9.2 Pruebas de evaluacion para la actividad antioxidante.

Para evaluar la actividad antioxidante de algin compuesto se utilizan estudios in vitro o in
vivo. Una de las estrategias mds aplicadas en las medidas in vitro de la capacidad
antioxidante total de un compuesto, mezcla o alimento, consiste en determinar la
actividad del antioxidante frente a sustancias cromdégenas de naturaleza radical; la pérdida

de color ocurre de forma proporcional con la concentracion® .

Los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH, los cuales presentan una excelente

estabilidad en ciertas condiciones.
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2.9.2.1 DPPH

La molécula 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) es un radical libre que puede obtenerse
directamente sin una preparacién previa y solo puede disolverse en medio organico, con
el DMPD solo se puede medir la actividad de compuestos en medio acuoso; ademads de
que presenta un pico de absorbancia 505 nm®® ”°.

El DPPH conocido como un radical libre estable debido a la deslocalizacién de un electrén
desapareado sobre la molécula completa, por lo cual la molécula no se dimeriza, como es
el caso de la mayoria de los radicales libres. La deslocalizacidon del electron también
intensifica el color violeta intenso tipico del radical, el cual absorbe en metanol a 517 nm.
Cuando la soluciéon de DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un
atomo de hidrégeno desvaneciendo el color violeta (Figura 13). El cambio de color es
monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacién de los
pardmetros para las propiedades antioxidantes.

Los resultados del ensayo DPPH+ se expresan como el valor de la concentracién maxima
de la media inhibitoria (IC50), definido como la cantidad de antioxidante necesario para
disminuir la concentracidn inicial de DPPH al 50%. Para extractos de plantas o compuestos
puros el valor IC50 cambia de acuerdo a la concentracidn final del DPPH+ usado (Deng et
al., 2011) "°.

2.9.2.2 ABTS

El ABTS tiene que ser generado tras una reaccidon que puede ser quimica (diéxido de
manganeso, persulfato potasio, ABAP), enzimatica (peroxidase, mioglobulina), o también
eletroquimica (Figura 16). Con el ABTS se puede medir la actividad de compuestos de

naturaleza hidrofilica y lipofilica, y presenta un pico de absorbancia a 515 nm 69,70

?
1 e-
ABTS —<4——
R G
',os 8 50; 1e- 5 -
@,3:"—0‘:(:@ : ‘OS\Q::_)':N"‘:(SUSOT
N " ANTIOXIDANT" T
i.e. Trolox

Figura 15. Reaccidn quimica para ABTS

Pagina 36



lll. OBJETIVOS

Objetivo general

Realizar un estudio comparativo en la reaccién de Corey-Chaykovsky con Yoduro de
trimetil sulfonio y sulfoxonio para la obtencién de fenil-(1-H-imidazoil) etanoles y llevar a
cabo la evaluacién de la actividad biolégica de los productos sintetizados.

Objetivos particulares

e Evaluar los resultados de la epoxidacién de Corey-Chaykovsky, con la finalidad de
optimizar las condiciones de reaccién.

e Determinar la actividad antifungica de estas estructuras realizando pruebas in vitro
mediante la evaluacién contra cuatro hongos filamentosos (Mucor hiemalis ATCC
8690, Aspergillus fumigatus ATCC 16907, Trichosporon cutaneum ATCC 28592 vy
Rhizopus oryzae ATCC 10329) y seis levaduras del género Candida (C. albicans ATCC
10231, C. utilis ATCC 9226, C. tropicalis ATCC 13803, C. krusei ATCC 14243, C. glabrata
ATCC 34138 y C. parapsilosis ATCC 22019), por medio del método de microdilucion en
caldo descrito por CLSI.

e Determinar la actividad antioxidante por el método Trolox utilizando el radical ABTS

|
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IV. JUSTIFICACION

El drea de sintesis organica se encarga del estudio, aislamiento y caracterizaciéon de
compuestos de origen natural o sintético con posible actividad bioldgica para que puedan
ser utilizados como terapia para numerosas enfermedades. La optimizacidon de la sintesis
de moléculas con grupo OH es relevante, ya que es de gran utilidad en la Quimica
Orgdnica debido a que permite sintesis de muchos otros derivados.

En los ultimos afios los casos fallidos de terapia para micosis ha aumentado, atribuido a
pacientes inmunodeprimidos, baja biodisponibilidad de antimicéticos, interacciones
medicamentosas ademds de la resistencia antifungica que los hongos han creado a
numerosos farmacos.

Estas situaciones generan la necesidad de busqueda de nuevos productos con actividad
farmacoldgica, asi como rutas de sintesis mas eficaces y econdmicas.

Es por esto que la comparacion en la eficacia de la sintesis con el uso de diferentes iones
sulfonio y la evaluacion biologia de moléculas con el grupo funcional oxhidrilo y anillo
imidazélico nos permitird encontrar una nueva alternativa para el tratamiento de diversas
patologias.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Sintesis organica
5.1.1 Obtencién de epdéxido con yoduro de trimetilsulfonio

Se realizd la reacciéon de Corey-Chaykovsky usando yoduro de trimetilsulfonio (Método
reportado en la literatura®) a partir de siete diferentes benzaldehidos para la sintesis de
oxiranos como se muestra en el esquema 9.

o\ Q
R1
R he KOH
+
MeCN
H3C/ \CH3 3h, reflujo R
R2 N2 2
Rj R3
1 8 3

Comp Sustituyente

A R4=Cl, Ry=H, R3=ClI

B R4=H, R,=H, R3= MeO
C R1= H, R2= Cl, R3= H

D R4=H,Ry,=H, R3=CF3
E R4=H, R,=H, R3=Cl

F Ry=Cl, R,=H, R3=H

G Aromatico tiofeno

Esquema 8. Reaccién de Corey-Chaykovsky usando yoduro de trimetilsulfonio.

Se sintetizd 2-(2,4-diclorofenil)oxirano (7), materia prima para la obtencién del (2,4-
diclorofenil)(1H-imidazol-1-il)metanol (13); por lo cual se hizo reaccionar 2,4-
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diclorobenzaldehido (4) y el yoduro de trimetilsulfonio (8), usando como base hidrdxido
de potasio y agua en forma catalitica.

La reaccidn se llevé a cabo bajo atmdsfera inerte de nitrégeno, a 60° C durante 3 h con
reflujo. El Esquema 10 muestra el mecanismo de reaccién para el proceso de formacion
del oxirano (5), resaltando la adicion nucleofilica del intermediario iluro (formado in situ)

al grupo carbonilo y la subsecuente formacion de dimetilsulfuro (9)
H f\o\

MeCN HaC\ /CHz\/ cl
KOH/H,0 + (CHj3)3SlI . +S
60°C N
3h. I
CHj,
8
c 4
0 '0/3
CHj,
+
y H d
Cl cll
+ HyC-S-CHy <« CHs
7 9 5
Cl Cl

Esquema 9. Formacion de 2-(4-metoxifenil) oxirano usando yoduro de trimetilsulfonio

Se realizd una CCF usando como eluyente un sistema de hexano/AcOEt (8:2), tratado con
trietilamina para evitar la descomposicion del producto. Debido a la reactividad del
epo6xido sintetizado, el compuesto no fue purificado, sélo se filtré y concentrd. El

resultado de esta reaccién es la obtencién de un liquido aceitoso amarillo con un
rendimiento de 73%
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5.1.2 Obtencidn de epdxido con yoduro de trimetilsulfoxonio

Por otra parte la reaccion de Corey-Chaykovsky se realizé con yoduro de trimetilsulfoxonio

a partir de siete diferentes benzaldehidos para la sintesis de oxiranos, como se muestra en
el esquema 7.

o\ Q
.
Ry
Rq H,C
20 __KOH
’ C/S\ MeCN
3 .
CH,4 3h, reflujo R
R2 N2 2
R3 R3
1 2 3

Comp Sustituyente

R4= Cl, R,=H, R3=CI
R4=H, Ry=H, R3= MeO
R1=H, Ry=Cl, R3=H
R+=H, Ry=H, R;= CF3
R4=H, R,=H, R3=Cl
R4=Cl, R,=H, R3=H
Aromatico tiofeno

OTMmoOm>»

Esquema 10. Reaccidn de Corey-Chaykovsky usando yoduro de trimetilsulfoxonio.

Se desarrollé la sintesis de 2-(2,4-diclorofenil)oxirano (7), materia prima para la obtencidn
del (2,4-diclorofenil)(1H-imidazol-1-il)metanol (13); por lo cual se hizo reaccionar 2,4-

diclorobenzaldehido (4) y el yoduro de trimetilsulfoxonio (2), usando como base hidréxido
de potasio y agua en forma catalitica.
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Se mantuvé la reaccion bajo atmdsfera inerte de nitrégeno, a 60° C durante 3 h con
reflujo. El Esquema 8 muestra el mecanismo de reaccidn para el proceso de formacion del
oxirano (7), resaltando la adicion nucleofilica del intermediario iluro (formado in situ) al
grupo carbonilo y la subsecuente formacién de dimetilsulfoxido (6)

n (o

MeCN . /CHz\_/ o
KOH/H,0 + (CH3)3801 —oo=™ 3 &
\ +
3h, / o
HaC
2
a4
0 _Oﬂ
y s
o)
: cl C'|\O
+ H3C-S-CHj3 I CHj
7 6 5
Cl Cl

Esquema 11. Formacion de 2-(4-metoxifenil) oxirano usando yoduro de trimetilsulfoxonio

Se realizé una CCF usando como eluyente un sistema de hexano/AcOEt (8:2), tratado con
trietilamina para evitar la descomposicidon del producto. Debido a la reactividad del
epoxido sintetizado, el compuesto no fue purificado por cromatografia en columna, sélo
se filtré y concentrd. Cabe destacar que la filtracién con trimetilsulfoxonio fue mas dificil
debido a que el precipitado formado era mas fino y se retenia con dificultad; en
comparacion con trimetilsulfonio. El resultado de esta reaccion es la obtencion de un
liquido aceitoso amarillo, con un rendimiento de 56.5%

|
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Con ayuda de infrarrojo se analizé la desaparicion del grupo carbonilo del 2,4-
diclorobenzaldehido (4). Como se muestra en el espectro de IR del compuesto 7 (Anexo
10.1) donde no se observa la banda del grupo carbonilo del 2,4-diclorobenzaldehido (4)
que aparece en 1680 cm™

La estructura del compuesto 2-(2,4-diclorofenil)oxirano (7) fue ratificada mediante el
analisis de RMN-"H (Anexo 10.2), donde se muestran los hidrégenos 3-Ha y 3-Hb del anillo
del oxirano, la sefal correspondiente del H-3a tiene un desplazamiento de 3.18 ppm con J
= 4.1y 5.6 Hz, en tanto que la sefial correspondiente a H-3b se encuentra en 2.63 ppmy
tiene J = 4.1 y 5.6 Hz, en ambos casos las sefiales son doble de doble e integran para un
hidrégeno. El hidréogeno H-2 del oxirano se observa como una sefial multiple, mostrando
un desplazamiento en la region comprendida de 4.14 a 4.16 ppm, integrando para un
hidrégeno. En la zona de los hidréogenos aromaticos se observa una sefial multiple entre
7.21y 7.36 ppm que integra para tres hidrégenos.

En el espectro de RMN-2C (Anexo 10.3) se observa una sefial en 49.5 ppm
correspondiente al C-2, una sefial en 50.6 ppm para el C-3, ademas de una serie de sefiales
gue se ubican entre 133.6 y 134.1 ppm que representa a los carbonos aromaticos,
destacando las sefales de los carbonos orto (C-9) y del carbono de la posicién para (C-7).
Los desplazamientos quimicos del 2-(2,4-diclorofenil) oxirano se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Desplazamiento quimico del 2-(2,4-diclorofenil) oxirano (7) para RMN de *Hy *3C
en ppm (multiplicidad y J en Hz).

2-(2,4-diclorofenil) oxirano 6 (ppm)

H-3a 3.18 (dd, ) = 4.1y 5.6 Hz)
H-2b 2.63 (dd,)J=4.1y 5.6 Hz)
H-2 4.14-4.16 (m

Har 7.21-7.36 (m)

C-2 49.5

C-3 50.6

C-4 133.9

C-5 127.3

C-6 126.5

c-7 1341

C-8 128.8

C-9 133.6
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Debido a la inestabilidad de los oxiranos y a que todas las moléculas sintetizadas siguen un
mismo patrén, Unicamente se realizaron pruebas confirmatorias para el 2-(2,4-
diclorofenil) oxirano (7), el cual fue preparado al momento de realizar los experimentos de
RMN; por lo que los compuestos se utilizaron en crudo para la siguiente reaccion de
apertura de anillo.

5.1.3 Sintesis del grupo benciloxifenetil, compuestos fenil-(1-h-imidazoil) etanoles

Una vez sintetizados los siete epdxidos diferentes se llevd a cabo la apertura de los
mismos con imidazol (11), por medio de una reaccidn bdsica con NaH como se muestra en
el esquema 11.

: R
“N\

N
R N
1 —
. /4N NaH R
—>
HN\) DMF
22h, reflujo R
R2 N2 2
Rj R;
Comp Sustituyente
10 11 12

A R4=Cl, Ry=H, R3=Cl
B R4=H, Ry=H, R3= MeO
C Ri=H,R,=CI,R3=H

D R1= H, R2= H, R3= CF3
E R4=H,R,=H, Ry=CI

F Ry=CIl, R,=H,R3=H

G Aromatico tiofeno

Esquema 12. Sintesis del grupo benciloxifenetil

Se sintetizé (2,4-diclorofenil)(1H-imidazol-1-il)etanol (13) a partir de 2-(2,4-
diclorofenil)oxirano (7), realizando la apertura con imidazol (11) y como base hidruro de
sodio.
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Donde, como primer paso, el NaH desprotond el imidazol, que es un acido de Bronsted,
como se muestra en el esquema 12; este paso de la reacciéon se llevd a cabo a
temperatura ambiente. Posteriormente se adiciond lentamente 2-(2,4-diclorofenil)oxirano
(7), la reaccidon se mantuvo en agitaciéon por 24 horas a reflujo; la cual se monitoreo
mediante CCF empleando como eluyente un sistema de Hexano/AcOEt (6:4).

-

HO

~
N

k 13 & /

Esquema 13. Apertura del epdxido

El compuesto obtenido fue tratado por medio de extracciones donde la fase organica se
secd con Na,SO,4 anhidro, se filtré y evaporo hasta sequedad obteniéndose un liquido
viscoso ambar. Para obtener el compuesto deseado se realizé una recristalizacién usando
AcOEt. Se obtuvo el alcohol 13 como un sélido amarillo con punto de fusién de 128-133°C
y un rendimiento del 35%

Mediante el analisis de RMN-'H (Anexo 10.4), se confirmé la estructura del compuesto
(2,4-diclorofenil)(1H-imidazol-1-il)etanol (13) ; donde se observa una sefial doble de doble
en 4.04 ppm correspondiente al hidrégeno H-2a, que tiene constantes de acoplamiento de
J =14.1y 7.1 Hz, la cual integra para un hidrégeno. Asi mismo se puede ver una sefial
doble de doble en 4.18 ppm que integra para un hidrégeno y corresponde a H-2b, esto
significa que ambos hidrégenos de la posicidn 2 son quimicamente iguales pero
magnéticamente diferentes debido a la interaccién con el grupo hidroxilo y el nitréogeno 3
del imidazol, viéndose H-2b mds afectado. Ademads se observa una sefial multiple en 5.08
ppm que corresponde al hidrégeno H-1, e integrando para un hidrégeno. También se
observa una sefial multiple en 6.84 ppm correspondiente al hidrégeno H-6; y una sefal
doble en 6.07 ppm que corresponde al hidrégeno del hidroxilo, mostrando una J = 4.4 Hz
que integra para 1 hidrégeno, mientras que una seiial simple en 6.84 ppm corresponde a
H-6 e integrando para 1 hidrdgeno. Las seiales de H6 y H-7 no se ven tan afectadas por los
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atomos de nitrégeno vecinos del imidazol, comparadas con la sefial de H-4 que se ve mas
afectada debido a su posicion entre dos atomos de nitrégeno, lo cual hace que la seial se
desplace a campos mas bajos apareciendo en 7.59 ppm. Finalmente, las sefiales de los
hidrégenos aromdticos (H-Ar) aparecen como sefiales multiples y se pueden observar
entre 7.41-7.50 ppm, integrando para 3 hidrégenos.

En el espectro de RMN-'3C (Anexo 10.5) se puede ver una sefial en 51.5 ppm y una en
68.6ppm que corresponde a C-2 y a C-1 respectivamente. Ademas se observa una serie de
seflales que se ubican entre 119.9 y 138.6 ppm que corresponden a los carbonos
aromaticos.

Como se observa en la tabla 3 los rendimientos obtenidos del fenil-(1-h-imidazoil)
etanoles sintetizados con Yoduro de trimetilsulfoxonio fueron bajos, al menos 50%, en
comparacion con los sintetizados con Yoduro de trimetilsulfonio, excepto por el
compuesto 13 y 25 con un rendimiento de 36.49% y 52.1565% respectivamente. Los
cuales estuvieron abajo por aproximadamente 10% Unicamente.

Los compuestos obtenidos a partir de utilizar Yoduro de trimetilsulfoxonio presentaron
mas problemas al momento de tratarlos; desde el momento de la filtracion del epéxido y
la apertura del mismo, hasta la recristalizacion para la obtencion del alcohol, razén por la
cual es muy probable que los rendimientos bajos usando Yoduro de trimetilsulfoxonio se
deban a la perdida de producto durante su purificacion.

Tabla 3. Comparacion de rendimientos de compuestos fenil-(1-h-imidazoil) etanoles.

MLC Yoduro de trimetilsulfonio Yoduro de trimetilsulfoxonio
Rendimiento Rendimiento

13 45% 36.5%

20 53% 27.5%

21 60.4% 11.8%

22 65.1% 22.9%

23 64.5% 15%

24 60.3% 10%

25 68.3% 52.2%

|
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5.2 Pruebas bioldgicas
5.2.1 Sensibilidad antifungica.

En el laboratorio de microbiologia de la Facultad de Quimica de la UAEMex se realizarén
las pruebas de sensibilidad por medio de los métodos de microdilucion en caldo descritos
por el CLSI, documento M27-A3 para levaduras, y M38-A para hongos filamentosos con la
finalidad de obtener la CMI de los compuestos sintetizados, esquema 12.

/ HO Comp Sustituyente \

A R4=Cl, Ry=H, Ry= Cl

B R;=H, R,= H, R3= MeO
C Ry=H, R,=Cl, Ry=H

D R4=H, R,= H, Ry= CF3
E
F
G

R1= H, R2= H, R3= Cl
R1= C|, R2= H, R3= H
Ra Aromatico tiofeno

o %

Esquema 14. Compuestos fenil (1-h-imidazoil) etanoles evaluados

5.2.1.1 Método de microdilucién para levaduras (M27-A3)

Se emplearon seis diferentes especies de Candida, como antimicético de referencia se
empled al itraconazol, el cual presenta solubilidad en el disolvente utilizado (DMSO) y los
resultados son comparables al tratarse de un azol.

De acuerdo con los puntos de corte segun el CLSI (intervalos de las CMI: sensible,
intermedio, resistente y una nueva categoria aplicable a los azoles: sensible dependiendo
de la dosis), la Tabla 3 y la grafica 1 muestra los resultados obtenidos de las CMI’s en
Candida spp a las 24 h de crecimiento de las cepas.

Solo cuatro compuestos (A, B, E y F) de los siete sintetizados presentan resultados dentro
de los intervalos de sensibilidad y sensibilidad dependiente de dosis establecidos por el
CLSI.

Donde el compuesto que mostré mayor actividad fue el A ((2,4-diclorofenil)(1H-imidazol-
1-il)etanol) ya que tiene las CMI’s mas bajas, por lo tanto tiene una mayor inhibicién de
crecimiento de las cepas evaluadas; principalmente para C. albicans y C. parapsilosis
siendo SDD, mientras que para C. tropicalis y C. krusei presenta una inhibicidn intermedia.
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Por otro lado el compuesto F ((2-clorofenil)(1H-imidazol-1-il)etanol ) presenta Inhibicién
SDD para C. albicans e intermedio para C. parapsilosis.

Asi mismo el compuesto E ((4-clorofenil)(1H-imidazol-1-il)etanol ) y B ((1H-imidazol-1-il)(4-
metoxifenil)etanol ) presentan inhibiciéon intermedia para C. albicans y C. parapsilosis
respectivamente.

Tabla 4. Pruebas de sensibilidad para Candida spp, determinacion de la CMI.

CIM (ug/mL) en Candida spp.
Compuesto C.alb. C.trop. C.uti. C kru. C. gla. C. para.

A 1 2 2 8

B 16 16 16 16 16 2
C 16 16 16 16 16 8
D 16 16 16 16 16 16
E 2 16 16 16 16 8

F 16 16 16 16 2
G 16 16 16 16 16 16

Itraconazol 0.03 0.03 0.25 0.25 1 0.06

S= Sensible; R= Resistente; |=Intermedio

CIM (ug/mL) en Candida spp

A B C D E F G

Itraconazol

CIM (ug/mL)
e e =
o N M OO ©

o N B O

Compuesto

mC.alb. mC. trop. mC. uti. C.kru. mC.gla. mC. para.

Grafica 1. Pruebas de sensibilidad para Candida spp, determinacion de la CMI.
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Como se muestra en el esquema 12 los compuestos A, F y E son moléculas cloradas, que
difieren en la posicién del halégeno con lo que podemos observar que tanto los halégenos
presentes en las moléculas, como la posicién de los mismos influyen mejorando o
disminuyendo su actividad frente a los microorganismos. Con lo cual se ve favorecida la
molécula con dos cloros en posicidn orto y para, asi como, la posicion orto por si misma.

Del mismo modo se observa que tanto grupos electroatractores (-Cl) como
electrodonadores (-OMe) presentan actividad con lo cual no se puede diferenciar si uno
tiene mayor o menor actividad, sin embargo su afinidad es diferente, como es el caso del
compuesto E (-Cl) y B (-OMe); los cuales tienen sustitucidn en para, presentando una
inhibicion intermedia (2ug/mL); es decir, ambos presentan actividad frente a Candida spp,
sin embargo tienen selectividad por diferentes géneros de Candida spp. Debido a que el
compuesto E presenta una CMI de 2ug/mL frente a C. albicans mientras que el compuesto
B presenta actividad frente a C.parapsilosis a la misma concentracion; el acomplejar la
molécula podria ayudar a crear un compuesto mucho mds especifico para una especie y
no solo un género.

5.2.1.2 Método de microdilucién en caldo M38-A para hongos filamentosos

Se emplearon cuatro hongos filamentosos, como antimicético de referencia se empleé al
itraconazol, el cual presenta solubilidad en el disolvente utilizado (DMSO) y los resultados
son comparables al tratarse de un azol.

De acuerdo con los puntos de corte segun el CLSI, la Tabla 7 y la grafica 2 muestra los
resultados obtenidos de las CMI’s en hongos filamentosos a las 48 h de crecimiento de las
cepas.

Tabla 5. Pruebas de sensibilidad para hongos filamentosos, determinacion de la CMI.

CIM (ug/mL) en Hongos filamentosos

Compuesto M. hie. A. fum. T. cut. R. ory.
A 16 16 8
B 16 16 16 8
C 16 16 16 16
D 16 16 16 16
E 16 16 16 16
F 16 16 16 16
G 16 16 16 16
Itraconazol 4 1 8 1
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Como se muestra en la tabla 7, solo los compuestos A y B presentaron actividad
antifungica, siendo el compuesto A el que presento actividad frente a Trichosporon
cutaneum y Rhizopus oryzae, teniendo mayor afinidad por este ultimo al presentar una
CMI menor con un valor de 4ug/mL. Se puede destacar que este compuesto presenta una
CMI equivalente con Itraconazol, de 8ug/mL, frente a T. cutaneum, como se muestra en la

grafica 2.

Por otra parte el compuesto B Unicamente tiene actividad frente a Rhizopus oryzae a una
CMI de 8 ug/mL

CIM (ug/mL) en Hongos filmentosos

A B C D E F G

Itraconazol

e el e
N A O O

CIM (ug/mL)
o

O N b O

Compuestos

EM. hie. ®mA. fum. ®T.cut. ®=R.ory.

Grafica 2. Pruebas de sensibilidad para hongos filamentosos, determinacion de la CMI.
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5.2.2 TROLOX TEAC usando DPPH

En el instituto de CIBA-IPN de Tlaxcala se realizaron las pruebas de evaluacién
antioxidante por medio del método TROLOX TEAC usando DPPH, con la finalidad de
obtener la actividad antioxidante equivalente al DPPH de los compuestos sintetizados,
esquema 12.

/ HO Comp Sustituyente \

NN Rq= Cl, Ry= H, Ry= Cl

N
R, \§/ R4= H, Ry= H, R3= MeO

R1= H, R2= C|, R3= H
R

R1=H, Ro= H, Rg= CF3
Ry= H, Ry= H, Ry= Cl
R,= Cl, Ry= H, Rg= H
Rs3 Aromatico tiofeno

\ %

Esquema 15. Compuestos fenil (1-H-imidazoil) etanoles evaluados

GTMOO >

Para la determinacion de la actividad antioxidante de los compuestos, se realizaron
soluciones a concentracién 20mM de cada compuesto, se tomaron 0.1uL de cada muestra
se le adiciond a cada uno 2.9 uL de la disolucién de DPPH, en etanol. Manteniéndola en
oscuridad durante 30 minutos. La actividad antioxidante se expresa como porcentaje de
inhibicidn lo cual corresponde a la cantidad de radical DPPH neutralizado por el extracto a
una determinada concentracion. Se utiliza antioxidante TROLOX como referencia.

Durante la preparacidn de las diluciones el compuesto A no presento cambio de color, por
lo cual, no se midieron absorbancias del mismo. De los 6 compuestos restantes se realizd
la lectura de absorbancias por cuadruplicado, de las cuales se calcularon desviaciones
estandar, consiguiendo valores menores de 0.02, lo cual indica que los resultados
obtenidos son confiables.

A partir de las absorbancias se calculé el % de reduccidon por medio de la férmula:

y Abs control — Abs compuesto
% de reduccion = Abs control x100

Pagina 51



Como se observa en la tabla 8, el orden creciente de la capacidad antioxidante obtenida,
determinada por el método DPPH, es de G<F<C<B<E<D. Donde G presenta un valor
negativo mientras que los compuestos de B, C, E, F, tienen porcentajes de reduccidon que
van de 1 a 5%. Valores muy bajos en comparacion con el porcentaje de reducciéon de la
referencia que tiene un valor de 95.0219619%. Sin embargo el compuesto D con un valor
de 42.0204978% fue el mas alto en comparacién del resto. Esto se puede explicar debido
a que oxidantes son compuestos electrofilicos, es decir, especies que tienen avidez por los
electrones. Considerando que la electronegatividad de los elementos sustituyentes en
orden creciente son S< Cl< O<F, se puede observar que los resultados obtenidos cumplen
con este fenédmeno.

Sin embargo el grupo —OCH, es un grupo electrodonador, por el contrario de los otros
grupos, por lo que no podemos perder de vista la posicion en donde se encuentra
sustituido cada grupo, ya que los sustituyentes activantes (libera electrones) orientan a
orto y para mientras que casi todos los sustituyentes desactivantes (atrae electrones)
orientan a meta. Con lo cual se explicaria por qué la capacidad antioxidante obtenida en
los compuestos clorados va en orden creciente F (—orto), C (-meta), E (-para) dependiendo
de la posicidn sustituida, y que el compuesto B a pesar de ser un grupo electrodonador
tenga actividad antioxidante superior a los compuestos G, Fy C.

Tabla 6. Porcentaje de reduccién de los compuestos fenil (1-H-imidazoil).

Compuesto Promedio de Desviacion Coeficiente de % de reduccién
Abs estandar variacion (CV%)

Blanco 0 0.001 2.9205E+16

Control 0.683 0.008 1.171

B 0.655 0.013 1.926 4.09956076

C 0.668 0.006 0.869 2.19619327

D 0.474 0.013 2.671 42.0204978

E 0.649 0.004 0.585 4.97803807

F 0.674 0.004 0.608 1.31771596

G 0.684 0.008 1.168 -0.14641288

Referencia 0.034 0 1.048 95.0219619

Ya que el compuesto D tiene el porcentaje de reduccién mas alto, debido a la alta
electronegatividad del Fluor como se menciond anteriormente, fue el que se evalud a
diferentes concentraciones. Obteniendo los resultados descritos en la tabla 9 y 10. Donde
se observa que la actividad antioxidante es dependiente de la concentracién del
compuesto analizado.
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Tabla 7. Porcentaje de reduccién del compuesto D

Concentraciéon | Promedio de Desviacidn Coeficiente de % de reduccidn

(mM) Abs estandar variacion (CV%)

Blanco 0 0.001 -7.5082E+16

Control 0.683 0.007 1.063
15 0.244 0.025 6.838 62.86149163
14 0.283 0.006 1.455 56.92541857
13 0.305 0.004 1.028 53.57686454
12 0.337 0.014 3.097 48.70624049
11 0.359 0.004 1.001 45.35768645

Tabla 8. Datos de la curva a concentracién contra porcentaje de reduccién.

X Y
[mM] % Reduccion
15 62.86149163
14 56.92541857
13 53.57686454
12 48.70624049
11 45.35768645

A partir de los resultados obtenidos se calculd la ICsp a partir de la siguiente ecuacién:

(x1 — x3)
IC59 = |——= (50 — +x
50 Oy — }’z)( Y2) 2

El compuesto D presentd una actividad antirradical dependiente de la concentracién
inhibiendo el radical DPPH con un valor IC50 de 12.2656 mM una vez sustituidos los
valores en la formula.

(13-12)
(53.57686454 — 48.70624049 )

ICs = (50 — 48.70624049 )| + 12, = 12.2656 m
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VI. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1 SINTESIS ORGANICA.

Para llevar a cabo las reacciones sensibles a la humedad, el material utilizado fue secado
previamente en la estufa a 120°C y las reacciones se trabajaron bajo atmosfera de
nitrégeno.

Los reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. La N,N-Dimetilformamida (DMF) fue
secada con hidruro de calcio (CaH,) y luego destilada.

Los espectros de infrarrojo (IR) se obtuvieron en un espectrofotémetro Nicolet Avatar 360
FT-IR-ESP, utilizando la técnica de pastilla de bromuro de potasio (KBr).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN-'H) asi como de
Resonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN-°C), se determinaron en los
espectrometros: VARIAN- INOVA 500 MHz, AGILENT TECHNOLOGIES 500 MHz, ECLIPSE
300 MHz, usando como referencia interna el Tetrametilsilano (0.0 ppm). El
desplazamiento quimico descrito (6) estd dado en partes por milléon (ppm). Los disolventes
utilizados en estos estudios fueron: cloroformo deuterado (CDCls) y sulféxido de dimetilo
deuterado (DMSO-Dg)

Las abreviaturas para la interpretacién de los espectros de RMN-"H es la siguiente:
s= Sefial simple

d= Sefal doble

t= Sefial triple

g= Seial cuddruple

gt= Sefial quintuple

dd= Sefal doble de doble

ddd= Sefial doble de doble de doble

m=Sefial multiple

Los espectros de masas (EM) se obtuvieron en un equipo JOEL JMS-SX-102-A por impacto
electronicoa 70 e.V.
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El monitoreo de las reacciones se llevd a cabo con un cromatéforo de silica gel
ALUGRAMP®SILG/UV 254, y empleando como revelador luz ultravioleta proveniente de una
[dmpara UV mineralight. La purificacidon de los compuestos se realizé por cromatografia en
columna utilizando como fase estacionaria gel de silice malla 230-400.
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6.1.1 Obtencién de epdoxido con yoduro de trimetilsulfonio

6.1.1.1 Reaccion de Corey- Chaykovsky
Método general B

En un matraz de fondo redondo de 50 mL de tres bocas, provisto con agitacién magnética,
refrigerante, termdémetro y bajo atmosfera inerte de nitrégeno, se colocaron 3mmol de
hidroxido de potasio. Posteriormente se adicionaron 2 mmol de yoduro de
trimetilsulfonio. Enseguida se agregd con una jeringa 2 mmol de benzaldehido disuelto en
3mL de acetonitrilo. La mezcla de reaccion se monitoreo mediante CCF empleando como
eluyente un sistema de Hexano/AcOEt (8:2) tratado con una gota de trimetilamina. La
reaccion se calentdé durante 3 horas, pasado este tiempo se dejé enfriar a temperatura
ambiente, observando la precipitacion de un sélido blanco la mezcla se filtré al vacio. El
disolvente se evaporo a sequedad, obteniéndose un liquido amarillo de olor caracteristico.
El producto se utilizé en crudo para la siguiente reaccion.

|
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2-(2,4-diclorofenil ) oxirano (7)
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Siguiendo el método general B se colocaron 0.350 g de 2,4-diclorobenzaldehido disuelto
en 3mL de acetonitrilo con 0.154g de KOH y 0.408g de trimetilsulfonio. El crudo de
reaccion se dejé enfriar a temperatura ambiente, observando la precipitacion de un sélido
blanco, la mezcla se filtré al vacio. El disolvente se evaporo a sequedad. El producto se
utilizé en forma cruda para la siguiente reaccion.

Rf= 0.62 (Hexano/AcOEt: 8.2)

RMN H (300 MHz, CDCl3) 8= 2.63 (dd, J= 2.4 Hz, 1H, H-1b), 3.18 (dd, J= 4.2 Hz, 1H, H-1a),
4.15 (m, J= 2.7 Hz, 1H, H-2), 7.21 (dd, J= 0.6 Hz, 1H, H-8), 7.21 (dd, J= 0.6 Hz, 1H, H-7), 7.36
(d, J= 1.8 Hz, 1H, H-5) ppm.

RMN 3C (75.2 MHz, CDCl5) 6= 49.5 (C-2), 50.6 (C-1), 126.5 (C-7), 127.3 (C-8), 128.8 (C-5),
133.6 (C-5), 133.9 (C-3), 134.1 (C-6) ppm.
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2-(4-metoxifenil) oxirano (14)
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Siguiendo el método general B se colocaron 0.272g de 4-metoxibenzaldehido disuelto en
3mL de acetonitrilo con 0.154g de KOH y 0.408g de trimetilsulfonio. El crudo de reacciéon
se dejo enfriar a temperatura ambiente, observando la precipitacién de un sélido blanco,
la mezcla se filtré al vacio. El disolvente se evaporo a sequedad. El producto se utilizé en
forma cruda para la siguiente reaccion.

Rf= 0.60 (Hexano/AcOEt: 8.2)

2-(3-clorofenil) oxirano (15)

- N

Siguiendo el método general B se colocaron 0.2811 g de 3-clorobenzaldehido disuelto en
3mL de acetonitrilo con 0.154g de KOH y 0.408g de trimetilsulfonio. El crudo de reaccion
se dejo enfriar a temperatura ambiente, observando la precipitaciéon de un sélido blanco,
la mezcla se filtré al vacio. El disolvente se evaporo a sequedad. El producto se utilizé en
forma cruda para la siguiente reaccion.

Rf= 0.59 (Hexano/AcOEt: 8.2)
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2-(4-(trifluorometil) fenil) oxirano (16)
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Siguiendo el método general B se colocaron 0.348 g de 4-(trifluorometil)benzaldehido
disuelto en 3mL de acetonitrilo con 0.154g de KOH y 0.408g de trimetilsulfonio. El crudo
de reaccidn se dejo enfriar a temperatura ambiente, observando la precipitacién de un
solido blanco, la mezcla se filtrd al vacio. El disolvente se evaporo a sequedad. El producto
se utilizé en forma cruda para la siguiente reaccion.

Rf= 0.51 (Hexano/AcOEt: 8.2)

2-(4-clorofenil) oxirano (17)

10 Cl

Siguiendo el método general B se colocaron 0.2811 g de 4-clorobenzaldehido disuelto en
3mL de acetonitrilo con 0.154g de KOH y 0.408g de trimetilsulfonio. El crudo de reaccion
se dejo enfriar a temperatura ambiente, observando la precipitaciéon de un sélido blanco,
la mezcla se filtré al vacio. El disolvente se evaporo a sequedad. El producto se utilizd en
forma cruda para la siguiente reaccién.

Rf= 0.56 (Hexano/AcOEt: 8.2)

Pagina 59



2-(2-clorofenil) oxirano (18)
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Siguiendo el método general B se colocaron 0.2811 g de 4-clorobenzaldehido disuelto en
3mL de acetonitrilo con 0.154g de KOH y 0.408g de trimetilsulfonio. El crudo de reaccion
se dejo enfriar a temperatura ambiente, observando la precipitaciéon de un sélido blanco,
la mezcla se filtré al vacio. El disolvente se evaporo a sequedad. El producto se utilizé en
forma cruda para la siguiente reaccion.

Rf= 0.87 (Hexano/AcOEt: 8.2)

2-(tiofen-2-il) oxirano (19)

Siguiendo el método general B se colocaron 0.22 g de tiofen-2-carbaldehido disuelto en
3mL de acetonitrilo con 0.154g de KOH y 0.408g de trimetilsulfonio. El crudo de reaccidn
se dejo enfriar a temperatura ambiente, observando la precipitaciéon de un sélido blanco,
la mezcla se filtré al vacio. El disolvente se evaporo a sequedad. El producto se utilizd en
forma cruda para la siguiente reaccién.

Rf= 0.53 (Hexano/AcOEt: 9:1)
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6.1.2 Obtencién de epdxido con yoduro de trimetilsulfoxonio

Reaccidn de Corey- Chaykovsky
Método general A

En un matraz de fondo redondo de 50 mL de tres bocas, provisto con agitacién magnética,
refrigerante, termdémetro y bajo atmosfera inerte de nitrégeno, se colocaron 3mmol de
hidroxido de potasio. Posteriormente se adicionaron 2mmol de yoduro de
trimetilsulfoxonio. En seguida se agregd con una jeringa 2mmol de benzaldehido disuelto
en 3mL de acetonitrilo. La mezcla de reaccién se monitoreo mediante CCF empleando
como eluyente un sistema de Hexano/AcOEt (8:2) tratado con una gota de trimetilamina.
La reaccidn se calentd durante 3 horas, pasado este tiempo se dejé enfriar a temperatura
ambiente, observando la precipitacién de un sélido amarillo claro, la mezcla se filtré al
vacio. El disolvente se evaporo a sequedad, obteniéndose un liquido amarillo de olor
caracteristico. El producto se utilizé en crudo para la siguiente reaccién.

|
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2-(2,4-diclorofenil) oxirano (7)
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Siguiendo el método general A se colocaron 0.350 g de 2,4-diclorobenzaldehido disuelto
en 3mL de acetonitrilo con 0.154g de KOH y 0.44g de trimetilsulfoxonio. El crudo de
reaccidn se dejo enfriar a temperatura ambiente, observando la precipitaciéon de un sdlido
amarillo claro, la mezcla se filtré al vacio. El disolvente se evaporo a sequedad. El producto
se utilizé en forma cruda para la siguiente reaccién.

Rf= 0.64 (Hexano/AcOEt: 8.2)

RMN *H (300 MHz, CDCl;) 8= 2.63 (dd, J= 2.4 Hz, 1H, H-1b), 3.18 (dd, J= 4.2 Hz, 1H, H-1a),
4.15 (m, J= 2.7 Hz, 1H, H-2), 7.21 (dd, J= 0.6 Hz, 1H, H-8), 7.21 (dd, J= 0.6 Hz, 1H, H-7), 7.36
(d, J=1.8 Hz, 1H, H-5) ppm.

RMN 3C (75.2 MHz, CDCl3) 8= 49.5 (C-2), 50.6 (C-1), 126.5 (C-7), 127.3 (C-8), 128.8 (C-5),
133.6 (C-5), 133.9 (C-3), 134.1 (C-6) ppm.
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2-(4-metoxifenil) oxirano (14)
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Siguiendo el método general A se colocaron 0.272g de 4-metoxibenzaldehido disuelto en
3mL de acetonitrilo con 0.154g de KOH y 0.44g de trimetilsulfoxonio. El crudo de reaccién
se dejé enfriar a temperatura ambiente, observando la precipitacion de un sélido amarillo
claro, la mezcla se filtré al vacio. El disolvente se evaporo a sequedad. El producto se
utilizé en forma cruda para la siguiente reaccion.

Rf= 0.62 (Hexano/AcOEt: 8.2)

2-(3-clorofenil) oxirano (15)

: )
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Siguiendo el método general A se colocaron 0.2811 g de 3-clorobenzaldehido disuelto en
3mL de acetonitrilo con 0.154g de KOH y 0.44g de trimetilsulfoxonio. El crudo de
reaccion se dejé enfriar a temperatura ambiente, observando la precipitacidon de un sélido
amarillo claro, la mezcla se filtré al vacio. El disolvente se evaporo a sequedad. El producto
se utilizé en forma cruda para la siguiente reaccion.

Rf= 0.58 (Hexano/AcOEt: 8.2)
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2-(4-(trifluorometil) fenil) oxirano (16)
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Siguiendo el método general A se colocaron 0.348 g de 4-(trifluorometil) benzaldehido
disuelto en 3mL de acetonitrilo con 0.154g de KOH y 0.44g de trimetilsulfoxonio. El crudo
de reaccidén se dejo enfriar a temperatura ambiente, observando la precipitacién de un
sélido amarillo claro, la mezcla se filtré al vacio. El disolvente se evaporo a sequedad. El
producto se utilizé en forma cruda para la siguiente reaccién.

Rf= 0.53 (Hexano/AcOEt: 8.2)

2-(4-clorofenil) oxirano (17)

10 Cl

Siguiendo el método general A se colocaron 0.2811 g de 4-clorobenzaldehido disuelto en
3mL de acetonitrilo con 0.154g de KOH y 0.44g de trimetilsulfoxonio. El crudo de
reaccion se dejé enfriar a temperatura ambiente, observando la precipitacidon de un sélido
amarillo claro, la mezcla se filtré al vacio. El disolvente se evaporo a sequedad. El producto
se utilizé en forma cruda para la siguiente reaccion.

Rf= 0.54 (Hexano/AcOEt: 8.2)
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2-(2-clorofenil) oxirano (18)
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Siguiendo el método general A se colocaron 0.2811 g de 4-clorobenzaldehido disuelto en
3mL de acetonitrilo con 0.154g de KOH y 0.44g de trimetilsulfoxonio. El crudo de reaccion
se dejé enfriar a temperatura ambiente, observando la precipitacion de un sélido amarillo
claro, la mezcla se filtré al vacio. El disolvente se evaporo a sequedad. El producto se
utilizé en forma cruda para la siguiente reaccion.

Rf= 0.85 (Hexano/AcOEt: 8.2)

2-(tiofen-2-il) oxirano (19)

Siguiendo el método general A se colocaron 0.22 g de tiofeno-2-carbaldehido disuelto en
3mL de acetonitrilo con 0.154g de KOH y 0.44g de trimetilsulfoxonio. El crudo de
reaccion se dejé enfriar a temperatura ambiente, observando la precipitacién de un sdlido
amarillo claro, la mezcla se filtré al vacio. El disolvente se evaporo a sequedad. El producto
se utilizé en forma cruda para la siguiente reaccion.

Rf= 0.57 (Hexano/AcOEt: 9:1)
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6.1.3 Sintesis del grupo benciloxifenetil, compuestos fenil-(1-h-imidazoil) etanoles

Apertura basica de epdxido.
Método general C.

En un matraz de fondo redondo de 50 mL de tres bocas, provisto con agitacién magnética,
refrigerante y bajo atmosfera inerte de nitrégeno, se inyectaron 3 mL de
dimetilformamida (DMF) anhidra. Posteriormente se agregaron 3 mmol de hidruro de
sodio, se dejé en agitacion por 10 minutos, en seguida se adicionaron 1.8 mmol de
imidazol disuelto en 5 mL de DMF dejando caer gota a gota. Se mantuvo en agitacidn por
15 minutos. Pasado este tiempo, se adicionaron lentamente 1.8 mmol de oxirano
disueltos en 2 mL de DMF. La reaccién se mantuvo en agitacién constante, bajo atmosfera
inerte de nitrégeno y a reflujo durante 22 horas hasta agotar la materia prima, la reaccién
se monitoreo mediante CCF empleando como eluyente un sistema de Hexano/AcOEt
(6:4). La fase organica se secé con Na,SO, anhidro, se filtré y evaporo hasta sequedad
obteniéndose un liquido viscoso dambar.

El crudo de reaccién se cristalizd, para posteriormente lavarlo repetidas veces con
Hexano/ AcOEt (9:1) hasta obtener un sélido de color caracteristico.
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(2,4-diclorofenil)(1H-imidazol-1-il) etanol (13)
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Siguiendo el método general se colocaron 0.3384 g de 2-(2,4-diclorofenil) oxirano (7)
disueltos en 2mL de DMF anh, 0.122g de imidazol y 0.071g de NaH. El crudo de reaccién
fue tratado por medio de extracciones donde la fase organica se secé con Na,SO,4 anhidro,
se filtré y evaporo hasta sequedad obteniéndose un liquido viscoso ambar. Para obtener
el compuesto deseado se realizé una recristalizacién usando AcOEt. Obteniéndose un
solido color amarillo mostaza, con un rendimiento de 45% con yoduro de trimetilsulfonio
y 36.5% con yoduro de trimetilsulfoxonio.

PF=128-133°C
Rf= 0.32 (Hexano/AcOEt: 8:2)

RMN H (300 MHz, CDCl3) 6= 7.59 (d, /= 1.9 Hz, 1H), 7.51 - 7.37 (m, 3H), 7.04 (s, 1H), 6.84
(s, 1H), 5.08 (dt, J = 7.5, 3.8 Hz, 1H), 4.18 (dd, J = 14.1, 3.5 Hz, 1H), 4.04 (dd, J=14.2, 7.1
Hz, 1H) ppm.

RMN *3C (75.2 MHz, CDCl5) 6= 139.11, 133.20, 132.25, 131.82, 129.82, 128.86, 127.92,
127.27, 117.36, 69.15 (C-1), 52.05 (C-2) ppm.
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(1H-imidazol-1-il)(4-metoxifenil) etanol (20)
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Siguiendo el método general C se colocaron 0.27 g de 2-(4-metoxifenil) oxirano (14)
disueltos en 2mL de DMF anh., 0.122g de imidazol y 0.071g de NaH. El crudo de reaccién
fue tratado por medio de extracciones donde la fase orgdnica se secd con Na,SO4 anhidro,
se filtré y evaporo hasta sequedad obteniéndose un liquido viscoso ambar. Para obtener
el compuesto deseado se realizd una recristalizacién usando AcOEt. Obteniéndose un
sélido color beige obscuro, con un rendimiento de 53% con yoduro de trimetilsulfonio y
27.5% con yoduro de trimetilsulfoxonio.

PF= 159-162°C
Rf= 0.19 (Hexano/AcOEt: 6:4)

RMN *H (300 MHz, CDCl3) 8= 7.47 (s, 1H), 7.29 — 7.19 (m, 2H), 7.10 (s, 1H), 6.94 — 6.84 (m,
2H), 6.82 (s, 1H), 5.61 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.76 (dt, J = 8.4, 4.4 Hz, 1H), 4.09 (dd, J = 13.8, 4.4
Hz, 1H), 4.01 (dd, J = 13.8, 7.6 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 3.35 (s, 1H) ppm.

RMN *3C (75.2 MHz, CDCl3) 6= 158.51, 137.64, 134.60, 127.67, 127.15, 119.96, 113.42,
71.63, 55.00 (-7), 53.57 (C-6) ppm.
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(3-clorofenil)(1H-imidazol-1-il) etanol (21)
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Siguiendo el método general se colocaron 0.2811 g de 2-(3-clorofenil) oxirano (15)
disueltos en 2mL de DMF anh, 0.122g de imidazol y 0.071g de NaH. El crudo de reaccion
fue tratado por medio de extracciones donde la fase organica se secé con Na,SO,4 anhidro,
se filtré y evaporo hasta sequedad obteniéndose un liquido viscoso ambar. Para obtener
el compuesto deseado se realizé una recristalizacién usando AcOEt. Obteniéndose un
sélido color amarillo mostaza, con un rendimiento de 60.4% con yoduro de
trimetilsulfonio y 11.8% con yoduro de trimetilsulfoxonio.

PF=177-180°C
Rf= 0.14 (Hexano/AcOEt: 6:4)

RMN H (300 MHz, CDCl;) 8= 7.52 — 7.06 (m, 4H), 6.90 (d, J = 9.3 Hz, 2H), 4.84 (dd, J = 6.6,
4.8 Hz, 1H), 4.06 (dt, J = 6.5, 2.4 Hz, 2H) ppm.

RMN 13C (75.2 MHz, CDCI3) 6= 137.63, 128.78, 127.02, 125.25, 124.22, 119.69, 77.45,
77.02, 76.60, 69.67 (C-7), 54.75 (C-6) ppm
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(1H-imidazol-1-il)(4-(trifluorometil)fenil) etanol (22)
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Siguiendo el método general se colocarén 0.3132 g de 2-(4-(trifluorometil)fenil)oxirano
(16) disueltos en 2mL de DMF anh, 0.122g de imidazol y 0.071g de NaH El crudo de
reaccion fue tratado por medio de extracciones donde la fase organica se secé con Na,SO,
anhidro, se filtré y evaporo hasta sequedad obteniéndose un liquido viscoso dambar. Para
obtener el compuesto deseado se realizd una recristalizacién usando AcOEt.
Obteniéndose un solido color beige obscuro, con un rendimiento de 65.1% con yoduro de
trimetilsulfonio y 22.9% con yoduro de trimetilsulfoxonio.

PF=127-130°C
Rf= 0.35 (Hexano/AcOEt: 6:4)

RMN H (300 MHz, CDCls) 6= 7.69 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.62 — 7.44 (m, 3H), 7.12 (s, 1H), 6.84
(s, 1H), 5.97 (s, 1H), 4.95 (dd, J = 7.6, 4.0 Hz, 1H), 4.20 (dd, J = 13.9, 4.1 Hz, 1H), 4.08 (dd, J
=13.9, 7.5 Hz, 1H) ppm.

RMN “C (75.2 MHz, CDCl5) 6= 147.78, 128.77, 128.52, 128.27, 128.02, 127.28 (C-2),
125.86, 125.43 (C-3), 125.40, 125.37, 125.34, 123.69, 120.54, 71.90 (C-7), 53.62 (C-6) ppm.
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(4-clorofenil)(1H-imidazol-1-il) etanol (23)
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Siguiendo el método general se colocaron 0.279 g de 2-(4-clorofenil) oxirano (17) disueltos
en 2mL de DMF anh, 0.122g de imidazol y 0.071g de NaH. El crudo de reaccién fue tratado
por medio de extracciones donde la fase organica se secé con Na,SO,4 anhidro, se filtré y
evaporo hasta sequedad obteniéndose un liquido viscoso ambar. Para obtener el
compuesto deseado se realizd una recristalizacion usando AcOEt. Obteniéndose un sélido
color beige obscuro, con un rendimiento de 64.5% con yoduro de trimetilsulfonio y 15%
con yoduro de trimetilsulfoxonio.

PF=132-135°C
Rf=0.11 (Hexano/AcOEt: 7:3)

RMN H (300 MHz, CDCls3) 8= 7.55 — 7.35 (m, 5H), 7.09 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 6.82 (s, 1H), 5.83
(s, 1H), 4.84 (dd, J = 7.5, 4.2 Hz, 1H), 4.14 (dd, J = 13.9, 4.3 Hz, 1) ppm.

RMN *3C (75.2 MHz, CDCl;) 6= 141.54, 137.66, 131.74, 128.20, 127.96, 127.85, 127.71,
119.99, 71.26 (C-7), 53.23 (C-6) ppm.
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(2-clorofenil)(1H-imidazol-1-il) etanol (24)
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Siguiendo el método general se colocaron 0.2811 g de 2-(2-clorofenil) oxirano (18)
disueltos en 2mL de DMF anh, 0.122g de imidazol y 0.071g de NaH. El crudo de reaccion
fue tratado por medio de extracciones donde la fase orgdnica se secé con Na,SO4 anhidro,
se filtré y evaporo hasta sequedad obteniéndose un liquido viscoso ambar. Para obtener
el compuesto deseado se realizé una recristalizacién usando AcOEt. Obteniéndose un
sélido color beige obscuro, con un rendimiento de 60.3% con yoduro de trimetilsulfonio y
10% con yoduro de trimetilsulfoxonio.

PF=91-97°C
Rf= 0.07 (Hexano/AcOEt: 6:4)

RMN H (300 MHz, CDCl5) 8= 7.69 — 7.24 (m, 5H), 7.06 (s, 1H), 6.85 (s, 1H), 5.97 (d, J = 4.4
Hz, 1H), 5.10 (dt, J = 7.0, 3.4 Hz, 1H), 4.18 (dt, J = 13.9, 2.5 Hz, 1H), 4.03 (ddd, J = 14.1, 7.6,
1.9 Hz, 1H) ppm.

RMN 3C (75.2 MHz, CDCl5) 6= 139.47, 137.64, 130.84, 129.10, 128.95, 127.87 (C-2),
127.22,119.91 (C-3), 69.07 (C-7), 51.88 (C-6) ppm.
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(1H-imidazol-1-il)(tiofen-2-il) etanol (25)
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Siguiendo el método general se colocaron 0.2227 g de 2-(tiofen-2-il) oxirano (19) disueltos
en 2mL de DMF anh, 0.122g de imidazol y 0.071g de NaH. El crudo de reaccién fue
tratado por medio de extracciones donde la fase orgdnica se secd con Na,SO4 anhidro, se
filtré y evaporo hasta sequedad obteniéndose un liquido viscoso ambar. Para obtener el
compuesto deseado se realizd una recristalizacion usando AcOEt. Obteniéndose un sélido
color beige obscuro, con un rendimiento de 68.3% con yoduro de trimetilsulfonio y 52.2%
con yoduro de trimetilsulfoxonio.

PF=113-116°C
Rf=0.27 (Hexano/AcOEt: 8:2)

RMN *H (300 MHz, CDCl;) 6= 7.45, 7.40, 7.37, 7.26, 7.06, 6.94, 4.98, 4.17, 4.15, 4.13, 0.04
ppm

RMN 3C (75.2 MHz, CDCl;) 6= 143.76, 136.85, 127.99, 126.24, 124.46, 123.44, 118.91,
76.45, 68.89 (C-7), 53.98 (C-6) ppm
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6.2 PRUEBAS BIOLOGICAS

6.2.1 Pruebas de sensibilidad antifungica

En el laboratorio de microbiologia de la Facultad de Quimica de la UAEMéx se realizarén
las pruebas de sensibilidad por medio de los métodos de microdilucion en caldo descritos
por el CLSI, documento M27-A3 para levaduras y M38 para hongos filamentosos, fueron
adoptados como protocolos a seguir.

Se usé el medio de cultivo sintético RPMI 1640 con glutamina y sin bicarbonato sédico,
tamponado con acido morfolino propano sulfénico (MOPS) 0,164 M, ajustado a pH 7+0,1y
con 0,2% de glucosa adquirido en Sigma-Aldrich. El farmaco de referencia empleado fue el
Itraconazol. Las pruebas se realizaron por triplicado.

Se utilizaron cepas de hongos filamentosos (Mucor hiemalis ATCC 8690, Aspergillus
fumigatus ATCC 16907, Trichosporon cutaneum ATCC 28592 y Rhizopus oryzae ATCC
10329) y levaduras del género Candida (C. albicans ATCC 10231, C. utilis ATCC 9226, C.
tropicalis ATCC 13803, C. krusei ATCC 14243, C. glabrata ATCC 34138 y C. parapsilosis
ATCC 22019), las cuales fueron expuestas a concentraciones de 16-0.03 pg/mL frente a 7
compuestos sintetizados en el Laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Quimica
de la UAEMex descritos anteriormente.

Pagina 74



6.2.1.1 Método de microdilucidn para levaduras (M27-A3)

Se siguid la metodologia para antifungicos insolubles en agua, se prepararon soluciones de
las moléculas sintetizadas previamente (Antifungico), pesando la cantidad suficiente de
polvo para obtener una concentracion de 1.600 pg/mL de cada compuesto para disolverla
en dimetil sulfoxido (DMSO).

A partir de la solucién madre se prepara la serie de diluciones a una concentracién 100
veces superior a la concentracion final deseada, utilizando como diluyente DMSO. En
seguida se realiza una dilucién 1/50 tomando 100 pL de cada tubo y se transfieren a otro
tubo que contiene 4.9 mL de RPMI, con lo que la concentraciéon de antifungico es dos
veces mayor que la concentracion final deseada (32 pg/mL - 0,06 pg/mL).

Las placas de microtiter se rellenan con 100 pL de solucién de antifingico el contenido de
cada tubo se vierte en una cubeta o en una placa de Petri estéril y con ayuda de una
pipeta multicanal (8 canales) se toman 100 uL y se llenan los pocillos de la columna n2 2
(2A-2H)alan211 (11A-11H).

Los pocillos de la columna n2 12 se llenan con 100 uL de RPMI (control de crecimiento).
Los pocillos de la columna n? 1 se llenan con 200 pL de RPMI (control de esterilidad).

Una vez llenas las placas se cierran y envuelven convenientemente con una bolsa de
plastico o con papel de estafio, para evitar la evaporacién, y se congelan a =70 °C, o bien a
-40 °C.

El inoculo para Candida spp. se preparé tocando con el asa de cultivo colonias con 24 h de
crecimiento en placa de SDA que se resuspenden en un tubo de solucién salina (NaCl
0,85%). Se agita bien, se ajusta a una densidad o6ptica 0,5 McFarland, afiadiendo la
cantidad necesaria de solucién salina. Esta solucién tiene una concentracidén aproximada
de 1x106 - 5x106 UFC/mL. Posteriormente se realiza una dilucién 1:1000 con medio RPMI
(concentracion de 1x103 - 5x103). Esta ultima dilucién es la que se utiliza para inocular las
placas de antifiingico. La concentracion final de levaduras en las placas sera de 0,5x10° -
2,5x10°.

El dia del ensayo se sacaron las placas del congelador y se dejarén a temperatura
ambiente hasta su completa descongelacién. Se inocularon con 100 pL de la suspension
de levadura desde el pocillo 2 hasta el 12. La columna n2 1 (1A - 1H) que contiene 200 ul
de RPMI, se utiliza para el control de esterilidad del medio. La columna n2 12 (12A - 12H)
no contiene antifungico pero debe tener la misma concentracién de disolvente que los
pocillos con antifungico, siendo el control de crecimiento.
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Las placas se incuban a 35 °C por 48 horas. Se realiz6 la lectura visual con ayuda de un
espejo invertido.

6.2.1.2 Método de microdilucidon en caldo M38-A para hongos filamentosos

Las caracteristicas del medio de cultivo, pH, preparacion de la solucion madre de
antifungico y diluciones son iguales a las del método M27-A3 para antiflngicos insolubles
en agua, descrito previamente.

El inéculo se prepara a partir de un cultivo de 7 dias de crecimiento a 35 °C en agar
glucosado de patata (PDA), medio que induce la formacién de conidias o
esporangiosporas.

Para facilitar la recogida de conidias se introdujo el asa de cultivo en Tween 20 para
posteriormente pasarla por encima de las conidias; después resuspender en solucién
salina. Se dejd sedimentar las particulas durante 3-5 min, transferir el sobrenadante a otro
tubo y agitar vigorosamente durante 15 segundos. Debido a que el tamafio de las conidias
es distinto para cada especie, la densidad dptica (DO) para obtener una concentracion de
1-5x106 variara con la especie; por lo cual se siguid la tabla de intervalos de DO y de
UFC/mL para los hongos filamentosos descrita por el CLSI.

Cada pocillo se inocula con 100 pL de la suspension de conidias o esporangiosporas desde
el pocillo 2 hasta el 12. La columna n2 1 (1A - 1H) que contiene 200 pL de RPMI, se utiliza
para el control de esterilidad del medio. La columna n2 12 (12A - 12H) no contiene
antifungico pero debe tener la misma concentracion de disolvente que los pocillos con
antifungico, siendo el control de crecimiento.

Las placas se incuban a 35 °C sin agitacidn hasta que se observa crecimiento en el pocillo
control. Dependiendo de la especie se incubo de 24 a 48 horas.
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6.2.2 Pruebas TROLOX TEAC usando DPPH

Se empled Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcromo-2-acido carboxilico 97%) como
antioxidante de referencia. EI DPPH (2,2- Difenil-1-picrilhidrazilo, D-9132) procede de
Sigma-Aldrich.

Se preparé una solucion de DPPH+ pesando 3.9 mg del radical en un matraz aforado,
previamente tratado y protegido contra la luz. Se disolvié en 100 mL de metanol al 80%.
Una vez preparada la solucion se afiadié 0.1 uL de la muestra y 2.9 ul de la solucién. Todas
las reacciones fueron llevadas a cabo durante 30 minutos a temperatura ambiente, en
microplacas de 96 pozos protegidas de la luz, después de lo cual, se mide la absorbancia a
520 nm en un espectrometro Elisa Versa Max Tunable Microplate Reader (Molecular
Devices Co.). La concentracion de DPPH+ en el medio de reaccién se calcula a partir de
una curva de calibrado obtenida por regresidn lineal. Los resultados se expresan en TEAC,
o sea, actividad equivalente a Trolox (uM/g de muestra peso fresco).

Construccidn de la curva estandar de trolox.

1. Se prepara una solucidn stock de trolox a una concentracién de 0.0025 M en
etanol.
2. Se preparan por duplicado las diluciones indicadas en la siguiente tabla.

Concentracion Alicuota de sol. Etanol (mL) | Concentracion
(M) Stock (mL) Final (uLM)
0.001616 3.232 1.768 2
0.001414 2.828 2.172 4
0.001212 2.424 2.576 6
0.00101 2.02 2.98 8
0.000808 1.616 3.384 10
0.000606 1.212 3.788 12
0.000404 0.808 4.192 14
0.000202 0.404 4.596 16

3. Posteriormente, a 1mL de la solucién DPPH ajustada a 0.700 de absorbancia, se le
adiciona 10 pL de la solucién de trolox 0.001616 M (Concentracion final 2uM).
Agitar bien y leer a 436 nm en el espectrofotdmetro.

Monitorear el efecto secuestrante cada minuto durante 6 min.

5. Se calcula el porcentaje de reduccidn con la siguiente formula % Reduccion = ((C-
E/C)* 100), donde C= Absorbancia inicial del DPPH", E= promedio de absorbancia
del trolox.

6. Se grafica porcentaje de reduccidn contra concentracion.
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VII. CONCLUSIONES

Se obtuvieron los epoxidos a partir del uso de yoduro de trimetilsulfoxonio, sin embargo
debido la dificultad de su purificacion y por consiguiente a los bajos rendimientos
obtenidos, su uso no es rentable.

Con ayuda del uso de técnicas espectroscépicas unidimensionales como RMN-'H, RMN-
13¢, se permitid llevar acabo la elucidacién de los compuestos sintetizados.

Los cuatro compuestos que presentaron CMI’s de 8 a 0.5 ug/mL (A, B, E y F) pueden ser
sometidos a reacciones de transformacién del grupo hidroxilo para incrementar su
actividad antifungica y de esta manera obtener moléculas mas especificas frente a ciertos
tipos de especies, debido a que se observa mejor actividad frente a las levaduras Candida
albicans y Candida parapsilosis, asi como a Trichosporon cutaneum y Rhizopus oryzae en
caso de los hongos filamentosos.

En las pruebas antioxidantes destaca el compuesto D, que obtuvo el porcentaje de
reduccion mas alto con un valor de 42.020% y se calculd una IC50 de 12.2656 mM.
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IX. ANEXOS

10.1 IR del 2-(2,4-diclorofenil) oxirano
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10.3 RMN 3C del 2-(2,4-diclorofenil) oxirano
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10.5 RMN *C del (2,4-diclorofenil)(1H-imidazol-1-il) etanol
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10.7 RMN 3C del (1H-imidazol-1-il)(4-metoxifenil) etanol
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10.9 RMN 3C del (3-clorofenil) (1H-imidazol-1-il) etanol
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10.11 RMN 3C del (1H-imidazol-1-il) (4-(trifluorometil)fenil) etanol
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10.13 RMN *3C del (4-clorofenil)(1H-imidazol-1-il) etanol
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10.15 RMN *C del (2-clorofenil)(1H-imidazol-1-il) etanol
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10.17 RMN 3C del (1H-imidazol-1-il)(tiofen-2-il) etanol
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