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Introduccion

Hasta la fecha se han descubierto muy pocos antimicoticos en comparacion con los antibacterianos, y
la frecuencia de infecciones por hongos se ha incrementado en forma importante en las ultimas décadas.
El incremento en el uso de firmacos inmunosupresores, tanto en pacientes con patologia oncolégica
como en poblaciones con enfermedades autoinmunes, el espectacular incremento del numero de
trasplantes de 6rganos, enfermedades como el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA),' asi
como el aumento de la esperanza de vida de los enfermos sometidos a cuidados criticos, han aumentado

sustancialmente el numero de pacientes que las padecen.

Otras posibles razones para el incremento en la incidencia de las micosis incluyen el aumento en el
uso de catéteres urinarios y los que reciben nutricion parenteral. Aunado a esto, estan los problemas de
seguridad y toxicidad de los foirmacos antifungicos (principalmente de los polienos: anfotericina B y
nistatina) o de la aparicion de resistencia en los principales antifingicos, como son la anfotericina B, el
fluconazol y la 5-fluorocitosina, debido principalmente a tratamientos antifingicos prolongados, los
cuales incrementan la concentracion minima inhibitoria (CMI), lo que hace de la resistencia

farmacoldgica la principal causa de fallo terapéutico entre los pacientes en tratamiento.’

El tratamiento de las micosis especialmente las sistémicas es muy limitado, como se ha mencionado
por los problemas de resistencia, seguridad farmacologica y problemas de eficacia, y actualmente se utiliza
un namero relativamente pequefio de antifungicos, como la anfotericina B, fluconazol e itraconazol.” El
desarrollo de nuevos farmacos incluye versiones modificadas de antifungicos estandar y el

descubrimiento de una totalmente nueva clase de agente antifungico.

La investigacion de nuevos antifingicos se ha centrado en la ultima década en el descubrimiento de
nuevos antibidticos poliénicos (rustimicina, spongistatina, etc.); formulaciones menos téxicas de los
antifungicos actuales o el desarrollo de nuevos azoles mas potentes y de un perfil farmacocinético mas
favorable ha dado como resultado la aparicion de la llamada tercera generacion de compuestos azolicos
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como voriconazol, posaconazol, etc.

Como consecuencia de todo lo expuesto, las dificultades para encontrar nuevos antifungicos han sido

criticas, por lo que se ha tenido que orientar en rutas alternativas de investigacion.

Las plantas medicinales han sido utilizadas en diferentes paises como un tratamiento alternativo para
los problemas de salud. Muchos extractos de plantas y aceites aislados de plantas han mostrado ejercer
actividad bioldgica tanto in vitro como in wvivo, lo cual justifica la busqueda relacionada a la medicina

tradicional, enfocada en la caracterizacion de la actividad antimicrobial de estas plantas.*

Por otro lado, las plantas contienen muchos componentes que son importantes recursos de moléculas
biologicamente activas. Como otros vegetales, la familia de las Cruciferas (Brassicaceae) contiene

nutrientes y fitoquimicos que tienen propiedades contra ciertos tipos de cincer; estos vegetales, como




son la col, brécoli, mostaza, coliflor y col de Bruselas son ricos en compuestos azufrados y nitrogenados
llamados glucosinolatos, que por hidrolisis de la enzima mirosinasa forman compuestos bioldgicamente

. . , . .. 5
activos incluyendo indoles e isotiocionatos.

Se sabe que los compuestos que contienen dentro de su estructura al fragmento estructural del indol
presentan una importante actividad bioldgica y farmacoldgica, uno de ellos es el diindolilmetano (DIM)
presente en vegetales principalmente de la familia de las cruciferas y que es el responsable de la actividad
anticancerigena, ya que induce la apoptosis de células cancerigenas. Este se forma a partir del indolil-3-
carbinol (I3C) que a un pH bajo como el del estémago, pueden combinarse y crear productos de

condensacion acida® (Esquema 1).

S 7w \ /

13C DIM
Esquema 1- Formacion del DIM a partir del Indolil-3-carbinol.

Existen varios métodos que estan disponibles para la preparacién de diindolilmetanos, obtenidos a
partir del indol y aldehidos, a un pH acido y prolongados tiempos de reaccién, en los que se obtenian
rendimientos moderados a buenos; actualmente, se trabaja en la sintesis de compuestos con un enfoque
ambientalista, utilizando para ello una arcilla benténica como medio de reaccién y catalizador, ademas de
fuentes de energia alternativas, tales como microondas, infrarrojo o ultrasonido, sin uso de disolventes,
en las que se ha notado un aumento en el rendimiento obtenido, asi como una disminucion en el

tiempo de reaccion, ademas de las ventajas economicas.’

En el presente trabajo se realizé la sintesis de diindolilmetanos empleando una arcilla bentonitica como
catalizador y energia de microondas como fuente de activacion, adicionalmente se evalué la actividad

antifungica de estos compuestos en diferentes cepas de hongos patogenos.
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Generalidades

1.1.- Quimica Verde

1.1.1.- Quimica Verde

Desde 1990, cuando entro en vigor la Ley de la Prevencion de la Contaminacién, la Oficina de
Prevencion de la Contaminacion y Sustancias Toxicas (OPPT), dependiente de la Agencia de Protecciéon
Ambiental (EPA) de los Estados Unidos de América, exploré la idea de desarrollar nuevos procesos y
productos quimicos o mejorar los existentes para hacerlos menos peligrosos para la salud humana vy el
medio ambiente. En 1991, la OPPT puso en marcha un programa de subvenciones a la investigacion
llamado "Rutas Sintéticas, Alternativas para Prevenir la Contaminacién". Este programa proporciond
subvenciones sin precedentes para proyectos de investigacion que incluyen la prevencion de la
contaminacion en el disefio y sintesis de productos quimicos. En 1993, el programa se amplio para
incluir otros temas, tales como disolventes quimicos mds seguros y més ecologicos, y pasé a denominarse
"Quimica Verde". Desde entonces este programa ha generado numerosas colaboraciones con el mundo
académico, la industria, y organizaciones gubernamentales y no gubernamentales para promover el uso

de la quimica para la prevencion de la contaminacién.®

La quimica verde consiste en procesos y productos quimicos disefiados para reducir o eliminar los
impactos ambientales negativos, cuyo uso resulta en reduccion de residuos, productos mds seguros o
menos toxicos y mejora de la eficiencia. Asimismo, la quimica verde estimula la innovacion y fomenta la

creacion de productos que sean ambiental y econdmicamente sustentables.

La quimica verde es un método muy eficaz para la prevenciéon de la contaminacion, porque aplica
innovadoras soluciones cientificas a situaciones del mundo real del medio ambiente. Los 12 principios

de la quimica verde, proporcionan una guia para la aplicacion de la misma.
Doce principios de la quimica verde.’
1.-  Prevencion: Es preferible prevenir la formacién de residuos que tratar de limpiar los residuos

después de haber sido creados.

2.-  Economia atémica: Los métodos de sintesis deben ser disefiados de tal manera que se

incorporen al maximo todos los materiales utilizados en el proceso.

3.-  Sintesis quimicas menos peligrosas: Siempre que sea posible, los métodos de sintesis deberan
disefarse para utilizar y generar sustancias que tengan poca o ninguna toxicidad para la salud

humana y el medio ambiente.

4.-  Diserio de productos quimicos mas seguros: Los productos quimicos deben ser disefiados de

manera que mantengan su eficacia a la vez que reduzcan al minimo su toxicidad.

~6~




5.-  Disolventes seguros y auxiliares: El uso de sustancias auxiliares (por ejemplo: disolventes,
agentes de separacion, etc.) deberian ser innecesarios siempre que sea posible e inocuos

cuando se usen.

6.- Eficiencia energética: Los requerimientos energéticos seran catalogados por sus impactos
ambientales y econdmicos, y deben ser reducidos. Los métodos de sintesis deben realizarse

preferentemente a temperatura y presion ambiental.

7.-  Uso de materias primas renovables: Las materias primas deben ser renovables en lugar de no

renovables, siempre que sea técnica y econdmicamente factible.

8.-  Reducir derivados: Se evitara en lo posible la formacion de derivados (grupos de bloqueo, de

proteccion/desproteccion, modificacion temporal de procesos fisicos/quimicos).

9.-  Catdlisis: Se emplearan catalizadores (lo mas selectivo posible) y de preferencia de origen

natural.

10.- Diserio de productos biodegradables: Los productos quimicos deben ser disefiados de manera

tal que al final de su funcion éstos se descompongan en productos inocuos.

11.- Anadlisis en tiempo real para la prevencion de la contaminacion: Las metodologias analiticas

seran desarrolladas para permitir la monitorizacion en tiempo real.

12.- Seguridad quimica para la prevencion de accidentes: Las sustancias utilizadas en un proceso
quimico deberan ser elegidas para minimizar el potencial de accidentes quimicos, incluidas las

emanaciones, explosiones e incendios.

1.1.2.- Arcillas

Una arcilla no es un mineral, sino que es un agregado de minerales, filosilicatos en su mayor parte, y
otras substancias coloidales, las cuales se han formado a partir de la descomposicién de rocas alumineas,
y de acuerdo a estas sustancias es que toman su color, siendo blancas cuando son puras; éstas se
caracterizan por tener plasticidad al ser mezcladas con agua, y el de poseer un tamafio de particula muy

pequeno, siendo considerada arcilla todas las fracciones con un tamafo de grano inferior a 2um.

Las arcillas son constituyentes esenciales de gran parte de los suelos y sedimentos, sus propiedades son
consecuencia de sus caracteristicas estructurales, principalmente debidas a los filosilicatos, éstos
presentan una estructura basada en el apilamiento de planos de iones de oxigeno e hidroxilos. Los grupos
tetraédricos (SiO)4# se unen compartiendo tres de sus cuatro oxigenos con otros vecinos formando capas

de extension infinita y formula (Si,0s) 2 que constituyen la unidad fundamental de los filosilicatos. '

Estas capas tetraédricas se unen a otras octaédricas, el plano de union entre ambas capas esta formado

por los oxigenos de los tetraedros que se encontraban sin compartir con otros tetraedros (oxigenos




apicales), y por grupos (OH)~ de forma que, en este plano, quede un (OH)™ en el centro de cada
hexagono formado por seis oxigenos apicales, el resto de los (OH)~ son remplazados por los oxigenos de

los tetraedros.

Otra union similar ocurre en la superficie opuesta de la capa octaédrica. Asi, los filosilicatos pueden
estar formados por dos capas, tetraédrica (T) mds octaédrica (O), denominandose bilaminares (1:1 ¢
T:O), o bien por tres capas, una octaédrica y dos tetraédricas denomindndose trilaminares (2:1 6 T:O:T).
A cada una de estas unidades, ya sea una capa octaédrica mas una o dos tetraédricas, se le denomina

lamina.

1.1.2.1.- Bentonita

La Bentonita es una arcilla perteneciente al grupo de las esmectitas, debido a que tiene en su
composicion a la montmorillonita en un porcentaje mayor al 50%, cuya formula es
Al(OH),,/SigO,¢) * nH,O, ésta se produce por la alteracion de la ceniza volcanica in situ. La definicion
mas aceptada para la bentonita es la dada por Wright: “bentonita es todo aquel suelo que contiene mas
del 50% de minerales del grupo de las montmorillonitas, estando presentes otros minerales como la

kaolinita, la ilita y la beidelita”.""

Existen diferentes tipos de bentonita, las cuales varian en su composicion y en algunas de sus
propiedades fisicas, como son el color, siendo la mis abundante la de color amarillo. En México la

bentonita se extrae principalmente de los estados de Durango, Tlaxcala y Puebla.

Asi pues, el principal componente de la bentonita es la montmorillonita, ésta es un filosilicato, que
en la bentonita estd formada por varias laminas que estdn compuestas cada una por tres capas, las cuales
las dos exteriores son tetraédricas, mientras que la unidad interna es octaédrica, cada capa estd separada

de otra por un espacio llamado: “espacio interlaminar” (Figura 1).

Figura 1.- Estructura parcial de la montmorillonita.
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Cada unidad tetraédrica presenta un arreglo polimérico bidimensional de tetraedros de SiO, unidos

por tres vértices a manera de formar anillos hexagonales.

1.1.2.2.- Usos de la bentonita en Quimica Organica

En Quimica Orgénica, los minerales han sido ampliamente utilizados como catalizadores o bien como
soporte de reactivos para formar sistemas complejos de reaccion, dentro de estos materiales se encuentra

la bentonita.

Debido a su composicion y estructura quimica, la bentonita es capaz de catalizar reacciones, esto es
debido a que presenta sitios activos acidos tanto de Lewis como de Brensted-Lowry, los cuales se generan
a partir de la interaccion de los grupos hidroxilo adyacentes entre si, y que se encuentran enlazados cada

uno a un atomo de aluminio' (Esquema 2).

H H ©
OH  OH g g~
—HZO , ®
—O0—A—O0—A— —/—— —0—A—0—A— —2%>=— —0—A—O0—A—
Sitio activo de Bronsted Sitio activo de Lewis

Esquema 2.- Generacion de sitios 4cidos en la bentonita.

La bentonita es usada para realizar diversas reacciones en ausencia de solventes. Entre las reacciones
que es capaz de catalizar se encuentran, oxidaciones y sintesis de piridinas (Esquemas 3 y 4), ademas de

reacciones de condensacion, sintesis de benzimidazoles, la obtencién de nitrilos y amidas aromadticas, etc.

o R Q =
N
/\O | | o/\ MnO,/Bentonita
N

/ N\

o o)
2 Mo/\ +  RCHO NHiNOyBentonita
DULNOyBentonita

M.O.

7
\ (o] f o

Esquema 4.- Sintesis de piridinas catalizadas con bentonita**
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Desde hace tiempo las arcillas se han usado como emulsionantes, para la fabricacion de pinturas,
grasas, lubricantes, plasticos, cosméticos. Ademas, se utilizan arcillas organofilicas, capaces de hinchar y

dispersarse en disolventes organicos, y se usan, por lo tanto, como agentes gelificantes.

Ademas de los campos indicados anteriormente, las bentonitas se utilizan como excipientes por la
industria farmacéutica, debido a que no son toxicas, ni irritantes, ya que no pueden ser absorbidas por el
cuerpo humano. Se utilizan para la elaboracion de preparaciones tanto de uso topico como oral. Se

utiliza como adsorbente, estabilizante, espesante, agente suspensor y como modificador de la viscosidad.

Su principal uso es en la preparacion de suspensiones topicas, geles y soluciones. Cuando se usa como
parte de una preparacion oral, su naturaleza adsorbente puede enmascarar el sabor de otros ingredientes,
o puede ralentizar la liberacion de ciertos formacos catiénicos (la hectorita y la saponita se utilizan como
farmacos o drogas retardantes), utilizindose en cantidades pequenas, generalmente las concentraciones

de bentonita como agente de soporte es del 0.5-5 % y del 1-2 %, cuando se usa como adsorbente.

Asimismo, se emplean en la obtencién de membranas de ¢smosis inversa, en la desalinizacion de
aguas, para acelerar la clarificacion de vino. En la industria cosmética para la elaboracion de mascaras y

cremas.

1.2.- Catalisis

Al fendmeno que tiene lugar cuando en la composicion del complejo activado interviene una
sustancia diferente de los reactivos afectando positivamente a la cinética se le denomina “Catilisis”, y al

proceso correspondiente “proceso catalitico”.

Segun la clasica definicion de Ostwald, catalizador es una substancia que altera la velocidad de una
reaccion quimica, sin afectar los factores energéticos de la misma, al consumirse en ella. Hablando

. . e . , .y 15
propiamente un catalizador no puede, por tanto, iniciar sino solo acelerar, la reaccion.

Los procesos cataliticos tienen gran importancia de orden practico, tanto en procesos industriales
como en procesos bioldgicos absolutamente necesarios para la vida, tal es el caso de los procesos
enzimaticos, que tienen lugar en los seres vivos y la asimilacion fotoquimica del dioxido de carbono por

las plantas.

Si bien existen catalizadores inespecificos como los catalizadores acido-base, otros tienen elevada
especificidad, hasta el extremo de que a partir de determinados reactivos, se pueda llegar a diferentes
productos finales de reaccion, simplemente utilizando catalizadores diferentes. Como muestra de esto
basta un ejemplo, la pirdlisis del etanol; catalizada por alumina conduce a la formaciéon de etileno y

agua'® (Esquema 5)
Alimina

CH, = CH; (g) + H,0 (g)

Esquema 5.- Pir0lisis del etanol con altimina.
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Mientras que si el catalizador es cobre o niquel se obtiene acetaldehido e hidrogeno (Esquema 6).

CH; — CH,OH (g) cue CH; — CHO (g) + H, (2)

Esquema 6.- Pirdlisis del etanol con cobre o niquel.

Cualitativamente, el efecto catalitico depende del catalizador y de la estructura del complejo
catalizador-sustrato. Cuantitativamente, la accién catalitica depende de la concentracion de catalizador
(o de la magnitud de la superficie total del catalizador presente por mol de reactivo, en el caso de la

catalisis heterogénea).

En un principio se creia que los catalizadores se mantenian inalterables durante los procesos quimicos.
Sin embargo, ahora se sabe que los catalizadores forman enlaces quimicos con los reactivos durante estos
procesos. Asi, los procesos cataliticos son ciclicos: los reactivos se unen al catalizador, los productos se
liberan desde otra union vy tras la regeneracion, se recupera el estado inicial. En teoria el catalizador ideal
no se consume durante el proceso, pero en la practica es diferente. Debido a reacciones paralelas, el
catalizador sufre cambios fisicoquimicos y su actividad disminuye, produciéndose su desactivacion, de

manera que debe ser regenerado o incluso reemplazado.

Los catalizadores pueden ser gases, liquidos o sélidos, aunque la mayor parte de ellos son liquidos y
solidos. La importancia de la catalisis en la industria radica en que mas del 70% de los productos
quimicos se obtienen con la ayuda de catalizadores, y si consideramos los productos desarrollados
ultimamente el porcentaje aumenta a mas del 90%. Asi, muchos compuestos orgianicos intermedios
necesarios para la produccion de plasticos, fibras sintéticas, productos farmacéuticos, tintes, resinas y

pigmentos solo pueden ser fabricados mediante procesos cataliticos.
1.2.1.- Clasificacion

Los procesos cataliticos pueden clasificarse atendiendo al estado fisico del catalizador y del sistema de
reaccion, o bien a la naturaleza quimica del catalizador. De esta forma, segun al estado fisico del

catalizador y del sistema de reaccion, los procesos cataliticos pueden subdividirse en: '°

o Homogéneos: El estado fisico del catalizador es el mismo que el de las sustancias que intervienen
en el proceso.
e Heterogéneos: El estado fisico del catalizador es diferente del que tienen las sustancias que

intervienen en la reaccion.
Y segun la naturaleza quimica del catalizador los procesos cataliticos pueden subdividirse en:

e Autocataliticos: Cuando el catalizador es uno de los reactivos, uno de los productos finales o una
sustancia intermedia de la reaccion.
e Catalitico (simplemente): Cuando el catalizador es una sustancia diferente de las indicadas

anteriormente.
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1.2.2.- Catalisis Heterogénea

En un proceso catalitico heterogéneo el catalizador se encuentra en estado fisico diferente de aquel en
que se encuentran las sustancias que intervienen en la reaccion. Los procesos de este tipo mas frecuentes
son las reacciones entre gases catalizadas por solidos, en ellas la reaccién tiene lugar en la superficie del
catalizador, concretamente en determinados centros activos de la superficie del catalizador. En
consecuencia, se comprende ficilmente que los catalizadores solidos deben tener gran superficie por
unidad de volumen (lo que depende del grado de division en que se encuentren y, en mucho mayor

grado, de la porosidad del solido) y elevada concentracién de centros activos por unidad de superficie.

La superficie externa del catalizador, debida a la forma geométrica de sus particulas, suele ser muy
pequena en comparacion con la superficie interna (superficie de los poros de las particulas). Por ello, se
puede entender ficilmente que la mayoria de las moléculas de las sustancias iniciales reaccionaran en la
superficie interna del catalizador. Para ello, las moléculas de los reactivos han de difundirse desde el seno
de la masa constituida por las sustancias diferentes del catalizador hasta la superficie de éste en la que se
produce la reaccién, formdndose asi los productos finales, los cuales se difundirain ahora desde la
superficie del catalizador hacia el seno de la masa constituida por las demas sustancias (diferentes del

catalizador).

La catdlisis mas importante es por mucho la heterogénea. Los procesos cataliticos heterogéneos son de
un gran interés en el campo de la industria quimica. Generalmente, el catalizador es un solido mientras
que los reactivos son liquidos y/o gases. Procesos tan importantes como la oxidacion del SO,(g) a SOs(g),
la sintesis del amoniaco, el cracking del petréleo y la hidrogenacion de grasas insaturadas suelen hacerse

. s . 1
mediante procesos cataliticos heterogéneos. '

Algunos ejemplos de catalizadores heterogéneos son la mezcla de Pt/Rh utilizados para la oxidacion
de amoniaco a oxido nitrico y los utilizados para el craqueo de fracciones de petroleo como el niquel

soportado sobre aluminosilicatos.

1.3.- El Espectro Electromagnético

La luz visible, los rayos X, microondas, las ondas de radio, etc., son distintos tipos de radiacion
electromagnética, que en su conjunto forman el espectro electromagnético. Este espectro se divide de
manera arbitraria en distintas regiones, y la region visible, la mds familiar, solo constituye una pequena

parte del espectro total cuya longitud de onda va de 3.8 x 10 7 a 7.8 x 10 " m (Figura 2).
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Figura 2.- El Espectro dlectromagnético.

1.3.1.- La Radiacién Electromagnética

Las cargas eléctricas en movimiento producen campos eléctricos y magnéticos. Los cambios ciclicos en
estos campos producen radiacién electromagnética; de esta manera la radiacion electromagnética consiste
en una oscilacion perpendicular de un campo eléctrico y uno magnético. Esta traslada energia de un

punto a otro, moviéndose a la velocidad de la luz.'

La radiacion electromagnética tiene un comportamiento dual, en algunos aspectos posee las
propiedades de una particula (llamada foton), pero en otros aspectos se comporta como una onda de
energia que viaja a la velocidad de la luz. Al igual que todas las ondas, la radiacion electromagnética se
caracteriza por una longitud de onda, una frecuencia y una amplitud (Figura 3). La longitud de onda A
(lambda) es la distancia de un méaximo de la onda a la siguiente. La frecuencia v (nu) es, la cantidad de
maximos de onda que pasan por un punto fijo por unidad de tiempo; por lo general se expresa en
segundos reciprocos, s, 0 hertz Hz (1IHz = 1s™"). La amplitud es, la altura de una onda, medida desde el
punto medio hasta el maximo. La intensidad de la energia de radiacion, sea ésta débil o intensa, es

proporcional al cuadrado de la amplitud de onda."”
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Figura 3.- Las ondas electromagnéticas.

Una parte pequena del espectro es la que tiene m4s interés para el hombre, denominada regién visible
que comprende las radiaciones luminosas las cuales pueden ser captadas por nuestro ojo, ésta se extiende

desde el color rojo al color violeta del arco iris (ver Figura 2).

Las radiaciones de menor frecuencia (o mayor longitud de onda) son las radiofrecuencias utilizadas en
telecomunicaciones. Mientras que, las de mayor frecuencia (0 menor longitud de onda) son las
correspondientes a los rayos x y rayos y. Cada zona del espectro tiene sus propias caracteristicas, asi como

sus aplicaciones en la ciencia y tecnologia.

1.3.2.- Microondas

Las microondas son un tipo de radiacién electromagnética, no ionizante que causa movimiento
molecular por migracion de iones y rotacion de dipolos, su intervalo de frecuencia es del orden de 300-

300,000 Mhz, lo cual en términos de longitud de onda es de 1-10 *m.

La frecuencia de 2450Mhz es, la utilizada en hornos convencionales, y es precisamente este tipo de

hornos los utilizados para llevar acabo reacciones quimicas y los cuales constan de cinco componentes

principales.

e Ventilador: Desvia el vapor que es producido durante el proceso de irradiacion y desvia las
microondas para que se difundan por todo el horno.

e Plato giratorio: Este sirve para que se irradie lo mas uniformemente posible.

® Magnetron: Es un diodo cilindrico que acttia como disipador, el cual genera las microondas.

e Temporizador: Permite que controlemos el tiempo exacto para que se irradien las microondas.

e Panel de control: Es el dispositivo mediante el cual el operador determina el programa que

requiere cada proceso

La radiacién de microondas es producida por el magnetron, éste se compone, fundamentalmente de
un catodo central que genera electrones en intervalos regulares, y un 4nodo que los atrae. Unos fuertes
imanes permanentes dentro del magnetron obligan a los electrones a tomar trayectorias circulares antes

de llegar al anodo, y éstos son los que generan las microondas.
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Para lograr su efecto, el magnetréon proyecta las microondas generadas hacia el interior del horno.
Muchas moléculas son dipolares (tales como las del agua), es decir, son moléculas con una carga parcial
positiva de un lado y negativa del otro. Estas moléculas intentan alinearse con el campo eléctrico
fluctuante generado por las ondas. Sin embargo, la direccion del campo magnético se invierte 2,500
millones de veces por segundo (ya que son ondas de 2.5Ghz), por lo que una vez alineadas con la onda
anterior, deben volver a rotar para alinearse con la siguiente onda. Este proceso es realizado por millones
de moléculas simultdineamente, 2,500 millones de veces por segundo, esto es lo que generalmente se

, . .. . . 18
conoce como calor, Jque no es mas que una excitacion masiva de 1as moleculas de un compuesto.

El calentamiento producido en los materiales absorbidos, se debe a la presencia de moléculas polares,
generandose en consecuencia un intenso efecto de friccion. Esto hace que por conduccion el alimento se
caliente (conduccion idnica). Esta interaccion entre microondas y moléculas polares provoca el giro de
éstas, haciendo rotar al resto de las moléculas polares que hay en los alimentos ademas del agua

(polarizacién dipolar).

Sin embargo, esta interaccion no tiene efecto sobre moléculas apolares, como es el caso de los
plasticos. Asimismo, tampoco tiene efecto en sustancias polares en las que sus particulas no tienen

movilidad.

1.3.3. Uso de las microondas en quimica organica

Tradicionalmente, la sintesis quimica se ha realizado proporcionando energia térmica a las moléculas
empleando una fuente de calor externa. El calor se transmite pasando a través de las paredes del
recipiente para posteriormente alcanzar al disolvente y a los reactivos. Este es un método lento de
transferir energia al sistema, ya que depende de la conductividad de los materiales que deben ser

atravesados.

El calentamiento por microondas es un proceso muy diferente. Es decir, las microondas se acoplan
directamente con las moléculas que estin presentes en la mezcla de reaccion, permitiendo una rapida
elevacion de la temperatura. Como el mecanismo no depende de la conductividad térmica de los
materiales del recipiente, el resultado es un instantaneo y localizado calentamiento de cualquier sustancia
que reaccione ante la polarizacion dipolar y/o la conduccion idnica, los cuales son los dos mecanismos

fundamentales de trasferencia energética por microondas."

El campo de las microondas en quimica orgdnica esta en desarrollo. El primer trabajo de aplicaciéon de
microondas en sintesis fue realizado por Vanderhoff en 1969, para la polimerizacién de mondémeros
vinilicos solubles en agua. Aunque fue hasta 1986 cuando aparecen los primeros trabajos en sintesis
organica realizados por R. Gedye y R.J. Giguere. Estos describen varias reacciones llevadas a cabo en
pocos minutos en cavidades selladas y en hornos domésticos. Si bien el proceso era rapido y fiable,
también lo eran las explosiones que tenian lugar debido a las altas presiones generadas en sistemas

cerrados. Previniendo esto en Francia en 1987, investigadores como D. Villemin, A. Loupy, ]J. Hamelin y
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otros, desarrollaron procedimientos mds seguros y reacciones en recipientes abiertos, y sin disolventes.
Esta ausencia de disolventes y las microondas presentan una serie de ventajas entre las que se encuentran
ser una técnica economica, eficaz y segura con la que ademas se minimizan los residuos y con ello la

contaminacion. Esto constituye un interesante acercamiento a la denominada Quimica Verde (“Green
Chemistry”)."

Las reacciones con microondas en presencia de un disolvente, conlleva a la necesidad de eliminarlo.
Por ello las reacciones heterogéneas utilizan soportes solidos minerales, que a veces actian como
catalizadores (alumina, gel de silice, arcillas y zeolitas, etc.) en ausencia de disolventes y han provocado un
profundo impacto en este tipo de reacciones. Estas reacciones son efectuadas con reactivos inmovilizados
sobre soportes solidos porosos y presentan ventajas sobre las reacciones en disolucion, debido a la buena
dispersion de los centros activos del reactivo que conlleva a una mayor selectividad y una mas facil
elaboracion. La posibilidad de reciclado de algunos de estos soportes solidos hace que estos procesos sean

respetuosos con el medio ambiente.

Las microondas se han empleado para la realizacién de numerosas transformaciones, incluidas las
sustituciones nucleofilicas, oxidaciones, adiciones, eliminaciones, isomerizaciones, esterificaciones,

hidrolisis, acetilaciones, etc."

1.4.-Quimica del Indol

El Indol (Figura 4) es una sustancia compuesta por la fusién de dos anillos, uno de ellos es un anillo
insaturado de cinco miembros con un heteroatomo de nitrogeno (pirrol), y unido a éste en una de las

caras (cara b) se encuentra un anillo de seis miembros de tipo bencénico.

N\

N

H
Indol

Figura 4.- Estructura del indol.

Los indoles se pueden encontrar fisicamente en estado liquido o solido, estos compuestos tienden a
ser, en el caso de los solidos, cristales que van de color beige hasta café obscuro, son solubles en etanol,
acetato de etilo, acetona y con puntos de fusion relativamente bajos; en tanto que los indoles liquidos
son en general sustancias oleosas de olor caracteristico, poco mas densos que el agua y pueden ser parcial

o totalmente miscibles con disolventes como la acetona o el etanol.™

Algunos derivados del indol fueron usados como tinturas hasta fines del siglo XIX. Posteriormente, el

interés por el indol se intensifico cuando se conocid que se encontraba presente en muchos alcaloides.
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1.4.1.- Importancia Biolodgica y Farmacologica

El indol es una de las estructuras heterociclicas que tiene gran importancia dentro del sistema
bioldgico y farmacoldgico. Una de las funciones del indol dentro de los seres vivos es, la de servir como

materia prima para la elaboracion de otros compuestos.

Ejemplo de esto se observa en el esqueleto de sustancias de importancia biolégica para el hombre tal
como lo es el triptéfano, que es un aminodcido esencial, importante para la sintesis proteica. Este
aminodcido es degradado en el organismo hasta escatol (3-metilindol) o indol mediante reacciones
enzimaticas (desaminacién oxidante o descarboxilacion) (Esquema 7), siendo el escatol el principal
responsable del olor caracteristico de las heces, pero que a concentraciones muy bajas éste es el

componente principal para la fabricacion de esencias (jazmin y azahar) y perfumes.

—
N

Triptofano Escatol

Esquema 7.- Degradacion del triptofano hasta escatol.

La mayor parte de los derivados indolicos son de origen vegetal, y forman parte de un grupo que

contiene nitrogeno, el cual recibe el nombre de alcaloides.

Un grupo numeroso de alcaloides estd relacionado con el aminodcido triptofano y contiene un
sistema indolico en su estructura. Entre ellos la serotonina se destaca por su importancia fisioldgica, al
estimular muchos musculos lisos y funcionar como neurotransmisor en el sistema nervioso central.
Varias drogas al tener similitud estructural con la serotonina interfieren en el metabolismo cerebral,

produciendo cambios mentales parecidos a la esquizofrenia.”

A continuacion se muestran las formulas estructurales de la serotonina y de otros tres alcaloides

derivados del indol que producen alucinaciones: la bufotenina, la psilocina y el acido lisérgico (Figura 5).

Serotonina Bufotenina Psilocina

\Ctg \Cg ; acido lisérgico

Figura 5.- Estructuras quimicas de alcaloides relacionados al triptofano.
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La bufotenina es una droga psicoactiva de las semilla de cahobe. La psilocina es un ingrediente activo
de ciertos hongos alucinégenos, y el acido lisérgico es un alcaloide presente en un hongo que crece en el
centeno. Todos estos compuestos presentan un sistema indoélico sustituido en el carbono tres por una

cadena de los carbonos que acaban en un grupo amino.

Otros alcaloides de interés son la yohimbina y la reserpina, las cuales se caracterizan por tener una
estructura muy similar (Figura 6), pero a pesar de eso sus efectos farmacoldgicos son opuestos. La
yohimbina es una sustancia que se extrae de la corteza de un 4rbol llamado Pausinystalia yohimbe y
produce hipertension y el aumento del ritmo cardiaco, mientras que la reserpina la disminuye.'? Por ello,
la reserpina estd indicada para la presion arterial elevada y desdrdenes nerviosos y mentales. Este efecto

tranquilizante de la reserpina puede deberse a la reduccion de niveles de la serotonina en el cerebro.

Yohimbina Reserpina
Figura 6.- Estructuras quimicas de Ia yohimbina y de Ia reserpina.

La estricnina es otro tipo de alcaloide el cual se obtiene de las semillas del arbol Strychno. Esta es un
estimulante del sistema nervioso central, y en grandes dosis produce convulsiones, fallo respiratorio y
asfixia. Es utilizada en la actualidad como veneno para plagas. La brucina es otro alcaloide encontrado en
las mismas semillas y de estructura muy similar a la de la estricnina, sin embargo, aunque tienen efectos

similares, los efectos de la estricnina son mas intensos (Figura 7).

Estricnina 0 Brucina
Figura 7.- Estructuras quinicas de la estricnina y Ia brucina.

Farmacologicamente, el indol se encuentra en diversos farmacos entre los que se encuentran, la
Indometacina, la Indoramina y el Pindolol (Figura 8). La primera es reconocida por su efecto
antipirético, analgésico y antiinflamatorio, mientras que los otros dos son formacos caracterizados por ser
antagonistas competitivos de los receptores H; histaminérgicos, 5-HT y B-adrenérgicos, por lo que son

utilizados contra la hipertension.
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Figura 8.- Fanmacos que contienen al indol en su estructura.

El 4cido 3-indolilacético (Figura 9) y algunos derivados del indol semejantes, son sustancias de
crecimiento de las plantas (fitohormonas), las cuales se denominan auxinas, éstas ejercen una influencia

decisiva en el crecimiento y en numerosos procesos de desarrollo de plantas superiores.'

OH

N6

N
H

Figura 9.- Estructura del 4cido 3-indolilacético.

1.4.2.-Sintesis y Reacciones

Como se ha visto, los derivados indélicos tienen un gran valor por su importancia para el ser humano.
Desde hace tiempo, cuando se conocié que el indol formaba parte de la estructura de muchas moléculas
de interés biologico, su interés fue en aumento, y por supuesto su sintesis. Existen varias formas de
sintetizar indoles sustituidos, entre las mds importantes se encuentran la sintesis de Madelung, ésta es
una deshidratacion ciclica de N-acil o-toluidina con bases fuertes y altas temperaturas; otra sintesis es la
de Reissert, en la cual se reduce el 4cido o-nitrofenilpirtvico con zinc en 4cido acético o sulfato ferroso en
hidroxido de amonio. Existen otras sintesis de indoles como la de Nenitzescu o la de Bischler, pero entre
éstas la sintesis de Fischer es la mas utilizada en la cual se usa una fenilhidrazona de un aldehido o una

Lo 22
cetona y un acido fuerte.

La caracteristica principal del indol es, que es un compuesto aromatico, debido a que en esta molécula
se encuentra un heterodtomo de nitrogeno que es capaz de activar a los dos anillos por medio de

resonancia, al introducir a la molécula el par de electrones que tiene disponible (Esquema 8).
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Esquema 8.- Estructuras de resonancia del indol.

Se sabe que los indoles son compuestos capaces de llevar a cabo una gran cantidad de reacciones de
diversos tipos como sustituciones nucleofilicas y desprotonaciones, e incluso reacciones via radicales

libres.

Sin embargo, dentro de las reacciones que mas cominmente se realizan sobre ellos, se encuentran las
reacciones de Sustitucion Electrofilica Aromatica (SEA), las cuales son caracteristicas de los compuestos

aromaticos.

1.4.2.1.- Sintesis de Fischer

De entre los anillos de benceno condensado con otros anillos, el indol es probablemente el mas
importante, ya que forma parte de muchos productos naturales. El método mds general de creacién de
un sistema indolico es la sintesis de indoles de Fischer. En esta reaccion se utilizan como productos de
partida las fenilhidrazonas de un aldehido o una cetona adecuados; si bien, la reaccion falla para

sintetizar el indol como tal, si es bastante util en la sintesis de numerosos derivados de éste.

En esta sintesis se calienta la correspondiente fenilhidrazona de un compuesto carbonilico con cloruro
de zinc fundido (4cido sulfurico o fluoruro de boro), como agente de condensacién o un acido de Lewis y

més recientemente el acido polifosforico (PPA), a unos 180°C ** (Esquema 9).

R
R
©\ ZnCl, \ R
—_—
N A
e N
N
N H

Esquema 9.- Sintesis de Fischer.
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El mecanismo de la sintesis de indoles de Fischer se efectia mediante una transposicion con pérdida
de una molécula de amoniaco. Esta empieza con la tautomerizacion catalizada por dcido de la
arilhidrazona, desde la forma imina a la forma enamina, ello causa la extrusion de amoniaco con cierre

simultaneo del anillo para dar el heterociclo deseado (Esquema 10).
H

®
DY — Cheai— e
_N . NH NH +H

Fenilhidrazona (
N )
NH,

2- metilindol

Esquema 10.- Mecanismo de la sintesis de indoles de Fischer.

1.4.2.2.- Sustituciéon Electrofilica Aromatica (SEA)

La sustitucion electrofilica en el indol tiene lugar casi exclusivamente sobre el anillo pirrolico, en C-3.
El examen de los intermedios de la reaccion permite entender por qué la sustitucion tiene lugar en C-3
en vez de C-2. La mayor estabilidad del intermedio (1) con respecto al intermedio (2), se cree es debido al
hecho de que es posible la deslocalizacion de la carga sin afectar la aromaticidad del anillo de benceno, lo

que no es posible en 2 ** (Figura 10).

X X
H H ® X
o — H
. o/ .
N N
H H H
1

Figura 10.- Sustitucion electrofilica en el indol.

Hay varios tipos de reacciones SEA, dentro de las principales reacciones que se pueden llevar a cabo
con los indoles estan la halogenacion, la polimerizacion, la nitracién y condensacion con compuestos

carbonilicos, entre otras.

Es necesario tener precauciones en el manejo de estos compuestos en medio acido, ya que el indol
forma un dimero al ser tratado con cloruro de hidrogeno en disolventes aproticos, mientras que en
solucién 4acida acuosa se establece un equilibrio entre el indol, su dimero, su trimero y sus sales. En
contraste con el pirrol, el indol no experimenta autocondensacion mas alld del trimero en estas

o . 22
condiciones.
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1.5.- Quimica de la Piridina

La piridina (Figura 11) es un liquido incoloro con olor desagradable. Se puede manufacturar a partir
del alquitran de carbon o a partir de otros productos quimicos. Es miscible en alcohol y agua, de reaccion
ligeramente bdsica, y forma un clorhidrato cristalino al reaccionar con cloruro de hidrégeno. La
electronegatividad del atomo de nitrégeno empobrece la densidad electronica del anillo, haciéndolo

menos susceptible a la sustitucion electrofilica.

Z N
X
Piridina

Figura 11.- Estructura de Ia piridina.

La piridina es, un anilogo heterociclico del benceno que contiene nitrégeno, y al igual que el benceno
ésta es una molécula aromdtica plana, pero a diferencia del benceno, la piridina experimenta con
dificultad sustitucion electrofilica aromatica. La halogenacion ocurre bajo condiciones muy drésticas, la
nitracién ocurre con rendimientos muy bajos y las reacciones de Friedel-Crafts no son exitosas.'” Las
piridinas pueden sintetizarse a partir del amoniaco y de los compuestos dicarbonilicos adecuados

(Sintesis de Hantzsch).

La piridina se usa para disolver otras sustancias. También, se utiliza en la produccion de una variedad
de productos tales como medicamentos, vitaminas, aditivos para alimentos, pinturas, tinturas,

insecticidas, etc.

1.5.1.- Importancia Biolégica y Farmacologica

La piridina se encuentra de manera natural en el alquitran de hulla, junto con varias metilpiridinas,
de las cuales las mas importantes son los compuestos monometilados conocidos como picolinas, y su
oxidacion genera acidos piridinacarboxilicos” (Esquema 11). En general, las picolinas se utilizan como
solventes y como materia prima en la elaboracion de polimeros, textiles, agroquimicos, colorantes y

productos farmacéuticos.

CHa COOH
S N
| b KMnO, _ | S
S =
N N
Picolina Acido piridinacarboxilico

Esquema 11.- Oxidacion de una picolina.
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Un derivado de la piridina, el fosfato de piridoxal (Figura 12a), es una coenzima (vitamina B6) que
cataliza las reacciones de transaminacion, la cual es la transferencia de grupos amino. Por lo tanto, son
coenzimas de las transaminasas, enzimas que catalizan la transferencia de grupos amino entre
aminodcidos. El fosfato de piridoxal reacciona con un aminoéacido para dar lugar a la piridoxamina

(Figura 12b), capaz de reaccionar con un o-cetodcido y convertirlo en un nuevo aminoacido.**

o H,N
X
HO o HO
S ~._.2° X OH
__P |
+ 2 o _ I P4

a) Fosfato de piridoxal b) Piridoxamina

Figura 12.- Estructuras del fosfato de piridoxal y de Ia piridoxamina.

Otra vitamina que contiene un anillo piridinico es el 4cido nicotinico o niacina (vitamina B3). Dentro
de las funciones de la niacina se incluyen la remocion de quimicos téxicos del cuerpo y la participacion
en la produccion de hormonas esteroideas como son las hormonas sexuales. La designacion de vitamina

B; también incluye a la correspondiente amida, la nicotinamida (Figura 13).

(¢] o
X OH X NH,
= =
N N
Niacina Nicotinamida

Figura 13.- Estructuras de Ia vitamina B3.

El anillo de la piridina es la base de muchos farmacos como los antipaludicos (quinina) (Figura 14), y
alcaloides como los de la cicuta y tabaco. Otros compuestos que tienen un anillo piridinico son los

fosfatos del dinucleétido nicotinamida—adenina, los cuales son los de mayor importancia bioquimica.

Quinina

Figura 14.- Estructura de la quinina.

1.5.2.-Sintesis y Reacciones

La creciente demanda de ciertos derivados de la piridina condujo al desarrollo de sintesis que

comprenden cierres de anillos. La sintesis mds general para las piridinas es, la sintesis de Hantzsch, la cual
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se efectia mediante la condensacion de un P-cetoéster, un aldehido y amoniaco, lo que nos da como

resultado una dihidropiridina que al oxidarse da una piridina (Esquema 12).

H

(o] H (]
HZO NH3 eCI3 okt
EtO OEt
0 RefluJo <1hr. Reflu]o <2hr.

o O
NH,OAc
Esquema 12.- Sintesis de piridinas de Hantzsch.

Por condensacion del éster acetoacético con un aldehido, en presencia de amoniaco, se forma un
derivado de la dihidropiridina, esta reaccion es la sintesis de Hantzsch, procedimiento general que puede
modificarse variando el aldehido o el B-cetoéster. Puesto que el derivado de la dihidropiridina se oxida

con facilidad formando el derivado de la piridina, éste constituye un método de gran aplicacion para

preparar piridinas sustituidas.

La piridina puede someterse tanto a la sustituciéon electrofilica, como a la nucleofilica, lo cual es
caracteristico de los anillos aromaticos. En las sustituciones electrofilicas a la piridina, sélo es posible

nitrarla, sulfonarla o halogenarla. Las reacciones dan generalmente el producto 3-sustituido (Figura 15).

- NO,
KNO; H,SO, | N
300° F
N
SO3H
H,S0,4 - | S
350° - Z
\ N
| > Br
N/ Bl’z L | \
300° =
N
RX o RCOX > No hay reaccion
AICl4

Figura 15.- Sustitucion electrofilica de Ia piridina.

Al igual que en la sustitucién electrofilica, la piridina se comporta como un anillo bencénico que atrae
electrones fuertemente. La sustitucion nucleofilica, tiene lugar con facilidad, en particular en las
posiciones 2 y 4. Esta reactividad es tan grande que incluso se puede desplazar un ion hidruro, H-

fuertemente basico (Figura 16).

R
N R@ N
—_— +
4 L
N N

Figura 16.- Reactividad de la piridina.
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1.6.- Diindolilmetanos

El Diindolilmetano (DIM) como tal, ha demostrado ser un importante compuesto quimico, porque
este ha sido sujeto de numerosas investigaciones, las cuales sugieren que el DIM podria ayudar a prevenir

. . , . ’ . ; . 6, 26
varios tipos de cancer, especialmente cdncer de mama, cervical, de prostata y de utero.

La sintesis de diindolilmetanos no es nueva, ya que a principios de los sesenta Kamal y Qureshi, */
lograron su sintesis a partir de diversos indoles como el 1 y 2-metilindol y diversos aldehidos alifaticos y
aromdticos; éstos se sinterizaron bajo condiciones controladas de pH y en medio acuoso, sin embargo, en

algunas reacciones no se obtuvieron los compuestos deseados (Esquema 13).

Esquema 13.- Sintesis de diindolilmetanos segiin Kamal y Qureshi.

En los setenta, Bergman, Hogberg y Lindstrém reportaron la sintesis de diindolilmetanos, a partir del
indol o l-metilindol y aldehidos, en condiciones acidas, en la cual también se formaban compuestos
ciclooligoméricos con bajos rendimientos™ (Esquema 14). Ademas, los autores propusieron que cuando

la reaccion se llevaba a cabo con aldehidos aromaticos, estos presentaban una estructura dimérica.

(e}
\ H,SO,/MeOH
+ _—m—
N H )I\H 1 Hora

\

Esquema 14.- Formacion de macrociclos por condensacion de indol y aldehidos.
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En esa misma década en Alemania, Pindur realizd reacciones de condensacion entre diversos
aldehidos y triptofanos, en las cuales aparte de obtener diindolilmetanos, obtuvo tetrahidrocarbolinas'

(Esquema 15).

4 0

OR’

Iz

0 HCI

* )J\
OR'

Esquema 15.- Sintesis de tetrahidrocarbolinas y diindolilmetanos a partir del triptofano segiin Pindur.
Para 1987, Jackson® y colaboradores realizaron la sintesis de diindolilmetanos con indol, N-

Metilindol y al formaldehido como enlazante, ésta se llevd a cabo en medio 4cido obteniendo buenos

rendimientos (Esquema 16).

(6]
\ . 0 Ao
N )k HZO
\R H H

Esquema 16.- Sintesis de diindolilmetanos segiin Jackson y Col.

En afios recientes la sintesis de diindolilmetanos, ha tomado un rumbo mas ecologista, Penieres’ y
colaboradores utilizaron una arcilla benténica como medio catalitico de reacciéon y energia infrarroja en
ausencia de disolventes; en ésta se utilizo el indol y aldehidos aromaticos, en los cuales se obtuvieron

rendimientos de hasta el 96 %.
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1.7.- Clasificacion Taxonomica de los Hongos

La clasificacion de los hongos ha cambiado mucho en las ultimas décadas, debido a la introduccién de
nuevas técnicas de estudio en morfologia, inmunologia, asi como de biologia molecular (rRNA vy
secuenciacion de DNA), que han permitido trazar arboles filogenéticos bastante precisos entre seres

vivos.

Los hongos son un grupo de organismos que comparten caracteristicas en comun, pero no
constituyen un grupo monofilético (que descienden todos de un antepasado comun), sino polifilético
(que descienden de antepasados diferentes); las semejanzas se deben a convergencia evolutiva, no a un
origen comun. En realidad, los organismos considerados hongos se encuentran ubicados en tres de los

. . . . 30
siete reimnos que forman 1OS Seres vivos, estos tres reinos son:

e Reino Fungi: Aqui se encuentran los llamados hongos verdaderos y la mayoria de los hongos
que son patégenos para el hombre. Los organismos de este reino se dividen segin su forma de
reproduccion sexual y comprende cuatro Phyla: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota 7y

Basidiomycota.

e Reino Chromista: La mayoria son organismos de vida libre fotosintéticos, entre los que se
encuentran algas y algunos hongos, que en realidad descienden de algas que han perdido la
clorofila, por lo que no son fotosintéticos y estos comprenden tres Phyla: Oomycota,

Hyphochytriomycota y Labyrinthulomycota.

e Reino Protozoa: Estos son organismos unicelulares, no tienen pared celular formal y son
fotosintéticos. Los hongos que pertenecen a este reino estin incluidos en cuatro Phyla:
Dictyosteliomycota, Myxomycota, Acrasiomycota y Plasmodiophoromycota. Ninguno de estos hongos

son patogenos para el hombre.

Antes se tenia una division o phylum denominada Deuteromycetes o Fungi imperfecti, donde se
consideraba a la mayoria de los hongos de interés patdgeno. Esta division como tal ya no existe vy, los
hongos que la integraban pricticamente quedan incluidos dentro de las divisiones y clases citadas; este
cambio se da porque antes solo se realizaba la clasificacion tomando en cuenta la morfologia y formas de
reproduccion, mientras que ahora es de suma importancia la posicion que da la biologia molecular,
conforme a la secuencia de los 4dcidos nucleicos (mitocondriales y ribosomales). Asi que en la actualidad
al grupo de Deuteromycetes se les considera como hongos mitosporicos o anamorficos, es decir que sélo

llevan a cabo reproduccion mitotica o asexuada.’’
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1.8.- Caracteristicas Generales de los Hongos

Los hongos poseen caracteristicas particulares que los hacen diferentes de las plantas, ya que no
elaboran su propio alimento mediante la fotosintesis como aquellas, sino que viven a expensas de otros
organismos, vivos o muertos. De igual forma, los hongos se diferencian de los animales porque aquellos
no poseen la capacidad de desplazarse o moverse sobre el medio o superficie en que crecen, ademds de

que pueden estar formados por una sola célula (unicelulares) o por muchas (pluricelulares).

Los hongos son organismos muy abundantes, pues se calcula que hay alrededor de 1500 000 de
especies diferentes en el planeta. Tienen una gran diversidad de formas y tamafos. Asimismo, pueden
vivir en los mas diversos substratos y condiciones ambientales; aprovechan elementos nutritivos muy

simples y forman parte elemental de la vida del hombre y otros organismos.”

Sin embargo, los hongos patdgenos para el hombre son una porcion muy pequena en relacion a la

gran cantidad de especies que habitan nuestro planeta.

Debido a su gran numero y a su diversidad de caracteristicas, es menester explicar sus principales

cualidades como son: >’

e Todos son heterétrofos, por lo cual deben de alimentarse de materia orgdnica preformada

que utilizan como fuente de carbono y energia.
e Son eucariotes, es decir, presentan un nucleo diferenciado con membrana bien organizada.
e DPueden ser unicelulares (levaduras) o multicelulares (hongos filamentosos).

e Tienen como unidad anatomica fundamental a la hifa, que en los hongos unicelulares esta
representada por la levadura, y en cambio, los multicelulares adoptan generalmente la forma

filamentosa.

e Tienen una pared celular formada por polisaciridos, polipéptidos y quitina; esta pared es
rigida por lo que no puede fagocitar alimentos, sino que absorben nutrientes simples que

obtienen al desintegrar polimeros mediante enzimas extracelulares llamadas despolimerasas.
e Lareproduccion puede ser sexual (teleomorfismo), o asexual (anamorfismo).
e Son aerobios o facultativos.

e El principal componente lipidico en la membrana celular es, el ergosterol, el cual le

proporciona rigidez.

e Su crecimiento 6ptimo lo alcanza entre los 20-30°C, pero con rangos muy amplios que van

desde los 0-55°C, con humedad relativa y un pH de 5.6 a 7.0.
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1.8.1.- Reproduccion de los Hongos

Reproduccion sexual

La reproduccion sexual se caracteriza por el intercambio de material genético y se denomina
esporulacion y a las estructuras sexuales se les denomina esporas. Las esporas sexuales se denominan
segun los phyla del hongo, asi en los Oomycota se observa el tipo de esporas sexuales llamadas Qosporas;

en los Zygomycota, Cigosporas; en los Ascomycota, Ascosporas y en los Basidiomycota, Basidiosporas (Tabla

D).

Tabla 1.- Tipos de esporas sexuales.”

Morfologia Caracteristicas

Basidiosporas Estructuras unicelulares que se forman a partir de un basidio.

Zigosporas Se forman por la unién de dos hifas sexualmente diferenciadas.
De esta union, posterior a una meiosis, nace un nuevo individuo.

Ascosporas Resultan de una meiosis y se forman a partir de una bolsa o asca
que produce un nimero determinado de esporas.

Oosporas Se forman por Ia unién de dos gametos. Tienen una pared muy
gruesa

Reproduccion asexual

Las estructuras de reproduccion pueden ser de tipo asexual y se les denomina conidios. Se le
denomina conidiogénesis a los mecanismos por los cuales se originan las células conidiales que van a dar

origen a las diferentes caracteristicas morfoldgicas de los hongos que se reproducen asexualmente.

Hay dos modelos basicos de conidiogénesis: tilica y blastica. En la bldstica hay un pequefo brote en la
célula conididgena que da lugar al conidio. En la tilica toda la célula conididgena se convierte en uno o
més conidios.” Y de acuerdo a su forma, o el tipo de célula conidiogénica donde proceden, son
denominados como: microconidios, macroconidios, artroconidios, clamidoconidios, dictioconidios,

fialoconidios, aleuroconidios y blastoconidios (Tabla 2).
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Tabla 2.- Tipos de conidios.>

Estructura Morfologia Caracteristicas
Talicos Microconidios Miden menos de 3 micras. Generalmente, son unicelulares.
(Tridphytar)
Macroconidios Miden mis de 3 micras. Generalmente, presentan septos en su
interior. Miaopaum
Artroconidios Se prodicen por fragmentacion de Ia hifa. (Caddddes immitis)

Clamidoconidios Se producen cuando Ia hifa se encuentra en un medio adverso. Son
grandes, redondos y de pared gruesa. Pueden ser reprodiuctivos o de

resistencia. (Candica albicars)
Dictioconidios Se dividen tanto transversal como longitudinalmente. (A Itararia)
Fialoconidios Producidos por un conidioforo en forma de botellon. (Phialqohara)
Aleuroconidios Pequeiios, colocados alternativamente a lo largo del micelio.
Paracidatks)
Blisticos Blastoconidios Corresponden a las levaduras. (Candidy)

La hifa generalmente mide de 3 a 20 um. de didmetro, con una longitud variable formada por una
pared celular rigida en la que fluye el protoplasma; el crecimiento es apical y tiende a ramificarse para
formar el micelio, el cual de acuerdo a su funcion se divide en vegetativo y reproductor. El primero esta
inmerso en el substrato y se encarga de la absorcién de los nutrientes. El segundo, también llamado
micelio aéreo, se encuentra libre y en ¢l se desarrollan las estructuras de reproduccion, esporas o

conidios, los cuales tienen la funcion de multiplicacion y dispersion de los hongos en la naturaleza.™
De acuerdo a la forma de las hifas, éstas pueden ser:

e Tabicadas (septadas).

e Cenociticas (aseptadas).

e Espiral.

e Nodosas.

e DPectinadas.

e Candelabro favico.

e Raqueta.

e Unicelulares (levadiriformes).
e Seudohifas.

e  Vesiculosas.
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1.9.- Clasificaciéon de las Micosis.

Se le denomina micosis a las infecciones provocadas por hongos microscépicos, y toman su nombre
de la parte del cuerpo a la que invaden (onicomicosis cuando infectan las ufias), o bien toman el nombre
del hongo que las causa (coccidioidomicosis producida por Coccidioides immitis). Pueden ser de origen

. . 3
endogeno o exogeno.™

Los hongos enddgenos se encuentran en piel y mucosas de individuos sanos, y sélo en condiciones
especiales del huésped (inmunosupresion) se convierten en patdgenos. Los hongos exdgenos viven fuera
del ser humano, penetran por via aérea o cutdnea. Por lo tanto, el establecimiento de una micosis va a
depender de las propiedades tanto del parasito (capacidad patdgena) como del huésped (inmunidad), asi

como del tamafio del inoculo y la via de exposicion.

En general las personas sanas tienen inmunidad natural contra infecciones micoticas, pero ésta no es
especifica y depende de varios factores que pueden ser genéticos, hormonales, nutricionales, sexo y la
edad. También, representan barreras la piel y las mucosas, asi como las secreciones de sebo y sudor que

tienen actividad fungicida.*

Las infecciones por hongos y las enfermedades que causan micosis convencionalmente se han venido

clasificando, basaindose en su localizacion anatomica o en el grado de profundidad de la lesion en:

e  Micosis superficiales: Las micosis superficiales afectan la capa cornea de la piel, la porciéon
suprafolicular del pelo y mucosas.

e  Micosis cutaneas: Las micosis cutineas en el ser humano incluyen una amplia variedad de
procesos en los que pueden ser afectados la piel, pelos y unas.

e Micosis subcutaneas: Las micosis subcutianeas afectan a la piel como puerta de entrada, es
decir, son infecciones del tejido subcutineo asociado a la dermis y a la epidermis; siendo
causadas por hongos saprofitos cuyo héabitat es el suelo y las plantas.

e Micosis profundas o sistémicas: Las micosis profundas se adquieren por inhalacion de las
esporas del hongo. Después ocurre una colonizaciéon y en la mayoria de los casos es
asintomadtica, pero que puede evolucionar a una infeccion pulmonar cronica; es rara la
diseminacion a cualquier otro érgano o sistema.

Debido a su uso extendido y a la facilidad de comprensién se emplea la clasificacion propuesta por la
OMS y la dada por Gonzalez Ochoa, la cual dividen las micosis como se muestra en (Tabla 3).
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Tabla 3.- Clasificacién Clinica de las micosis*

Caracteristicas

Son las mas frecuentes, de distribucion universal,
muy contagiosas, generalmente benignas, aunque
algunas de ellas de curso muy cronico. Facilmente
curables y de buen prondstico.

Muy frecuentes, con zonas endémicas definidas, no
contagiosas, algunas muy cronicas. De curacion
relativamente facil, y generalmente de buen
prondstico, excepto el micetoma.

En sus zonas endémicas son muy frecuentes, no
contagiosas de hombre a hombre. Pueden ser de
curso agudo, subagudo o crénico, de prondstico
variable, dependiendo de la inmunocompetencia
del paciente. La facilidad de su curacién estd en
relacion al tiempo de evolucion y el grado de
invasion del hongo a los tejidos del huésped.

Cosmopolitas, algunas se presentan con mucha
frecuencia, normalmente no son contagiosas y su
curso y curacién son muy variables, sujetos a la
respuesta del huésped.

Segtin Gonzalez Ochoa Seguin la OMS
Exclusivamente Tegumentarias. Superficiales
Inicialmente Tegumentarias. Subcuténeas
Secundariamente Tegumentarias.  Profundas o Sistémicas
Oportunistas. Oportunistas
Pseudomicosis.

Infecciones que estan causadas por
microorganismos que no pertenecen a los hongos,
pero que dan cuadros clinicos similares a las
micosis.

Pero en un sentido estricto, esta clasificacion es artificial, ya que las micosis profundas oportunistas,

las subcutineas y las causadas por hongos dimorficos también pueden tener manifestaciones cutineas.

Asimismo, en esta clasificacion predomina un criterio topografico. Sin embargo, las micosis

oportunistas incluidas aqui pueden localizarse en cualquiera de las regiones corporales.

Las infecciones sistémicas graves estan aumentando en frecuencia y gravedad, debido en gran medida

al incremento de sujetos con alteraciones en su estado inmune: edades extremas de la vida, ciertas

enfermedades (hematicas, neoplasias, diabetes, inmunodeficiencias, SIDA, infecciones cronicas), traumas

(quemaduras extensas), algunos tratamientos (quimioterapia, radioterapia, corticoides, antibioticos,

nutricion parenteral, trasplante de érganos), técnicas instrumentales diagnosticas o terapéuticas agresivas

, . ; . . , 35
(cateteres, sondas, cirugia extensa, protesis exogenas) y otras causas.
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1.10.- Antiftngicos

Cuando hablamos de antifingicos nos referimos a toda aquella sustancia que es capaz de inhibir el
crecimiento o de causar lisis en el hongo. El desarrollo de farmacos para el tratamiento de las micosis
profundas ha sido muy lento. El empleo de yoduro potisico (lg/ml) para el tratamiento de la
esporotricosis, a comienzos del siglo XX, se considera la primera terapia sistémica antifingica
administrada con éxito; lamentablemente, su espectro de accion era muy limitado, hasta el
descubrimiento de los polienos en los afos cincuenta por Brown y Hazen no se habia dispuesto de
nuevos antifungicos sistémicos. Poco tiempo después, se introdujo la 5—Fluorocitosina, un antitumoral
con actividad antifungica, pero desarrollaba con facilidad resistencias secundarias. Al final de los afios
setenta se comercializaron los primeros azoles (Clotrimazol, Ketoconazol, Fluconazol), que se

o . . ) ] 36
convirtieron en 138 mejores alternatlvas para uso tanto topico COmMo sistemico.

El mecanismo de accién de los antifungicos es variado (Figura 17), la mayoria de las drogas
antifungicas interfieren con la biosintesis o integridad del ergosterol, el cual es el principal esterol en la
membrana fungica. La griseofulvina, actia a nivel de sintesis de proteinas de microtubulos e inhibe la
reproduccion celular al igual que la 5-fluorocitosina; la terbinafina, una alilamina actua a nivel de la
epoxidacién del escualeno. Los nuevos antimicoticos como las neumocandinas y las nikkomicinas actuan
en la pared celular inhibiendo la sintesis de glucanos y de quitina. Por estas razones, conviene conocer

sus aplicaciones, sus ventajas y desventajas, en particular sus efectos colaterales e interacciones de los

antifungicos.”
— Pared
. celular:
Irlmhlbnfzxon de ) Inhibidores de:
sintesis dg proteinas Siniesis de glucanos
Sordarlnas. Equinocandinas
Azasordarinas Sintesis de quitina
Nikomicina

Reticulo
endoplésmico

2 —

Membrana
celular:

o pa 3% Inhibidores de:
Smfes_ls de cidos Sintesis de ergosterol
nucleicos Nodeo o

Flucitosina Allaminas
Alteracién de Daiio directo
microtGbulos e a membrana

inhibicién de mitosis Polienos

Griseofulvina

Figura 17.- Lugares de accion de los Antifiingicos 36
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1.10.1.-Clasificacion de los antifiingicos

Los antifungicos pueden clasificarse de acuerdo a varios factores, uno de ellos es de acuerdo a su

estructura quimica y origen (Tabla 4), otra clasificacion es por el efecto que causan en los hongos (Tabla

5), y finalmente, otra menos utilizada es conforme a su empleo (Tabla 6).

Tabla 4.- Clasificacion de los antifiingicos seglin su origen y estructura quimica.(modificada

)37

Origen Natural
Tipo Ejemplos Mecanismo de accidén
Antibioticos Polienos Anfotericina B y Nistatina Se une a egosterol y provoca dafio
oxidativo directo en Ia membrana.
No polienos Griseofulvina Alteracion de microtabulos e inhibicion
de Ia mitosis.
Origen Sintético
Tipo Ejemplos Mecanismo de accién
Azoles Imidazoles Clotrimazol, E conazol, K etoconazol, Inhibe enzimas lanosterol — 14-o.-
Miconazol, Terconazol, Econazol, desmetilasa dependientes de citocromo
Tioconazol P-450.
Triazoles Itraconazol, Fluconazol, Voriconazol ~ Idéntico a imidazoles, aunque con
Posaconazol, Ravuconazol mayor especificidad de union a diana.
Pirimidinas Flucitosina Inhibicién de sintesis de ADN y ARN.
Huoradas
Equinocandinas Caspofungina, Micafungina, Inhibicion de Ia sintesis de glucanos de
Anidulafungina Ia pared celular del hongo.
Alilaminas Terbinafina y Naftifina Inhibicion de escualeno epoxidasa.

Otros

Derivados de sordarina y azasordarina
Ciclopiroxolamina
Tolnaftato

Yoduro potisico

Inhibicion del factor de elongacion 2.
Inhibicion de sintesis proteica.

Se acumula en células fingicas, altera
trasporte de iones y aminoacidos.
Desconocida (posible destruccion de
ribosomas).

Desconocida (posible activacion de
enzimas lisosomicas y degradacion de
granulomas).
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Tabla 5.- Clasificacion segtn el efecto que producen.
Ejemplos
Fungistaticos
Inhiben el crecimiento del hongo. Griseofulvina, 5-Fluorocitosina y algunos cldsicos tpicos.
Fungicidas
Producen la lisis del hongo. Imidazoles, alilaminas, antibiéticos poliénicos.

Tabla 6.- Clasificacion segin su empleo sobre el huésped.’

Farmacos Para Micosis Sistémicas

Droga Comentarios

Anfotericina B Exclusivamente intravenaoso, espectro adecuado, nefrotoxicidad.

5-Fluorocitosina Espectro estrecho, supresion medular 6sea.

Fluconazol Intravenoso u oral, buena absorcion y distribucion oral, accion prolongada.

Ketoconazol Buena absorcion oral, salvo en presencia de una disminucion de acido gistrico,
distribucion limitada, inhibe CYP3A4.

TItraconazol Muy lipdtilico, Ia ingestion con las comidas aumenta absorcion oral, inhibe
CYP3A4.

Griseofulvina La ingestion con las comidas aumenta la absorcion.

Farmacos Orales Para Micosis Cutaneas

Droga

Comentarios

Terbinafina

Buena absorcion oral, fungicida, tratamiento mis breve.

Farmacos Topicos Para Micosis Cutaneas

Droga Comentarios
Clotrimazol Alta eficiencia contra dermatofitos.
Miconazol Maxima eficacia contra dermatofitos.
Ciclopirox Alta eficacia contra dermatofitos.
Tolnaftato Buena eficacia contra dermatofitos.
Haloprogina Buena eficacia contra dermatofitos.
Acido Undecilico Menor eficacia contra dermatofitos.
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Objetivos

Objetivo General

e  Realizar la sintesis organica de nuevos compuestos derivados del piridinildiindolilmetano, asi
como determinar la actividad antifingica de estos compuestos mediante la aplicacion de
pruebas de sensibilidad, utilizando cepas de referencia de hongos levaduriformes como son:

(Candida albicans y Cryptococcus neoformans) y hongos filamentosos (Aspergillus fumigatus).

Objetivos Particulares

. Realizar la sintesis de los compuestos, mediante reacciones de sustituciéon electrofilica
aromdtica, empleando bentonita como soporte de reactivos, catalizador y medio de reaccion,

utilizando microondas como fuente de activacién.

. Realizar la purificacion de los compuestos, mediante técnicas cromatogréficas.

. Caracterizar los compuestos anteriores, mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de
'H, BC.

. Determinar mediante pruebas cualitativas la actividad antifiungica frente a hongos

levaduriformes (Candida albicans y Cryptococcus neoformans) y hongos filamentosos (Aspergillus
fumigatus).
. Determinar mediante pruebas cuantitativas la concentracion minima inhibitoria (CMI) de

los compuestos que presenten actividad con las pruebas cualitativas.
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METOPOLOGI
eXPERIMENTAL



Metodologia Experimental

3.1.- Sintesis Organica

Materiales y Equipo

Para llevar a cabo la sintesis de los compuestos utilizamos como aldehido al 2-piridin-carboxaldehido
marca Aldrich, y como indoles se utilizd indol marca Eastman Organic Chemicals, 1-metilindol y 2-
fenilindol los dos marca Aldrich, y al 2-metilindol marca Merck Shuchardt.

A esta reaccion se le agregd arcilla bentonitica Tonsil Actisil FF (TAFF), como medio de reaccion y
catalizador, ésta es tomada de su presentacion comercial y fue previamente activada en una estufa a
100°C durante una hora antes de su uso.

Para la irradiacion de la energia de microondas se utiliz6 un microondas convencional marca

DAEWOO Mod. KOR-631G, 2450 MHz.

La sintesis de los compuestos fue seguida por cromatografia en capa fina, en la cual se utilizaron
cromatofolios de aluminio Alugram SILG/UV254 de 0.25mm como fase estacionaria, y como fase mévil
se utiliz6 una mezcla hexano y acetato de etilo en diferentes proporciones, adquiridos en ADIDSA vy
destilados antes de su uso.

Las placas fueron reveladas mediante una ldmpara de luz ultravioleta marca Mineralight-Lamp,

Upland.

Los compuestos fueron purificados mediante la técnica de placa preparativa, utilizando para ello silica
gel MN-Kieselgel G/UV 254 marca Macherey-Nagel, como fase estacionaria y como fase movil se
tomaron los mismos disolventes usados para cromatografia en capa fina.

Cada producto puro fue identificado por espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
para 'H y PC, mediante un equipo marca Varian modelo Mercury 300 a 300MHz, usando CDCIl; como

disolvente y TMS como referencia interna.

Para la determinacion del punto de fusién se utilizé un aparato de Fischer Johns modelo

SYBRON/THERMOLYNE los cuales no estan corregidos.
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Parte experimental

Compuesto

1 R1=H, R2=H

(¢]
N 2 Ry=Me, Ry=H
I ~ + > \ R, Bentonita
_ y Mo 3 Ry=H, Ry=Me

4 R;=H, Ry=Fenilo

Esquema 17.- Reaccion general.

Procedimiento general: en un reactor de vidrio, se colocod 7g de bentonita previamente activada junto
a ésta se le agregod para cada reaccion 1 mmol del aldehido (2-piridincarboxaldehido), mas 2 mmoles del
indol correspondiente, y se procedio a irradiarlos con microondas por periodos de tres minutos (Figura

18).

Figura 18- Irradiacién con microondas.

La evolucion de la reaccion se siguid por cromatografia en capa fina, cada 3 min, con un sistema

(Hex/AcQOEt, 7:3), excepto para la reaccion 4 en la cual se ocupé un sistema (Hex/AcOEt 9:1).

Se continu¢ irradiando hasta observar la completa reaccion de los indoles. Los productos obtenidos se
extrajeron de la arcilla, empleando etanol caliente vy filtrando a gravedad, posteriormente, se elimino el

exceso de etanol con un rotavapor.
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La purificacion de los compuestos se llevo a cabo via cromatoplaca preparativa (Figura 19), con un
sistema (Hex/AcOEt 7:3) para los productos 1 y 3. Mientras que, para el producto 4 se utilizé un sistema
(Hex/AcOEt 9:1), y posteriormente, se extrajeron con acetona. Para el producto 2 la purificacion fue

mediante recristalizacién con etanol.

Figura 19.- Purificacion de los productos mediante cromatoplaca preparativa.

Una vez purificados los productos estos fueron enviados a Espectroscopia de Resonancia Magnética

Nuclear para 'Hy " C.
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3.2.- Evaluacion de la Actividad Antifungica
Material y Equipo

Para llevar a cabo la evaluacion antifiingica, se utilizaron las siguientes cepas de hongos: Candida
albicans (ATCC 10231), con 48 h de incubacion a 35 °C; Cryptococcus neoformans con 72 h de incubacion
a 35 °C, obtenida del cepario del Laboratorio 6 de microbiologia, en la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan y Aspergillus fumigatus con 48 h de

incubacion a 25 °C. Esta ultima se obtuvo del cepario de la Facultad de Quimica.

Con el objetivo de comprobar que las cepas utilizadas no tuvieran contaminantes se les realizaron
pruebas como tincion de Gram a la cepa de Candida albicans, asi como tincion de tinta china a la cepa de
Cryptococcus neoformans, a su vez se les realizo la tincion de azul de algodon a la cepa de Aspergillus

fumigatus.

Para el cultivo de levaduras se utiliz6 Agar Dextrosa- Sabouraud marca BIOXON-Becton Dickinson.
Para el cultivo de hongos filamentosos se utilizo Agar Dextrosa-papa marca DIBICO; para la prueba de
sensibilidad en levaduras se utiliz6 Agar Mueller-Hinton marca DIBICO adicionado con glucosa al 2%

marca BD BIOXON-Becton Dickinson y 0.5ug/mL de azul de metileno Loffler marca MERCK.

Para la disolucion de los compuestos sintetizados, asi como de los antimicoticos utilizados se empled

sulfoxido de dimetilo (DMSQO) marca Fermont al 99.9%, y un agitador eléctrico marca Vortex-Genie 2.

Para la preparacion de la solucion salina fisioldgica (NaCl 0.85%). Se uso cloruro de sodio QP. Marca

REPROQUIFIN.
Los discos empleados se hicieron a partir de papel Whatman #5, de 5 mm de diametro.
Para las diluciones se utilizaron micropipetas de 1, 10, 100 y 1000 uL todas marca Rainin.

Para mantener la temperatura dptima para el crecimiento de las cepas, las cuales fueron de 35 °C por
48 h para Candida albicans, de 35 °C por 72 h para Cryptococcus neoformans y de 25 °C por 7 dias para
Aspergillus fumigatus, se manejaron incubadoras marca Binder BD 23-UL y RIOSSA modelo E-033.

Balanza analitica marca A&D company limited HR-200 y Balanza analitica modelo BL 3100 de
Sartorius AG.

Todas las manipulaciones se realizaron en campana de flujo laminar marca Figursa modelo CFV-120.
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Parte Experimental

Pruebas cualitativas

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

(Prueba de difusion en disco) para hongos levaduriformes.”

Para reactivar las cepas de levaduras, se cultivaron en cajas petri con agar dextrosa-Sabouraud (SDA)
incubando a Candida albicans (ATCC 10231), durante 48 h a 35 °C, y a Cryptococcus neoformans durante
72 ha35°C.

Posteriormente, se resembraron las levaduras en SDA, se incubaron a 35°C durante 24 h y se
estandarizaron los indculos suspendiéndolas en un tubo de solucién salina (NaCl 0.85%) hasta alcanzar

una concentracion equivalente al tubo 0.5 del nefelometro de McFarland (1x10° UFC/mL).

A continuacion, se realizd un sembrado masivo en la superficie de cada caja de agar Mueller-Hinton
adicionado con glucosa al 2% y 0.5ug/mL de azul de metileno con cada indculo estandarizado, se
dejaron secar las cajas durante 10 a 15 minutos en estufa, a 35 °C. Se colocaron los discos impregnados
con 2pg de cada producto a evaluar. Finalmente, se incubaron a 35 °C durante 24 h, y se procedié a
observar si habia formacién de halos de inhibicion, reincubando las cajas que presentaron halo y

midiéndolo nuevamente a las 48 h.
(Método de inhibicion del crecimiento radial)* Para hongos filamentosos.

Seguin el método modificado de Wang & Bun 2002, en cajas petri con agar dextrosa-papa se sembro

Aspergillus fumigatus, y se incubo a 25 °C durante 7 dias o hasta observarse el desarrollo de la colonia.

Posteriormente, se tom¢é de la periferia de la colonia un inoculo de aproximadamente 5mm de
diametro con la ayuda de una varilla de vidrio hueca y se coloco en posiciéon invertida sobre placas de

agar dextrosa-papa.

Después, se colocaron alrededor del inéculo los discos impregnados con el producto a evaluar a una
concentracién inicial de 2ug/disco hasta una concentracion maxima de 10pg/disco, y se incubaron a 25
°C durante 72 a 96 h o hasta que la superficie del agar estuvo cubierta por el micelio, procediendo a

observar si los productos presentaban inhibicion por la formacion de medias lunas.

* En ambas pruebas se aplicoé un control negativo que consistié en la aplicacion de 10uL del
disolvente a cada disco en el cual fueron disueltos los productos que en este caso fue el DMSO, vy el
control positivo: Ketoconazol 0.5 pg/10uL, asimismo también fue evaluado cada uno de los disolventes o

quimicos utilizados, ambas pruebas se realizaron por triplicado.
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Pruebas cuantitativas

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

(Prueba de sensibilidad por dilucién en Agar)

Se preparé agar dextrosa-sabouraud en tubos con 6 mL del agar y se dejo enfriar hasta alcanzar una
temperatura de 40-45 °C. Por otra parte, previamente se prepard una solucion stock con la cantidad
suficiente de producto a evaluar para obtener concentraciones que van de los 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 y
3.5pg/10uL y de los 6, 7, 8 y 9ug/10puL y posteriormente, se le agregd a cada tubo la cantidad necesaria
para obtener dichas concentraciones; se homogeneizd y se vacié en cajas petri de 60 mm dejandose

gelificar.

Se estandarizé el indculo equivalente al tubo 0.5 del nefelémetro de McFarland para cada levadura, de

la misma manera que en la prueba de difusion.

Se procedio a sembrar las cajas con la respectiva levadura, y se realizd un control positivo el cual se
preparo agregando ketoconazol a una concentracion de 2pg/10ul. Posteriormente, se incubaron a 35-37
°C durante 48 h tomando lectura a las 24 y 48 h para observar si habia formacién de colonias. Como

control negativo se utiliz6 a ambas levaduras sin compuestos a evaluar.
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Resultados y Discusiéon

Sintesis Organica

Los resultados obtenidos en la sintesis organica nos muestran a cuatro compuestos que guardan una
relacién estructural semejante, solo diferenciandose por la presencia de sustituyentes en las posiciones 1y
2 del nucleo indolico. A partir de los datos obtenidos de las técnicas espectroscopicas que se aplicaron
para la identificacion de los compuestos sintetizados en este trabajo, se puede demostrar a continuacion

la sintesis favorable para los derivados de piridinildiindolilmetano.

Al reaccionar el Indol con el aldehido (2-piridincarboxaldehido), se logré aislar un solido color

amarillo, con punto de fusion de 184°C. (Producto 1)

Producto 1.- Bis(3-Indolil) (2-piridinil)metano

Formula Molecular: C,,H ;N5
Peso Molecular: 323 g/mol.

Prueba Resultado
Aspecto fisico Solido en forma de granulos color amarillo
Punto de fusion 184°C
Rendimiento 60 %
Solubilidad Acetona, DMSO, Cloroformo
Tiempo de reaccion 9 min.

Espectro 1 RMN. PC (CDCL) (8 ppm): 43.02 (Cyp), 111.03 (Cg), 118.06 - 126.94 (Crom),
136.58 (Cy), 149.19 (Cy5), 163.39 (C,y).

Espectro 2. RM.N. 'H (CDCL) (8 ppm): 6.05 (1H, Hy, ), 6.77 (1H, Hy,), 6.98 (2H, H, ),
7.33 - 7.60 (10H, H,....), 8.20 (ZH, H,), 8.57 (1H, Hye)
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La espectrascopia de R M.N. PC (Espectro 1), nos muestra una sefial con desplazamiento quimico de
43.02 ppm asignado al C,,, otra sefial con desplazamiento quimico de 163.39 ppm asignado al Cy; vy, se

muestran varias sefales entre (111.03 a 149.19 ppm) asignadas a los carbonos arométicos.

Con respecto a la RM.N. 'H (Espectro 2), se observa una sefial con desplazamiento quimico de 6.05
ppm la cual corresponde al hidrogeno unido al C,o, que es caracteristico de diindolilmetanos sustituidos,
otra senal con desplazamiento en 8.20 ppm es asignada a los hidrégenos unidos a los nitrégenos
indolicos. Asimismo, el espectro nos muestra varias sefiales entre (6.77 a 7.60 ppm) que corresponden a

los hidrégenos unidos a carbonos aromaticos.

La reaccién del 1-Metilindol con el aldehido (2-piridincarboxaldehido), se logré aislar un solido

color café caracteristico de los indoles, con punto de fusion de 136°C. (Producto 2)

Producto 2.- Bis(1-Metil-3-indolil) (2-piridinil)metano

Formula Molecular: C,4H, Nj
Peso Molecular: 351 g/mol.

Prueba Resultado
Aspecto fisico Sdlido en forma de granulos color café
Punto de fusion 136°C
Rendimiento 85%
Solubilidad Acetona, DMSO, Cloroformo
Tiempo de reaccion 9 min.

Espectro 3 RMN. "C (CDCly) (5 ppm): 32.51 (Cyo), 42.87 (C,)), 109.0 (Cy), 116.62 -
127.98 (C,.o.), 136.32(Cy), 137.23 (Cyo), 149.30 (Cy,), 163.66 (Cy).

Espectro 4 RMN. 'H (CDCL) (5 ppm): 3.71 (6H, H,), 6.14 (1H, H,,), 6.76 (2H, H,), 7.08
- 7.62 (11H, H,o), 8.67 (1H, Hyy).
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En la espectroscopia de R MN. PC (Espectro 3), se encuentra una sefial con desplazamiento quimico
de 32.51 ppm correspondiente a los carbonos C,oy C,y los cuales estin unidos a los nitrogenos
indolicos. Por otra parte, se muestra una sefial con desplazamiento quimico en 42.87 ppm la cual
corresponde al C,;, ademas el espectro nos muestra varias sefiales (109.0 a 163.66 ppm) correspondientes

a los carbonos aromaticos.

La RMN. 'H (Espectro 4), nos indica una sefal con desplazamiento quimico en 3.71 ppm
correspondiente a los hidrogenos H,y y Hy,. Ahora bien, se observd una sefial con desplazamiento
quimico de 6.14 ppm correspondiente al hidrogeno unido al C,;, ademas se muestran varias sefales de

(7.08 a 8.67 ppm) correspondientes a los hidrogenos unidos a carbonos aromaticos.

Para la reaccion del 2-Metilindol con el aldehido (2-piridincarboxaldehido), se logré aislar un solido

color café que es caracteristico de los indoles, con punto de fusién de 92°C. (Producto 3)

Producto 3.- Bis(2-Metil-3-indolil) (2-piridinil)metano

Férmula Molecular: C,,H, N;
Peso Molecular: 351 g/mol.

Prueba Resultado
Aspecto fisico Solido en forma de polvo color café - anaranjado
Punto de fusion 92°C
Rendimiento 70%
Solubilidad Acetona, DMSO, Cloroformo,
Tiempo de reaccion 9 min.

Espectro 5. RM.N. PC (CDCl) (8 ppm): 12.37 (Cy), 21.25 (Cyy), 110.52 - 127.36 (C,.om),
133.75 (Cy), 135.63 (Cy), 136.78 (Ci¢), 149.02 (C,y), 162.47 (C}y).

Espectro 6 RMN. 'H (CDCL,) (5 ppm): 2.37 (6H, Hy), 5.79 (1H, H,,), 6.94 - 7.74 (11H,
H,..), 8.36 (2H, H,), 8.47 (1H, H,,).
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La espectrascopia de RM.N. "C (Espectro 5), muestra una sefal con desplazamiento quimico de
12.37 ppm correspondientes a los carbonos C;y y C,y. Del mismo modo, se observa una sefial con
desplazamiento quimico en 21.25 ppm correspondiente al C;;, asi como varias sefales entre (110.52 a

162.47 ppm) correspondientes a los carbonos aromaticos.

En la RM.N. 'H (Espectro 6), se observa una sefal con desplazamiento quimico en 2.37 ppm
correspondiente a los hidrégenos del metilo C,o, también se muestra una sefal con desplazamiento
quimico de 5.79 ppm correspondiente al hidrogeno unido al C;;. Asimismo, se muestra una seial en
8.36 ppm correspondiente a los hidrogenos H, y H,’ que se encuentran unidos a los nitrégenos
indolicos, asi como varias sefiales entre (6.94 a 7.74 ppm) correspondientes a los hidrégenos unidos a

carbonos aromaticos.

Para la reaccion del 2-Fenilindol con el aldehido (2-piridincarboxaldehido), se logré aislar un sélido

color marrén, con punto de fusion de 96°C. (Producto 4)

Producto 4.- Bis(2-Fenil-3-indolil) (2-piridinil)metano

Formula Molecular: C;4H 5N
Peso Molecular: 475 g/mol.

Prueba Resultado
Aspecto fisico Solido en forma de cristales color marrén translucido
Punto de fusion 9%°C
Rendimiento 90%
Solubilidad Acetona, DMSO, Cloroformo
Tiempo de reaccion 12 min.
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Espectro 7. RM.N. "C (CDCly) (8 ppm): 33.48 (C,4), 109.63 (C;), 110.87 (Cg), 119.41 -
136.08 (Cyrom), 136.72 (Cy), 148.97 (Cyy), 161.32(Cys).

Espectro8 RMN. 'H (CDCL) (5 ppm): 7.03 (1H, H,,), 7.07 - 7.99 (20H, H,,,.), 8.52 (1H,
H,), 8.79 (1H, Hyy), 10.09 2H, H,).

En la espectrascopia deR.M.N. "C (Espectro 7), se observa un desplazamiento quimico en 33.48 ppm
correspondiente al carbono Cy,;, asi como una sedal con desplazamiento quimico en 161.32 ppm
correspondiente al Cis, y varias sefales entre (109.63 a 148.97 ppm) correspondientes a los carbonos

aromaticos.

La RMN. 'H (Espectro 8), nos muestra una sefal con desplazamiento quimico en 7.03 ppm
correspondiente al H,,. También, se observa una senal con desplazamiento quimico en 8.52 ppm que
corresponde al Hy;, otras senales en 8.79 y 10.09 ppm correspondientes al H,, y a los hidrogenos H; y
H,’ respectivamente, asi como varias sefales unidas entre (7.07 a 7.58 ppm) correspondientes a los

hidrogenos unidos a los carbonos aromaticos.

De los espectros de Ia espectrascopia de R M.N. C se puede observar sefiales multiples en comun en
posicion 20, 40 - 60 y 80 ppm, y en la espectroscopia de R.M.N. 'H se aprecian sefiales en comun con
desplazamiento quimico desde 0.5-2.2 ppm, 3.5 y 5 ppm, estas seiales fueron debido a impurezas que
presentaron algunos de los disolventes, observandose principalmente en los productos que fueron
purificados por cromatoplaca preparativa. Sin embargo, tales sefales se aprecian muy poco en el

producto 2 el cual se purifico por recristalizacion.

Un punto importante en destacar son los tiempos de reaccion, que en promedio son muy cortos (9-12
min), comparados con los ya mencionados en la literatura en la cual se describen tiempos de reaccion
elevados que van desde horas hasta dias (Kamal and Qureshi, 1963). Estas reacciones mencionadas se
hicieron en medios acidos, la bentonita realizo esta labor, ya que presenta caracteristicas acidas de Lewis y

Bronsted-Lowry.

En este mismo sentido, la energia de activacién necesaria para que la bentonita catalice la reaccion es
proporcionada por la energia de microondas, la cual ademas produce la elevacion de la temperatura lo
que conlleva al incremento de la presion debido al contenido de agua presente en la bentonita
acelerando asi el tiempo de reaccion. Asi pues, la bentonita viene a reemplazar el uso de catalizadores

nocivos como lo son los acidos minerales que ademas de ser peligrosos son costosos.
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Cabe sefnalar que de las reacciones realizadas solo se purifico el producto mayoritario, pero en todas se
observaron productos secundarios, asi como materia prima sin reaccionar, lo cual puede justificarse ya
que los tiempos de cada reaccion en particular no estan optimizados, por lo que los rendimientos de
algunas de las reacciones no pueden ser los &ptimos, pero que a pesar de esto se obtuvieron

rendimientos que oscilaron entre los 60 y 90%.

De los resultados obtenidos se observa que los rendimientos mas bajos se obtuvieron del producto en
el cual no habia sustituyentes en el nucleo indolico. Por consiguiente, se puede suponer que los
rendimientos se ven favorecidos cuando hay sustituyentes en éste, por otra parte, el rendimiento fue
mayor cuando el sustituyente fue un grupo fenilo en posiciéon C2, ya que de los dos productos en el cual
ambos tenian como sustituyente al grupo metilo, el rendimiento de ambos fue similar y solamente un
poco mayor cuando éste ocupa la posiciéon 1, sin embargo, esto puede justificarse debido a la técnica por
la cual fueron purificados, ya que este ultimo compuesto fue el tnico que se purifico6 mediante

recristalizacion.

Como se menciond en la literatura, el indol, es favorecido para reaccionar casi exclusivamente en la
posicion C3 debido a su mayor estabilidad, con base a esto se puede hacer una propuesta del mecanismo

de reaccion para la sintesis de los derivados del piridinildiindolilmetanos (Esquema 18).

La reaccién comienza con la protonacion del oxigeno del carbonilo produciendo un carbocation
intermediario, el cual es atacado por el indol que como se menciond, es favorecido para reaccionar en la
posicion C3, lo cual produce la pérdida de un 4tomo de hidrégeno, a continuacion el grupo hidroxilo se
protona, lo cual genera la salida de agua y la formacién de un carbocation, el cual es atacado por una

segunda molécula de indol, formando finalmente la molécula.
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Esquema 18.- Mecanismo de reaccion propuesto para Ia sintesis de piridinildiindolilmetanos.
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Evaluacion Antifangica

Pruebas cualitativas

Las pruebas cualitativas tienen el objetivo de mostrarnos cuiles productos obtenidos de la sintesis
orgidnica pueden tener alguna actividad antifiungica. Los compuestos fueron evaluados a una
concentracién de (Zpg/disco), en el caso de levaduras (Figuras 20 y 22), y en el de hongos filamentosos
éstos fueron evaluados desde una concentracion de (2pg/disco) hasta una concentracion maxima de
(10pg/disco) (Figura 23). Los resultados obtenidos de dichas pruebas se muestran en la tabla 7. En estas
pruebas se aplicé ademas un control negativo que consistié en el disolvente en el cual fueron disueltos

los productos (DMSO), del cual se le agrego a cada disco la cantidad de 10pL.

Tabla 7.- Resultados obtenidos de las pruebas cualitativas a [2pg/disco].
Producto  Clave o) Halo (mm) Halo (mm)
ATCC 10231 C. neoformans A. fumigatus
1 R1 9 10 Sin Inhibicion
2 R2 1 8 Sin inhibicion
3 R3 1 9 Sin inhibicion
4 R4 9 12 Sin inhibicion

Figura 20.- Prueba de difusion en disco para los cuatro prodictos a una
concentracion de 2 g/ disco y como control [-] DMSO frente a C. alhians ATCC 10231.
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Producto 3

A%

Figura 21- Prueba de difusion en disco para los cuatro productos a una concentracion de 10 g/ disco frente a C. albians
DMSO como control [-] y como Control [+] Ketoconazol a una concentracion de 0.5 g/ disco

Cnptococcus neof gfinans

2pg/disco

NN
S .
L

Figura 22.- Prueba de difusion en disco para los cuatro productos a una
concentracion de 2 g/disco y como control [-] DMSO frente a C. nadamrs,

Por otro lado, en cuanto a la actividad antifungica de los compuestos mencionados, con la prueba de
difusién en disco, se estudia la sensibilidad de las levaduras contra los antifiingicos en funcién del halo
de inhibicion producido por la difusiéon de los productos sintetizados. Los resultados de esta prueba
realizada contra C. albicans y C. neoformans, mostrados en la tabla 7, nos indican que todos los
compuestos sintetizados presentan actividad contra estas cepas, siendo esta actividad, en todos los casos,

menos marcada contra C. albicans (Figura 20) y mas marcada en C. neoformans (Figura 22).

De los compuestos sintetizados el que mostrd tener mas actividad contra las levaduras evaluadas (C.
albicans y C. neoformans) fue el compuesto 4, el cual mostrd tener los halos de inhibicion mas grandes.
Esto pudo deberse a la presencia de grupos fenilo que se encuentran como sustituyentes del grupo

indolico presente en dicho compuesto, mientras que los compuestos 2 y 3 los cuales presentan un grupo

~ 54 ~




metilo dentro de su estructura mostraron una actividad semejante contra las levaduras, ya que el halo de
inhibicion de ambos fue el mismo contra C. albicans y casi el mismo contra C. neoformans, y puesto que
esta actividad fue menor que la obtenida por el compuesto 1, el cual carece de sustituyentes en el grupo
indolico, se puede suponer que el grupo metilo presente en el compuesto 2 y 3 debe provocar algtin

efecto negativo sobre la actividad antifingica.

Cabe sefialar que los disolventes y reactivos utilizados en la sintesis de los productos, también fueron

evaluados contra C. albicans y C. neoformans para descartar su posible influencia.

La prueba de inhibicion del crecimiento radial para hongos filamentosos, que en este caso fue A.
fumigatus, se llevo a cabo a una concentracion inicial de (2 pg/disco), y se probo posteriormente a (5 pg 'y
10 pg/disco). En la figura 23 se observa la evaluacion de los productos a la concentraciéon de 10 pg, y el

control positivo que en este caso fue ketoconazol, el cual se probd a una concentraciéon de (0.5 pg/disco).

Aspergillus fumigatus

10pg/disco

Figura 23.- Prueba de inhibicién del crecimiento radial para los cuatro compuestos frentea A. fumigatusa (10 g7/ disco).

En lo referente a la actividad contra los hongos filamentosos, se realizd el método de inhibicion del
crecimiento radial, haciendo una modificacion al realizado por (Wang and Bun, 2002). En esta prueba se
busca la formacion de medias lunas con base al crecimiento radial del hongo filamentoso, lo cual nos
indicaria cierta actividad contra este tipo de hongos. En esta ocasion, se tom6 como hongo representativo

de los hongos filamentosos al Aspergillus fumigatus, que es causante de la aspergilosis.

Los compuestos sintetizados se evaluaron contra esta cepa inicialmente a una concentracion de 2ng y
en la cual no se observo indicio alguno de inhibicion, especialmente en la formacion de las medias lunas.
Posteriormente, se evaluaron los compuestos a una concentracion de 5y 10ug, los cuales al igual que la
concentracién anterior no presentaron la formacion de medias lunas. En esta prueba se utiliz6 como
control positivo el ketoconazol a una concentracion de 0.5pg/10pL (Figura 23), ya que éste tiene una

amplia difusion en el tratamiento de diferentes micosis, incluida la aspergilosis.
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Pruebas cuantitativas

De los resultados obtenidos en las pruebas cualitativas, se procedié a calcular la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) de los productos que presentaron actividad antifungica. Se evaluaron los
productos primeramente a concentraciones que comprendian los 5 pg a los 3.5 pg/10uL, sin obtener
resultados apreciables. Posteriormente, se incrementaron las concentraciones de 6 a 9 pg/10puL en las
cuales se pudo observar la reduccion del crecimiento de las colonias de Candida albicans y la inhibicion

total para Cryptococcus neoformans.

Las figuras 24 a 27, corresponden a la determinaciéon de la CMI de los productos a concentraciones
que van de los 6 a los 9 pg/10uL. En la Figura 28 se puede observar los controles tanto positivo como
negativo. Los resultados obtenidos para conocer la CMI de estas pruebas expresados en (ug/mL) se

muestran en la Tabla 8.

Tabla 8.- Resultados obtenidos de las pruebas cuantitativas.
CMI L
Producto Clave (ug/m ) CMI (ug/mL)
C. albicans
ATCC 10231 C. neoformans
1 P1 >900 <600
2 P2 >900 <600
3 P3 >900 <600
4 P4 >900 <600

Por otra parte, para tratar de calcular la CMI, la cual es definida como la concentracion mds baja de
un fairmaco o agente antimicético que impide el crecimiento in vitro de un microorganismo. Se llevé a
cabo la prueba de sensibilidad por dilucién en agar, la cual se realizé inicialmente a concentraciones
cercanas a los 2pg (que es la concentracion utilizada en la prueba de difusion en disco). Las
concentraciones probadas comprendieron el rango de 0.5 a 3.5pg/10pL, sin embargo, no se observo
ninguna actividad antifungica a dichas concentraciones por parte de los compuestos ni tampoco se

aprecio alguna disminucion en el numero de las colonias o alteracion morfoldgica de las mismas.

Estos resultados negativos de las concentraciones probadas inicialmente, posiblemente tuvieron lugar
porque los datos obtenidos respecto a la prueba de difusion en disco no son representativos para poder
obtener la CMI, ya que la prueba de difusiéon en disco sélo nos proporciona una aproximacion de la CMI

de los compuestos in vitro. En consecuencia, se procedio al aumento de las concentraciones de los

~ 56 ~




compuestos, sin embargo, para optimizar la cantidad de los compuestos que teniamos se procedio a

evaluarlos a concentraciones que van de los 6 a 9ug/10pL.

Tomando esto como base, el compuesto 1, presentd una inhibicion total a la concentracién mas baja
valorada que fue de 6pg/10uL para C. neoformans, en contraste, para C. albicans solo se presentd una
reduccion del crecimiento compardndose la concentracion inicial de 6pg con la final de 9pg. (Figura 24).
Con base a la evaluacion registrada anteriormente en la que se tomo un intervalo de concentracién 0.5 a
3.5pg en la cual no se mostré ninguna actividad visible, se puede indicar que la CMI de el producto 1
respecto a C. neoformans se encuentra en un intervalo comprendido entre 400-600pg/mL, mientras que la

CMI de este mismo producto respecto a C. albicans se encuentra por encima de los 900pg/mL.

4
[8 pg/10 uLj [9 nug/ 10 pL]

Figura 24.- Prueba de sensibilidad por difusién en agar para el producto 1, contra C. albians ATCC (1023D y
C. nadfirmmns para la determinacion de la CMI, a concentraciones de6a 9 g/10 L.

En el caso del compuesto 2, éste también mostré una inhibicion total a la concentracion mas pequena
evaluada que fue de 6pg/10puL para C. neoformans; mientras que, para C. albicans se observa una
inhibicion casi total a la concentracién mas alta que es de 9 pg/10uL (Figura 25). De igual manera
debido al resultado negativo del intervalo de concentracion 0.5 a 3.5ng, se puede indicar que la CMI del
producto 2 respecto a C. neoformans, se encuentra en un rango entre 400-600pg/mL, a diferencia de C.

albicans cuyo resultado nos revela que la CMI esta cercana a 900pg /mL.
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PRODUCTO 2

didaalbicans

:’#; ". 4 -

[8 ng/10 uL] \ {9 ng/10 pL]

Figura 25.- Prueba de sensibilidad por difusion en agar para el producto 2, contra C. alians ATCC (1023D y
C. nadfarmns para la determinacion de la CMI, a concentraciones de6a9 g/10 L.

El compuesto 3, presenta una inhibicion total respecto a C. neoformans a la concentracion mas baja
evaluada que fue de 6pg /10uL; en cambio, para C. albicans solo se observa una disminucion gradual en
el numero de colonias, no llegandose a observar la inhibicion total (Figura 26). Asi, en base a los
resultados de la evaluacion anterior y de esta ultima se puede decir que la CMI del producto 3 respecto a
C. neoformans se encuentra establecida entre las concentraciones que van de 400-600pg/mL; mientras
que, la CMI respecto a C. albicans no se pudo establecer siendo ésta mayor a 900pg/mL la cual fue la

concentracion mas alta evaluada.

En lo que respecta al compuesto 4, igualmente tuvo una inhibicion total para C. neoformans a la més
baja concentracion evaluada 6pg/10pL. Al igual que los compuestos anteriores la CMI respecto a C.
neoformans se encuentra establecida dentro del rango de 400-600 pg/mL. A diferencia de C. albicans, la
cual presenta la disminucion tanto en el numero de colonias asi como en el tamafo de las mismas, la
cual es visible comparando la concentracion inicial y final evaluadas. La inhibicion presentada por el
compuesto 4 fue casi total para C. albicans a la mas alta concentracion evaluada que fue de 900pg/mL,

por lo que se puede advertir que la CMI respecto a C. albicans se encuentra muy cercana a ésta (Figura

27).
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Figura 26.- Prueba de sensibilidad por difusion en agar para el producto 3, contra C. albians ATCC (1023Dy
C. nafirmns para la determinacion de la CMI, a concentraciones de6a9 g/10 L.

§ PRODUCTO 4 >
Bis(2-Fenil-3-indolil) (2-piridinil)metano
B t

\ ‘sCandlda albtcans‘ 9
_"\r pg/10 pl /

7 NN ,
88 pg/10 pL [0 112/10 L1

Figura 27.- Prueba de sensibilidad por difusion en agar para e producto 4, contra C. albiams ATCC (1023Dy
C. nafammns para la determinacion de la CMI, a concentraciones de6a 9 g/10 L.

; %



\TROLES
| |

Ketoconazol |

[2 pug/10 pL] / -2 01[_‘]'

™ Control [+] —

-

Figura 28~ Control positivo (Ketoconazol 2 g/10 L)y control negativo (sin compuesto a evaluar), para ambas
levaduras (Candich albians y Cryptaonus nedanmns)

Conforme a lo expuesto, se puede deducir que todos los compuestos sintetizados tienen una actividad
antifungica similar con respecto a C. neoformans, ya que todos presentaron una inhibicion total a 6
pg/10pL; mientras que para C. albicans todos presentaron disminuciéon en el crecimiento. De éstos los
productos 2, 3 y 4, presentaron mayor actividad, lo cual provocé una mayor reduccion en el crecimiento
de las colonias, y en algunos casos se observo la disminucion en el tamafio de las mismas (como en el caso

del producto 4), lo que puede ser indicio de un cambio morfoldgico en la estructura del hongo.

Esta diferencia entre la concentracion obtenida en la prueba de difusion en disco (2 pg/10ul), en
comparacion, con la concentracion obtenida en la prueba de dilucion en agar (6 pg/10uL), posiblemente,

ocurrié debido a que como se mencioné los resultados de las pruebas cualitativas no son representativos.

Finalmente, con base a los datos previamente expuestos, se puede deducir que el método de sintesis

empleado fue favorable, puesto que en todos los casos se llegd a la formacién de los compuestos
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conforme a los andlisis espectroscopicos realizados. Asimismo, se puede advertir que con el uso de la
bentonita, asi como de la energia de microondas, provocaron que las reacciones se realizardn en poco
tiempo, y en las cuales se redujo el uso de disolventes, asi como se pudo prescindir del uso de
catalizadores nocivos lo que en consecuencia provoco la disminucion de costos, por lo que este método
de sintesis contribuye a la conservacion del medio ambiente, siguiendo con esto algunos postulados de la

“Quimica Verde”.

De esta manera, la evaluacion de la actividad antifungica de los compuestos, presenté actividad contra
levaduras, en contraste con los hongos filamentosos en los cuales no se mostro actividad. Esta actividad
contra levaduras no representa una actividad antifiungica importante comparada con los antifungicos
comerciales ya existentes. Sin embargo, estos compuestos si representan una opcion para la investigacion
y desarrollo de nuevos antifungicos, ya que existen antecedentes en los cuales a partir de metabolitos
obtenidos de plantas de la familia de las cruciferas llamados fitoalexinas (que en su mayoria son derivados

indolicos), en los cuales se evalué su actividad antiftngica con resultados alentadores.*
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C ONCLUSIONES



Conclusiones

Se logré la sintesis de compuestos derivados del piridinildiindolilmetano usando una arcilla
bentonitica como catalizador, en ausencia de disolventes y la aplicacion de microondas como

fuente de activacion.

Con base a lo anterior se puede concluir que el método de sintesis empleado es, una
alternativa para la sintesis de diindolilmetanos, siendo ésta una opcién econdémica al
minimizar el uso de disolventes, ademas es segura al eliminar el uso de catalizadores toxicos,
asi como eficiente y rapida, puesto que los tiempos de reaccién fueron cortos en comparacion

con los citados en la literatura.

Se logro la purificacion de los compuestos derivados del piridinildiindolilmetano y su
caracterizacion mediante técnicas espectroscopicas (RMN de 'H y “C) a pesar de las

impurezas encontradas en los disolventes.

Se pudo indicar mediante la técnica de difusion en disco, la sensibilidad que presentaron las
levaduras C. albicans y C. neoformans a los compuestos sintetizados, no observando ninguna

actividad para hongos filamentosos (A. fumigatus).

Se pudo establecer mediante pruebas de sensibilidad en dilucién en agar la CMI contra C.
neoformans que fue menor a 600pg/mL para todos los compuestos, sin embargo, no fue

posible calcularla para C. albicans, ya que solo se pudo realizar una aproximacién a ésta que

fue mayor a 900pg/mL.

Finalmente, de la presente investigacién se propone realizar estudios de alteracion
morfoldgica, asi como estudios de sensibilidad contra bacterias y otras cepas de hongos a los

compuestos sintetizados.
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