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ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

Esta invencién, tiene un impacto en el area clinica, por ser una opcion viable para el

tratamiento de una afeccion oportunista y que impacta en la salud publica.

OBJETO DE LA INVENCION

El objeto de la presente invencion es la utilizacion de compuestos organicos con nucleo
base de cumarina que sean eficaces, en concentraciones bajas, contra el patdégeno Candida

albicans, en comparacion con un activo farmacéutico de venta comercial (fluconazol).

ANTECEDENTES

Las distintas variedades de Candida spp., constituyen un patégeno importante en
hospitales. En algunos paises hispano hablantes, las especies de Candida representan casi el
80% de todos los hongos patdégenos causantes de infecciones nosocomiales, oscilando la
incidencia de candidemia de 0.2 a 0.46 casos por 10,000 pacientes/dia.!"! Se ha reportado
que en algunos paises de Sudameérica, la tasa de incidencia de candidemias es de 3 a 5 veces
superior a la referida en EUA y algunos paises de Europa. La incidencia relativa sigue la
tendencia: C. albicans > C. tropicalis > C. parapsilosis > C. glabrata."”

La distribucion de las especies varia también segun la edad del paciente; por ejemplo,
pacientes menores a un afio generalmente se infectan con C. albicans, pero en pacientes

mayores a 70 afios se observa que C. glabrata es bastante comun."]
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Las opciones terapéuticas para las infecciones fingicas no han dejado d ' D s el

_

mediados del siglo pasado, mejorando no sélo su eficacia y espectro de accidn, sino
también su tolerabilidad, manejo y tiempo de tratamiento. En la actualidad, es comun el uso
de combinaciones sinérgicas entre farmacos y agentes coadyuvantes, como inhibidores de
la adhesion del patégeno al hospedero, como lo reportado por Noe, C.; Noe, M. (2013)
USA, 8,552,042. O el sinergismo de fragmentos de triazol y piridina, que aportan una
actividad anti fungica, como lo reportado por Liu, X.; Zhang, Y., Weng, J. (2012)
A01N43/90; A01P3/00; CO07D471/04, este tipo de compuestos se probd con varios hongos
mostrando buenos resultados; sin embargo, tienen un porcentaje de efectividad de
inhibicion contra Candida albicans de un 47.8%, mientras que en esta patente €l minimo de
porcentaje de inhibicion para el mismo hongo es de 75% teniendo un maximo del 96%.

Los primeros antifungicos datan de 1900 cuando se empleaba el yoduro de potasio; entre
1940 y 1950 surgieron tratamientos topicos con accion fundamentalmente exfoliante y
queratolitica y un débil poder antifingico; en afios siguientes se desarrollaron los
antifungicos de uso topico y sistémico (tolnaftato, haloprogina, griseofulvina, imidazoles,
inhibidores de la sintesis de pirimidina y polienos). En la década de los 90’s se
incorporaron los triazoles, siendo el itraconazol el primer antifingico oral con actividad

sobre un espectro amplio de hongos. En pleno siglo XXI, las investigaciones contintan y
periddicamente aparecen nuevos agentes como el voriconazol y la caspofungina, entre

otros.m

Minghua, Z. (2014) A61K31/352; A61P31/10, describe algunos derivados de flavonas
como un farmaco de amplio espectro y alta efectividad contra Candida albicans. E

igualmente se ha establecido al fluconazol como el farmaco recomendado para el
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casos de pacientes hemodinamicamente estables y que no han recibido azoles previamente,
y a la anfotericina B o caspofungina en los que han sido tratados con fluconazol. En
pacientes hemodindmicamente inestables se recomienda caspofungina (es el antifungico de
elecciodn si existe insuficiencia renal) o una onfotericina lipidica.

En particular, el fluconazol es apto para el tratamiento de micosis superficiales y profundas
(Candida albicans, Cryptoccoccus neoformans), administrado via intravenosa u oral 50-
1200 mg/dia, contra C. immitis, C. neoformans y P. brasiliensis. No obstante, su espectro
es reducido y carece de accidn sobre Aspergilus spp;, Fusarium spp, Scedosporium spp y
Penicillium spp; ademas se describe resistencia de C. glabrata 'y C. krusei. '®

Otro problema importante que estd relacionado con las infecciones micéticas, es la
resistencia que desarrollan las cepas frente a los medicamentos tradicionales. Por ejemplo,
se han aislado de pacientes con VIH, cepas de C. albicas resistentes a fluconazol, asi como
bacterias sumamente persistentes.!”’ He aqui la importancia en la diversificacion estructural
de los farmacos administrados y la constante busqueda en el mejoramiento de su actividad
fungicida. Con respecto a lo anterior, esta patente mejora los intervalos de efectividad, pues

los compuestos son activos en la zona de nanogramos a microgramos.

En cuanto al nucleo de cumarina (presente en los compuestos de interés), diversas

actividades farmacolédgicas le han sido asociadas. Por ejemplo, sus derivados se pueden
utilizar como inhibidores de la 0xido nitrico sintasa, segin lo reportado por Jackson, S.;
Nieduzak, T.; Robello, S.; Liam, G.; Chiang, Y.; Merrill, J (2009) USA, 7,538,233.
Asimismo, ha probado su valia como antimicrobiano y antifungico contra bacterias Gram-

positivas (Staphylococcus aureus, MRSA, Bacillus subtilis y Microccocus luteus) y
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dysenteriae), asi como con diterentes hongos (Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae
y Aspergillus fumigatus), como lo reportado por Shi, Y.® Por ello, puede involucrarse en
numerosos procesos fisioldgicos y patoldgicos, por ejemplo, en la agudeza infecciosa de
diversos hongos y bacterias.”’ Finalmente, algunas cumarinas han sido aplicadas como

inhibidoras de la metaloenzima anhidrasa carbénica, a saber por lo reportado en el grupo de

Vu, H. et. all'’!

PROBLEMA TECNICO A RESOLVER

El incremento de pacientes con micosis que no responden a los tratamientos tradicionales,
debido a la aparicion de cepas resistentes de hongos, como en el caso del género Candida.
Se presenta un nuevo tipo de moléculas organicas, eficientes y eficaces contra este

microorganismo. Derivado de su alta potencia, se requieren dosis minimas comparadas con

un farmaco de venta libre con el activo fluconazol.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

En la Figura 1, se muestra el anélisis que se realizd para la actividad biologica. Fue a través
de pruebas de inhibicién con un antibiograma (el uso de discos a diferéntes cantidades del
compuesto: control, 1, 5, 10 mg).

En la Figura 2, se muestra diluciones de la muestra con respecto al control; esto con la
finalidad de realizar el calculo del ICs¢ (concentracion ihhibitoria del 50%), ICy y CMI

(concentracién minima inhibitoria).
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concentraciones del compuesto, en microgramos; los resultados en cuestion a la actividad
bioldgica, de mayor a menor, son: Az, Ay > Az > A; > As. Se destaca ademas, que las
concentraciones que se requieren para no generar ninguna colonia de microorganismos

estan en umbrales similares e incluso menores a los del farmaco control (fluconazol).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En lo referente a la sintesis quimica de nucleos de cumarina, es relevante indicar que
existen diversas rutas de acceso reportadas a estos nucleos. En el resumen grafico indicado

a continuacion, destacan la reaccion de Pechmman, la reaccidn de Perkin y la condensacion

de Knoevenagel, debido a su versatilidad y alcance sintético.'"

X = CO,H, COCH3, CN
Y = CO,H, CO,Et, CN

Q HO
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cumarina, lo cual es relevante desde el punto de vista farmac€utico puesto que ello permite
evaluar mas facilmente la relacion estructura-actividad en torno a una aplicacion especifica.
La relacion anterior, referida en este caso a la potencia antifingica, fue evaluada mediante
un analisis in silico. Como primera etapa de la invencidén, a un conjunto de moléculas con
probable actividad bioldgica visualizadas por el trabajo previo del grupo de investigacion,
se le realizd6 un disefio computacional de estructuras quimicas y se evalud el tipo de
interaccion que €stas podian presentar con la enzima MTCYPS1 (aislada de Mycobacterium
tuberculosis, usada como diana terapéutica), en la cual, se encuentra co-cristalizado el
fluconazol (farmaco). Esta interaccion del farmaco con el sitio activo de la enzima, inactiva
y provoca una ruptura matabodlica en la sintesis de ergosterol, compuesto necesario para el
microorganismo en su ciclo de vida (por ejemplo, es vital como nutriente y constituyente de
la membrana). Al estar bloqueada la enzima se provoca la muerte del microorganismo, lo
que se traduce en actividad antifungica. Para ello, se siguidé una metodologia de docking o
acoplamiento molecular, que predice las poses de unién preferencial de los compuestos y
sus energias de enlace, comparados contra el fluconazol, usando el programa Molegro
Virtual Docker. De esta manera, en base a los calculos tedricos, se seleccionaron 5
moléculas para su sintesis (A1-As).
0 o 0 0
F - X 2

O
Al AZ A3 A4 A5
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en posicién 3 (R, 6 (R?) y 7 (R?) en la base de cumarina, como se muestra en la molécula
genérica A, es decir, se persigue aumentar la capacidad antimicotica contra Candida

albicans al vanar el patron de sustitucion en el compuesto.

A
Lo e 5
1=
R? = OMe, H
R3 = N(Et),, H

En la etapa de analisis computacional destaca la estructura As, quien presentd una energia
de enlazamiento de -138.6 Kcal/mol y una eficiencia de ligando de -6.3Kcal/molatomo,
valores bastante cercanos al estdndar de fluconazol (-160.6 Kcal/mol y -7.3
Kcal/mol atomo, respectivamente).

Por su parte, la etapa experimental de evaluacion de la actividad bioldgica de las moléculas
de esta invencion, resulta en una mejora de la actividad inhibitoria contra Candida
albicans en comparativa al producto comercial, fluconazol.

Se calcula la concentracién minima inhibitoria (CMI) y el porcentaje de inhibicion. Este se
obtiene acorde al nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) que sobreviven al
aplicar las diferentes concentraciones de los compuestos, teniendo un blanco como
referencia (un farmaco usado como antifiingico y que sea control positivo con la cepa

creciente). En este caso, el blanco usado fue la formulacion de fluconazol comercial.
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compuestos en el intervalo de 900 ng a 2 mg (para el fluconazol comercial, este valor es de
3 mg); las unidades formadoras de colonias variaron desde 3 hasta 30 (el blanco tuvo 16); y

finalmente, el porcentaje de inhibicidn resulté de 75% a 96 %, mientras el blanco fue de

85%.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Preparacion de 7-(dietilamino)-3-(2,2,2-trifluoroacetil)-2H-cromen-2-ona (A;), con la

siguiente formula estructural.

O

/) 0 o
Una mezcla de 4-(dietilamino)-2-hidroxibenzaldehido (1mmol), 4,4,4-trifluoro-3-
oxobutanoato de etilo (1.0-1.5mmol), morfolina (5-20% mol) y etanol (5-10 mL) fue
colocada en un tubo reactor para microondas de 10 mL y fue irradiada durante 20-50
minutos en un intervalo de temperatura de 140-160° C y una potencia de 145-160 W. El
punto final de la reaccion se monitoreé mediante cromatografia en capa fina. El crudo de la
reaccion fue adsorbido sobre silica 230-400 mesh y purificado mediante cromatografia

flash utilizando como eluyente una mezcla 7:3 (Hex:AcOEt). El producto fue recuperado

como un sélido anaranjado, en un 50% de rendimiento.
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Ejemplo 2

Se probd el comportamiento de las muestras frente a diferentes disolventes, analizando su

solubilidad. Se realiz6 un sondeo atendiendo las caracteristicas de polaridad y constante

dieléctrica de los disolventes. Finalmente, la eleccion fue la utilizacion de dimetilsulféxido

(DMSO0), generando concentraciones de las muestras entre 0.1 a 0.01mg/uL.

Ejemplo 3

Determinacion de la actividad biolégica como antifungicos.

a)

b)

d)

Varias cajas conteniendo medio de cultivo YPD-agar bacteriologico se prepararon y
posteriormente inocularon con las cepas de Candida albicans. Al mismo tiempo,
una tanda de medio de cultivo YPD liquido fue conjuntamente preparado (donde
eventualmente se hicieron crecer las cepas).

Se prepararon diluciones de los compuestos Aj-As en concentraciones lo mas
aproximadas a 500 mg/mL.

Se inocularon 5 mL de medio de cultivo YPD con la cepa de Candida albicans y
éste se dejo crecer durante un periodo de 12-18 h hasta tener una lectura de densidad

optica en el intervalo de 0.4-0.8 a 660 nm.

Se transfiri6 una alicuota de 50 uLL de cultivo a cada placa de YPD-agar,
expandiendo con varilla de vidrio procurando distribuir uniformemente.
Se colocaron discos de papel filtro que contienen al compuesto, repartidos sobre la

superficie de la caja y se dej6 incubando a 28° C durante 24 h (Figura 1).
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Ejemplo 4

Calculos de la IC50, IC9oy CMI

a)

b)

d)

Los compuestos a evaluacion (Aj-As) se pusieron en contacto directo con el
microorganismo Candida albicans, formando disoluciones de concentracion

determinada, segun la expresion siguiente:

100 uL de cultivo inoculado + x pg de compuesto + H;O cbp 1 mL de disolucidn.
Se colocaron las mezclas sobre un vortex para homegeneizarlas y posteriormente se
incubaron durante 1 h a 28° C.

Se diluyé cada mezcla a razon de 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:2000; posteriormente se
colocaron en una caja de Petri con agar YPD y se incubaron a 28° C durante 12 a 24
h (Figura 2).

Se realizé un conteo de las colonias que logran crecer y se determind el limite de

concentracion en el cual ya no se registrd ninguna proliferacion (Figura 3).
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REIVINDICACIONES

Habiendo descrito 1o suficiente mi invencion, declaro como de mi propiedad lo contenido

en las siguientes reivindicaciones:

1.

Las moléculas con nticleo base de cumarina de formula A que se caracterizan por la

siguiente estructura:

O
RS Y R,
RS 0" ™NO
A
A1 = R?=-N(Et),, R = H, R1 = CF;
Ad=R%=H, R?=-OMe, R'=CH,N,

Las moléculas con nucleo base de cumarina de formula A de acuerdo a la
reivindicacion 1 para usarse como antifungicos contra Candida albicans.

El uso de moléculas con nucleo base de cumarina de formula A de acuerdo a la
reivindicacién 1 en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de

Candida albicans.

Las moléculas con nicleo base cumarina de férmula A de acuerdo a la
reivindicacion 2 para usarse como antifungicos contra Candida albicans en donde
las moléculas inhiben la sintesis del ergosterol en Candida albicans y en todo
microorganismo capaz de sintetizar este esterol.

Las moléculas con nudcleo base cumarina de formula A de acuerdo a la

reivindicacion 2 para usarse como antifiingicos contra Candida albicans en donde
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las moléculas tienen una concentracion minima inhibitoria en el intervalo de YUU ng

a2 mg.
Las moléculas con nucleo base cumarina de formula A de acuerdo a la
reivindicacion 2 para usarse como antifungicos contra Candida albicans en donde

en las moléculas el porcentaje de inhibicidn de Candida albicans es de 75% a 96%.
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Figura 2
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Figura 3
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