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RESUMEN

Los derivados y analogos de chalcona estan constituidos por dos anillos
aromaticos/y _un sistema a,3-insaturado (enona). A estos compuestos, se les han
atribuido divéersas propiedades biologicas tales como antibacterianas, antifingicas,
antiinflamatorias, etc. En esta investigacion, se sintetizaron seis compuesto de tipo
chalcona, los cuales fueron obtenidas por condensacién de Claisen-Schmidt,
evaluando la efectividad de las metodologias mediante los criterios de la
ecoescala. Los compuestos sintetizados fueron caracterizados por diversas
técnicas espectroscopicas .~ donde se logr6 elucidar las estructuras
correspondientes. La propiedad antibacteriana se evalué a diez concentraciones
(2-300 pg/ sensidisco) en ensayes in vitro por el método de Kirby Bauer frente a
Staphylococcus aureus (S.aureus)caislada clinicamente, usando ampicilina (10
pg/sensidisco), amoxicilina/acido «=¢lavulanico  (31/2.215  pg/sensidisco),
clindamicina (2 pg/sensidisco)/ gentamiecina (10 pg/sensidisco) y tetraciclina (30
pg/sensidisco) como farmacos de referencias. La efectividad inhibitoria de los
compuestos se determind por la presencia y €l famafio del diametro de inhibicién.
Los compuestos 1-5 mostraron un efetto inhibitorio (7-14 mm) del crecimiento
frente a S.aureus, una cepa que resultd ser resistente-a los farmacos del grupo B-
lactamicos y sensible al resto de los farmacos evaluados. El compuesto 6 no
presentd un efecto contra S.aureus. Los resultados obtenidos son de gran interés
en la busqueda de alternativas farmacologicas para el manejo de microorganismos

resistentes
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ABSTRACT

Chalcone derivatives and analogues consist of two aromatic rings joined by a, B-
unsaturated (enone) system. They have presented various biological properties as
antibacterial{ antifungal, anti-inflammatory, etc. In this research, six compounds
were synthesized~using the well-known Claisen-Schmidt condensation, a simple
and low cost method that is amenable to the practice of green chemistry
(Ecoscale). The 'synthesized compounds were characterized by routine
spectroscopic techniquess that were suitable to elucidate the corresponding
structures. The antibacterial properties were assessed at ten concentrations (2-300
ug/sensidisc) using the Kirby Bauer method in vitro assay against a strain of
Staphylococcus aureus (S. (aureus) clinically isolated using ampicilin (10
Mg/sensidisc), amoxicillin/clavulaniceacid (31/2,215 pg/sensidisc), clindamycin (2
ng/sensidisc), gentamicin (10 pg/sensidisc) and tetracycline (30 pg/sensidisc) as
controls drugs. The inhibitory“effectivity.of'the compounds was determined by the
presence and size of the inhibifiondiameterCompounds 1-5 showed an inhibitory
growth effect (7-14 mm) against S:atrreus, acstrain that showed resistance to the
drugs of the B-lactam group and sénsitive to.the rest of the evaluated drugs.
Compound 6 showed not inhibitory effect against.S..aureus. These results are of
great interest in the search pharmacological alterratives for the treatment of

resistant microorganisms.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

La sintesis ofganica (SO) ha revolucionado el potencial de aplicacion de la
quimica orgéanica'tanto en la industria, como en investigacion.! Entre sus objetivos
principales, se destaca la sintesis de moléculas organicas para su
aprovechamiento tanto _a, nivel investigacion como en los diversos sectores
productivos (farmacéutico, alimentario, ambiental, salud, etc.), optimizando la
eficiencia de cada uno deslos procesos y reduciendo los costos, riesgos e
impactos ambientales adversos

En investigacion, el campo de aplicacion de la SO es muy amplio incluyendo la
verificacion estructural de productos de origen natural, la busqueda de
compuestos con posible actividad bioldgica, la preparacion y evaluacion de
analogos de productos de actividad coneeida, la sintesis de compuestos de
especial interés estructural, el desarmrdllo de fivevas metodologias de sintesis,
entre otros.” Dentro de los grupos de estructurassmaleculares de mayor interés en
el area resalta un conjunto de compuesios organicos,conocidos como chalconas
cuyas propiedades antimicrobianas, antivirales, anticancerigenas,
antiinflamatorias, analgésicas, antioxidantes, antipsicoticas vy allelopélticals,?"6
reportadas hasta el momento, la convierten en un exeelente modelo de
investigacion para la busqueda de moléculas analogas con¢mayor potencial
biologico.

El incremento de las infecciones resistentes a los medicamentos antimicrobianos,
identificada durante las dtimas décadas, fue declarado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como un problema de salud publica global.

En México, la situacion no es distinta a la reportada a nivel mundial y aunque los
estudios que abordan a esta problematica aun son limitados, la automedicacion, la
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prescripcion inadecuada y nuestro desconocimiento sobre la resistencia

antimiefobiana nos convierten en una poblacion wulnerable .

Ante esta problematica generalizada se ha intensificado la busqueda de moléculas
con mayor pelencial antimicrobiano. La sintesis de analogos de chalconas nos
permitiria introdugir .una amplia gama de sustituyentes en sus anillos y generar
moléculas con una @actividad biolégica mayor, como posibles candidatos a evitar la
propagacion de micr@organismos patdégenos que amenacen la conservacion del
estado de salud de las_poblaciones, lo cual tendria como consecuencia una
disminucion del gasto «piblico al tener tratamientos eficaces contra estas
enfermedades.® 8° Es por ello.que el presente trabajo tuvo como objetivos
sintetizar seis compuestos tipo_chalcona sobre la base de la optimizacion de

procesos y la evaluacion de la actividad antibacteriana en modelos in vitro.
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CAPITULO 2
2. ANTECEDENTES
2.1 Actividad'biolégica de las chalconas

La sintesis de chalconas sustituidas en varias posiciones ha generado moléculas
con efectos biolégicos, importantes. En 2010, Mokle, et al, sintetizaron los
derivados de chalconas.7-14 a partir de 2-cloro-6-metilquinolina-3-carbalde hido
(15) y la 2-hidroxiacetoferiona,, sustituidas en posiciones meta y para con respecto

al grupo acetil 16-23 (Esquema 1)."°

= EtOH/KOH R N
KA 5
R. -

Rz

16-23

15

16/ 7)R=1
17/ 8)R=1
18/ 9)R=
19/10) R= B
=1

20/11) R

21/12
22/13

)
)
)
)
)
)

R=ClI
R=Br

23/14)R=Cl

R1: H
R1: H
R-]Z H
R1= H
R;= OH
Ry= OH
R1= OH
R1= H

Esquema 1. Sintesis de derivados de chalconas por Mokle, £t al.,,2010.

La actividad antibacteriana de estas moléculas se evalué mediante)ensayos in
vitro usando como modelos de investigacion a Xanthomanas citri, Ervinia
carotovara, Escherichia coli y Bacillus subtilis, se utilizo ampicilina (25 ng/mL)
como farmaco de referencia (FR) y dimetilsulféxido (DMSO) como disolverfte para
solubilizar a los compuestos 7-14. La zona de inhibicién de los compuestos_se
reportd en milimetros (mm). De acuerdo con sus resultados, 10 y 11 mostraron
una potencia mayor al ser comparado con ampicilina, mientras que los
compuestos 8 y 17 mostraron una potencia menor. La efectividad inhibitoria es
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atribuida a su composicién estructural, observandose un efecto mayor con

sustituyentes menos electronegativos (iodo) en meta y para (Tabla 1).

Tabla 1 EvaluaCion de |a actividad antibacteriana de los compuestos sintetizados por Mokle, et al.,
2010.

Zona de nhibicion (mm).

Coﬂiﬁpésto X.citri | E.carotovara E.coli B. subtilis
07/-\

15 13 16 10
08 ()L i 18 20 20 22

l 09 | 12 l 14 l 09 | 11 ‘
10 A /f,! 11 13 08

l 11 25 27 l 24 | 27 ‘
12 ) 25 22 29

‘ 13 | ?:;(;f‘ 16 [ 11 | 14 ‘
14 18 \Y\17 11 15

DWSO | O Ao 0 [ 0 |
Ampicilina 25‘;;t - -ZVA 22 27

(25 pg/mL) (Q‘ i

En ese mismo afio Tiwari, et al.,"' Sintetizaron mediante la condensacion de
Claisen-Schmidt las chalconas 24-34,. a-partir ‘de. 4-fluroacetofenona (35) 6 4-
nitroacetofenona (36) y seis derivados de hepzaldehido con diferentes
sustituyentes 37-42, obteniendo rendimientos del 47 al 79% (Esquema 2).
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o
Q 0
R I\x H 1) KOH/EtOH R
+
Ri = 2) Hy0 _
Ry
35-36 37-42 24-34
R,= 4-F,4-NO =3-OH, 3-NO,, 3-Cl,

1 ’ ?-2F. 4-CH3.3,4-5CH3_ 24)R=4-F  R,=3-OH
25)R=4-F  R,=3-NO,
26)R=4-F  R,=3-Cl
27)Ry=4-F  R,=4-F
28)R,=4-F  R,=4-CH,
29)R,=4-F  R,=3,4-OCHj
30)R=4-NO, R,=3-NO,
31)Ry=4-NO, Ry=3-Cl
32) Ry=4-NO, Ry=4-F
33) Ry=4-NO, R;=4-CH;

34) Ry=4-NO, Rz=3,4-OCH,3

Esquema 2. Sintesis de chalconas mediante,condensacion de Claisen-Schmidt realizada por

Tiwan, et al., 2010.

La actividad antibacteriana y antifungica se evalu6 in vitro a una concentracion de

100 pg/mL usando como modelos_a Eschefichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Aspergillus niger y Aspergillus flavus. En el ¢aso de las bacterias se usé agar

Muller-Hinton y en el caso de los hongoss/agar dextrosa Sabouroud. Se us6 DMSO

como disolvente vy, estreptomicina y fluconazol fueron.aplicados como FR. Los

resultados obtenidos se muestran enla Tabla 2.

Tabla 2. Evaluacion antibacteriana y antifingica de las chalconas 24-36 ebtenidas por Tiwari, et

al., 2010.
Zona de inhibicion (mm)

Compuesto Antibacteriana

Antifangica )\

E.coli | P.aeruginosa

A.niger ‘ A.ﬂ;rus'

24 15 14 10 12 ‘;;,

LZ__: | 08 | 08 | 12 10 |
12 09 06 08

| 27 | 09 | 10 | 12 08 |
28 08 12 11 12

| 29 | 08 | 70 | 09 12 |
30 10 10 08 09
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| 31 | 12 | 09 | 12 ‘ 08 ‘
)32 10 10 12 13

[33 | 09 | 08 | 13 { 12 ‘
3% 14 08 11 10

sfreptomicina [ ® 18 N |
Flu r:aiﬂl 14 13

De acuerdo con los/dates, 24 y 32 mostraron un efecto tanto antibacteriano, como
antifingico, mientrasgque las chalconas 26, 30-32 solamente mostraron efecto

antibacteriano, el resto de loS compuestos solamente mostraron efecto antifngico.

En 2011, Bhuiyan, et al,'? realizaron la sintesis de la chalcona 1 y los derivados
43-50 empleando microondas (MO).como fuente de activacion quimica obteniendo

rendimientos del 70 al 98% y una disminucion notable del tiempo de reacciéon con
respecto al método convencional (refltjo) (Figura 1).

Q o OH O
P SRi = SR, =
D oYy O C
Cl

1, 43-45 46-49 50
1) R4=H 46) R,= 4-Cl.
43) Ry= 3-OCH;_ 47) R,= 3-NO,
44) R4|= 4—N(CH3)2 48) R2= 3‘OCH3
45) Ry= 4-Cl 49) R,= 4-NO,

Figura 1. Derivados de chalconas obtenidas por Bhuiyan, et al,,2011.

La actividad antibacteriana se realizO mediante el método de”Kirby Bauer,
empleando una concentracion de 100 pg/disco frente a cinco“.organismos
patégenos: Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, Vibrio-chelerae,

Shigella dysenteriae y Salmonella typhi. Se emple6 ampicilina como FR. (Grafica

1)
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30
I
g2 -
[=
g at "3
8 =44
= -
@ 18 " 45
=
o “47
g 10 48
=
E— 49
5 50
ampicilina
0
P.oeruginosa 5.0 ureus V.cholerae S.dysenteri S.typhi

Grafica 1. Evaluacion de la actividad antibacteriana de las chalconas obtenida por Bhuiyan, et al.,
2011.

De acuerdo a los datos obtenidos devla, evaluacion antibacteriana, los compuestos
1, 43, 45 y 47 presentaron una.inhibicion del crecimiento moderada, mientras que
49 no mostré inhibicion, siendo Vibrio chelerae la cepa bacteriana mas resistente
frente a la mayoria de los derivados.de chalconas.

2.2 Actividad antimicrobiana de los analogos‘de chalconas

En los dltimos afios se ha incrementadoe el interés” de los investigadores por
sintetizar analogos de chalconas donde el anillo A, €l anillo B 6 ambos sean
compuestos heteroaromaticos, con la finalidad de incrementar su actividad
biolégica contra diversos microorganismos. Bajo la premisa de la eficiencia en la
sintesis de chalconas por condensacién de Claisen-Schmidt ‘\Prasad, et al.,”®
reportaron en 2008 la sintesis de seis analogos de chalconas 51-56.a partir de 2-
acetilpiridina (57) y diversos derivados de benzaldehido en medio~basico y a
temperatura ambiente, obteniendo rendimientos del 75 al 92 % (Esquema 5).
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o) 0

N Ric

> ¢ [ H_1)KOH EOH

4 Z 2) H30

57 51-56
51) Ry= 2,4-Cl.
52) Ry= 4-Cl.
53) R;= 3,4,5-OCH;
54) R,= 3-Br.
55) Ry= 4-OCH

56) R;= 3,4-OCH;

Esquema 3. Sintesis de chalconas a partir dezlgofgac etilpiridina (57) obtenidas por Prasad, et al.,
La evaluacion antibacteriana de estos analogos se realizd6 mediante el método de
Kirby Bauer a dos concentraciones.(50 y 100 pg/sensidisco). Los compuestos
fueron disueltos en DMSO y béncilpenicilinayse empled como FR. Los compuestos
se evaluaron frente las siguientes.eepas bacterianas: Bacillus pumilis, Bacillus
subtilis, Escherichia coliy Proteus vulgaris (Tabla 3).

Tabla 3. Evaluacion de la actividad antibacteriana,de los“analogos de chalconas obtenidos por
Prasad, etal., 2008.
| Zona de inhibicion (mm) |

Compuestos pg/sensidisco B.pumilis B. substilis / \E.caH P.vulgaris

51 50 8 8 9 9
100 10 9 0, 11

52 50 9 9 10 11
100 12 12 12% )\ 12

53 50 13 12 14 15
100 15 15 16 \)’47

54 50 9 9 10 9
100 11 11 11 \© 4

i h

55 50 12 12 11 12

100 14 14 14 14 \(-
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"56 50 12 12 13 11
100 14 14 15 12
DMSO 0
FR /= 50 17 18 20 19
ot

Los resultados de.esta evaluaciéon mostraron que los analogos de chalconas 52,
53, 55, y 56 mostraron un efecto de inhibicion moderado a 100 pg/sensidisco

comparando con elfarmaco de referencia.

Posteriormente, Sridhar,”et al,'* usando la misma metodologia, sintetizaron una
serie de analogos de chalconas 57-63 a partir de 3-acetil-2,5-dimetilfurano (64)
con derivados sustituidos de benzaldehidos (Esquema 4).

53 H KOHJEtOH

57-63

57) R= 3,4,5-OCHj,
58) R=4-Cl.

59) R= 4-NH,

60) R=4-CHj,

61) R=2,4-Cl.

62) R= 9-Antraceno.
63) R=4-OCHj;,

Esquema 4. Sintesis de analogos de chalcona obtenidos por Sridhat, et al., 2011.

La actividad antibacteriana de estos compuestos también fue'evaluada bajo las
mismas condiciones utilizadas por Prasad, et al.,'® solo gue en esté caso, todos
los compuestos mostraron tener un efecto antibacteriano significativoycaontra las
cinco cepas bacterianas a 50 y 100 pg/sensidisco, siendo 59, 60 y 63 los.de.mayor

potencia (Tabla 4).
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Tabla 4. Actividad antibacteriana de las chalconas obtenidas por Sridhar, et al., 201 1.

Zona de inhbicion (mm)

Campucﬁ? . pg/sensidisco B.substilis B.pumilis S.aureus E.coli P.vulgaris
r

| 57 50 12 9 8 11 13 |
o 100 11 10 11 12 8
[N}
| 58 50 12 17 18 14 14 |
\S\lop 21 20 23 15 18
P
| 59 50 16 18 20 18 21 |
100 18 23 23 23 26
o)
| 60 50 20 19 11 18 17 |
100 9" 23 16 19 19 18
s
| 61 50 11 14 17 12 11 |
100 S 13 14 21 16 14
o)
| 62 50 14 18 14 15 16 |
100 1& 23 21 17 20
| 63 50 e p— 20 18 16 13 |
100 /£ 22 ‘(724 22 17 16
| FR 50 27 30 26 24 27 |
100 \3&?’ (,j}( 29 26 31
DMSO 0

En el 2011 Tran, et &f'.,16 sintetizaron/nueve chalconas heterociclicas hidroxi

sustituida en las posiciones orfo, meta.y para 64-66 con rendimientos que

oscilaron entre 51 y 62 % (Figura 2).

64 a-c

a) 2-OH
b) 3-OH
c) 4-OH

Figura 2. Estructuras de las heterochalconas obtenidas por Tran, et al., 2011.

Estos autores evaluaron la actividad antibacteriana por el método de dilucion

descrito por el Comité Nacional de Normas de Laboratorio Clinico (National

10
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Committee for Clinical Laboratory Standards, por sus siglas en Ingles NCCLS)
contra-as siguientes cepas bacterianas: Staphylococcus aureus ATCC 29213 (SA
0 SMSA¢'sensible a la meticilina), Staphylococcus aureus ATCC 43300 (RMSA,
resistente ‘a_lameticilina) y Staphylococcus aureus previamente aislada de una
muestra de origén humano (RMSA aislado, resistente a la meticilina).

Los datos obtenido§ dela evaluacion del efecto antibacteriano de los analogos de
heterochalconas contraylas cepas SMSA, RMSA y RMSA aislado se muestran en
la Tabla 5.

Tabla 5. Determinacion de laconhcentracion minima inhibitoria (CM ) de los compuestos
sintetizados por Tran, et al., 2011

CMI (ug/L)
Compuestos SMSA RMSA RMSA
ATCC 2592@\ ATCC 44330 Aislado
6da IZf 128
64b 54/‘\_ ) 4 ', 128 64
| 64c | 512 | 512 ‘ -- ‘
65a 64 I »° \ A= 32
| 65b | 128 /r @; ‘ 512 ‘
65¢ 256 O 25vn
| 66a | 32 | 64 256 ‘
56D 256 2 7)

La actividad biolégica fue atribuida tanto al grupo hidroxilo"en el anillo B como al
heterociclo del anillo A. El compuesto con el anillo de furano_65 fue el mas
potente, seguido de los derivados de 2-tiofenilo 66 y 2-piridinilo 64.

En ese mismo afio Singh, et al.,'” sintetizaron los compuestos 67-72{ variando los
heterociclos en el anillo A y en el anillo B, utilizando medio basico a temperatura

ambiente (Esquema 5).
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o 0
P§ NaOH/EtOH
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Esquema 5. Sintesis de chalconas obtenidas por Singh, et al., 2011.

Estas heterochalconas también fueron evaluadas como agentes antibacterianos

frente a cepas de Staphylococcus aureus, Bacillus pumilis, Bacillus subtilis™y

R
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Escherichia coli por el método de Kirby Bauer a 50 y 100 pg/sensidisco usando

DMSO como disolvente y ampicilina como FR (Tabla 6).

Tabla 6. Evaluacion de la actividad antibacteriana de las chalconas obtenidas por Singh, et al.,
2011.

Zona de inhibicion (mm)
Com st B. sub stili. B. ili E.coli P. i
puestos ;@)}nydisco substilis pumilis co aeruginosa
| 67 50 9 9 9 8 |
‘HJ(\) 13 12 13 13
| 68 50 8 8 8 8 |
100 )y 12 13 1 12
| 69 50 9 9 9 7 |
100 W -2 12 12 12
o)
| 70 50 8 8 13 7 I
100 @\ 11 7 11
| 71 50 6 7 7 8 |
100 /£ 11 -7 8 10 11
| 72 50 6 7 7 |
100 \\0[ \,//(0 9 9
| FR 50 22 21 22 24 |
100 34 hY 35 34
O 0%

| DMSO

Los compuestos 67-72 provocaron zonas de inhibieion de 7-10 mm a 50

pg/sensidisco y de 11-13 mm a 100 pg/sensidisco como se muestra en la tabla 6.
Los datos derivados de esta investigacion mostraron que estas_heterochalconas
poseen una potencia baja contra las cepas bacterianas evaluadas, al registrarse
zonas de inhibicion inferiores a las obtenidas por el FR (21-24,mm a 50
pg/sensidisco y 32-35 mm a 100 pg/sensidisco).

En el 2013, Khan, et al.,'® sintetizaron las heterochalconas 81-88, a partit )de 3-
acetil-2,5-dimetiltiofeno (89) con diversos derivados de benzaldehido empleando
MO como fuente de activaciéon quimica, obteniéndose rendimientos del 82 al 90%
después de tiempos de reaccién muy cortos (30 a 50 segundos) (Esquema 6).
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o] o 0
. NaOH/EtOH =
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81 73-80
oH OCH, OCHg
R=
HSCO H3C0 \"N
73 74 OCH; OCH, | 77
75 76
O O Hsc>_i\
A\
N
{ ON N, P~CH,
79
78
80

Esquema 6. Sintesis de las heterochalconas-73-80 obtenidas por Khan et al., 2013.

La actividad inhibitoria del crecimiento bacteriano de las chalconas 73-80 fue
examinada por el Método de Kirby Bauer .contra las bacterias S.aureus,
S.pyogenes, S.typhimurium y E.coli, como control positivo se uso6 cloranfenicol (30
ng/sensidisco) y como control negativo DMSO 100%._La susceptibilidad de las

bacterias fue determinada por eltamafio de la zona de inhibicion (Tabla 7).

Tabla 7. Actividad antibacteriana de las heterochalconas 73-80 obtenidas,por Khan et al., 2013.

Zona de inhibicion (mm)
Compuesto S.aureus S.pyogenes S. typhimurium ~ X.caﬂ

73 10.1 +£0.3 9.8+0.2 9.2+0.3 103 +0.4

74 11.3x0.2 11.6+0.3 10.4£0.4 \;iA).a

75 9.8 +£0.2 10.5+04 10.8 +£0.2 11.2+0.5

76 9.6+0.4 92x0.4 11.9+0.4 12.2 LB?TR
77 10.4 +0.2 11.8+0.3 11.5+04 12.5 + 04

78 11.2+£0.4 10.7+0.4 12.6 £0.5 12.8+0.5 ~
79 11.4 +0.3 124 +05 12.8 +0.2 13.4 +0.5

80 18.2+0.4 18.8+0.5 20.8+0.4 22.4+£0.5
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Cloranfenicol 17+£0.5 18.2+0.4 17.2£0.8 20+0.2

W 0 0 0

De acuerdo con el analisis de los datos, las heterochalconas 77-79 mostraron

tener una buena potencia antibacteriana y, el compuesto 80 mostrd una potencia
mayor al compararla con el FR. De acuerdo a esta investigacion las
heterochalconas fitrogenadas poseen un mayor efecto antibacteriano
comparandolas conas heterochalconas que poseen un heteroatomo diferente.

En el 2015 Ritter, et al.,'® trabajaron en la sintesis de las tiochalconas 2, 82-87con

un enfoque de quimica verde”usando glicerina como disolvente en medio basico,
condensando 2-acetiltiofeno (88))y siete benzaldehidos sustituidos, obteniendo

rendimientos del 78 % al 96 % (ESquema 7).

Na@H -
Glicerina, 20.°C

2, 82-87

88

2) R=H
82) R= 4-OCH3
83) R=4-F

84) R= 4-Br
85) R= 4-Cl
86) R= 4-CHs
87),R= 3-OCH,

Esquema 7. Sintesis de las tiochalconas obtenidas por Ritter, ‘etaly, 2015.

La actividad antibidtica fue evaluada contras las bacterias Staphylacbccus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Enterococcus faecalis poyelmétodo
de microdilucién en caldo para determinar la concentracién inhibitoria media, (Clso)
de acuerdo al NCCLS (M7-A7) (Tabla 8).*°
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Tabla 8. Determinacion de la concentracion inhibitoria media (Clso) de las tiochalconas por Ritter, et

- al., 2015
Clso (ng/mL)
compu'e,oﬁ) S.aureus E.coli P.aerugino sa E.faecalis
2 420.5 471
82 \:’,z\ -— - - -
= - [ - [ - [ % ]
f\; — - 13.9
& | 7= [ - [ - | - |
86 = = = p—
87 2194 = | --- | 441.9 | 338.5 |
Tetraciclina <1 ~// 36.4 <t <t

(-—) mayor a 500 pg/ mL.

De acuerdo con los datos registrades en la Tabla 8 las tiochalconas 2 y 87 si
presentan efecto antibacteriano. 87..mostrd efectividad contra Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa,y Enteracoccus faecalis (Clso de 219.1 pg/mL,
4419 pg/mL y 338.5 pg/mL gespectivamente). 83-84 mostraron un efecto
inhibitorio frente a Enterococcus faegalis. mientras que el resto de los compuestos

sintetizados fueron inactivos.

2.3 Las chalconas y su potencial como inhibidores enzimaticos.

Algunas cepas bacterianas han desarrollado mecanismos.de resistencia a ciertos
antibiéticos. Uno de los mecanismos reportados que confieren.esta resistencia es
a través de la enzima B-lactamasa la cual es capaz de inactivar.antibioticos de la
familia de los B-lactamicos como las penicilinas y las cefalosporinas\entre otros.
Esta resistencia adquirida por las bacterias es un reconocido problema mundial de
incrementar el infecciones

salud publica, al riesgo de diseminacion de

ocasionadas por microorganismos resistentes y reducirse el ndmefo de

antibiéticos efectivos disponibles para su tratamiento .’

Jaramillo et al.,?? sintetizaron (E)-1-(4-metil-fenil)-3-(2,3-dimetoxifenil)-2-propen4l -
ona (88) (Esquema 8) a la que le realizaron estudios cinéticos para evaluar su
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efecto inhibidor, ya que pretendian comprobar la formacién del enlace covalente
que se“establece entre el carbonilo de 88 y la serina 64 89 procedente del sitio
activo de“lajenzima B-lactamasa P99 de Enterobacter cloacae, y poder corroborar
la formacion del complejo enzima B-lactamasa-chalcona 90, la cual disminuye la
afinidad de la B-lactamasa por la ampicilina sin afectar la velocidad catalitica de la
reaccion. Dichos.estudios se compararon con el tazobactam como FR (Esquema
8).

El modelado molecular/dedos complejos mostr6 que el efecto inductivo de los
grupos electrodonadores en”la posicion orto y meta del anillo B favorece la
interaccion con los residuos.de lisina-67 y serina-64 presente en el sitio activo,
ejerciendo de esta manera la~actividad inhibitoria protegiendo la integridad

estructural de los antibiéticos 3-lactamicos.

89 88

90

Esquema 8. Complejo de B-lactamasa/chalcona 90.

17
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Actyalmente es imperativo trabajar en la investigacion y desarrollo de nuevos
inhibidotes de B-lactamasas que puedan extender la vida Util de los farmacos 8-
lactamicos o bien, proponer moléculas cuyas estructuras quimicas incrementen
sus propiedades farmacodinamicas y potencien su actividad antibacteriana como
una alternativa“eficaz al tratamiento de microorganismos resistentes a farmacos
comunes, como.es-€l caso de las chalconas, cuya composicién quimica podria
inhibir a las enzimas_hidroliticas que puedan alterar la integridad estructural de los
farmacos B-lactamicos.??

La sintesis de compuestos”organicos cuya estructura contenga uno o mas
heteroatomos y/o la presencia”de grupos que ayuden a aumentar la afinidad,
favoreciendo el potencial farmacolégico, es un area de mucho interés.
Actualmente se ha estado trabajando)para la obtencion de nuevos analogos con
las caracteristicas establecidas.




CAPITULO III

MARCO TEORICO
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CAPITULO 3

3. MARCO TEORICO

La mayoria de las\enfermedades patdégenas son a causa de microorganismos ya
sea por bacterias<0_por hongos. Los antibidticos son la principal herramienta para
tratar las infecciongs \causadas por estos microorganismos, inhibiendo el
crecimiento o alterandd rutas metabblicas necesarias para su existencia.?*
Actualmente, un amplio nimetro de cepas bacterianas han desarrollado diversos
mecanismos de resistencial Staphylococcus aureus (S.aureus) se incluye entre
estos microorganismos resistentes, frente a farmacos de uso comun en particular

al grupo de los B-lactamicos como penicilinas, cefalosporinas y monobactamicos.®

La determinacion de la susceptibilidad baeteriana se realiza mediante pruebas en
ensayos in vitro. El método de_ Kirby Bauer es aceptado por la NCCLS para
evaluar la susceptibilidad bacteriana'frente “a.diversos farmacos, clasificandolo a
las bacterias como Sensible, Resistente.o Intermedio de acuerdo al didmetro de

inhibicion.?
31 Pruebade susceptibilidad bacteriana a antibiética.

Se desarrolla por antibiograma, cuyo principal objetivo es evaluar en el laboratorio
la respuesta degin microorganismo a uno o varios antibioticos;.el resultado de esta
prueba es unegctor predictivo de la eficacia clinica. El antibiograma define la
actividad in vitro de un antibio6tico frente a un microorganismo determinado y refleja
su capacidad para inhibir el crecimiento de una bacteria o poblacion bacteriana. El
antibiograma puede realizarse por el método de dilucién o por el mélodo de
difusion.?®

Para evaluar en forma cuantitativa la actividad de un antibiético o de un
compuesto quimico se debe enfrentar a un microorganismo a una serie de

disoluciones con diferentes concentraciones (ug o uM). La concentracion mas baja
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que’impide el crecimiento bacteriano después de 24+4 h de incubacion a una

temperatura de 36+2 °C se considera la concentracion minima inhibitoria (CMI).

32 Método cualitativo de deteccion de difusion en sensidisco (Kirby

Bauer):

El antibiograma'dised-placa esta basado en el trabajo de Bauer, Kirby et al.*’ es
0 de los métodos/que la NCCLS recomienda para la determinacion de la
sensibilidad bacteriana-a_los antibioticos. El antibiograma disco-placa consiste en
depositar en la superficiesde agar de una placa de petri previamente inoculada con
el microorganismo, disces de papel secante impregnados con los diferentes
antibioticos.
Tan pronto el disco impregnadé de antibiético se pone en contacto con la
superficie himeda del agar, el 'iltro, absorbe agua y el antibidtico difunde
radialmente al agar, formandosé’un gradiente de concentracion.®® Transcurridas
18-24 horas de incubacion, se.observa una_zona translucida alrededor del disco
donde el crecimiento bacteriano ha'sido inhibidar(zona de inhibicién o diametro de
inhibicion), que indica que la cepa-bacteriana)es sensible al antibiético. La
ncentracion de antibidtico en la interface efitre bacterias en crecimiento y
bacterias inhibidas se conoce como coficentracion gritica y se aproxima a la
concentracion minima inhibitoria (CMI) obte nida por metedos de dilucion.
Sin embargo, los métodos disco-placa no permiten una leetura directa del valor de
la CMI. Para cuantificarla, basta con haber contrastado previamente el sistema
disco-placa con un gran nimero de cepas con CMI conocidas que han sido
determinadas previamente por otros métodos de susceptibilidad bacteriana como
el método de dilucién y/o infusién en agar.
Existen diametros de inhibicién, expresados en mm, estandarizados_para cada
antibiético. Las bacterias deben clasificarse como sensible (S), intermedia (l) o
resistente (R) segun los criterios establecidos por el NCCLS, basandose, en el
diametro de la zona de inhibicion. Dichos criterios estan determinados para cada

cepa bacteriana. En este trabajo se realizd el estudio de la cepa Staphylococcus




Sintesis de analogos heteroaromaticos de chalconas y su evaluacion antibiotica in vitro

auréus aislada clinicamente siguiendo las recomendaciones de la NCCSL (Tabla
9).30-31

Tabla9. Concentracion y zona de inhibicion estandarizada de grupos de farmacos contra
Staphylococcus aureus.

Grupo Antibioticos sensidisco Criterios para considerar a las bacterias
(n9) como R, |, S, de acuerdo al tamafio del
diametro de inhibiciéon (mm)

R I S
A Penicilina 10 <28 =29
Amoxicilina / acide” 20/10 <18 19-21 =22
clawulanico
pd
B Vancomicina 30 =15
Teicoplanina \& <11 11-13 =14
Eritromicina 15 <13 14-22 =223
Claritromicina 15@ <13 14-17 218
Azitromicina 15 <13 1417 =18
Clindamicina 2 <14 15-20 =21
o= V.

Trimetoprim/ 1.25/238.75 <10 11-15 =16

sulfametoxazol
c Gentamicina 10 ~ ('\ % 13-14 215
Ciprofloxacino 5 <15 16-20 =221
Oflox acino 5 . <12 \_9\ 13-15 216
Levofloxacino 5 <13 14-16 =17
Cloranfenicol 30 <12 '(Q 13-17 =18
Rifampicina 5 <16 17-19 =220
Tetraciclina 30 <14 8 =19
D Norfloxacino 10 =12 13—56 =17
Lomefloxacino 10 <18 19-21 /\ =22
Nitrofurantoina 300 <14 15-16 =17
Sulfisoxazol 250 o 300 <12 13-16 7{5 217
Trimetoprim 5 <10 11-15 216

7

Las bacterias pueden adquirir resistencia a los antibidticos, mediante mutacighes
sus genes y por adquisicion de genes resistentes de ofras bacterias 6 virds.

Esta “ransferencia” puede ser por transduccion o por transformacion cuando el
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intercambio genético se realiza entre bacterias de la misma especie 6 de especies
genéticamente muy proximas, y por conjugacion cuando se intercambian genes
entre diferéntes especies, a través de transposones y plasmidos conjugativos.®

3.3 Resistentia a los antimicrobianos.

La resistencia miefobiana se define como la capacidad de los microorganismos
para adaptarse y sobrevivir en condiciones ar&nientales relativamente hostiles
como es el caso de la €xposicion a farmacos. Esta condicion de estrés para el
microorganismo, trae como _resultado la destruccion de las cepas susceptibles,
mientras que las cepas resistentes prosperan y ganan predominio. En el caso
particular de las enfermedades.infecciosas que afectan al hombre, esta reportado
que, a mayor exposicion al antibiotico,mayor es la aparicion de cepas resistentes.
Actualmente muchos agentes patdgenoes causantes de infecciones nosocomiales y
comunitarias presentan resisténcia a diversos antimicrobianos, por lo que se han
convertido en un grave problema de\salud'piblica en todo el mundo.®
Gran parte de la energia y de la-eapacidad genética de la célula bacteriana se
utiliza para resistir activamente a”los, antibiéticos,®* un microorganismo es
sistente desde el punto de vista biologico cuando las concentraciones de
farmaco necesarias para su inhibicion se® hacen cadatvez mayores y desde el
punto de vista farmacolégico, cuando se debe aumentar'la dosis del antibiético
hasta niveles tan altos que resultarian toxicos para el paciente .*

Durante afios, los laboratorios de microbiologia clinica han realizado pruebas de
sensibilidad a diversos farmacos en aislamientos bacterianos provenientes de
infecciones comunes, evidenciando no solo los microorganismos- patdogenos
asociados a enfermedades especificas, sino su progresiva resistencia @ farmacos

de uso comUn para su tratamiento.%®

La resistencia se evidgtia en enfermedades infecciosas frecuentes que ‘son
tratadas con farmacos de uso comun y que generalmente afecta a los pacientes

mas debilitados. Actualmente se considera que la interaccion constante entre los

22
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microorganismos y los agentes antibioticos constituyen la principal causa de la
apariciényde resistencia antimicrobiana.

Durante la=Vigilancia epidemiologica de resistencia a farmacos es fundamental
conocer los “patrones de sensibilidad de los patdgenos provenientes de las
comunidades y\de los centros hospitalarios. De acuerdo a los casos clinicos
proveniente de comunidades rurales, se han reportado un gran nimero de
aislamiento de  Streplococcus  pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Staphylococcus aureus,.Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Shigella y
Salmonella, mostrando resiStencia a diversos tratamientos. Dentro del grupo de
bacterias proveniente de aislamiento clinico en hospitales se han reportado
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,

Acinetobactery Enterococcus spp ¢omq cepas resistentes.®

3.4 Impacto global de la resistenciaantimicrobiana.

En la actualidad el tratamiento eficaz.de las enfermedades infecciosas constituye
uno de los principales retos en el+Sector salud y en investigacion. Desde el
descubrimiento de la penicilina en 1940;)los avances en ciencia y tecnologia
farmacégca han favorecido el desarrollo de antibidticos potentes 38 sin embargo,
su uso ejerce una presion de seleccién que trae censigo la diseminaciéon de
microorganismo patogenos con la capacidad de desarrollar mecanismos de
resistencia. Este es un fendbmeno que conlleva a un increménto-constante en la
diseminacion de enfermedades infecciosas y a una menor{disponibilidad de
tratamientos eficaces para su fratamiento; una problematica creciente que
amenaza la salud de las poblaciones en muchas partes dgl mundo.*

En gran parte del mundo, se ha presentado una alta prevalenciade las
enfermedades infecciosas en la poblaciéon infantil principalmente afectada por
enfermedades respiratorias y gastrointestinales ocasionadas por microorganismas
patdgenos resistentes.’’ Dicha resistencia, se atribuye a la enzima B-lactamaga
generada por algunas cepas bacterianas tales como Enterobacter cloacae, por lo
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que’sesha trabajo en la busqueda de compuestos capaces de inhibir dicha

enzima’*

3.5 Estrategias para enfrentar la resistencia microbiana.

Tomando en‘etienta que la resistencia es un problema mundial que se presenta
actualmente en“todos los ambitos sociales, debido al uso y abuso de farmacos
para el tratamiento_de” infecciones comunes entre la poblacion, la combinacion
simultanea de diversas’sustancias activas y la falta de apego a la terminacién de
los tratamientos farmacologicos. Esto ha llevado a la implementacion de la
farmacovigilancia en la “distribucién de los farmacos antimicrobianos en las

instituciones del sector salud.*

Por lo tanto, la Organizacién Mundial.de la Salud (OMS) ha propuesto algunas
estrategias para contener la resistencia a los antibibticos, la cual se describe a
continuacion: 1) realizar pruebas de susceptibilidad microbiana para el uso
adecuado de los antibidticos, evitando prescripciones médicas incorrectas. 2)
monitorear el acceso de los antibidticos recetado por los médicos. 3) implementar
capacitaciones en los sectores de salud, publica sobre el uso adecuado y la
administracion de los antibioticos. 4) fomentar el desarrollo de nuevos compuestos
cuya estructura quimica incremente sus propiedades farmacodinamicas y
potencien su actividad antibiética. 5) fomentar el desarfollo,de nuevos farmacos
con capacidad de confrarrestar los mecanismos de resistencia bacteriana. 6)
Verificar la administracion antibidtica a los animales destifados al consumo

humano.*®

Llevando a la practica estas estrategias se puede minimizar la ‘apancion de

bacterias resistentes a farmacos.

En las comunidades rurales con escasos recursos econdémicos y acceso limitado ‘a
servicios de salud publica, la poblacién ha recurrido al uso de plantas medicinales

como fuentes alternativas para el tratamiento de las enfermedades mas
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comnes.** De acuerdo a diversas investigaciones, los extractos y/o aceites
esencidles de algunas plantas han mostrado poseer propiedades farmacologicas,
debido a“la existencia de compuestos organicos que fungen como principios
activos entre~ los que se encuentran esteroides, alcaloides, flavonoides,

encontrando cefpuestos deltipo chalconas y/o flavononas.*®

Algunas chalconas/ con sustituyentes electrodonadores en diversas posiciones
han presentado actividad antibacteriana frente a cepas aisladas de S. aureus,
Enterococcus faecalis y-Batillus subtilis,® tal efecto se atribuye a la inhibicion de la

glicoproteina-P, proteina invblucrada en la multirresistencia a los farmacos.*®

3.6 Chalconas.

Quimicamente, el esqueleto de la“chalcona esta constituido por dos anillos
aromaticos que estan interconectados por tres carbonos que forman un sistema
carbonilico a,3-insaturado, su mombre IUPAC es (E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona.
Un derivado es un compuesto'gque mantiehe el esqueleto quimico intacto y
solamente varia la sustitucion, mientras que/Un analogo se define por tener
similitud con el compuesto original, variando el eSqueleto quimico original (Figura
3).

Los derivados y analogos de chalconas poseen una amplia gama de actividad
biologica por ejemplo: anti-bacteriana, anti-flingica y anticancerigena.*’ Los
cambios estructurales presentes en las chalconas, le econfieren una gran
versatilidad para ser explotadas en el desarrollo de nuevos agentes ‘medicinales,

gue sean mas potentes y menos toxicos.
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anillo A anillo B
Chalcona
(0] 0] OH
N _Z O;N = O
@
N
Analogo de chalcgna Derivado de chalcona

Figura 3. Estructura’general de la chalcona, analogo y derivado.

En los ultimos afios, se han“desarrollado muchas estrategias de sintesis
principalmente a partir de derivados ‘de acetofenona y aldehidos aromaticos, asi
como también modificaciones~a la estructura fundamental de la chalcona con el
propésito de encontrar agentes”farmacolégicos con alguna actividad especifica.
Las chalconas poseen dos sitios' altamente’ electrofilicos por lo que son
considerados buenos receptores de nuclesfilos(Figura 4).*2

sitios

electrofilicos
@ )
=

OEA®
Enona

anillo A anillo B

Figura 4. Sitios electrofilicos de la chalcona.

3.7 Sintesis de chalcona.

El primer trabajo de sintesis de chalconas se realiz6 en el Gltimo decenio ‘del Siglo
XIX y fue llevado a cabo mediante la condensacion de aldehidos aromaticos.y
derivados de acetofenona, siendo la reaccion catalizada tanto por acidos como por
bases en condiciones homogéneas, y fue reportada por Kostanecki, et al;
(Esquema 9).%°
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No @obstante, esta via ampliamente utilizada, tiene la desventaja de demandar
mucha“energia, utilizada en sistemas de reflujos exhaustivos y operaciones de
enfriamientos en algunas etapas de sintesis, ademas del consumo de disolve ntes
para la extraecion y purificacion del producto los cuales suelen ser residuos
toxicos que hay que ftratar antes de desecharlos por el riesgo de contaminar el

ambiente.*®
o 0 0
R X" “CH, X" H HoB N Z | X
| + " - —
1 P R2 | Z HZO R1/| = e Rz

Esquema:9. Sintesis de chalcona.

3.8 Mecanismo de reaccién por.condensacién Claisen-Schmidt.

Actualmente, esta reaccién y sumecanismo han sido arduamente estudiados. Se

conoce que la condensacion de, aldehidos. aromaticos con derivados de la

)* como en

acetofenona puede llevarse ya sea ep*medio_béasico (Esquema 10

medio acido (Esquema 11).
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Enolato
/’_'\‘ ~
o B-hidroxi

MEDIO BASICO
tO Na O
+
CCh2 Na OH
0 o OH
_ E1lcb
OH _—
Compuesto aldollco
O OH

Compuesto a—p insaturado

Esquema 10. Mecanismo de reaccién'para la obtehcion de la Chalcona por medio basico.

En presencia de una base la reaccion~aldélica-procede por la extraccién de un
protén a al carbonilo de la acetofenona, formandose.un enolato. Este actia como
nucle6filo, que ataca al grupo carbonilo del benzaldehido, formandose un
intermediario llamado compuesto aldélico 6 B-hidroxilo,~que posteriormente se
deshidrata para producir el compuesto o,B—insaturado.”’ De’igual forma se puede
catalizar la reaccién en medio acido, en donde la primera etapa del mecanismo
involucra la tautamerizacion del compuesto carbonilico “para, formar un
intermediario endlico. El &cido también tiene como funcién activar el grupo
carbonilico del aldehido mediante protonacion, haciéndolo altamente ‘electrofilo. El
compuesto endlico es nucleofilico en el carbono o, permitiéndole\atacar al
carbonilo del aldehido, conduciendo a un compuesto intermediario aldélico. Este
suele deshidratarse para producir el compuesto o finsaturado.*?
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MEDIO ACIDO
+ H OH
(o]
H c 0O-H CH;
CH3 H2 H
P + H Enol
o N Ol' Nucledfilo
H : /l\
H
©)J\H

Electréfilo /—\
H ™
0

. O-H
H O OH H

T g — oo —

o OH/—\ b + H o]
N >
H H O O

Compuestos «—p insaturado

Compuesto alddlico H=0

Esquema 11. Mecanismo de reaccion para.la obtencion de la Chalcona por medio acido.

Durante muchos afos la mayoria de los ecompuestos“Se obtenian de forma natural
y provenian de extracciones de plantas, actualmente<€l desarrollo tecnoldgico ha
favorecido la sintesis de un gran nimero de moléculds -en el laboratorio. La
creciente demanda de farmacos y otros productos farmacéuticos han causado un
impacto negativo al medio ambiente, sobre todo por los residuos que se generan
durante los procesos de sintesis, produccion o como productostde desecho. Esta
problematica hace imperativa la generacién de métodos mas <€ficientes que
minimicen la produccién de residuos.”® La quimica verde busca reducirla.cantidad
de materiales y energia durante la sintesis de moléculas, reduciendo al'minimo la
cantidad de desechos.> Asi, se han desarrollado tecnologias para optimizat el'uso
de energia en los procesos quimicos, implementando el uso de ultrasonido Y
microondas como fuentes alternativas de energia con potencial para acelerar las

reacciones quimicas.>
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Entre los objetivos principales de la quimica verde esta reducir y/o eliminar los
disolventes considerados toxicos por otros ecoamigables como el acetato de etilo
y el etanal. Para lograr esto se han generado estrategias de sintesis en ausencia

de disolventes-sin descuidar el rendimiento de las mismas.*®

3.9 Parametros'para la estimacion de la sostenibilidad.

Existen parametros ‘que, permiten analizar y evaluar el impacto ambiental de un
proceso quimico. Hay wna_amplia gama de posibilidades para determinar estos
parametros, sin embargo muchos de ellos consideran variables dificiles de
cuantificar. Actualmente los{conceptos de residuo o subproducto han sido bien
aceptados para determinar el_impacto ambiental de un proceso quimico. Se
considera residuo cualquier disolvente empleado en una sintesis y como

subprod ucto toda sustancia que se genere distinta del producto objetivo.

3.10 Laecoescala.

En el 2006, Aken, et al.,”” desatroflaron @na herramienta de analisis semi-
cuantitativa para evaluar la calidad de, unareaccién basada en parametros
aconémicos y ecologicos. Para dicha evaluacién se.usa una escala del 0 al 100,
de forma que cero representa una reaccion que ha“resultado completamente
falida (rendimiento = 0%), mientras que el 100 representa una transformacion
ideal en la que un sustrato se transforma con un rendimiento del 100%, a partir de
reactivos de bajo precio, a temperatura ambiente, con un riesgé minimo para el

operador y unimpacto ambiental minimo.

Se han establecidos seis parametros que influyen en la calidad de las.condiciones
de la reaccion:

1) rendimiento, 2) precio de reactivos, catalizadores y disolventes,
3) seguridad, 4) manipulacién, 5) temperatura/tiempo y 6) procesado y pufificacion
(Tabla 22,en la pagina 77, Anexo |). A cada uno de estos parametros se le asignan
puntos ﬁe penalizacion, cubriendo las posibles situaciones que se producen-en
una reaccion guimica a escala laboratorio. La puntuacion final de la reaccion o

ecoescala, viene dada por la ecuacion 1:

30
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Ecoescala = 100 — ), puntos de penalizacion (1)

Con esa metodologia es posible evaluar el impacto ambiental que se produce en

la obtencién-de un compuesto determinado. Si el porcentaje obtenido es mayor
gue 75, el proceso es calificado como excelente, si se sitia entre 50-74 es

aceptable y si esimenor a 50 es inadecuado.




CAPITULO IV

JUSTIFICACION
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CAPITULO 4

4. JUSTIFICACION

Las infeccioneS provocadas por bacterias son un problema grave de salud publica
en todo el mundo~A pesar de la amplia gama de farmacos disponibles para
tratamiento de enfermedades infecciosas, su uso inadecuado ha generado la
aparicion de resisteneia-en un gran numero de microorganismos patégenos
dificultando la eficacia de los_tratamientos actuales. Es por ello que se requieren
nuevas estrategias para 13" sintesis de nuevas moléculas organicas con una mayor
efectividad farmacolégica aumentando la sostenibilidad de las reacciones.

En la actualidad se reporta un interés_creciente por la sintesis de derivados y
analogos de chalconas debidd a su potencial antibidtico. Es por ello que el
presente trabajo propone la sintesis de seis compuestos de tipo chalcona
mediante condensacion de Claisen:Schmidt siguiendo estrategias de quimica
verde y la evaluacion in vitro del efecto inhibitorio sobre el crecimiento de

S.aureus.
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CAPITULOV

OBJETIVOS
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CAPITULO 5

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Sintetizar, caragtetizar quimicamente los analogos de chalcona y evaluar su

actividad antibactefiana in vitro.

5.2 Objetivos especificos

1. Sintetizar los compuestos <1-6. a partir de benzaldehido y la arilmetilcetona

correspondiente, mediante.metodologia de quimica verde.

o]
s

(E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona
1

o)
S =
N\

(E)-3-fenil-1-(2-tiofenil)prop-2-en-1-ona
2

(o]
N ==
RS
®
N

(E)-3-fenil-1-(2-pirazinil)prop-2-en-1-ona
3

o)
o _—
N

(E)-3-fenil-1-(2-furanil)prop-2-en-1-ona
4

O
N =

=

P

(E)-3-fenil-1-(2-piridinil)prop-2-en-1-ona
5

(E)-3-fenil-1-(2-hidroxi-4,6-dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona
6

2. Evaluar la sostenibilidad de las metodologias empleadas en la sintesis\del

derivado y de los analogos de chalconas mediante la ecoescala propuesta

por Aken, 2006.%”
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8. Caracterizar los compuestos, mediante analisis fisicoquimico (punto de
flsion) y espectroscépicos (RMN 'H y RMN *°C).

4. Evaluar la actividad antibacteriana de los seis compuestos in vitro por el
Métode-de Kirby Bauer.




CAPITULO VI

METODOLOGIA
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CAPITULO 6

6. METODOLOGIA

La presente investigacion se llevé a cabo en dos etapas: 1) proceso de sintesis,
caracterizacion fisieo-quimico, y el andlisis semicuantitativo de la ecoescala y 2)
evaluacion del efecto inhibitorio sobre crecimiento de Staphylococcus aureus

(S.aureus) por el método.de Kirby Bauer (antibiograma) (Esquema 12).

PRIMERA PARTE

o (o] o]
i), ii)
R)J\ ©)LH - R =
+
1-6
SEGUNDA PARTE

@]

R > o

16 S.aureus =

OH
N Ny
1 2 3 4 5 S |

Esquema 12. Esquema general del proceso de sintesis via condensacion Claisen-Schmidt y su
evaluacion antibacteriana. Reactivos y condiciones i) 2-acetilpirazina, Etanolydimetilamina. ii)
NaOH, Etanol, t. amb.

6.1 Métodos generales

gprogreso de todas las reacciones fue monitoreado por cromatografiaen’capa
fina (CCF) realizada sobre cromatofolios Merck de gel de silice 60 (con indicador
de fluorescencia de 254 nm y espesor de 0.2 mm), se uso permanganato” dé
potasio (K2MO,) como agente revelador. Los compuestos fueron secados en una
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estufa marca RIOSSA. Los disolventes de grado técnico fueron destilados antes

de su.uso.

Los reactivos de partida: 2-acetilpiridina, 2-acetilpirazina, 2-acetiltiofeno, 2-
acetilfurano,’ V1.-(2-hidroxi-4,5-dimetoxifenil)-etanona, y benzaldehido, se
consiguieron comercialmente de la compafiia Aldrich.

Para la generacién.de”energia ultrasonica se utilizd un bafio de ultrasonido (US)
Cole-Palmer modelo 08890-21.

6.2 Proceso de Sintesis

A continuacion, se describe la ‘metodologia empleada para la obtencion de los
compuestos sintetizados.

6.2.1 Meétodo general a:

En un matraz redondo de 50 mL, se disoNid-benzaldehido (0.81 mmol) en 8 mL de
etanol. Esta mezcla se agitd constantemente a una temperatura de 0°C.
Posteriormente, a esta solucion se 1e_agregd. la’ arilmetilcetona correspondiente
(0.81 mmol) y 4 mL de una solucién 1M/de NaOH~(0.81 mmol) por goteo.*® Esta
mezcla se mantuvo en agitacion vigorosa hasta aleanzar temperatura ambiente
(28+2 °C). El consumo de la materia prima se comprob® por CCF (AcOEt¥/Hexano
2:8), y se reveld a la luz ultravioleta o con KMnQ,. El sélido formado se separ6 por
filtracion, lavd con agua fria y secoé a 40 °C. La purificacion se realiz6 por columna
cromatografica (15/85 AcOEt/Hexano) y por cristalizacion por par de disolventes
(diclorometano/hexano).

622 Meétodo general b:

En un matraz balén de 50 mL se adiciond la acetona correspondiente (0.8%mmol)
y benzaldehido (0.81 mmol) en 8 mL de etanol, a esta solucion se agregdaron
0.042 mL de dimetilamina (0.81 mmol) por goteo. Esta mezcla se agitd
constantemente hasta solubilizar las materias primas. Posteriormente la mezcla se
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act@ediante sonicacion ultrasonica por 3 h a 65 °C, se retird del bafo y se
agitd tantemente hasta la formacion de un sélido.°® El sélido formado se
separd pdf ltracion, lavé con agua fria y secd a 40 °C, su purificacion se realizod

por colum a@matog rafica (15/85 AcOEt/Hexano).
6.2.3 c/\qgu izacion fisi imi
2. erizacion fisico-quimico
/7

Se determino punt@‘usién de cada compuesto empleando un equipo Fisher —
Jones y no estan corr: s (Figura 5).

Para obtener los espectros en R@ Hy ‘%ﬁ emple6 el espectrémetro modelo
Bruker Ascend ™ (500 y 600 MHz) ( gura 6)

Figura 6. Equipo de RMN Bruker Ascend™ 600. ;6

6.2.4 Pruebas de solubilidad %\

Se realizaron pruebas de solubilidad a cada uno de los compuestos sintetizag\
Los disolventes que se emplearon fueron solucion salina, metanol (MeOH)y
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diclorometano (DCM), acetato de etilo (AcOEt), dimetilsulféxido (DMSO),
dimetiformamida (DMF), cloroformo y etanol (EtOH).

En 8 tubos de ensayo (13 mm X 75 mm) se agregd 20 mg del compuesto a
analizar. Posteriormente a cada tubo se le agregd 200 pL de cada disolvente y se
agitd a temperatura ambiente (28+2 °C). En los tubos donde no se disolvié a este
volumen, se le afiadi6 solvente en porciones de 200 pL hasta completar un
volumen final de 600 pL. Los compuestos que no presentaron solubilidad en 600

uL, se sometieron a calentamiento en bafio maria con agitacién constante .>°

6.2.5 Analisis semicuantitativo de la ecoescala.

El andlisis para determinar la calidad de las reacciones durante el proceso de
sintesis se realizd de acuerdo a las indicaciones propuesta por Van Aken en base
a la ecoescala. (Sesién 3.10, pagina 30-31)

6.3 Evaluacién antibi6tica.
6.3.1 Preparacion del medio de cultivo.

Se usd agar Mueller Hinton deshidratado como medio de cultivo (BD Bioxon, Lot
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mm/1/4”), se almacenaron en viales de vidrio de 10 mL y se esterilizaron en

autoclave a 15 psi durante 15 minutos. (Figura 7).

Figura 7--Sensidiscos empleados en los antibiogramas.
6.3.3 Activacion y.crecimiento bacteriano.

Una cepa de Staphylococcus atreus proveniente de muestras clinicas, se aislo y
activd mediante sembrado por estria.simple de acuerdo al método del CLSI (del
inglés, Clinical and Laboratory Standards Institute). Esta placa se us6 como base
para el sembrado en los ensayos in vitro.

Bajo condiciones asépticas, un inoculo de la=€epa bacteriana previamente activada
se tomd mediante el uso de un asa bacterioldgica. El inoculo se disolvio en 5 mL
de solucion salina (0.9 %) y su turbidez.se cuantifico de acuerdo a la escala de
McFarland en un espectrofotometro Genesys™ (10S Uv-vis (Thermo Fisher
Scientific) a 625 nm. Brevemente, se prepar6 una sene«de, disoluciones de cloruro
de bario 0.48 M (1% p/v) en acido sulfarico 0.18 M (1% v/V) generando una curva
de calibracion (R?=0.9949), sobre la cual se interpold la~absorbancia de la
suspension bacteriana, se procurd una concentracion final de 1,54 X 10® UFC/mL

por inoculo (Tabla 10).%°
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Tabla 10. Preparacion de los estandares de McFarand.

Tubo Escala BaCl 0.048 M H,SO, 0.18 M UCF/mL
(mL) (mL) (X10°%
McFarland

i 0.5 0.05 9.95 1.5
2 1.0 0.10 9.90 3.0
‘\’ﬂz_‘ 2.0 0.20 9.80 6.0
4 3.0 0.30 9.70 9.0
5 7 40 0.40 9.60 12.0
6 [ 50 0.50 9.50 15.0
7 'esg) 0.60 9.40 18.0
8 7 0.70 9.30 21.0
9 807 P 0.80 9.20 24.0
10 9.0 0.90 9.10 27.0
11 100 7 __1.00 9.00 30.0

Para definir la curva de calibracion que mejor representa la relacién entre la
absorbancia (A) y la concentracion(C) se realizd calculos de regresion lineal como

se describe en la ecuacion 2:
A=mC+.b(2)
Para obtener la pendiente (m) se empleéa siguiente formula.
_ n(ZAc-FA¥ C)[
M= ze-(30 3)

Para la ordenada al origen (b) se utilizo la féormula que se muestra a continuacion:

Donde A es la media de la absorbancia y € es la media de la concentracion, para

determinar las medias se empled las siguientes formulas:

C= En_C; A= ETA Donde n= nimero de tubos (muestra) (5)
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Y por ultimo se empleo la ecuacion 6 para determinar el coeficiente de correlacion
2
(R%).

2 _ [n(EcA)—(50)(£A)]? 6)
[(n(Xc2)~(EC)2+n(T 42 —(£4)2)]"

Todos los valores se corroboraron usando Excel.

6.3.4 Método ‘cualitativo de la susceptibilidad bacteriana (Antibiograma,).

Cada evaluacion antibidticasse realizd en condiciones asépticas y de acuerdo al
método de difusion descrita porKirby, et al.5' siguiendo las recomendaciones del
CLSI. Esta prueba se realizd*’'en tres etapas, 1) optimizacion de cuatros
disolventes, dimetilsulféxido (DMSQO), diclorometano (DCM), etanol (EtOH),
cloroformo (CHsCl) y una soluciéntacuosa de lidocaina® (LID), evaluando la
toxicidad frente a S.aureus {y—su efeclo de solubilidad de 4 (10 y 100
ng/sensidisco), se selecciono el menos toxico y el mas efectivo para solubilizar los
compuestos 1-6. Ampicilina (Amp:),~amoxicilina/Acido Clavulanico (Amox-Ac.),
clindamicina (Clin.), Gentamicina (Gent.)\tetraciclina (Tet.) y nitrofurantoina (Nit.),
se emplea como farmacos de referencia.”® 2)”Evaluacion antibiética de los
compuestos 1-6: se evalud a diferentes concentraciones (2-300 pg/sensidisco)
empleando el disolvente que no presentd inhibicion del” crecimiento bacteriano.
Brevemente, cada placa fue inoculada mediante estriado’ triple, posteriormente
cuatro sensidiscos se distribuyeron sobre la superficie.®? Sobre.¢ada uno de estos
sensidisco se deposita 10 yL de cada uno de los siguientes compuestos: 1) H20,
2) Farmaco de Referencia (FR), 3) solvente y, 4) Compuesto 1-6 (Figura' 8).
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% H,0 1-6

H.O0 1
—_—
o [ ] Incubacién @
1B8had7t1°C
FR Solvente FR Solvente
Figura 8. Diagrama de trabajo para la evaluacion antibiotica de los compuestos 1-6.

Cada una de estas‘placas se incuba a 37+1 °C durante 18 h en una estufa de
cultivo marca RIOS.ROCHA S.A. modelo E-082. Al finalizar el periodo de
incubacion, los resultados de“la actividad biolégica fueron registrados, realizando
dos repeticiones para rectificar los datos obtenidos.




CAPRITULO VII
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CAPITULO 7

7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 PROCESQ.DE SINTESIS
7.1.1 Sintesis de los compuestos sintetizados.

A excepcion del compuesto, 3, todos los compuestos se obtuvieron mediante la

metodologia a (Seccion 6.2, pagina 36, Esquema 13).

Al tratar de obtener 3 mediante_la-metodologia a se obtuvo un polvo blanco con
alto punto de fusion (192-194 °C); el cual se le realizaron las caracterizaciones
correspondientes (RMN 'H y '®C). ‘El, analisis de RMN mostré desplazamiento
quimico que no corresponde altompuesto de interés. Pensando en activaciones
alternas, se probaron ocho _condiciones de reaccion mediante activacion
ultrasonica o por microondas, observando huevamente como producto al solido no
deseado (Condicién A-G, Tabla 11).

Tabla 11. Condiciones de reaccion/pata la obtencion del compuesto 3.

Condicién Tiempo Activacion Etanol R% 3 R%desconocido
quimica
A 15min. Microondas® S/disolvente 0" ; 0
B 4h. Agitacion® 1.8ml 0 71.2
© 2.5h. Agitacion® sml 0 ; 6)95
\
D 75min Ultrasonido® s/disolvente 0 40
E 2h. Ultrasonido® 5ml 0 70%
F 10min. Microondas® 7ml 0 75
G 15min. Microondas® 7mL 0 85 \J(\
H 3h Ultrasonido® 5 mL 80 0 8

a) 55 °C, 80% potencia, 1 psi, acido P-TsOH (.5 eq.). b) 55 °C, 80% potencia, 1 psi, 1.5 NaOH (1.5 eq). C) 60
°C,1.5MNaOH (1.5 eq.). d) 1.5 M NaOH (1 eq). ) 1 eq. dimetilamina, etanol, 65 “C.

43
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Los"datos espectroscopicos del compuesto desconocido mostraron sefiales en

campos altos (1-4 ppm para CHs y CH>), de acuerdo a la estructura del compuesto
3, se espera observar desplazamiento en campos bajo (7.3-9.3 ppm).

o o] o)
NaOH
NS H . . AN 7
(T A4 — (]
-
N EtOH, t. a. N

Esquema 13. Ruta sintética para obtener el compuesto 3, mediante la metodologia a.

Frente a la problematica presentada, se procedio a la busqueda bibliografica
donde se describiera una ruta sintética viable para la obtencion del compuesto 3,
encontrando que Optelalova, et ali™® en el afio 2006 reportd la metodologia b
(Seccion 6.2, pagina 36), la cual.se reprodujo realizandole algunas modificaciones.

(Condicion H, Esquema 14)

Debido a la reactividad de la 2-acetilpirazina; s& empled dimetilamina (base débil)
para llevar a cabo la reaccion, ya que.con hidroxido de sodio (base fuerte) se
obtenia un compuesto diferente al esperado.

El compuesto 3 se caracterizO mediante técnicas~espectroscopica (punto de
fusion, RMN "H y '3C) observandose desplazamiento en7.40-9.23 ppm y sefiales
dobles (75 HZ) de los protones a y B.

) 0] . . _ (0]
N dimetilamina N
N/ )) 3h,65°C \N

Esquema 14. Ruta sintetica para la obtencion de 3.

Las estructuras de los compuestos sintetizados en la presente investigacian,

propiedades fisicas, y rendimientos obtenidos para cada una se presentan en la
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Tabla 12. Los rendimientos oscilaron entre 80 y 95%, observandose para cada
compuésto un color caracteristico.

Tabla 12. Datos fisico-quimicos de los compuestos sintetizados 1-6.

(E)-1,3.difenilprop-2-en-1-ona (E)-3-fenil-1-(2- (E)-3-fenil-1-(2-piridinil)prop-2-
1 tiofenil)prop-2-en-1-ona en-1-ona
2 3
(0]
N =
| -
=

Solido blanco Sdlido verde.

Punto de Fusion:53 °C Punto de Fusion: 80 °C. Punto de Fusion: 62-64 °C.
Rendimiento:85 % Rendimiento: 95 % Rendimiento: 80%
(E)-3-fenil-1-(2-furanil)prop-2-  (E)-3- 1=(2- ilprop- (E)-3-fenil-1-(2-hidroxi-4,6-
en-1-ona n-1fp(( dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona
4 /s' u 6

OH O

Pt ~
(@]
O == N
\ [/])v\@
SN

Salido blanco Solido amarillo
Punto de Fusion: Punto de Fusion:
78-82°C. 98-100 °C.
Rendimiento:95 % Rendimiento:80 %
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7.1.2

Caracterizacion espectroscopica

Los espectros obtenidos nos ayudaron a elucidar y determinar las estructuras 1-6.

A continugcion se presentan los datos derivados de la resonancia magnética
nuclear 'H ¥"®C. en cloroformo-D (CDCls) o metanol-D4 (CDsOD) en el equipo
Bruker Ascend Mée 500 0 600 MHz teniendo frecuencia 150 y 125 MHz en °C.

7.1.2.1

(E)-1,3-difenil-prop-2-en-1-ona (1).

PM= 208.26 g/mol

Form ula= CyoH120

pf=53°C

RMN "H(600 MHz, CDCl3)

RMN ~C (150 MHz)

& ppm I, m, J (Hz) Asignacion |
7.40 3H m Iy 4
7.48 2H, 1(7.2,6.0) 3
7.52 1H,d (15.6) a
7.56 1H, t (7.2, 1.5) 4
7.63 2H, m 2
78 1H, d (15.6) B
8.02 2H, dd (6.0, 1.5) Py

Sppm Asignacion
1226 o
129.0 2"
129.0 3"
%7 1292 2
1295 3
131. 47
1339) p &
135.4 f\\ 1"
138.7 1
145.4 A

191.0 C=0
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7.1.22

(E)-3-fenil-1-(2-tiofenill)prop-2-en-1-ona (2).

PM=214.05 g/mol

Formula = C43H4,0S

p.f=80°C

RMN H (500 MHz, CD,0D)

RMN ~C(125M Hz)

S ppm Asignacion

5 ppm I, m, J (Hz) AWﬁn
7.28 1H, dd (5.0, 3.8) ry
7.47 3H, m 37V 4 g
‘)’ v
7.71 1H, d (15.6) o
7.97 2H, m 72
<\
7.82 1H, d (15.6) B
7.91 1H, dd, (5, 1) 5 f/
8.14 1H, dd (3.8, 1.0) 3

121.3 o
128.3 4
128.4 2"
128.7 T
130.4 ry
132.9 3
1346 5
134.7 1"
1439 B
145.3 7

182.8 C=0
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7.1.2.3  (E)-3-fenil-1-(2-pirizinil)prop-2-en-1-ona (3).

PM= 210.08 g/mol

Formula = Cy3H1oN2 O p.f: 98-100 °C

RMN "H (500 MHz, CD40D) RMN ~C (125 MHz)
8 ppm I, m, J(Hz) nacion 5 ppm Asignacién
%Y
7.47 3H, m Ty 4 119.9 o
7.77 2H, m /i 1285 7
<) ]
| 7.96 1H, d (16.0) B | 1288 3
8.23 H, d (16.0) 4 o S 130.8 Y
|_8.80 1H,dd (2.5, 1.5) - — 134.8 T
8.82 1H, d (2.5) Qg' 4143-5 5
| 9.28 1H,d (1.5) 3 | 143.9 3
45.3
O p
147.3 6
1486 2
.
188.5 Cc=0
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7.1.2.4  (E)-3-fenil-1-(2-furanil)prop-2-en-1-ona (4).

PM= 98.07 g/mol Formula= Cy3H100; p.f.= 82-84 °C
RMN "H (500MHz, CDs;QD) RMN “C (125 MHz)

5 ppm I, m, J(Hz) ‘A@:Ién 5 ppm Asignacién
6.72 1H,dd (3.6, 1.6) 112.4 ry
7.46 3H, m 3 NX_\ 118.7 =
7.59 1H, dd (3.6, 0.6) 3 121 o
7.62 1H, d (15.8) - 7 1 1284 2
7.75 1H, m N 128.7 3
7.85 1H, d (15.8) ]5_/_ 130.5 4

2 - — _
7.88 1H, dd (1.6, 0.6) 5 134.6 1
f) 144.0 B
“147.8 5
5
178.2 C=0
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7.1.2.5

(E)-3-fenil-1-(2-piridinil)prop-2-en-1-ona (5).

PM= 209.08 g/mol

Formula = C44H{;ON

RMN "H (500 MHz, CD,0D)

p.f.=62-64 °C

8 ppm I, m, J(HZ) ?F\l
2
7.46 3H, m 3y &
7.62 1H, ddd, (7.8, 4.7) A \
7.75 2H, dt, (5.3 9 7 |
7.9 1H, d, (16) -
0,
8 H,1d, (7.8, 1.6) T
816 1H, dd, (7.8, 0.8) 3
8.29 1H, dd, (16) o |
876  1H, ddd, (4.7, 1.6, 0.8) &

RMN ™C (125 MHz)
3 ppm Asignacion
120.6 o
122.6
127.1 5
128.4 2"
128.7 3"
. _130.5 47
135.0 1
— )‘}.{‘ 7
1446 B
148. 6
153.3/) 2
189.4 Cc=0
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7.1.2.6  (E)-3-fenil-1-(2-hidroxi-4,6-dimetoxifenil Jprop-2-en-1-ona (6).

PM= 284.10 g/mol Formula= Cy7H104 p.f.= 82- 84 °C

RMN ~C (125 MHz)

RMN "H (500MHz, CD;0D) 5 ppm Asignacion
8 ppm I, m, J(Hz) A‘W“ 55.6 8
3.83 3H,S 8 55.9 7
3.0 3H, S R 91.3 5
59 TH d,(25) 3 j 938 3
6.1 1H, d, (25) S \ ) 106.3 T
7.39 3H, m Fy&
| 76 2H, m 2 ‘ JA :z;j :
77 TH,d, (15.0 B | 712 6
7.9 1H, d, (18.0) a 180.1 4
14.32 iH, S OH
| \ i, A
1424 B
162.5 /\
166.3
168.4 4
196.7 &=0
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Los” datos espectroscopicos nos muestran los desplazamientos y las
multiplicidades de cada hidrogeno presenten en las estructuras. Los compuestos
sintetizados, tienen fragmento de sus estructuras similares, teniendo nlcleos
equivalentes,mostrando desplazamientos, multiplicad e intensidad en el mismo

rango.

Los protones 2", 31" y!4” del anillo aromatico (Anillo B), que se visualizan en un
desplazamiento de 7{77-7.39 ppm. Los protones a de los compuestos 1-2, 4 y 6,
se visualizan en campeos-altos (7.52-7.90ppm) con respecto a los protones j3,
generado por la proteccion del heteroatomo en el anillo A (O, S, C). Para los
compuestos 3 y 5 los protones-.a, se visualizan a 8.23 ppm y 8.29 ppm
respectivamente, dicho desplazamiento puede ser afribuido a la desproteccion
generada por efecto inductivo del nitrégeno. La presencia de los protones a y 8 fue
determinada por medio de .su multiplicidad (doblete) y la constante de
acoplamiento (15-16 Hz). Del mismo mode’se muestra en '°C, donde el carbono a
se visualiza en campos bajos (119.9-127.5 ppm) con respecto al carbono @, los
cuales se visualizan en campos altos: (142:4-145.4 ppm). Los carbonos 2" se
visualizan en campos altos con respecto_a los.€arbonos 3". Los hidrégenos y
carbonos no discutidos poseen desplazamientos propios y caracteristicos de

acuerdo a la estructura quimica propuesta.

7.1.3 Prueba de solubilidad

La prueba de solubilidad se realizé de acuerdo al procedimienta’mencionado en la

seccion 6.2.4, pagina 37 y los resultados se muestran en la Tabla 13,

Tabla 13. Solubilidad de los compuestos sintetizados.

Disolvente 1 2 3 4 5 6 |
Solucién salina - - = - -
| Metanol +A +A +A +A +A ?ﬂ |
Diclorometano + + + + + + \
| AcOEt + ¥ + ¥ T T
DMSO + + + + o +
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DME +A +A +A +A +A +A |
Clor 0 + + + + + +

Etarol +A +A +A +A +A +A |

+ (Soluble), +A (Soluble en caliente), -(Insoluble).

Los solventes\capaces de solubilizar a los compuestos 1-6 fueron diclorometano,
AcOEt y DMSO¢La solucién salina no solubilizd ninguno de los compuestos
sintetizados. Todes los compuestos fueron solubles en calientes en los solventes

utilizados.

7.1.4 Anadlisis de la ecoescala

En las siguientes tablas se ‘muestra los analisis efectuados para determinar la
calidad de la sintesis de los compuéstos 1-6.

Tabla 14. Analisis.dela ecoescala de 1, 3, 5-6.

Reaccion:
o
J)\ _(NaQH R\XL &
s [
? 1,356
1) R=H; X4= C; Xp=
3) R=H; X4= N; X;= N
5) R= H; X;= N; X;= C.
6) R= 2-Hidroxi-3,5-dimetoxi; X4=C; X5= C.
Compue sto 1 3 7 ) 5 6
”
Parametros )(0
1.Rendiemiento (g) 85 % 80 % 80 % 82 %
Ponderacién parcial 25 10 (107 9
2.Precios de los Acetofenona 2-acetilpirazina 2-acetilpiridina  1-(2-hidroxi-4,6-
componentesde la Benzaldehido Benzaldehido Benzaldehido dimetoxifenil Jeta
reaccion Etanol Etanol Etanol nona
NaOH. NaOH. NaOH. Benzaldehido
Etanol, NaOH.
Ponderacion parcial 0 0 0 'O 3
3.seguridad EtOH (F) EtOH (F) EtOH (F) EtOH (F)
Ponderacién parcial 5 5 5 N 6,
4 Manipulacion Manipulacion Tecn. Activ. no Manipulacion Manipulaeion
convencional comun convencional comun comun
Ponderacién parcial 0 2 0 0«
5. Temperatura/Tiempo Tem. Amb.< 24 Cal>1h Tem. Amb.<24 Tem. Amb.< 24
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h Tem. Amb.<1h h h
0°C 0°C o0°C
Ponderacién parcial 5 3 5 5
6.Procesado y C. Croma. C. Croma. C. Croma. C. Croma.
purificacion Crist. v fil. Crist. y fil. Crist. y fil. Crist. y fil.
Ponderacn{@‘rc;af 11 11 11 11
Penalizacion total (Pt) 23.5 31 31 33
Ecoescala= 100-Pt . 76.5 69 69 67
Ponderacion Excelente Aceptable Aceptable Aceptable
Economia atémicai_/" 92.92 % 92.04 % 92.07 % 93.97 %
Eficiencia atomic a: 78.98 % 73.63 % 73.65 % 77.05 %

De acuerdo a los resultados obtenidos nuestro proceso de sintesis del compuesto
1 tiene una ponderacion-Exeelente (76.5), mientras que 3, 5 y 6 tienen una

ponderacion Aceptables (67-69)'con base al rango establecido en la seccion 3.6,
pagina 30-31. Estas ponderacionés' se obtuvieron debido al uso de EtOH como
disolvente ecoamigable y al buen rendimiento. En economia atomica y eficiencia
atomica se obtuvieron porcenidjes buenos (92.97-93.97%) y moderados (77.05-
78.98%).

Para las heterochalconas de cinco miembros ‘enelanillo “A” los resultados finales
fueron ponderaciones de Excelente jpara 2 y_Aceptable para 4. Las buenas
ponderaciones se debieron a que ambes compuestos obtuvieron rendimientos
superiores al 95 %. En el caso de 2, se debio tanto al‘buen rendimiento como a su
pureza, por lo que no fue necesario emplear técnicas“depurificacion. De igual
manera se observd buen resultado en la EfA, obteniendo™©1% 2 y 87% 4 (Tabla

15).
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Tabla 15. Analisis de la ecoescala de las heterochalconas 2 y 4.

Reaccion:
o] (o] o]
X H _ NaOH =
\ + EoH .\
2)X=0 2,4
4)X=8
Com pues&g) . 2 4
Parametros
1.Rendiemiento (g) 96 % 95 %
Ponderacién parcial * 7 2 25
2.Precios de los 2-acetiltiofeno 2-acetilfurano
componentes de la reaccion Benzaldehido Benzaldehido
Etanol Etanol
NaOH NaOH
Ponderacién parcial e O 0
3.seguridad EtOH (F) EtOH (F)
2-gcetiltiofeno (T) 2-acetilfurano (N, T)
Ponderacion parcial P .10 15
4.Manipulacién Manip ulacién-eomun Manipulacién comun
convencional
Ponderacién parcial ) 0 ¢ 0
5. Temperatura/Tiempo Tem. Amb.<'24.h Tem. Amb.<24 h
0°C 0°C
Ponderacion parcial <) e 5
6.Procesado y purificacion Crist oy il. C. Croma.
Crist. y fil.
Ponderacion parcial 1 i/)_ 11
Penalizacion total 18 33.5
Ecoe scala= 100- 82 '@ 66.5
penalizacion total
Ponderacion Excelente Aceptable
Economia atémica: 91.36% 0, 91.60 %
Eficiencia atomica: 87.70 % 87.02 %
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7:2 Evaluacién antibi6tica.

7.2.4 Determinacion de la turbidez.

Se realiz6~la curva de -calibraciébn, para medir la turbidez siguiendo el
procedimiento__de, McFarland. Se obtuvieron las absorbancias de las diluciones
para calcular la ecuacion de la recta (Tabla 23, pagina 87, Anexo V). La
absorbancia de la” suspension bacteriana fue interpolada sobre la curva de
calibracion, para poderdeterminar las concentraciones de los inéculos preparados
durante las evaluaciones de"1-6 (Tabla 16).

Tabla 16. Absorbaneia obtenida de los estandares de McFarland.
Tubo Escala UCF/mL Absorbancia
McFatland  (X10°)

1 0.5 m‘ 1.5 0.146
2 1.0 3.0 0.312
s 20 s 0502
4 30 90 0.627
5 4.0m‘ ‘I?ﬂ' N 0.814
6 5.0 15.0 0.961
7 6.0 f/'18.0‘(')‘ 1.124
8 7.0 21.0 1.282
9 8.0 @ /,_\1.420
10 9.0 27.0 1.570
11 10.0 30.0 1,680
Inoculo 4.99 0.413

Alternamente, la turbidez se determind visualmente comparando la suspension
bacteriana (Figura 9).

Figura 9. Turbidez del inoculo de Staphylococcus aureus.

56




Sintesis de analogos heteroaromaticos de chalconas y su evaluacion antibiética in vitro

A ¢ontinuacion, se muestra la curva de calibracion y la ecuacion de la recta

obtenida por minimos cuadrados. (Grafica 2)

-
1.8 9 A=0,0528C + 0,1494
16 R2=0,9949
E 14 -
© 1.2
[ &)
S 1
£ 08
Q
206 -
< 0.4 -
0.2 - ’
D T L’ T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Concentracion (UFC/mL)

Grafica 2. Recta dedaconcentracion de la escala de McFarand.

El punto color verde especifica lasconcentraeion y la absorbancia del inoculo de la
cepa de Staphylococcus aureus obtenida mediante el despeje de la ecuacion de la

recta.

722 Método cualitativo de la sensibilidad antibacteriana (Antibiograma).

La efectividad de los compuestos como agente antibiglico fue evaluada por el
método de difusion de disco descrita por Kirby Bauer de acuérdo al CLS 15

7.2.2.1 Evaluacion toxica de las soluciones frente aflos farmacos de
referencia.
Como primer acercamiento experimental se trabajé con el compueste 4 usando
dos concentraciones (a= 10 pg/sensidisco y b= 100 pg/sensidisco) empleando los
cuatros disolventes DMSO, DCM, EtOH y CH3Cl y la solucidn acuosa de lidoGaina,
evaluando su efecto de solubilidad e inhibidor. Las placas petri fueron dividas gnd
secciones, Las cuales fueron rotuladas como se muestra en la Figura 10.
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7(

o O e O
o o L y[
Solvente | FR | Solvente
/solucion /solucion

Figura 10:'Diagrama de trabajo para la evaluacion antibacteriana 4.

Los farmacos empleados como agentes antibioticos de referencia, asi como las
concentraciones y los rangos,_ de inhibicion establecidos por la NCCLS® se

muestra en la Tabla 17.

Tabla 17. Concentracion recomendada por la NCCLS de los antibioticos utilizados para la prueba
de antibiograma y criterios para considerara’las bacterias como R, |, S de acuerdo al tamarno del
didmetro de inhibicion.

Antibidtico 1o/ sensidisco Criterios para considerar a
las bacterias R, I, S. (mm)

'7§ | S

Amp. 10 =S [ — 217
Amox-Ac. 31/2.215 o <18,/ 19-21 202
Clin. 2 T s14 1520 221
Gent. 10 <12 13#11\; 215
Tet. 30 <14 15-1(8) =19

La eleccion del disolvente fue en base a su capacidad de disolver el compuesto 4,

asi como su toxicidad (inhibicion) frente a Staphylococcus aureus (Tabla18).
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Tabla 18. Diametro de inhibicion de 4 (10ug/sensidisco).

Solvente/Solucién Compuesto pg/sensidisco Diametro de
inhibicién
(mm)

Em 4 10 6*
DCM 4 10 6*
EtOH \)/‘ . 4 10 &
CHsCl (| 4 10 6"
Lid. - 4 10 6*
DMSO . 10uL 6"
DCM j 10pL -
EtOH 10uL 7
CHsCl Q‘ 10uL 7
Lid. 10uL 8
Agua \y_\ 10uL 6"

“Medida del disco

Como se puede observar en esta tabla, el compuesto 4 a una concentracion de 10
pg/sensidisco, no presentd inhibicion-Staphylococcus aureus resultd ser sensible
a EtOH, CHsCl y a la solucion de Lid., porlo que-se.descartd para la siguiente fase
experimental.

El efecto inhibitorio de 4 se refleja a 100 pg/sensidisco.disuelto en cualquier de los

cincos disolventes utilizados (Grafica 3).

24, 4
%18‘ fl
5
s
‘
E
8
6_
R 2 0,32 30 3830 38 SO S o\b\‘
e of \3? O OF -6%@6’00@ o
s ‘gs SIS @Q\»,d:s"\,oo oy

Grafica 3. Diametro de inhibicion (mm) de 4 (10 y 100 ug/sensidisco) frente a Staphylococcus
aureus.
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El efecto inhibitorio de 4 a 100 pg/sensidisco disuelto en EtOH present6 un efecto
inhibitefio, (17 mm) méas potente frente a S.aureus con respecto a los otros

solvente«12-15 mm).

S.aureus no “présentd sensibilidad hacia DMSO y DCM (Tabla 17), por lo que
fueron utilizados en la siguiente fase experimental (evaluaciones de 10
concentraciones, 2-300°ug/sensidisco). S.aureus mostro resistencia a los farmacos
B-lactamicos (ampicilina’y amoxicilina/acido clavulanico), y resultd susceptible a

tetraciclina, gentamicina‘y/Clindamicina.

En la siguiente fase experimental.se emplearon Amox-Ac., Clin., Tet. y Nit., como
farmacos de referencia. 4 fue”_evaluado a diferentes concentraciones (2-300

ug/sensidisco), empleando DMSO ¢omo disolvente (Tabla 19).

Tabla 19.Diametro de inhibicion (mm)de 4 (2-300 fig/sensidisco) disuelto en DMSO comparadas
con‘los farmacos desreferencia.

Solvente Compuesto pg/sensidisco Diametro de
inhibicion (mm)

Agua Amox-Ac. 31/2.215 7

Agua Clin. 2 rd 22+1

Agua Tet. 30 o, 172

Agua Nit. 300 19

DMSO 4 2 ({*‘rz‘
DMSO 4 5 6 S ¥
DMSO a 10 Ty
DMSO 4 20 6* Yy
DMSO 4 30 7

DMSO 4 40 8

DMSO 4 50 10
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DMSO 4 100 12

DMSO 4 200 13

ol : DMSO 4 300 15

*medidas del disco. NE= No Establecido.
Los sensidiscos controles (DMSO y Hz0) no presentaron inhibicion.

Los farmacos «de., referencia mostraron inhibicion del crecimiento de
Staphylococcus aureus,a excepcion de Amox-Ac., de los cuales Clin., y Nit.,
resultaron los mas potentes (diametro de inhibicion de 22 mm y 19 mm
respectivamente), Tet., resulté de potencia intermedia (diametro de inhibicion de
17 mm) y Amox-Ac., resultd ser el menos potente (Diametro de inhibicion de 7
mm). El efecto inhibitorio causado por 4 se observa a partir de 30 pg/sensidisco
donde se presentd una zona deginhibicion de 7 mm, aumentado (8-14 mm)
conforme al aumento de la concentracion (40-300 pg/sensidisco). Los sensidisco

control no presentaron zona dednhibicion{(Grafica 4).

24 -

Diametro de inhibicién (mm)

! ] 9 O D )
R R N R R T D
I'I'g o

Grafica 4. Diametro de inhibicion (mm) de 4 (2-300 pg/sensidisco) disuelto en DMSO\comparadas
con los farmacos de referencia.

El mismo procedimiento experimental se realizd empleando DCM como+disolvente,
Amox-Ac., Clin., Tet., como farmacos de referencia. (Tabla 20).
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Tabla 20. Diametro de inhibicion (mm) de 4 (2-300 ug/sensidisco) disuelto en DCM comparandola
con los farmacos de referencia.

Solvente compuesto pg/sensidisco Diametro de
inhibicion
(mm)
Agua Amox-Ac. 31/2215 7
\&}ho Clin. 2 28+1
Aglia _ Tet. 30 1621
DCM " 4 2 6"
[y,
DCM 4 5 6*
DCM w Ga 10 6*
DCM 4 20 6"
DCM 4 (‘Q 30 6"
DCM 4 40 9
DCM /é - v 50 9
DCM 4 100 9
DCM 4 ‘—’- B 8
p o'
DCM 4 300 9

*medidas del disco/NE=No Establecido.
Los sensidiscos controles (DMSO y H.O) no presentaron inhibicion.

Como resultado esperado, Staphylococcus aureus mostré _susceptibilidad a Clin., y
Tet., (Diametro de inhibicion de 24 y 16 mm, respectivamente) mientras que a

Amox-Ac., resultd ser resistente.

El efecto inhibitorio del compuesto se presentd una concentfacion de 40
ng/sensidisco (diametro de inhibicion de 9 mm).

El compuesto 4 ocasiond6 un diametro de inhibicion de 8-9 mm para- las
concentraciones de 50-300 pg/sensidisco. Los sensidiscos controles( no

presentaron diametro de inhibicion (Grafica 5).
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g

map‘o‘d-arin hibicién (mm)
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Fr <
Hg

Grafica 5. Diametro de inhibicion (mm) de 4 (2-300 ng/sensidisco) disuelta en DCM comparandola
con los farmacos de referencia.

En esta fase experimental 6bservamos una disminucion en los diametros de

inhibicion conforme a los resultades-anteriores, dicha disminucion se debe al punto

de ebullicion del DCM (40 °C), como/se trabajo en un area aséptica (empleando

lampara de alcohol 44+2 °C), el disolvente se evaporaba, lo que impedia tomar

adecuadamente las alicuotas e impregnariadecuadamente los sensidisco.
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7.22.1 Evaluacion antibacteriana (E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona (1), (E)-3-
fenil-1-(2-tiofenil)Jpro-2-en-1-ona (2), (E)-3-fenil-1-(2-pirazinil)pro-2-en-1-
onay (3), (E)-3-fenil-1-(2-piridinil)pro-2-en-1-ona (5), (E)-3-fenil-1-(2-hidroxi-

4,6-dimetoxifenil)pro-2-en-1-ona (6).

De acuerdo a ‘los’ datos obtenidos, el DMSO no present6 inhibicion frente a
S.aureus, punto defebullicion superior a 50 °C y su capacidad de solubilizar por lo

que se empled como disolvente para la Ultima fase experimental (Tabla 21).

Tabla 21. Evaluacion de la actividad inhibitoria de 1-3 y 5-6.

pg/sensidisco Compuestos
Amoi-@) ol 2 3 5 6
PN
31/2.215 7 ND ND ND ND ND
2 ND \éﬁ 6" 6* 6* 6*
.

5 ND 6* 6* 6* 6* 6*
10 ND © * ¥ 6 6* 6* 6*

®l O‘J
20 ND 6 7 8 6* 6*
30 ND "/(-\ 7% 12 12 6*
40 ND 9 () 9 13 14 6*
50 ND 9 * 9 "13)‘ 13 6*
100 ND 10 9 15 14 6*
200 ND 10 9 17 11 6*

P a P

300 ND 10 8 18 14 6*

‘medida del sensidisco. ND= No Determinado.
Los sensidisco controles (DMSQOy Hz0) no presentaron inhibicion.

Se ha reportado que mas del 80% de las cepas S.aureus presentan algun tipo de
resistencia a penicilinas, en este caso y de acuerdo a los criterios establegidos por
la NCCLS S.aureus usada en los ensayos in vitro resulto resistente a Ameox-Ac.,
presentando un diametro de inhibicién de 7 mm (Resistencia <18 mm). Todos. los
antibiogramas del compuesto 1 registraron inhibicion del crecimiento a 30

pg/sensidisco (7 mm) y hasta 300 pg/sensidiscos (10 mm).

64




Sintesis de andlogos heteroaromaéticos de chalconas y su evaluacion antibidtica in vitro

El compuesto 2 presentdé un diametro de inhibicibnde 7 mm a 20 pg/sensidisco y 9
mm 40 pg/sensidisco permaneciendo constante hasta 200 pg/sensidisco, esto

debido a'laabsorcion sobre el sensidisco.

El compuesto~3» mostrd un efecto inhibitorio a 30 pg/sensidisco (12 mm),
aumentando con-forme a la concentracion, alcanzando un didmetro de inhibicién
de 18 mm a 300 pg/sensidisco.

El compuesto 5 mostré un‘diametro de inhibicién de 12 mm a 30 pg/sensidisco, 14
mm a 40 pg/sensidisco,~13.mm a 50 pg/sensidisco, manteniéndose constante

entre 100-200 pg/sensidisco (14~mm).

Por ultimo el compuesto 6 no ‘presentd efecto inhibitorio a las diferentes
concentraciones (2-300 pg/semsidisco). De_acuerdo con la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) es prioritariospromover la_investigacion dirigida a la generacion
de nuevos compuestos con propiedades antibaeterianas efectivas contra bacterias
con farmacorresistencia creciente. ‘En” base @ los resultados obtenidos de los
antibiogramas realizados (Anexo VII, ‘paginas 100-105), los compuestos 1-5 si
mostraron un efecto inhibidor del crecimiento frente @ la cepa bacteriana resistente
a diferencia de las penicilinas y del compuesto 6 (Grafica6).
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Grafica 6. Diametro de inhibicion (mm) de 1-6 (2-300 ng/sensidisco) frente a Staphylococcus
aureus.
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Diversos autores han atribuido el efecto inhibitorio a la composicion quimica de las
chalconas y a su sistema a,B-insaturado, cuyo potencial puede ser modificado en
funcion dél namero de heteroatdmos y/o sustituyentes en las diversas posiciones

del anillo aromatico.

En esta investigacion el compuesto 3 resultd ser 15% mas efectivo que 5, 25%
mas que 4, 40% que 1y 2 y 45% mas que Amox-Ac. Siendo 3 el compuesto con
mayor efecto inhibitaria/frente a S.aureus. El compuesto 6 no presentd efecto
inhibitorio. De acuerdo_a“la literatura, el compuesto 6 ha mostrado efecto

citotéxico, esto debido a su€omposicion estructural.®




CAPITULO VIII

CONELUSION
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CAPITULO 8

8. CONCLUSION

1. Los derivad0s y analogos de chalconas 1-2, 4-6 fueron obtenidos mediante la
metodologia reportada por Matus, et al.,%® y Gémez, et al. ®® entiempo de 3-4 hy
rendimiento de 80 al.96_%; la metodologia e mpleada cumple con cuatro principios
de la quimica verde. El_compuesto 3 se obtuvo mediante activacion ultrasénica

bajo las modificaciones d€ la metodologia de Optelalova, et al.®®

2. De acuerdo con el analisis/Semicualitativo de la ecoescala, las metodologias
empleadas resultaron ser acepiables (3-6) o excelentes (1-2), a pesar de tener
penalizaciones altas en los parametfos de procesado y purificacion, siendo optima
para reproduccion de otros  defivados tanto de acetofenona como de
benzaldehido. Es importante sefalar que se emple6 un disolvente ecoamigable
(EtOH) durante la reaccion, asi‘se reduce el impacto ambiental. En todas las
reacciones quimicas, se busca la obtencion dé compuestos puros con rendimiento
superiores al 80 %, evitando metodes de-‘purificacion para favorecer la

metodologia.

3. La determinacion tanto de la geometria trans (notacion/E) del enlace doble, asi
como la elucidacion de los compuestos, se obtuvo a traves'de las constantes de
acoplamiento y los desplazamientos quimicos de los hidrogenos-o y § del sistema
insaturados como los hidrogenos de los ciclos heteroaromaticos, los cuales
concordaban con lo reportado en la literatura.®”

4. Se optimizd el uso del disolvente para determinar el efecto inhibitorio, de los
compuestos, siendo DMSO y DCM los mas eficaces mientras que EtOH,(CH5Cl y
la solucion acuosa de Lid., presentaron efecto inhibitorio con diametros de 7-8
mm. Cabe mencionar que los disolventes fueron utilizados al 100% debido a‘que
en diluciones con agua inferiores al 90% se observo la formacién de precipitado o

difases como fue el caso del DCM.
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5. Se uso DMSO y DCM para la disolucion de 4, en la evaluacion de las diferentes
concentraciones (2-300 pg/sensidisco) comparando los diametros obtenidos con
los farmacos de referencia (Amp., Amox-Ac., Clin,, Gen., Tet., y Nit). DMSO
mostrd ser el disolvente mas eficaz, observandose diametro de inhibicion 30%
mas amplio que los presentados por DCM.

6. El potencial farmacolégico de los compuestos se atribuye a la composicion
estructural de cada compuesto, ya que la presencia de heteroatomos en el anillo A
y el sistema a,pB-insaturado” determiné la efectividad inhibitoria. El compuesto 3
resulto ser 15% mas efective'que 5, 25% mas que 4, 40% mas que 1y 2 y 45%
mas efectivo que Amox-Ac.;.eoncluyendo asi que el aumento de heteroatobmos
electronegativos favorece al efecto. inhibitorio frente a S.aureus. El compuesto 1

mostro ser farmacologicamente activode acuerdo a lo reportado en la literatura.

7. El estudio mostré6 que Staphylococcus.aureus resultd ser susceptible a Clin.,
Tet., Gen., Nit., mientras que c¢on.los farmacos del grupo B-lactamicos presento
resistencia, por otro lado los compuestos 1:5 mostraron efecto inhibitorio frente a
S.aureus observandose diametros de inhibicién del 25-50% con respecto a los
farmacos B-lactamicos. Para evaluar el'efecto inhibjtorio de los compuestos DMSO
se us6 como disolvente y Amox-Ac., como_farmaco 'dereferencia. Estos hallazgos
resultan de gran de interés en la busqueda de farmacos alternativos para el
tratamiento de microorganismo resistentes causantes de, _enfermedades en el

ambito de la salud publica.

8. Como trabajo extra, al compuesto 4 (10 y 100 pg/sensidisco) se le realizo
evaluacion antifungica (Tabla 36 y Tabla 37, paginas 98-99, Anexo VI) frente a
Candida Albica, Candida krusei, Candida tropicalis y Candida sp,~€mpleando
fluconazol como farmacos de referencia, demostrando propiedades antiféingicas a
100 pg/sensidisco para el tratamiento de cepas de hongo resistentes a farmacos

de uso comun como fluconazol.




CAPITULO IX

PERSPECTIVAS
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CAPITULO 9

9. PERSPECTIVAS

El éxito’enla sintesis de los analogos de chalcona facilita el camino para la
obtencién-de“diversos analogos con diferentes sustituyentes, empleando la

misma metodologia.

La sintesis quimicasde los analogos y derivados de chalcona es un campo
muy estudiado debide a su gran potencial farmacologico, por lo que se esta
trabajado en la optimizacién de la metodologia para la sintesis de los
analogos y derivados dechalconas, procurando la disminucion de residuos

y técnicas de purificacion.

Debido al potencial farmacologice~que presentan estos compuestos, se
pretende trabajar en los metedos cuantitativos para la deteccion de la
antibiosensibilidad antimicrobiana y antifingica de los analogos que aqui se
reportan.

La gran variedad farmacolégica” que presentan estos compuestos
complementada con el analisis de la relacion estructura-actividad,
representan un campo de estudio completo, por losgue se pretende dar

seguimiento.




Sintesis de analogos heteroaromaticos de chalconas y su evaluacion antibiética in vitro

CAPITULO X

BIBLIOGRAFIA




gntesis de analogos heteroaromaticos de chalconas y su evaluacion antibi6tica in vitro

CAPITULO 10

10.BIBLIOGRAFIA

Torres-Sauret, Q. ‘Preparacion de sales de Zinke con un enfoque de quimica
verde. Licenciaturar~Universidad Juaez Auténoma de Tabasco, Cunduacan,
Tabasco, 2015.

McMurry, J., Quimica Ofganfca. 8% ed.; México, 2008; p 274.

Baviskar, B. A.; Baviskar, B« Shiradkar, M. R.; Deokate, U. A.; Khadabadi, S. S.,
Antimicrobial activity of some™ novel. Benzimidazolyl chalcones. E-Joumal of
Chemistry. 2009, 6, 196—200.

Hatish, P.; Anshul, C.; Aninl, K. S.f'Rajeev, K., Chalcone as a versatile moiety for
diverse pharmacological activities., International Journal of Pharmaceutical
Sciences and Research 2012, 3(7), 1913-1927.

Goémez-Rivera, A.; Aguilar-Mariscal, 'H.; Romero-Ceronio, N.; Fuente, L. F. R.-d. |;
Lobato-Garcia, C. E., Synthesis and anti-inflammatory activity of three nitro
chalcones. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 2013, 23, 5519-5522.

il, X. L.; Xu, Y. J.; Go, M. L., Functionalized chalcones with basic functionalities
have antibacterial activity against drug sensitive Staphylogoccus aureus. European
Journal of Medicinal Chemistry. 2008, 43 (8), 1681-1687.

réz, D. R. M., Resistencia bacteriana a antimicrobiands? su importancia en la
toma de decisiones en la practica diaria. Informacién Terapéttica del Sistema
Nacional de Sa“j 1998, 22 (3), 57-67.
Gomez-Rivera, A. Un enfoque verde para la sintesis de chalconas nitro ‘sustituidas
y evaluacién de sus actividad antiinflamatoria. Universidad Juarez Auténema de
basco, Villahermosa, Tabasco, 2012.
ﬁaicetich RG, S. S., Maiti SN, Reddy AVN, Singh R., B-Lactamases and (their
Inhibitors: An Update. Current medicinal chemistry anti infective agents 2002, 1,
193-213.




10.

11.

12.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Sintesis de analogos heteroaromaticos de chalconas y su evaluacion antibiotica in vitro

Mokle, S. S.; Khansole, S. V.; Patil, R. B.; Vibhte, Y. B., Synthesis and antibacterial
activity’of,some new chalcones and flavones having 2-chloro-8-methoxyquinolinyl
moiety. Infernational Journal of Pharma and Bio Sciences 2010, 1 (1), 1-7.

Tiwari, B.; Pratapwar, A. S.; Tapas, A. R.; Butle, S. R.; Vatkar, B. S., Synthesis and
antimicrobial ~activity of some chalcone derivatives. Intemational Journal of
chemTech Research’2010, 2 (1), 499-503.

Bhuiyan, M. M. H.; HosSain, M. |.; Mahmud, M. M.; Al-Amin, M., Microwave-assited
efficient synthesis of'chalcones as probes for antimicrobial activities. Journal of
Chemistry. 2011, 1 (1), 24428.

Prasad, Y. R.; Kumar, P.P% Kumar, P. R.; Rao, A. L., Synthesis and antimicrobial
activity of some chalcones of 2-Acetyl pyridine. E-Joumal of Chemistry. 2008, 5
(1), 144-148.

Sridhar, S.; Dinda, S. S.; Prasad,\Y¥ R., Synthesis and biological evaluaction of
some new chalcones containing’2,5-dimethylfuran moiety. E-Joumal of Chemistry.
2011, 8(2),541-546.

Prasad, Y. R.; Rao, A. L.; Rambabu, R., 'Synthesis and antimicrobial activity os
some chalcone derivatives. E-Journal of Chemistry. 2008, 5 (3), 461-466.

n, T.-D.; Nguyen, T.-T.-N.; Do, T.-H,; Huynh, T.-N.-P.; Tran, C.-D.; Thai, K.-M.,,
?);nthesis and antibacterial activity of some” heterocycli¢ chalcone analogues alone
and in combination with antibiotics. Molecules. 2012, 17, 6684-6696.

Singh, T.; Lavanya, R.; Merugy, S.; Sudhakar, P.; YaSméen, S. S., Synthesis,
characterization and biological activity of some novel aryl and.-hetreoaril chalcone
analogues. International Research Journal of Pharmacy. 2012,:8 (7), 254-256.
Khan, S. A.; Asiri, A. M., Green synthesis, characterization and biological
evaluation of novel chalcones as anti bacterial agents. Arabian .Joumal of
Chemistry 2013, 1-6.

Ritter, M.; Martins, R. M.; Rosa, S. A.; Malavolta, J. L.; Lund, R. G.; Flores,)A. F.
C.; Pereira, C. M. P., Green synthesis of chalcones and microbiological evaluation.
Journal of the Brazilian Chemical Society. 2015, 26 (6), 1201-1210.

NCCLS, Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria that
Grow Aerobically. 6ta ed.; Approved standard M7-A6: Wayne, PA, USA, 20183.

7




21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Sintesis de analogos heteroaromaticos de chalconas y su evaluacion antibiética in vitro

Fughs., L. Y.; Chihu., L.; Conde., C.; Gonzalez., V. M.; Noguez., A. H.; Calderdn.,,
E.; Avonce., N.; Ovando., C., Mecanismos moleculares de la resistencia
bacteriand. Salud Publica de México. 1994, 36 (4), 428-438.
Jaramillo, M _.€,; Mora, C.; Velez, L. E.; Quijano, J., Kinetic and Theoretical Study
of the Chalcanes as Inhibitors of B-Lactamase Enzyme. Medicinal Chemistry.
2009, 5, 434-439.

rnandez, T. A.; Arango, C. L. M,; Salamanca, C. H.; Flérez, M. C. J., Actividad
§:| (2E)-3-(2 ,3-dimetoxifenil)-1-(4-metilfenil)prop-2-en-1-ona en presencia del
poli(acido maleico-co-2-¥inil-pirrolidona) sobre un aislamiento clinico de
staphylococcus aureus prodUctor de b-lastmasas. latreia. 2012, 25 (1), 12-19.
Moreno, M. C.; Gonzalez, E. R.;.Beftran, C., Antimicrobial resistance mechanism in
respiratory pathogens. Revista de‘otorrinolaringologia y cirugia de cabeza y cuello
2009, 69, 185-192.
Garcia Seral, C.; Pardos de la.@andara, M.; Castillo Garcia, F. J., Batalactamasas
de espectro extendido en enterobacterias distintas de Escherichia coli y Klebsiella.
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica 2010, 28 (1), 12-18.
Dharan, M.; Kirchner, M. J. A., Control de calidad en los laboratorios clinicos.

verté: 1982; p 122.
@uer, A. W_; Kirby, W. M.; Sherris, J. C.;Turck, M./Antibiotic susceptibility testing
by a standardized single disk method. American J6umal of Clinical Pathology.
1966, 45 (4), 493-496.
Lorian, V., Antibiotics in Laboratory Medicine. Lippincott Williams & Wilkins: 2005;
p 245-247.
Gaibor, U.; David, F. Analisis de los métodos para medir la turbidez de\los indculos
y su influencia en el antibiograma de la bacteria e coli en urocultivdos. Universidad
Técnica De Ambato, Ambato, Ecuador, 2015.
Bernal, M. R.; Guzman, M., El antibiograma de disco. Normalizacion de la~técnica
de Kirby-Bauer. Biomédica. 1984, 4 (3-4), 112-121.
Picazo, J. J., Meétodos basicos para el estudio de la sensibilidad a‘ los
antimicrobianos. In Procedimientos en microbiologia clinica, Madrid, Espana;
2000; pp 15-20.




32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

gntesis de analogos heteroaromaticos de chalconas y su evaluacion antibiotica in vitro

Chudobeva, D.; Dostalavo, S.; Blazkova, |.; Michalek, P.; Ruttkay-Nedechy, B.;
Sklenar, yM.; Nejdl, L.; Kudr, J.; Gumulec, J.; Tmejova, K., Konecna, M.
Vaculovieova, M.; Hynek, D.; Masarik, M.; Kynicky, J.; Kizek, R.; Adam, V., Effect
of Ampicillin, Streptomycin, Penicillinand Tetracycline on Metal Resistant and Non-
Resistant Staphylococcus aureus. International Joumal of Environmental Research
and Public Health. 2014, 11(3), 3233-3255.
Levy, S. B., Antibiotic“Resistance: Consequences of Inaction. Clinical Infectious
Diseases. 2001, 33, 253-270.
Tenover, F. C., Development and spread of bacterial resistance to antimicrobial
agents: Anovervier. Clinieal Infectious Diseases. 2001, 33, 108-115.
Wright, G. D., Bacterial resistance to antibiotics: Enzimatic degradation and
modification. Advanced Drugs Delivery Reviews. 2005, 57, 1451-1470.
Patino, N. M., Farmacologia ‘medica / Medical Phamacology. Médica
Panamericana: 2008; p 570-574.
Asensio, J. M., Guia de antimicrobianos Yy fratamiento de las infecciones. Diaz de
Santos: 2000; p 59-61.
Fridkin, S. K.; Gaynes, R. P., Antimicrobial résistance in intensive care units.
Clinics in chest medicine 1996, 20, 303-315.
Gold, H. S.; Moellering, R. C., Antimicrobial-Drdg 'Resistance. New England
Journal Medicine 1996, 335, 1445-1453.
barra, F. J. O.; Méndez, |. - Acevedo, A. G.; Figueroa, J. R.; Benitez, A;
Velasco, J. A.; Lema2, D. L., El reto de la resistencia bacteriana en México: los
beneficios de contar con una nueva alternativa de manejo antimicrobiano eficaz.
Medicina Interna de México. 2009, 25 (5), 361-371.

illegas, M. V.; A.C,, F. P,; Miranda, M. C.; Zuluaga, T.; Quinn., J."P., Prevalence
and characterization of e xtended-spectrum B-lactamases in Klebsiella pheumoniae
and Escherichia coli isolates from Colombian hospitals. Diagnostic Micrebiology
and Infectious Disease 2004, 49, 217-222.
Babic, M.; Hujer, A. M.; Bonomo, R. A., What's new in antibiotic resistance? Facus
on beta-lactamases. Drug Resistance Updates. 2006, 9, 142-156.




43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.
52.
53.
54.

Sintesis de analogos heteroaromaticos de chalconas y su evaluacion antibiotica in vitro

OMS Estrategia mundial de la OMS para contener la resistencia a los
antimiefobianos. http:/www.who.int/drugresistance/SpGlobal2.pdf?ua=1 (accessed
05 de Mayo,de 2017).
Gallegos, Z. Mk, Medicinal plants: main alternative for health care, in the rural town
of Babahoyo, ECuador. Anales de la Facultad de Medicina. 2016, 77 (4), 327-332.
Peralta, M. A.)»Cabreras, J. L.; Pérez, C. Potencialidad terapéutica de los
flavonoides prenilados-Revista de la Facultad de Odontologia. 2013, 28 (64), 39-
46.
is, F.; Boumendjel, AyMariotte, A.-M.; Conseil, G.; Di Petro, A., Synthesis and

biological activity of 4-alkexy-chalcones: potential hydrophobic modulators of p-
glycoprotein-mediated multidrug, “resistance. Bioorganic & Medicinal Chemistry.
1999, 7(12), 2691-2695.
Valdameri, G.; Gauthier, C.; Terreux, R.; Kachadourian, R.; Day, B
Winnisschofer, S.; Rocha, M« E. M.; Frachet, V.; Ronot, X.; Piertro, A. D.;
Boumendiel, A., Investigation of chalcones as selective inhibitors of the breast
cancer resistance protein: critical.role of methoxylation in both inhibition potency
and cytotoxicity. Journal of Medicinal Chemistry2012, 55 (7), 3193-3200.
Matus, E. A. Sintesis y exploracion'de.Ja adi€ion tipo michael en enonas y
determinaciébn de la actividad antiinflamatorio de nitrochalconas. Universidad
Juarez Auténoma de Tabasco, Cunduacéan, Tabasco, 2014,
Velarde, E.; Gonzalez, A., Reaccion de Claisen-Schmidt ‘para la obtencién de
chalconas. Revista de Quimica 1995, 9 (2), 137-143.

erozo-Rondon, E.; Martin-Aranda, R. M.; Casal, B.; Duran-Valle, C. J.; Lau, W.
%.; Zhang, X. F.; Yeung, K. L., Sonocatalysis in solvent free conditions} An efficient
eco-friendly methodology to prepare chalcones using a new type of amino grafted
zeolites. Catalysis Today. 2006, 114 (2-3), 183-187.
Wade Jr, L. G., Quimica organica. 7 ma ed.; México, 2011; Vol. 2, p 782-784.
Carey, F. A., Quimica Organica. 6 taed.; México, 2006.
Garnovskii, A. D., Reacciones Organicas. Ciencia. 2003, 2, 180-182.
Meléndez Pizarro, C. O., Camacho Davila, A. A, Quimica verde, la quimica déel
nuevo milenio. Synthesis 2008, 45, 1-5.

74




55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Sintesis de analogos heteroaromaticos de chalconas y su evaluacion antibiotica in vitro

Manahan, S. E. L., LM., Introduccién a la quimica ambiental. Universidad Nacional
Autonema de México: 2007; p 8.
Furniss, B. /S., Vogel'S Textbook Of Practical Organic Chemistry, 5/E. Pearson
Education:1989.
Van Aken, Ki/Lucjan, S.; Luc, P., EcoScale, a semi-quantitative tool to select an
organic preparation-based on economical and ecological parameters. Beilstein
Journal of Organic Chemistry. 2006, 2, 1-3.

pletalova, V.; Pour, M.y Kunes, J.; Buchta, V.; Silva, L.; Kralova, K.; Chulapacova,
%.; Meltrova, D.; Peterka, M.; Poslednikova, M., Synthesis and biological
evaluation of (E)-3-(nitrephenyl)-1-(pyrazin-2-yl)prop-2-en-1-ones. Colletion of
Czechoslovak Chemical Communications. 2006, 71 (1), 44-58.
Avila, Z. G., Quimica Organica. EXperimentos con un enfoque ecoldgico. 1ra. ed.;
UNAM, Distrito Federal., 2001; p 622
Fernando, P.; Marcelo, G../Manual de procedimietos sensibilidad a los
antimicrobianos en Salmonella, Shigella y E. coli. 2008;p 11.
Elena, S. C. R.; Jorge, V. P.,\Manual de”procedimientos para la prueba de
sensibilidad antimicrobiana por el método de disco difusion. Ministerio de salud:
Lima, Pgra, 2002; p 16-19.
CLS|, @rfomance standards for antimicrobial suSceptibility testing; twenty-first
informational supplement. Clinical and Laboratory Stafidards Institute: Wayne, PA,
2011.
NCCLS, Disk diffusion supplemental tables. Document M100-S10: Wayne, PA,
2000.
Reddy, M. V. B.; Su, C.-R.; Chiou, W.-F; Liu, Y.-N.; Chen, R. Y.-H.; Bastow, K. F.;
Lee, K--H.; Wu, T.-S., Design, synthesis, and biological evaluation of Mannich
bases of heterocyclic chalcone analogs as cytotoxic agents. Bioerganic &

edicnal Chemistry. 2008, 16 (15), 7358-7370.
ﬁatus, E. A. Sintesis y exploracion de la adicion tipo michael en enonas y
determinacion de la actividad antiinflamatoria de nitrochalconas. Maestria,
Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco, Cunduacan, Tabasco, 2014.




66.

67.

gntesis de analogos heteroaromaticos de chalconas y su evaluacion antibi6tica in vitro

Rivera, A. G. Un enfoque verde para la sintesis de chalconas nitro sustituidas y
evaluacion de su actividad antiinflamatoria. Maestria, Universidad juarez autonoma
de tabase0,/Villahermosa, Tabasco, 2012.

Silverstein, R~M.; Webster, F. X.; Kiemle, D. J., Spectrometric identification of
organic compotinds. 7ma. ed.; New York, USA., 2005; p 502.




Sintesis de analogos heteroaromaticos de chalconas y su evaluacion antibiotica in vitro

CAPITULO XI

ANEXO




Sintesis de analogos heteroaromaticos de chalconas y su evaluacion antibiotica in vitro

11.ANEXO

En este apartado se muestra la tabla para el analisis de la ecoescala, las RMN 'H
y '°C de 165 compuestos sintetizados, asi como la descripcién estereoscépica, la
evaluacion de~la efectividad de los farmacos de referencia, la evaluacion
antiflngica de 4.y las<imagenes de los antibiogramas.

l. Analisis de la Ecoescala.

Tabla 22. Analisis de;sostenibilidad por la ecoescala desarrollado por Aken, 2016.
Parametros Conceptos Puntos de

penalizacion
1. Rendimiento N (100-%)
2. Precios de reactivos

Barato (<$10)., 0

Caro (> $10 y\< $50) 3

Muy caro (> §56)>
N (peligrosc para elpiedio ambiente)

T (toxico)

F (altamenté inflamable)”
E (explosivo)

F+ (extremadam ente inflamable)
T+ (extremadamente toxico).
4. Configuracion técnica (@)

Configuracion comun

Instrumentos para la adicién ooﬂ?da de
Tecnica de activacion no convencion

Equipos a presion, > 1 atm™ ’Q

Todo recipiente de vidno especial adici
Atmosfera de gas inerte )

Guantera
F AV
emperatura en espacio, <1 h

Temperatura en espacio, <24 h <

Calentamiento, <1 h

entamiento, > 1 h
nfriamiento a 0°C
Enfriamiento, < 0°C

4]

3. Seguridad®

/I'\

Wl = = & Ey o ol &l a| v o i

5. Tempenratura/Tiempo

= o

6.Elaboracion/purificacion

Ninguno

Enfriamiento a temperatura ambiente
Adicion de disolvente

Facil filtracion

Separacion de disolvente con p.e. < 150°C
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Cristalizacion y filtracion

\.})\ Separacién de disolvente con p.e. > 150°C

Extraccion de fase solida

"2 » Destilacion

Sublimacion

<) Extraccién liquido-liquido®

Sl v wf L ro| M| =

Cromatografia clasica

Sobre la base simbolos de advertencia de peligro.
Embudo de g X bomba de jeringa, el regulador de presion de gas, etc.

La irradiacion ¢ wgs, ultrasonido o la activacion fotoquimica, etc.
CO:z supercritico, ; alta presion de hidrogenacion, etc.

o oy o

E Sise utliza, el pr luye el sacado de disolvente con el desecante y lafiliracion de desecante.

Il. Analisis de espectrometria

ESPECTRO DE1

8.02 7.82 7.63 7.56( [f7.52| #F.48 7.40
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ESPECTRO DE 2
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ESPECTROS DE 5
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ESPECTRO DE 6
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@,Caracterizacién estereoscopica de los compuestos sintetizados.

Figura 12. Cristales de rE)G-fenil-ﬁ(z-tiofenil)prp%n-1-ona 2).

: o
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IV. Calculo de la recta de McFarland.

A continuacion se muestran los datos obtenidos en el desarrollo de las formulas
establecidas en la seccion 6.3, en la pagina 39 para determinar los valores de la
ecuacion de lasrecta y emplearla en la comprobacion de las concentraciones de

la suspensién bacteriana (Tabla 23).

Tabla 23. Datos_de absorbancia obtenidas mediante espectrofotometro Uv-Vis.

Tubos Escala Concentracién Absorbancia c’ A? C-A
McFarland (C) (A)
1 0.5 15 0.146 2.25 0.021316 0.219
2 1.0 3.0 0.312 9.00 0.097344 0.936
3 2.0 6.07 . 0.502 36.00 0.252004 3.012
4 3.0 9.0 0.627 81.00 0.393129 5.643
5 4.0 120 L)/ . 03814 144.00  0.662596 9.768
6 5.0 15.0 0.961 22500  0.923521 14.415
7 6.0 18.0 £y 1124 324.00 1.263376 20.232
8 7.0 21.0 1.282 441.00 1.643524 26.922
9 8.0 240 . 1420 576.00  2.016400 34.080
10 9.0 27.0 1.570 729.00  2.464900 42.390
11 10.0 300 “7  1ls0 900.00  2.822400  50.400
z 166.5 10438 3,467.25 12.56051  208.017

Calculo de la pendiente

11(208.017) =10 .438) (166 .5)
M= TT1G,467.25) — (166.5)

2,288.187 — 1,737.927
m= 38,139.75 — 27,722.25

550.26
™= 10,4175
m = 0.0528

Calculo de la ordenada al origen

10.438
11

— _ le6.5
A= = 0.9489090909 ; € = ETHE 15.136363636
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b = 0.9489090909 — [(0.0528) (15.136363636) ]

b = 0.9489090909 — 0.7992
b = 0.1497

Calculo del coeficiente de correlacion R?

[11(208.017) — [(166.5)(10.438)]]*
[(11@3,467.25) — (166.5)2) x (11(12.56051) — (10.438)2)]

R? =

(2,288.187 — 1,737.927) 2

z =
[(38,139.75 =27,722.25) x (138.16561 — 108.951844)]

2 (550.26)2
~ (10;417.5)(29.213766)

»..302,786,0676
".304,334.4073

R* =0.9949123738
Por lo tanto la ecuacién de la recta queda de la siguiente:manera:
A= 0.0528C + 0.1497

Para corroborar las concentraciones de los inoéculos, solo s€_despeja C de la

ecuacion anterior, como se muestra a continuacion:

A—0.1497
~ 0.0528




Sintesis de analogos heteroaromaticos de chalconas y su evaluacion antibiotica in vitro

V. Analisis de la efectividad de los farmacos de referencia.

A continuacion se muestran las Tablas y las Figuras obtenidas en la evaluacion
antibidtica®eon los diversos disolventes asi como las diferentes concentraciones,
cabe mencionarque todas la evaluaciones fueron contra Staphylococcus aureus.

Tabla 24. Diametro de inhibicion (mm) de 4 (100 pg/sensidisco) comparada con Amp.

Solvente/ Compuesto  pg/sensidisco Criterio para Diametro de
solucion congderar a Ia inhibicién
bacteria R, |, S. (mm)
(mm)
R | S
[ Agua | Amp. | 10 [ 16 [ - | 217 | 8" |
DMSO 4 \/\_ 100 NE NE NE 14
[ DCM™m [ 4 ]7 100 [ NE ] NE] NE ] 14 |
EtOH 4 A 100 NE NE NE 16
[ CH3CI | 4 | 100 [ NE [ NE| NE | 11 |
0d. 3 T \J100 NE NE NE 5
18
=
Q
°
k=]
F-
€ 12
@,
-
2
g
@
-
-
6 T T T T 7 N 1
Amp DMSO-4b DCM-4b EiOH-4b CH3ChL4B _Lid-4b

L -

Grafica 7. Diametro de inhibicion (mm) de 4 (100 ug/sensidisco) comparada con Amp.

Tabla 25. Diametro de inhibicion (mm) de 4 (100 ug/sensidisco) comparada frente Amox-Ac.

Solvente/ compuesto  pg/sensidi Criterio para Diametro de
solucién sco considerar a la inhibicign
bacteria R, I, S. (mm)
(mm)
R | S
| Agua | Amox-Ac [ 31/2215 [ =18 1921 | =222 | 7x005 |
DMSO 4 100 NE NE NE 14
| DCM | 4 |100 | NE | NE | NE | 11 |
EtOH 4 100 NE NE NE 17
| CHaCl | 4 [100 | NE | NE | NE | 13 |
Lid. 4 100 NE NE NE 17
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Grafica 8. Diametro de inQ:i/}(mm} de 4 (100 pg/sensidisco) comparada frente Amox-Ac.

Tabla 26. Diametro de inhibi _(mm) de 4 (100 ng/sensidisco) comparada con Clin.
Solvente / c°"'p“‘*5‘°(>)19'59ﬂ5idi5c0 Criterio para Diametro
solucion considerar a la de

bacteria R, 1, S.  Inhibicion
® (mm) (mm)
2. ST
| Agua | Clin. ~ W -2 | =14 l 15—201 =21 | 24+ 3 ]
DMSO 4 NE 12
| DCM | L] | NE | 14 |
EtOH 4 NE 18
| CHaCl 4 l NE | 10 ‘
Lid. 4 NE 16
24
;5, 21
g,
£
£ |
a 15
£ 12 ®'
&
T 9 )
6 T T T T T 1 @
Clin  DMSO-4b DCM-4b EtOH-4b CH3Ckdb  Lid-db 6

Grafica 9.

Diametro de inhibicion (mm) de 4 (100 pg/sensidisco) comparada con C

X
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Tabla 27. Diametro de inhibicion (mm) de 4 (100 ug/sensidisco) comparada con Gen.

So Ivent'e ! Compuesto  pg/sensidisco Criterio para Diametro
solucién considerarala de
bacteria R,1, S,  Imhibicién
(mm) (mm)
R | S
| Agua ‘ Gen. | 10 | s12 [13-14[216] 24x2 ]
DMSO 4 100 NE NE NE 12
[DCM I 4 [ 700 | NE | NE [NE] 16 |
EtOH o 4 100 NE NE NE 17
[ CH:CI | 4 | 100 | NE | NE [ NE | 11 |
Lid. Q 4 100 NE NE NE 16
4, 7
E_ 21 1
5
3 181
£
£
g 15
2
g 121
g
g
P 4
[:] T — ¥y T T T =
Gen  DMSQ-4g, DCM-b( EQH-4b GCH3CH4b  Lid-4b
L >

Grafica 10. Diametro de inhibicion (mm) de.4 (100 ng/sensidisco) comparada con Gen.

Tabla 28. Diametro de inhibicion (mm) de'4.(100 ug/sensidisco) comparada con Tet..

Solvente / Compuesto po/sensidisco Criterio para Diametro
solucién considerara la de
bacteriaR, I, S. (mm) inhibicién
(mm)
R (Y s
| Agua | Tet. | 30 | <14 | 15-18 l =19 | 1842
DMSO 4 100 NE NE(}IE 12
| DCM | 4 | 100 | NE l NE [ NE | 14
EtOH 4 100 NE NE “NE § 16
| CHCI | 4 [ 100 | NE | NE | NE 10
Lid. 4 100 NE NE NE 16
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Tt  DMSO-4b DCM<4b EtOH-4b CH3CI-4b  Lid-4b
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Grafica 11. Diametro d€ inhibicion (mm) de 4 (100 pg/sensidisco) comparada con Tet.

A continuacion se muestran.los,datos obtenidos del efecto inhibitorio 4 (2-300
ng/sensidisco) usando DMSOeomo disolvente y Amox-Ac., como farmaco de

referencia.

Tabla 29. Diametro de inhibicion (mmj)-de 4 (2-800,1.g/sensidisco) disuelta en DMSO comparada
con Amox-Ac.

Solvente Compuesto pg/sensidisco Criterio para Diametro
considerar a la ~ de
bacteria R, |, S. inhibicién

(mm)
(mm)
¥ R | S
A~
[Agua [ Amox-Ac [ 312215 [ 18 [ 19-21 | 222 | 7 |
DMSO 4 2 NE NE 6
I I 4 | > | N ) NE [ NE] 6 |
;) 10 NE~ __~NE NE 6
[ | 4 [ 20 [ NE NE | NE | 6 |
4 30 NE =~ N NE 6
I I 4 | 40 | NE ] NEFI NE] 7 |
4 50 NE NEF\YNE 9
| | 4 | 100 | NE | NE'| NE ] 10 |
4 200 NE NE NE\, 15
| | 4 | 300 | NE | NE | °NE | 15 |
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Grafica 12. Diametro de inhibi€ion (mm) de 4 (2-300 pg/sensidisco) disuelta DMSO comparada con
Amox-Ac.

Tabla 30. Diametro de inhibicion (mifT), de 4 (2-300 ng/sensidisco) disuelta en DMSO comparada

con Clin.
Solvente Compuesto po/sensidisco Criterio para Diametro de
considerar a la inhibicion
bacteria R, I, S. (mm)
(mm)
R | S
Agua [ Cin., T 7 [ <14 | 1520 | 21 | 2241
DMSO 7 A\ | 27 )¢ NE NE  NE 6
[ 4 | 5 [ NE | NE | NE | 6
7 7 10 J) NE NE NE 6
| g | 20 [F.NE | NE | NE | 6
7 w780 ~ _JNE NE NE 3
[ 4 [ 40 [NE | NE | NE | 7
7 50 TNE, NE NE 9
[ 4 | 100 | NE ] NE | NE | 12
4 200 N?) NE NE 12
[ 7 [ 300 | NE 1_NE | NE | 15

no na
= &

-
[=+]

diametro de inhibicion (mm)
B @

w

@

Clin. 2 5 10 20 30 40 50 100 200 300
Hg

Grafica 13. Diametro de inhibicion (mm) de 4 (2-300 pg/sensidisco) disuelta en DMSO comparada
con Clin.
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Tabla 31. Diametro de inhibicion (mm) de 4 (2-300 pg/sensidisco) disuelta en DMSO comparada

con Tet.
Solvente Compuesto po/sensidisco Criterio para Diametro de
considerar a la inhibicién
bacteria R, |, S. (mm)
(mm)
R 1 S
Agua Tet. | 30 [[=14 ] 15-18 [ 219 [ 1722 |
T 4 2 NE NE NE 6
4 [ 5 [ NE [ NE [ NE | 6 |
C V7 3 0 NE NE NE 5
[ 4 [ 20 [ NE [ NE | NE | 6 |
O 3 30 NE NE NE 3
[ 4 [ 40 [ NE T NE | NE ] 11 |
) 50 NE NE NE 12
| 4 I 100 [ NE | NE | NE | 14|
A 7 200 NE NE NE 14
[ 4 [ 300 [ NE T NE [ NE | 10 |

s
=]
I

diametro de inhibicion (mm)
=

@
|

Grafica 14. Diametro de inhibicion (mm) de 4 (2-300 pg/sensidisco)disuelta en DMSO comparada
con Tet.

Tabla 32. Diametro de inhibicion (mm) de 4 (2-300 pg/sensidisco) disueltas=en DMSO comparada

con Nit.
Solvente Compuesto po/sensidisco Criterio para Diametro de
considerar'a la inhibicion
bacteria R, |, S. (mm)
(mm)
[ SY
| Agua ‘ Nit. ‘ 300 | <14 | 15-16 1 217 l 19+ 2 |
DMSO 4 2 NE NE NE N
| 4 [ 5 [ NE T NE | NE ] 6 |
4 10 NE NE NE 9
[ a ] 20 [ NE | NE | NE | 50 7]
4 30 NE NE NE 70
[ a ] 40 [ NE | NE | NE | 8
4 50 NE NE NE 9 *
| ) | 100 [ NE | NE | NE | 13 |
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Grafica 15. Diametro de inhibiciony(mm) de 4 (2-300 ug/sensidisco) disuelta en DMSO comparada
con Nit.

A continuacion se muestran los datos obtenidos del efecto inhibitorio 4 (2-300
ng/sensidisco) usando DCM cemo‘disolvente y Amox-Ac., Clin., Gen., como

farmaco de referencia.

Tabla 33. Diametro de inhibicion (mm) de 4 (2-300 pg/sensidisco) disuelta en DCM comparada con

Amox-Ac.
Solvente Compuesto pg/sensidisco Criterio para -
considerar a la Diametro de
bacteria R, |, S. inhibicién
(mm)
(mm)
RINNE 5

| Agua [ AmoxAc. | 3172215 =18 | 19:2% | 222 | v I
DCM 2 = AL 5= 6

| I N ° [~ [ ~ k-1 6 ]
G D SR = 5

| T % T =TT
_ %0 — i N 6

| | 4 | 20 = T = | — | = |
4 20 = = 39

I | 4 | 100 | = [ - | =} 10 |
3 200 S T [

| I S E—: S = T T -
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Grafica 16. Diametro de inhibicion {mm) de 4 (2-300 pg/sensidisco) disuelta en DCM comparada
con Amox-Ac.

Tabla 34. Diametro de inhibicion (mm’)"de 4 (2-300 npg/sensidisco) disuelta en DCM comparada con

Clin.
Solvente Compuesto pa/sensidisco Criterio para D_ién]eltrpl de
considerar a la inhibicién
bacteria R, I, S. (mm) (mm)
R | =
| Agua [ Clin 2 [ =14 ] 1520 | 221 | 28=1 |
DCM 4 R}" 2/‘ NE NE NE []
| | 4 ] 5 1 NE [ NE [ NE | 6 |
4 T .+ ¢ . NE NE NE 6
[ | 4 20 NE | NE | NE | 6 |
7 30 ~NE NE NE 6
[ [ 4 | 40 [ NE | NE [ NE | 7 |
4 507 "NE\_ NE NE 8
| [ 4 [ 100 [ NES[. NE | NE ] 10 |
4 200 NE+# ‘)_NE NE 9
| [ 4 [ 300 [ NE & NE | NE | 8 |
| 1 L™ J
— 30
| N
g
2 2
=
§ ] .
3 14
10, 1
3] _ .I -I -I = T = |‘_|'_|._|._|.\—|
Cin 2 5 10 20 30 40 50 100 200 300
Hg

Grafica 17. Diametro de inhibicion (mm) de 4 (2-300 pg/sensidisco) disuelta en DCM comparada
con Clin.
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Tabla 35. Diametro de inhibicion (mm) de 4 (2-300 pg/sensidisco) disuelta en DCM comparada con

Tet.

Solvente Compuesto pg/sensidisco Criterio para Diametro
considerar a la de
bacteria R, |, S. inhibicidén

(mm) (mm)
R I 5
Agua Tet. 30 <14 | 15- | 219 16 + 1
18
DCM “ o~ .4 2 NE NE NE 6
| [ 4 | 5 | NE | NE | NE | 6 |
O\ 10 NE NE NE 6
| [ 4 | 20 | NE | NE | NE | 6 |
\Y . 30 NE NE NE 6
| | 4 | 40 | NE | NE | NE | 10 |
4-?'/ 50 NE NE NE E
| I 4 [ 100 [ NE | NE | NE | g8 |
4 \) 200 NE NE NE 9
| [ 4 | 300 | NE | NE | NE | 7 |
18 | 1 -
;15
:
g
812
6 W W W R A B F. L b N
W 2 5 10 20 30" 40 50 “T00eS200 300
Hg

Grafica 18. Diametro de inhibicion (mm) de 4 (2-300 ug/sensidisco) distelta en DCM comparada
con Tet.
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V1. Actividad antifingica de la ( E)-3-fenil-1-(2-furanil)prop-2-en-1-ona (4).

Como trabajo extra, se realizo la actividad antifungica de 4 (10 pg/sensidisco y 100
ng/sensidiseo), usando cuatro disolventes y una solucion de lidocaina 10 g/ 100
mL, para solubilizar al compuesto, mismo que fueron empleados en la evaluacion

antibacteriana (Figura 17).

o © o

/solucion

|Placa1| STy m

Figura 17. Esquema general parala actividad antifingica de (E)-3-fenil-1-(2-furanil)prop-2-en-1-
ona'(4).

o @ &' /A
|FIuconazoI| pdivente |fluconazol aa Solverjt'e
/solucion

La Tabla que se muestra a continuaCion, muestra los resultados obtenidos en la
evaluacion a 10 pg/sensidisco.

Tabla 36. Diametro de inhibicion (mm) antifingica de4 (10 pg/sensidisco).

Compuesto  pg/sensidisco Criterio para Diametro de inhibicién (mm)
considerar a los
hongos R, |, S.
(mm)
R I S  C.albicans  C.kriisei” C.tropical  C.sp
Fluconazol 25 =14 15-18 =219 28 +1 6 6 17 +3
DMSO-4 10 NE NE NE 8 10 LV .6 7
DCM-4 10 NE NE NE 9 6 9 7
EtOH-4 10 NE NE NE 13 14 o 13 14
CHiCl4 10 NE NE NE 10 10 15 7
Lid-4 10 NE NE NE 11 12 Q" P 14
DMSO 10 L NE NE NE 6 8 6 7
DCM 10 pL NE NE NE 7 7 &/, 8
EtOH 10 L NE NE NE 11 14 11 12
CHsCI 10 4L NE NE NE 10 10 20 7 N 9
Lid. 10 pL NE NE NE 12 14 12 10
Agua 10 pL NE NE NE 6 6 6 (%

En la siguiente Tabla se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion a 100

pg/sensidisco.
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Tabla 37. Diametro de inhibicion (mm) de la actividad antifingica de 4 (100 pg/sensidisco).

Compuesto pg/sensidisco  Criterio para Diametro de inhibicion (mm)
considerar a
los hongosR,
l, S.
(mm)
R | S C.albicans C.krusei C.tropical C.sp
Fluconazol 25 <14 15 =219 26 +2 6 14 +1 16
18 +1
DMSO-4 <100 NE NE NE 23 10 10 15
DCM-4 100 NE NE NE 15 8 10 11 |
EtOH-4 1004 ) NE NE NE 23 20 16 24
[  CH;CI-4 100 NE NE NE 17 19 14 13 |
Lid-4 100 \/ NE NE NE 14 23 15 16
[ ]
¥y
=

;ﬁ u Calbicans
g " O kruse

2 C.tropical
g [ XeR)

& 0 B ™ :
& 0;'9 50 P | P " RS A e
ra e oo“?Zo"“ Q,d“ @@*oa‘—'z;& R ciéz S L F o
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Grafica 19. Diametro de inhibicion (mm) antiflingica de la (E)<3-fenil-1-(2-furanil)prop-2-en-1-ona
(4) (10 y 100 pglsensidisco).
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Figura 18. a) Preparado del medio de cuiltivo, w%)iogramas.
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Figura 20. Antibiograma 2 (2-300 ng/sensidisco) comparada con Amox-Ag:
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Figura 22. Antibiograma 5 (2-300 pg/sensidisco) comparada con Amox-Ac.
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Figura 25. Antibiograma 4 (100 nglsensidisco) disuelta en los cuatros solvente y la solucion de
lidocaina eom parando con Clin.

DiCsp
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Figura 26. Antibiograma de la actividad antifungica de (E)-3-fenil-1-(2-furanil)prop-2-en-1-ona (4).
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Figura 27. Antibiograma 6 (2-300-ug/sensidisco) Comparadas con Amox-Ac.
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