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Resumeén

Las chalConas son metabolitos secundarios que se encuentran en plantas, frutas, verduras, especias
y otros alimentos, su estructura quimica presenta dos anillos aromaticos en cada extremo de una
cadena de 3 atomos de carbono, la presencia de sus anillos aromatico les confiere actividad
fluorescente. Son-precursoras de otros flavonoides, moléculas de cadena abierta, formadas por una
cetona a-f insaturada, que posee dos anillos aromaticos en sus extremos, las modificaciones que
se pueden realizar sobre”los«diferentes anillos de la molécula de un flavonoide le confieren una
gran versatilidad, es por €llo, que son una gran alternativa para el descubrimiento de nuevos
farmacos, que permitan atenderas enfermedades que afectan a la poblacién mundial. En este
trabajo de tesis se sintetizaron cuatro compuestos de tipo chalcona los cuales fueron obtenidos
mediante la metodologia de CondenSacién de Claisen-Schmidt. Para la sintesis de analogos de
chalcona 56,58, 59, se usé como partidael benzalhdido y 2-acetilpirazina, mientras que para el
compuesto 57 proviene de furfural; como\catalizador se utilizé trietilamina. Los rendimientos
oscilaron entre el 10-60%; los compuestos obtenidos se caracterizaron por Resonancia Magnética
Nuclear (RMN-tH, 3C) y punto de#usién. Debido a la cantidad de compuestos preparados, se
decidi6 que esta tesis fuera realizada en_conjunto por-as estudiantes Maria José Garcia Lopez y

JesUs Haniel Lopez Torea.

Palabras claves

Pirazinchalconas, sintesis, espectroscopia RMN, SKAPE, pruebas bioldgicas.
Abstract

Chalcones, being secondary metabolites, are found in plants, fruits, vegetables, spices and other
foods. Their chemical structure presents an aromatic ring at each end of a chain of three carbon
atoms. The presence of their aromatic rings gives them fluorescent activity. Fhey are precursors
of flavonoids, open-chain molecules formed by an a-f unsaturated ketone, which*has two aromatic
rings at its ends. The modifications that can be made on the different rings of‘the-flavonoid
molecule give it great versatility. Therefore, they are a great alternative for the discovery of new
drugs that allow treating diseases that affect the world's population. In this thesis wortk, four
chalcone-type compounds were synthesized, which were obtained using the Claisen-Schmidt

Condensation methodology. For the synthesis of chalcone analogues 56,58, 59, benzaldehyde and



2-acetylpyrazine were used as starting materials, while for compound 57 it comes from furan.
Triethylamine was used as catalyst. The yields ranged between 10-60%. The compounds obtained
were charaeteriZzed by Nuclear Magnetic Resonance (NMR-1H, $3C) and melting point. Due to the
quantity of compeunds prepared, it was decided that this thesis would be carried out jointly by the

students Maria José Garcia Lopez and Jesus Haniel Lopez Torea.
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Introddccion

Las chalconas son consideradas compuestos con importantes potencialidades terapéuticas, gracias
a su composicién quimica que incluye un anillo aromatico en cada punta de una cadena de 3
atomos de carbono) con un sistema alfa-beta, este sistema, en su estado insaturado, junto con los
reemplazos de los"anillos aromaéticos, establecen el espectro de la actividad bioldgica de una
chalcona (Rodriguez et.al. 2018).

Las chalconas naturales” generalmente son solidos cristalinos, que pueden poseer diferentes
coloraciones que van desde el’blanco, hasta el amarillo, naranja y café (Arzola, 2020). La presencia
de sus anillos aromaticos les confiere actividad fluorescente, la cual puede ser aplicada en diversas
areas y tecnologias como lo son: tintes, sondas quimicas, materiales electrocromicos, aditivos en
paneles y en el area de investigacion para el diagndstico y desarrollo de nuevos farmacos. (Arzola,
2020.)

Debido a las diversas aplicaciones encontradas para las chalconas dentro de la medicina, se han
buscado metodologias para su sintesis en el laboratorio, la forma més comun es la reaccion entre
acetofenonas y aldehidos aromaticos enumegdio acido«0 basico, esta metodologia se conoce como
la condensacion de Claisen-Schmidt. (Rodriguez et al. ,2020). Actualmente, y bajo los principios
de la quimica verde, se busca desarrollar metodologiassmas simples y sintetizarlas a partir de
materias primas renovables. (Ramirez, et al. 2012).

Es por eso que en este trabajo se presenta la sintesis y“evaluacion antimicrobiana de
pirazinchalconas, en especial frente al grupo de bacterias SKAPE puesto que son uno de los grupos
de bacterias mas comunes en enfermedades intrahospitalarias, por 10" que su resistencia a los
antibioticos actuales se hace cada vez mas amplia, dejando sin opciones en el mercado para poder

combatir estos microorganismos.



Marcorteorico

Flavonoides

Las chalconas/estan conformadas por cetonas aromaticas de cadena abierta y son la base de un
amplio grupo devmoléculas denominadas flavonoides y sus derivados, que se encuentran
abundantemente en mugchas plantas. Los flavonoides son estructuras polifenolicas de bajo peso
molecular que poseen‘upa.estructura base de difenil-pirano, formada por dos anillos aromaticos
(anillo Ay B) los cuales se unen por medio de un anillo heterociclico (anillo C, Figura 1). Los
flavonoides confieren a las plantaspigmentacion, asi como proteccion antioxidante contra factores
ambientales y sustancias quimicas”(incluyendo los rayos ultravioleta), ademas de participar
también como atractores de insectos que ayudan a su polinizacién. Muchos flavonoides se
encuentran formando glucdsidos conazlcares (Arzola, 2020; Cartaya y Reinaldo, 2001; Ramirez
et al, 2010).

Figura 1. Estructura base de un flavonoide

Las modificaciones que se pueden realizar sobre los diferentes anillos de la\molécula de un
flavonoide le confieren una gran versatilidad, lo que conlleva a que estos sean uno de los
metabolitos secundarios méas amplios en las plantas. Es por ello, que los flavonoidesson una gran
alternativa para el descubrimiento de nuevos fa&rmacos, que permitan atender las enfermedades que

afectan a la poblacion mundial (Arzola, 2020; Ramirez et al.2010).



Chalconas

Las chalconas son precursoras de los flavonoides, son moléculas de cadena abierta, formadas por

una cetona‘a-f insaturada, que posee dos anillos aromaticos en sus extremos (A y B, Figura 2).
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Figura 2. Estructura base de las chalconas.

Las chalconas encontradas en la naturaleza pueden tener diferentes sustituyentes como grupos
metoxi, hidroxilos, prenil y glicésidos.(Figura 3), lo que les confiere caracteristicas particulares a
cada una. Por suerte, las chalconas n@_se' obtienen Unicamente por biosintesis, sino que se pueden
preparar por medio de una condensacion.<alddlica en el laboratorio (Singh et al, 2022; Arzola,

2020; Chi-Ting et al, 2012; Rammohan et al,.2019).

Isobavachalcona

Figura 3. Isobavachalcona, ejemplo de metabolito secundario.

Importancia biol6gica

La palabra chalcona proviene del griego “chalcos” que significa “bronce’ya que este es el color
que tiene la mayoria de las chalconas en la naturaleza. Estos compuestos tiénen una amplia
distribucion, se les puede encontrar en vegetales, frutas, tés, especias y soya, asi como en diversas
partes de la planta como las flores, raices y tallos. Las chalconas son los metaboliteS secundarios
mas destacados ya que cumplen diversas funciones en las plantas, principalmente como
mecanismo de defensa, entre las méas reportadas se encuentran: proteger contra las_especies
reactivas de oxigeno, ayudar a prevenir el dafio molecular a las células de la planta y protegerdel
dafio que pueden causar diversos microorganismos, insectos y animales que puedan dafar, su
integridad (Zhuang et al, 2017; Sahu et al, 2012; Rammohan et al, 2019; Singh et al, 2022).



Las chalconas y los derivados que se obtienen de estas, han captado la atencion de la comunidad
cientifica’por las propiedades farmacoldgicas que han mostrado, probablemente lo que le confiera
estas caracteristicas es que son moléculas de bajo peso molecular y buenos aceptores de Michael.
El umbral de €onocimiento acerca de las propiedades farmacoldgicas y el potencial terapéutico
que tienen las chalconas y sus derivados se ha seguido incrementando actualmente, demostrandose
que pueden servir de gran.ayuda para la medicina actual y del futuro (Abbas et al, 2012; Zhuang
et al, 2017; Rammohap~et al, 2019). A continuacion, se presentan algunos de sus usos mas

relevantes en el combate asdasenfermedades.
Actividad anticancerigena

El cancer es una de las enfermedades.que mas afectaciones causa alrededor del mundo y para el
cual no se tiene un tratamiento cien.per ciento eficaz. Las chalconas han sido estudiadas para
combatir esta enfermedad y a algunas de_estas moléculas, tanto naturales como sintéticas, se les
ha reconocido actividad sobre células tumorales; como por ejemplo: actividad antioxidante, inhibir

la produccion de superdxido y la peroxidacion de-lipidos (Rammohan et al, 2019).

Existe una amplia variedad de chalconas.con actividad anticancerigena reportada, entre las que
destacan el Xanthohumol 4a, (Figura 4), molécula encontrada como uno de los ingredientes de la
cerveza, del cual se ha descrito su potencial quimiopreventivo en hiperplasia y carcinogénesis de
préstata. La naringenina 4b, aislada de la planta:Helichrysummaracandicum, ha demostrado una
fuerte actividad antiproliferativa en células cultivadas de ratenes SENCAR. De otra planta, la
Syzygium samarangense, de la pulpa y semilla de su fruta, se encontraron chalconas metiladas,
entre las que destacaron la Stercuresin 4c y el Cardamonin 4d, que demostraron actividad
citotoxica en la linea celular SW-480 de cancer de colon y la buteina 4e,'¢omo inhibidor del cancer
de vejiga, colon y osteosarcoma. Otro ejemplo interesante es la licochalcena A 4f, aislada de la
planta Glycyrrhiza infate, que demostro toxicidad sobre células leucémicas L1210 y de melanoma
B16 (Sahu, et al, 2012; Rammohan et al, 2019).
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Figura 4. Chalconas con actividad anticancerigena.

Actividad anti-VIH

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH), es el causante del sindrome de inmunodeficiencia
humana (SIDA), este virus produce um debilitamiento del sistema inmunolégico que provoca que
la persona que lo padece quede susceptible a diversas afecciones que pueden tornarse graves para
su salud. Algunas chalconas naturales como el Xanthohumol 4a, el Cardamonin 4d y la B-hidroxi
chalcona 5a (Figura 5), mostraron una granactividad contra el virus. Por ejemplo, se encontr6 que
la chalcona 5a (aislada de una planta del. genere-Resmos) inhibe a la integrasa del VIH-1. También
se ha reportado la sintesis de chalconas derivadas delacido 3-ceto salicilico 5b, algunas con buenos
resultados en la inhibicién de la integrasa“V#H-1 (Arzola, 2020; Sahu, et al, 2012; Rammohan et
al, 2019; Sharma et al, 2011).

OH o OH OH o ci

/o = Br- I = I cl
l OCH;§ l OH cl
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beta-hidroxi chalcona 5a Chalcona derivada del acido acetil
salicilico Sb

Figura 4. Chalconas con actividad anti-VIH.

Actividad antidiabética

El sindrome metabolico y la diabetes, son problemas de salud que afectan a la poblaciéon mundial,
estos padecimientos se asocian a complicaciones y desordenes tales como “enfermedades
cardiovasculares, enfermedades del sistema vascular periférico, accidente cerebrovascular,
neuropatia diabética, amputaciones, fallas renales e incluso ceguera, que pueden provocar un
incremento en la incapacidad de realizar ciertas tareas y actividades diarias, asi como conducir a

una reduccion de la esperanza de vida y a un enorme costo economico para preservar la salud. La
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diabetessmellitus (tipos 1y 2) es un gran problema para los sistemas de salud de todos los paises
del mundo,.pues una gran parte de la poblacion la padece y la demanda de medicamentos para su
control es altay especialmente en el caso del tipo 2. EI mejor tratamiento para controlar o evitar
padecer estaséenfermedades es el preventivo, por ejemplo: llevar un control del peso, realizar
actividad fisica 'y ‘Sobre todo una correcta alimentacion. Las frutas y vegetales son fuente de
chalconas y flavonaides, muchas de ellas con propiedades antihiperglucémicas, que se pueden
obtener mediante los alimentos y asi ayudar en gran medida a la prevencion de esta enfermedad
(Chi-Ting et al, 2012).

Diversas chalconas han mostrado actividad antihiperglucémica o hipoglucémica, tal es el caso de
la azido chalcona 6a (Figura 6),-que inhibe la actividad de la a-glucosidasa. Del mismo modo,
algunas chalconas con metoxi como suStituyente mostraron actividad antihiperglucémica de 96%,
en comparacion con la insulina y la tetbutamida. La naftil-chalcona 6b es un hipoglucemiante
sérico en ratas hiperglucémicas, que estimula significativamente la secrecion de insulina inducida
por la glucosa, para el cual se ha descubierto que el responsable de la actividad antihiperglucémica

es el nitro sustituyente del anillo fenilieo (Chi-Ting et al, 2012; Sahu, et al, 2012).

o 0
Ny O,N

Azidochalcona 6a Naftil-¢halcona 6b
Figura 5. Estructura quimica de algunas chalconas con actividad antidiabética. (6a-b)

Actividad antioxidante

El cuerpo humano produce radicales libres por medio de sus procesos metahdlicos, estas moléculas
tienen la capacidad de dafiar el ADN, ya que pueden oxidar lipidos y prateinas, provocando que
se generen enfermedades como cénceres y tumores no inflamatorios. Las plantas producen una
gran variedad de antioxidantes, que utilizan para combatir el dafio que puedan gen€rar las especies
reactivas de oxigeno de sus procesos metabdlicos propios. Las chalconas son un ejgmplo de estos
compuestos antioxidantes, se sabe que muchas hidroxichalconas con sustituyentesten‘el anillo
fenilico (a o b) poseen gran actividad antioxidante, entre ellas se destacan (Figura7): la
sappanchalcona 7a, un compuesto glucosidico prenilado aislado de la planta Maclura tinctoriayy
la okanina 7b (Sahu, et al, 2012; Rammohan et al, 2019).
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Figura 6. Chalconas con actividad antioxidante.

Actividad antifingica

En su mayoria, los hongos son saprofitos de la microbiota humana, por lo que el desequilibrio del
sistema inmune podria provocar unasinfeccion que afecte la salud. Existen en la actualidad
antimicéticos efectivos, pero las constantes mutaciones en los microorganismos han generado
resistencia al tratamiento, por lo que la“busqueda de nuevos farmacos es continua. Se han
encontrado algunas chalconas con. mportantes propiedades antimicoticas, lo que ha llevado a
considerarlas como los posibles antimicoticos del futuro, entre ellas se encuentran las
isobavachalconas 8a y 8b (Figura 8) ton actividad contra Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Microsporum audorium y otreS_hongos oportunistas que causan infecciones de

importancia médica (Miaojuan et al, 2021; Sahuyset al, 2012).
Actividad antimalarica

La malaria es un gran problema de salud en los paises tropicales (trépico de Africa, Asia, Centro
y Sur de América) y es causada por el parasito intracelular Plasmodium,, éste posee méas de 100
especies, pero solo tres son de importancia medica P. falciparum, P. vivax-y P. malariae. Dicha
enfermedad se trata normalmente con cloroquina, desafortunadamente en los Gltimos afios se ha
observado resistencia a este farmaco (Yadav et al, 2012). La licochalcona“A 4f fue la primer
chalcona con actividad antimalarica reportada, a la cual se le demostro actividad sobre la
mitocondria de P. falciparum. En adicién, algunas quinolinil-chalconas alcoxi e hidreXxiladas 8a
(Figura 8) también presentaron buena actividad ante este parasito (Sahu, et al, 2012.)." En la
busqueda de moléculas con actividad antimalarica Yadav et al, obtuvieron la 1-(4-benzimidazol-
1-il-fenil)-3-(2,4-dimetoxi-fenil)-propen-1-ona 8b, molécula que mostr6 una actividad

comparable a la Licochalcona A 4f.
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Figura8. Chalconas con actividad antifungica y antimalérica.

Actividad anti-leishmanial

La leishmaniasis es una enfermedad causada por el protozoo del género Leishmania y es endémica
de las zonas tropicales del continente“africano, Medio Oriente, India, Centro y Sudamérica.
Experimentos in vitro han demostrado que la Licochalcona A 4f y la Licochalcona C 9a (Figura
9), inhiben la fumarato reductasa.de la mitocondria y la proliferacion de promastigotes y
amastigotes en L. donovani y L. majer. El Kanzonol C 9b y la Crotaramosmina 9c son otras
chalconas con propiedades adecuadas para tratamiento.de la enfermedad, teniendo esta ultima la

mejor actividad, en comparacién (Sahu, et al#2012; Rammohan et al, 2019).
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Figura 7. Chalconas con actividad antileishmanial.

Actividad antimicrobiana

Las infecciones por bacterias son las mas comunes y frecuentes en la poblacion mundial,€Xisten
diversos medicamentos para combatirlas y en los ultimos afios se ha vuelto més dificil el que_un

antibidtico sea efectivo para la misma bacteria, provocando complicaciones en los pacientes. (Xu
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et el, 2029) Se ha reportado que la Isobavachalcona (Figura 3) y la Bavachalcona 10a (Figura 10),
poseen ‘actividad antibacteriana en diferentes especies de bacterias, tales como: Micrococcus sp,
Bacillus sps"Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa, entre otras. Por
otro lado, sedreportd que la 3-(carboxialquil) rodanina 10b, un compuesto sintético, inhibe
fuertemente bacterias patdgenas para el ser humano a una baja concentracion. El potencial de las
chalconas es tanto gue incluso, algunas han logrado inhibir cepas de Staphylococcus aureus
resistente a la meticilinasPor.ejemplo: algunas chalconas hibridas flouradas presentaron una gran
actividad bactericida, espeeialmente sobre el S. aureus resistente a meticilina, K. pneumoniae
carbapenemasa y a las bacterias’ con New Delhi metalo-lactamasa 1. Estos resultados, dan
esperanza de obtener farmacos que puedan combatir especies bacterianas que desde hace afios son
resistente a antibioticos (Xu et el,»2019; Singh et al, 2022; Sahu, et al, 2012; Rammohan et al,

2019).
\0 ° . HOOC>/\
N>:
Bavac}:):lcona C.10a - 3-(carboxiaquil) rodanina 10b
Figura 8. Chalconas conactividadfantimicrobiana. (10a-b)
Antecedentes

Resistencia bacteriana a antibioticos (ESKAPE).

En las ultimas décadas, se ha visto un incremento en la resistencia‘deos microorganismos hacia
los antibioticos, hecho que ha provocado una crisis en los sistemas de salud-a nivel global. Segun
datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el 2019 falle¢ieron 1.27 millones de
personas a nivel mundial, a causa de infecciones provocadas por bacterias.resistentes a los
antibioticos y se proyecta que para el afio 2050 el nimero de muertes seré de 10gnillones, si no se
desarrollan e implementan nuevas estrategias para combatirlas. Estos datos resultan_ alarmantes,
por lo que se debe de tomar seriamente este problema de salud, ya que la mayoria de las-infecciones
por cepas resistentes a antibioticos son adquiridas en hospitales o en la comunidad, haciendo, que

se diseminen rapidamente. Es por ello, que el descubrimiento de nuevos antibioticos es una
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prioridad’tanto para la presente generacion, como las futuras (Alnufaie et al, 2020; Gallegos et al,
2023; Ammeter et al, 2019; Dong et al, 2021).

La Sociedad“de Enfermedades Infecciosas de América (IDSA: Infectious Disease Society of
America, por suscsiglas en inglés), clasifica a las bacterias antibiotico-resistentes, causantes de
enfermedades infeeCiosas en hospitales y de infecciones adquiridas en la comunidad, dentro del
grupo “ESKAPE” (E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae A. buamannii, P. aeruginosa y
Enterobacter spp). De las/seis especies del grupo ESKAPE, las mas dificiles de tratar son: S.
aureus, K. pneumoniae, A."baumannii, y P. aeruginosa, ya que crean un biofilm que aumentan sus
probabilidades de adherirse aas superficies, especialmente en equipamiento médico, implantes,
catéteres, protesis articulares y mateapasos (Alnufaie et al, 2020; Gallegos et al, 2023).

Staphylococcus aureus es una bacteria gram positiva, que normalmente era tratada con antibidticos
B-lactdmicos como la axacilina y penigilinas de segunda generacién. Con la aparicion de
Staphylococcus aureus resistente a metieilina (MRSA, methicillin-resistant Staphylococcus
aureus, por sus siglas en ingles), 10S antibidticos-B=lactdmicos dejaron de ser una opcion para su
tratamiento. Actualmente, se ha reportado que MRSA también exhibe resistencia a otros
antibioticos como los macrolidos, quinelonas, tetraciclinas y lincosamidas, reduciéndose su
tratamiento a glucopéptidos, oxazolidinonas;lipepéptidesy cefalosporinas (B-lactamicos de nueva
generacion). La infeccion por MRSA es un gran/prablema para la salud humana, se estima que es
la responsable de entre el 60-89% de las infeceiones hospitalarias, provocando un saldo de
alrededor de 19 mil muertes y un costo de $3 billones de ddlares en el sector salud anualmente,
solo en los Estados Unidos. La emergencia sanitaria de bacterias resistentes a farmacos aumenta
espontaneamente debido al uso indiscriminado y no adecuado de losfantibiéticos por parte del
médico o el paciente, por ejemplo: una mala practica médica, no concluir la terapia o la
automedicacion. Esta bacteria, es adquirida en los hospitales por pacientes que.tienen su sistema
inmunitario comprometido o que padecen alguna enfermedad cronica o terminal\(Alnufaie et al,
2020; Miller et al, 2019; Lu et al, 2019; Gallegos et al, 2023; Chen et al, 2018).

Pseudomonas aeruginosa, es un patogeno altamente resistente que causa infeccignes tanto
adquiridas en comunidad, como en hospitales, ha sido aislada especialmente en pacientes’ que
sufrieron quemaduras, con diagnostico de fibrosis quistica, inmunocomprometidos y con algtn

implante médico. Se ha observado que las especies aisladas de hospitales tienen resistencia a todos
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los antibiGticos, lo que la convierte en una bacteria panresistente. (Ammeter et al, 2019; Dong et
al, 2021):

Klebsiella spngumoniae es una bacteria Gram negativa perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae que se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, se le ha encontrado
en el suelo y el agud, aunque también en formula lactea de infantes y comidas refrigeradas, lo cual
representa un gran preblema de salud publica. Esta bacteria puede alojarse en el tracto intestinal,
piel, nariz y garganta, provocando diferentes infecciones hospitalarias, por ejemplo: pulmonares,
del tracto urinario y del torrente sanguineo (septicemia en pacientes inmunodeprimidos y en
neonatos). En enfermedades adquiridas en comunidad, se observa en casos de absceso hepatico,
neumonia y meningitis. K. pnetmeniae, ha desarrollado diferentes mecanismos de resistencia
hacia los antibidticos, tales como la produccién de enzimas inactivantes, modificaciones en sus
receptores, e incluso la expulsion del farmaco por medio de cambios realizados en su membrana
celular. El carbapenem es la Ultima opcion. contra bacterias Gram negativas, sin embargo, ciertas
Enterobacteriaceae se han vuelto resistentes a este antibidtico, siendo K. pneumoniae el que mayor
problema de salud representa a nivel_mundial (Qian et al, 2019; Abdel et al, 2022; Leal et al,
2018).

Acinetobacter baumannii es un cocobacilo~aerobico,” Gram negativo, no fermentativo y
oportunista, miembro de las Gammaproteobacteria, que_se encuentra principalmente en
hospitales. Esta bacteria puede permanecer adherida a dispositives médicos y sistemas mecanicos
de ventilacion, llegando a sobrevivir hasta 33 dias, por lo que s€ le)considera la mayor causa de
infecciones como neumonia, de vias urinarias y del sistema circulatorio’en los hospitales. También
provoca infecciones secundarias en pacientes que sufren heridas en las piel o quemaduras,
provocando una morbilidad y mortalidad considerable. Durante la pandemia de COVID-19,
muchos pacientes en unidad de cuidados intensivos presentaron severos problemas pulmonares
debido al uso de ventiladores mecanicos, provocando un aumento en la tasa devmortalidad. En
1991, se report6 el primer caso de A. baumannii resistente a carbapenem y desde entonces los
casos aumentaron considerablemente a lo largo de los afios. Se han encontrado cepas, multi-
resistentes y con resistencia extensiva a los antibioticos para esta bacteria, algunas de‘ellas,con
genes codificantes de B-lactamasa de amplio espectro y carbapenemasa. La colistina es el fanmaco

usado para combatir estas cepas multi-resistentes, pero su uso frecuente provocara resistencia a
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mediane0 largo plazo, por lo que A. baumannii ha sido catalogada como un organismo prioritario
para la‘investigacion y descubrimiento de nuevos antibioticos (Gustavo et al, 2021; Deering et al,
2021; Chen'etal, 2020; Shahzad et al, 2019; Selcuk et al, 2019).

El desarrollo de sesistencia a los antibidticos por parte de los microorganismos es algo que no se
podré detener, perecon el descubrimiento de nuevos antibiéticos y un plan de accion adecuado de
tratamiento, se podrasminimizar la velocidad con la cual las bacterias crean la resistencia logrando
asi que los antibioticos sean efectivos por varios afios, dando armas para poder combatir las

infecciones bacterianas (Miller et al, 2020).
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Sintesissde chalconas

La metodolegia méas usada para la obtencion de chalconas, debido a su simplicidad, es la reaccién
de condensacién de Claisen-Schmidt, en esta se mezclan un aldehido y una cetona aromatica en
medio bésica uré&cido, utilizando un alcohol como solvente. A pesar de ello, durante los ultimos
afios se han desarrollado diversas e interesantes metodologias para la sintesis de chalconas, que
utilizan ademas, materias+primas diferentes a las utilizadas en la reaccién de Claisen-Schmidt
(Ramirez et al, 2012; Arzola; 2020, Figura 11). A continuacion, se describira la metodologia de
Claisen-Schmidt y se daran algunos ejemplos importantes de metodologias verdes para la sintesis
de chalconas.
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Figura 11. Metodologias para la sintesis de Chalconas. Imagen tomada de Rammohan 2019:
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Condensacién de Claisen-Schmidt

Esta reaccion se lleva a cabo utilizando un aldehido aromatico y una metilcetona aromatica, que
se condensan enpresencia de un catalizador, el cual puede ser un &cido o una base fuerte (Esquema
1). Normalmente, se utiliza algin alcohol como solvente y dependiendo de las materias primas y
el catalizador utilizado,la velocidad de la reaccion puede variar, llegando a tardar algunos dias en
completarse. Los rendimientos dependen también de los factores mencionados y pueden variar
desde <10 a 100% (Zhuangetal, 2017).

(0] o o
H =
+ Acido/Base
e

Acetofenona Benzaldehido Chalcona
11 12 13

Esquema 1 Reaccion de condensacion de Claisen-Schmidt

Kocyigit y colaboradores realizaron la sintesis de ‘imide-chalconas y derivados por medio de la
condensacion de Claisen-Schmidt usandos“4-aming-acetofenona y diversos benzaldehidos
sustituidos 15a-g, usando hidroxido de sodio‘eamaq catalizador en etanol. La reaccion se lleva a
cabo a temperatura ambiente durante 4 horas, con lo que se abtienen las 4-aminochalconas 16a-g,
que se hacen reaccionar posteriormente con anhidrido maleico-en presencia de unas gotas de
trietilamina en tolueno por 24 horas a reflujo, para obtener las 1=(4-(3-(aril)acriloil)fenil)-1H-

pirrol-2,5-dionas 18a-g en rendimientos de 80-84% (Esquema 2).
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o
CHO

Jopisc g on®

NH; R// EtOH =

HoN 4- amino chalcona R/

i 16
4-amino-acetofenona Benzaldehidos

14 sustituidos (R) °
15

Tolueno

N(ED3
R ‘ O Anhidrido maleico
a. 2-metil Reflujo 17
b. 2-bromo 24h
c. 2-cloro o
d. 3-metil
es3-bromo
f. 3-OCH; F A

gaFurano [ ‘

1-(4-(3-(aril)acriloil)fenil)-1H-pirrol-2,5-dionas (R)
18
dependiendo de R puedeser:
b. 2-bromobenzaldehido
c¢. 2-clorobenzaldehido
e. 3-bromobenzaldehido
f. 2-metoxibenzaldehido

Esquema 2. Sintesis de 4-aminochalcona por. condensacién de Claisen-Schmidt en medio basico para

obtencion de imido-chalcona.
Sintesis asistida por microondas (Arzola, 2020)
Es una técnica de sintesis que es méas viable que muehos métodos clésicos, empezando por el

tiempo reducido, la baja generacion de subpreductos y la facil evaporacién de los solventes usados,

dando como resultados rendimientos altos en gomparacidn’ con otros métodos (Arzola, 2020.

Esquema 3).
/
H  1,-ALO,
+ H
MW Chalcona
13
Acetofenona Benzaldehido

1 12

Esquema 3. Mecanismo de reaccidn de sintesis asistida por microondas.
Kakati y Sarma llevaron a cabo la sintesis de 4,4 -hidroxichalcona en ausengiayde grupos
protectores, utilizando como materias primas 4 -hidroxiacetofenona 19 y 4-hidroxilienzaldehido
20. Bajo las condiciones optimizadas (MW, 120W, 60 °C, catalizador yodo-alimina neutra), se
obtuvo la chalcona 21 en rendimiento del 94% en un tiempo tan corto como de 80 segundos

(Esquema 4). En la reaccion, el yodo actia como acido de Lewis facilitando la enolacion de la
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cetona y1a activacion del carbonilo del benzaldehido, facilitando el atague nucleofilico, en tanto

que la alémina neutra es un medio que incrementa el area superficial de reaccion.

o o o
H Z
+ 1,-ALO3, MW
ke e b A
80s
HO HO

Ho 4.,4"-hidroxichalcona
21

OH
4’ hidroxiagetofenona  4-hidroxibenzaldehido
19 20

MW: 120, Waa 60°C

Esquema 4. Sintesis de 4,4 -hidroxichalcona por energia de microondas, usando yodo-alimina neutra

como catalizador.

Técnica de irradiacion con ultrasonido (US).

Este método al igual que el de microondas; permite reducir los tiempos de reaccién y aumentar los
rendimientos. El principio de la técnica sé\basa en la activacion del sitio catalitico por medio de
las ondas de ultrasonido, las cuales incremgntan la vibracion de las moléculas, provocando su
interaccion. Los catalizadores usados/pueden sertieterogéneos como K>CQOs, bésicos como Al>O3,
Ba(OH). y algunas zeolitas de grupo amino (Rammiohan, 2019; Arzola, 2020).

Asi, Li y colaboradores realizaron la sintesisstle 2 chalconas bajo radiacion ultrasonica, usando
acetofenona 23, diferentes benzaldehidos 22 y'"KOH o KF<AI303 como catalizadores (Esquema 5).
La reaccion se llevé a cabo a temperaturas comprendidas entfe 20-46°C, en tiempos de 4-240 min.
Cuando se compard la sintesis de la 1,3-difenilpropenona 24a en-presencia de KOH con y sin
ultrasonido, se encontrd lo siguiente: a) sin usar US a temperatura.de 26-30°C, por 5 horas, se
obtiene la chalcona 24a con un rendimiento del 79%. b) Mientras que cuando se utilizo la radiacion
ultrasénica, se obtuvo 24a en rendimiento del 80%, en un tiempo de 25 minutos. Por otro lado,
cuando se utilizd6 KF-Al.Oz3 y US, la chalcona 24b se obtuvo en un tiempo de'4 horas con alto
rendimiento. Cabe mencionar que por el método tradicional la reaccion tarda 16 horas. Lo anterior,
confirma que la radiacion por ultrasonido acorta los tiempos de reaccion y permite obtener
rendimientos iguales o mayores a los obtenidos con el método de condensacion clasico~En adicion,
se observé que el tiempo de reaccion prolongado conlleva a que se polimerice el producto abtenido

y a la disminucidn del rendimiento.
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o)
/
N H KOH o KF-ALO,
+
= Ultrasonido, 20-46°C; 4-240min
e 7

R
Acetofenona

Benzaldehido 23 Chalcona sustituida (R)
sustituido (R) 24
22
R
a. GgHs

bt '4-CH;0CGH,
Esquema 5. Sintesis de ghalconas por medio de ultrasonido con NaOH o KF-Al203 como catalizadores

Método de Molienda (Grinding)

Son metodologias sencillas, baratas, amigables con el ambiente (libres de solventes), con tiempos
de reaccion cortos y que generalmente producen resultados cuantitativos. Se realizan en estado
solido y en general, han demostrado-una selectividad y eficiencia mayor que las reacciones en
solucidn, se piensa que esto se debe a que las moléculas se encuentran méas cercanas unas de otras
al momento de realizarse la molienda. La friccion producida durante la molienda genera calor, esta
es la energia que se usa para que selleve a cabo la sintesis (Rammohan, 2019; Pasquale y Ruiz,
2022).

Radhakrishnan y colaboradores llevaron a-¢abo la sintesis de las azachalconas 27a-34a mediante
el método de molienda (Esquema 6), utilizapndo para‘.ello, diferentes aldehidos y acetofenonas
aromaticas, en presencia de NaOH. Las azachalconas qbtenidas, se hicieron reaccionar con
clorhidrato de hidroxilamina y oxido de calcio mediante la mismartécnica, para obtener las oximas
35b-42b. La conversion de las azachalconas en oximas no afecté el enlace o.f insaturado,
observandose rendimientos del 42-88% en la obtencion de las oximas; que fueron posteriormente

utilizadas como intermediarios en la sintesis de inhibidores de tirosina.
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)J\ )J\ NaOH i
R _— Y P
R2

R? H Molienda, temp ambiente ;
Acetofenona Aldehido R
25 26 Azachalconas
27a-34a
R! R?
1. 2-HO-C¢H, piridin-2-il
2. 2-HO-C4Hy piridin-3-il
3. 2-HO-C¢Hy piridin-4-il
2
4., 3-hidroxinaftalen-2--il  piridin-2-il R R
5.% 3-hidroxinaftalen-2--il  piridin-3-il \/Y
647 3-hidroxinaftalen-2--il  piridin-4-il Oximas N’
o W 35b-42b
7. fpiridin-2-il 2,4-(Me0),-C¢Hs o
8. ‘piridin-2-il 4-(dimetilamino)fenil

Esquema 6. Sintesis de azachalconas'por medio de molienda, usando NaOH como catalizador

Sintesis de pirazinchalconas

En la busqueda de nuevos farmacos para combatir la tuberculosis, Opletalova y colaboradores en
2006 realizaron la sintesis de diversas chalconas por medio de la condensacion de Claisen-Schmidt
de acetilpirazinas sustituidas con nitrobenzaldehidos, usando piridina como medio de disolucién
y dietilamina como catalizador (Esguegma 7). Las chalconas 45-47 se obtuvieron en rendimientos
moderados 16-45%.

Se evalud la actividad bioldgica de las chalconas sintétizadas sobre Mycobacterium tuberculosis
Hz7Rv, observandose que los compuestos €on el grupo: 2-NO> 45a-45b y 3-NO, 47a-47d
presentaron los mejores resultados, con actividades comparables a la Rifampicina, farmaco usado

para el tratamiento de la tuberculosis. (2006)

9] (@] O
N
| X H >Rz Piridina;Et,NH NS Z =
— + | — > | _ | P R2

Ry N RN
Acetilpirazina Nitrobenzaldehido Pirazinchalcona
sustituida (R1) 44 45-47

43

R,=H, alquilo

R2: 2-N02, 3-N02,4'N02

Esquema 7. Sintesis de chalconas 45-47 y pruebas de actividad antituberculosa.

En 2018, Kucerova y colaboradores realizaron la sintesis de diferentes analogos pirazinicos_de
chalconas mediante la condensacién Claisen-Schmidt, usando 2-acetilpirazinas y aldehidos
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sustituides, utilizaron para ello 3 diferentes bases, NaOH, KOH o una mezcla de piridina-
dietilamina,(Esquema 8). La reaccion se llevo a cabo en metanol y las chalconas se obtuvieron en
rendimienteS moderados del 10 al 67%. A pesar de que los tres métodos utilizan catélisis basica,

los mejores rendimientos fueron obtenidos con el método A.

(0)
OHC:
Jon <o N im
" x/ P

Ben7zaldehidos sustituidos P 'rdszhdlcon‘“
Acetilpirazinas 49
48 R2
X Rl -2-OH
-CH -CH,CH,CH; Son
i N -CH(CHj3;), _4.0H
Metodologias ) o 4-OH-3-OCH,
A: NaOH, MeOH, temp. ambiente'24h.. Rendimiento 45%-67% -4-OCH; i
B: Piridina, dietilamina; agitar 1-2h a 80=120°C. Rendimiento 10-44% -4-NO,

C: KOH, MeOH, H,0, reflujo, 1.5h. Rendimiento 40%

Esquema 8. Metodologia descrita por Kucerova-y:colaboradores para la obtencidn de pirazinchalconas.

Se probo la actividad bioldgica de“las’chalconas preparadas, como inhibidoras de la aldosa
reductasa, encontrandose que fue menor\en comparagion al epalrestat, usado como farmaco de
referencia. (2018).

N
~ Z
MemdvoB __DTAB (5% floh 0 o ‘
Temp. ambwnlc 1.5.-3.0h =
N R X

Benzaldhehido Pirazinchalcona
Pirazinchalcona Acetilpirazina sustituido 53
5 st 52 Rendimiento: 78-94%

Rendimiento: Método DTAB: Bromuro de dodeciltrimetilanionia

A= 83-88%
B= 90_95.,/: A= EtOH/NaOH. Temp. amb., 5.0-7.0 h

B= Microondas, K,COj3. 6.0-10.0 min

Sustituciones:

R X

CH, F

cH,
Br
NO,
N(CH;),
OCH,C{H;

Esquema 9. Metodologias para sintesis de pirazinchalconas descritas por Kitawat y colabaradares (2013)

Matoba et al (1981), dentro de su investigacion presenta, una ciclacion de chalconas derivadas de
varios compuestos heteroaromaticos nitrogenados; entre sus moléculas reportadas obtuvo el 2-(2-
furfurilidina)-acetilpirazina, usando etanol e hidroxido de potasio obteniendo un 46.8%"de

rendimiento; dicha molécula fue usada como precursora de otras moléculas usando el método de

24



ciclacion’acida (1981). Por otra parte, Kitawat y colaboradores (2013), mediante condensacion de
Claisen=Schmidt, desarrollan un método eficiente que entra dentro de la quimica verde para la
sintesis de” (E)-3-aril-1-(3-alquil-2-pirazinil)-2-propenona en un medio micelar acuoso a
temperatura <@mbiente, esta reaccion se realizd entre 2-acetil-3-metilpirazina y 4-
bromobenzaldehido,. usando diferentes tensoactivos como catalizadores, aunque se observé que
con DTAB se obtuvo'un rendimiento del hasta 93.5%, porcentaje superior a los rendimientos de
los demas tensoactivos usados, esto debido a un mayor efecto catalizador en la reaccion. Kitawat
(2013), en otra investigacion llevo a cabo dos nuevas series de sintesis para (E)-3-aril-1-(3-alquil-
2-pirazinil)-2-propenona mediante la reaccion de Claisen-Schmidt, entre 2-acteil-3-alquilpirazina
y aldehidos sustituidos mediante.metodologias convencionales y sintesis asistida por microondas
sin disolventes en la cual reporta que”esta Ultima es mejor que un método convencional ya que
proporciona un rendimiento del 90-95%) y en menor tiempo de 6-10 min en comparacién del
método tradicional que dio un rendimiento, del 83-88% en un tiempo de 5.0-7.0 h. (Esquema 9)
(Kitawat et al, 2013).
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Justificacion

Con el surgimiento de los antibidticos, en la década de los 70 fue posible combatir las
enfermedades de origen bacteriano, las personas se recuperaban y podian seguir su vida con
normalidad, el problema se creia controlado y erradicado. En esa década, el médico cirujano
William H. Stewart declaro: “es tiempo de cerrar el libro de las enfermedades infecciosas y
declarar la guerra ganada”, 50 afios mas tarde, la realidad es enormemente diferente a lo que se
visualizaba (Gonzales, *2013), muchas especies bacterianas se han vuelto resistentes a los
antibioticos existentes, mientras que otras comienzan a hacerlo, es por ello que la obtencion de
nuevas moléculas con actividad antimicrobiana es uno de los objetivos mas importantes hoy en
dia.

Dicho lo anterior, la busqueda de moleculas con actividad antimicrobiana se ha convertido en un
reto, debido a que las bacterias crean rapidamente nuevos mecanismos de resistencia a los
antibidticos disponibles. Las chalconas poseen grandes y diversas actividades farmacologicas,
especialmente como antimicrobianos, per lo que es importante incluirlas dentro del grupo de
estudio (Ramirez et al, 2010; Miller/et)al, 2020). La actividad antimicrobiana de algunas
pirazinchalconas es conocida, por ejemplo:/Opletalovareporta la sintesis y actividad bioldgica de
la pirazinchalcona MH-2 (56), que aqui sintetizamos mediante una metodologia verde, frente a

Mycobacterium tuberculosis (Opletalova et al, 2006; Kuceroyva.et al, 2015).

En este trabajo de investigacion, se realizard la sintesis de 4_.analogos heteroaromaticos de
chalconas 55, basados en un anillo de pirazina (anillo A, Figura 12),.y,diferentes sustituyentes en
el anillo B. Con el fin de unirnos al esfuerzo mundial en la busqueda de nuevos antibioticos, se
probard la actividad antimicrobiana de estos compuestos en 4 microrganismes del grupo ESKAPE
(S. aureus, K. pneumoniae, P. aeuroginosa, A. baumannii), resistentes a los\antibiéticos. Es
importante mencionar, que las pruebas bioldgicas se llevardn a cabo en el laboratorio 2-11 del
instituto de quimica de la UNAM, donde se dirige un importante estudio acerea de nuevos

compuestos con posible actividad antimicrobiana.

[o]

N Z AN
EA/ ‘ B X
. Z

Figura 12. Estructura base de las pirazinchalcona a sintetizar (55).
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Preguntas de investigacion

Las pirazipehalconas son moléculas poco estables que tienden a descomponerse después de un

tiempo de anaquel, ;sera posible obtenerlas en medio acuoso?, una vez obtenidas tendré alguna de

ellas actividad-biologica contra microorganismos resistentes del grupo ESKAPE?

Hipotesis

Las pirazinchalconas sintetizadas mediante la metodologia acuosa desarrollada, tendran actividad

bioldgica contra alguno de™los 4 microorganismos resistentes probados (ESKAPE, S. aureus, K.

pneumoniae, P. aeuroginosa, A-baumannii).

Objetivo general

v Sintetizar pirazinchalconas y evaltar®su actividad antimicrobiana en microorganismos del

grupo ESKAPE (S. aureus, K. pneumoniae, P. aeuroginosa, A. baumannii).

Objetivos especificos

v Sintetizar las siguientes pirazinchalconas;

Nombre IUPAC Node pirazifichalcona

(E)-3-(3-nitrofenil)-1-(pirazin-2-
il)prop-2-en-1-ona
(E)-3-(furan-2-il)-1-(pirazin-2-
il)prop-2-en-1-ona
(E)-3-(4-(benziloxi)fenil)-1-

(pirazin-2-il)prop-2-en-1-ona

(E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-
(pirazin-2-il)prop-2-en-1-ona

Estructura

. (56) Ay
(Y

‘ = o
(60
OB

. - 4
M -
(- S
~

v Caracterizar fisicoquimica y espectroscopicamente los compuestos obtenidos

v Evaluar la actividad antimicrobiana de las moléculas sintetizadas en 4 microorganismos del

grupo ESKAPE (S. aureus, K. pneumoniae, P. aeuroginosa, A. baumannii).
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Metodologia y parte experimental.
a) Sintesis.depirazinchalconas

Meétodos generales
El progreso de todas Ias reacciones fue monitoreado por cromatografia en capa fina (CCF), usando

como adsorbente gel'de silice 60GF254 de 0.2 mm de espesor de Merck. Las aminas, acetofenona,
y aldehidos utilizados fueron: trietilamina; 2-acetilpirazina; 3-nitrobenzaldehido; furaldehido; p-
vanillina, Se obtuvieron dejas.compafiias Sigma Aldrich; Meyer; J.T.Baker; con excepcion del

compuesto 4-(benciloxi)benzaldehido que fue proporcionado por M.C Torres-Sauret.
La purificacion de los productos sé hizo por:

a) Purificacion por columna cromatogréafica

b) Cristalizacién con DMSO

C) Filtracion y lavado del produgto-

Los espectros de Resonancia Magnétiea Nuclear,d€,Proton (RMN !H) se realizaron en un
espectrometro Bruker Ascend 300™, utilizando tubos Marca Aldrich de 5 mm de diametro. Para
realizar esta técnica, se pesaron 0.2 mg del.compueste” ajanalizar, posteriormente se agrego
cloroformo deuterado (0.6 mL). Los espectros de”Resonancia_Magnética Nuclear- proton 'H se
realizaron a 300 MHz y los de 3C a 75 MHz. Los desplazamientos/quimicos (8) son representados
en partes por millén (ppm), las constantes de acoplamiento (J) en-Hz. Los puntos de fusién se

determinaron en un equipo Fisher-Jones y no estan corregidos.

Simbolo Significado
S Sefial simple (singulete)
d Sefial doble (doblete)
dd Sefial doble de doble)
t Sefial triple (triplete)
m Sefial multiple (multiplete)

Tabla 1. Simbolos usados para explicar las sefiales y su significado
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Sintesis-general de pirazinchalconas.
En un vial colocar H,O (1 mL), 2-acetil pirazina (Lmmol), trietilamina (1 mmol) y el aldehido

correspondiente* (1 mmol). Cerrar el frasco y agitar por 24-72 h. Seguir la reaccion por
cromatografiagn.capa fina (CCF). Filtrar el solido precipitado y lavarlo con un agua fria. Purificar
por cristalizacion.eon DMSO, o por columna cromatografica, en caso de que no tenga la pureza
suficiente después del lavado.

Es importante mencionar que, aunque esta es la metodologia general, para la sintesis de algunos
de los compuestos, tuvo que ser modificada.

b) Evaluacion biologica

Metodologia de los cultivos bacterianos:
Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)

Materiales:
e 200 mL de caldo Mller-Hinton-(IMH).
e Disoluciones 10x del antibidtico a utilizar.
e Placa de 96 pozos estéril.
e Tubos conicos para centrifuga de 15 mL estériles.

e Puntas estériles para micropipeta (azules, amarillas y blancas).

Procedimientos:

A. Preparacion del medio
Se debe pesar 21 gramos de agar Muller-Hilton, y colocarlo en agua destilada, hervir
hasta la disolucion total y esterilizar durante 15 min a 121 psi.

B. Preparacién de los compuestos
Se deben preparar los compuestos a 250 pm, utilizando un ensayo de microdilucion
siguiendo las pautas del instituto de estandares clinicos y de laboratorio (CkS}).

C. Preparacion del antibiotico:
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Se“Oeben preparar soluciones del antibidtico a utilizar con las siguientes concentraciones:
0:01,0.1, 1, 10, 100, 1000, 10 000 pg/mL, cabe recalcar que estas soluciones estan a una
concentraCion 10x, por lo que al realizar el ensayo se diluirdn 1:10.

D. Preparacion de las bacterias:
Sembrar per‘estria en una placa de agar Muller-Hinton cada una de las bacterias a utilizar,
para obtener colonias aisladas. Una vez realizada la siembra, incubar durante 24 horas a 37
°C y verificar el‘Crecimiento.

E. Preparacion de-lasuspension bacteriana:
Para preparar la suspension’es necesario contar con un tubo conico estéril con 10 mL de
caldo MH al cual se le transferird una UFC de la bacteria a trabajar. El tubo se incuba a 37
°C durante un intervalo de tiempo de 18 a 24 horas.
De acuerdo al MO7 del CLSI esgnecesario ajustar la turbidez de la suspension bacteriana a
0.5 del estandar de McFarland (1.5&108 UFC/mL), es decir entre 0.08 a 0.13 de DO a 600
nm.

F. Preparacion de la placade-96 pozos:

Es muy importante mencionar que todo-debe ser realizado en estrictas condiciones de esterilidad
para asegurar que los resultados sean confiables. Este ensayo se realizé por triplicado con cada
una de las concentraciones del antibiotico.

1.

Para el posillo 1 de lafila A, B'Y C, se colocd 90 iz de caldo MH y 10 pL de suspension
bacteriana

Se coloco en el posillo 2 al 12 de las filas A, B'Y C, 80 pL de caldo MH, 10 pL de
suspension bacteriana y 10 L de disolucion de antibiética

Se colocé 100 pL de caldo MH en los 12 posillos de las filas’D y E, esto con la finalidad
de tener nuestra referencia control.

Se repitid el proceso 1y 2 en las filas F, G Y H, con otra bacterias
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Tabla 2: representacién de la-preparacion de las placas de cultivo usadas para la realizacion de las
pruebas bioldgicas
G. Lectura de la placa de-96 pozos:
1. Una vez terminado el llenade.de_la placa, se procede a programar el lector para realizar la

lectura a 595 nm, con previa agitacion de 10 segundos y a una temperatura de 37 °C. Esta

sera la lectura a t=0.
2. Posteriormente se incubard la placa\a 37 °C durante 16 horas y se leerd nuevamente

siguiendo el procedimiento desCriteren el"punto 1 para obtener los datos a t=16h.

H. Disposicion de los desechos generados:

e Los tubos con el sobrante de la suspension-bacteriana’se gsterilizan en autoclave y después las

bacterias inactivadas pueden ser desechadas a_la tarja paraavar los tubos.

Las placas pueden dejarse durante 24 horas en una solucion‘desipoclorito de sodio, etanol al
70% y agua destilada, para después ser lavadas y reutilizadas;"Siempre y cuando se haya

trabajado con cepas ATCC. De lo contrario se pueden esterilizar © desechar bien selladas a

los residuos RPBI.
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RESULETADOS
a) Sintesis de pirazinchalconas

Constantes de las pirazinchalconas.

(E)-3-(3-nitrofenid)-1-(pirazin-2-il)prop-2-en-1-ona (56). Se obtuvo como polvo fino y grumoso
color naranja (0.154g; 60%) p.f =168°C (reportado 165-1685°C; Opletalova et al, 2006). RMN
'H (300 MHz CDCls) 8.ppm: 9.24 (s, 1H), 8.94(s, 1H), 8.87 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 8.35-8.22 (d,
2H, J=15.9 Hz), 8.21 (d 1H; J= 15.6 Hz) 7.97 (d, 1H J=16.44 Hz), 7.73(t, 1H). 3C (75 MHz,
CDCls) 188.15, 148.33, 147.647144.08, 142.24, 136.12, 134.73, 130.60, 125.12, 123.26, 123.04.

(E)-3-(furan-2-il)-1-(pirazin-2-il)prop-2-en-1-ona (57). Se produce un polvo fino color amarillo
(0.123g, 61.5%); p. f.= 119°C (reportato.117-119°C; Matoba et al, 1981). RMN *H (300 MHz,
CDCl3) & ppm: 9.21 (d, 1H, J = 1.5 Hz), 892 (d, 1H, J = 2.1 Hz), 8.83 (dd, 1H, J = 7.96 Hz), 7.94
(s, 1H), 7.87 (d, 1H, J = 15.9 Hz), 7.69 (d, 1H;"J = 16.2 Hz), 7.15 (d, 1H, J = 3 HZz). 6.70 (dd, 1H,
J=5.8 Hz). 13C (75 MHz, CDCls) 188.09,,151.52;"148.58, 148.18, 147.36, 144.48, 144.30, 131.38,
119.02, 117.51, 113.84.

(E)-3-(4-(benziloxi)fenil)-1-(pirazin-2-il)prop-2-en-1-ona: (58). Se consigue polvo fino arenoso
color amarillo (0.056g, 17%); p. f.=178°C (reportada 141<143°C; Kitawat, et al, 2013). RMN H
(300MHz, CDClz) 0 ppm: 9.23 (d, 1H, J =1.5H2);8.91 (d, 1H, J = 2.7 Hz), 8.84 (dd, 1H, J =7.98
Hz), 8.00 (d, 1H, J = 16.2 Hz), 7.86 (d, 1H, J = 17.4 Hz), 7.79(d,2H, J = 8.1 Hz ), 7.47-7.31 (m,
5H), 7.09 (d, 2H J = 8.79), 5.17 (s, 2H). 13C (75 MHz, CDCl3) 18852, 161.37, 148.60, 148.46,
145.49, 144.47, 144.38, 137.04, 131.48, 128.98, 128.49, 128.28, 127.61,118.41, 115.94, 69.70.

(E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(pirazin-2-il)prop-2-en-1-ona (59).(Seg obtuvo un polvo
grumoso aterciopelado color amarillo (0.024g, 9.3%); p. f.= 180°C (reportado 182-184°C;
Opletalova, et al, 2002 ) RMN H (300 MHz, CDCls) 0 ppm: 9.22 (d, 1H, J =14 Hz), 8.90 (d,
1H, J = 2.4 Hz), 8.84 (dd, 1H, J = 8.8 Hz), 7.95 (d, 1H, J = 15.9 Hz), 7.82 (d, 1H, J.= 15.9 Hz),
7.41 (d, 1H, J = 1.5 Hz), 7.29 (dd, 1H, J = 7.2 Hz), 6.85 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 3.86 (s,-3H), 3.38(s
1H). 13C (75MHz, CDCls) 188.34, 150.82, 148.77, 148.50, 148.33, 146.50, 144.39, 126.40 424.71,
117.45, 116.27,112.27, 56.71.
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Pruebas de solubilidad

Se colocé”el,compuesto correspondiente (10 mg), en diferentes tubos de ensaye. Adicionar el
disolvente (071,mL, diclorometano, acetato de etilo, metanol, etanol), agitar y observar si existe
disolucidn, este praceso se lleva a cabo a temperatura ambiente. Si la muestra no se solubiliza,
agregar mas disolvente (de 0.1 en 0.1 ml), hasta disolverlo. Los mejores resultados se obtuvieron

con diclorometano y:acetato de etilo que se disolvieron los compuestos en 0.1 mL.

Purificacion mediante._gristalizacion

Colocar el compuesto a cristalizar en un matraz, agregar de 3 a 5 mL de DMSO para disolverlo,
hasta observar que no haya solide”en_el matraz. Ya solubilizado pasarlo a un vial de 10 mL y
terminar de llenar con agua destilada,tapar y agitar con fuerza y meter al refrigerador por 24 horas.
Pasado este tiempo filtrar mediante vacio los cristales formados, enjuagarlos con una mezcla fria

de agua, secarlos y guardarlos en un vial previamente lavado, secado y etiquetado.
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56 Pirazina 2—N02
57 Pirazina Furano
S8 pirazina 4-(benzyloxy)benzaldehyde

9 pirazina p-vainillina
No. | Compuesto | Tipo de Base Temp. (°C) | Tiempo (Rend.
reaccion ) (%)
1 56 (MH-2) | Claisen- Trietilamina | 25-35 °C 24 60
Schmidt
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ZC 57 (MH-4) | Claisen- Trietilamina | 25-35 °C 24 61.5
, Schmidt
49
3 {AA.H-S) Claisen- Trietilamina | 25-35 °C 24 17
(V| schmidt
o
4 59 (MH%6) ' | Claisen- Trietilamina | 25-35 °C 48 9.3
a yhmidt

Tabla 3: MetodoEog yada para la sintesis de analogos de pirazinchalcona

cos de los analogos de pirazinchalconas

Compuesto
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Pruebas biologicas.
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Grafica 1. Porcentajes de inhibicidn de los compuestos 56-59 frentea microorganismos resistentes
(ESKAPE, S. aureus, K. pneumoniae, P. aeuroginosa, A. baumanhii)). Todas las pruebas se realizaron

a una concentracién Unica de 250 uM y por triplicado. La gentamicina, penicilina y colistina fueron los
farmacos de referencias.

Los resultados de las pruebas biolégicas se representaron en graficas) para hacerlas mas
entendibles, teniendo en el eje Y el porcentaje de inhibicion el cual va de 0-100%, y en el eje X
fueron representadas cada uno de nuestros compuestos sintetizados y les" farmacos de

referenciautilizados para medir la actividad antimicrobiana; como se observo en las graficas la
Gentamicina y la Colistina solamente en A. baumannii llego al 100% de la inhibicion teniéndolas

como la mayor referencia de farmacos efectivos ante las cepas evaluadas, también notandese-gue
la penicilina tenia muy poca efectividad frente a las cepas pertenecientes al grupo SKAPE siendo

esta un control, puesto que este grupo de bacterias se ha hecho resistente a dicho farmaco. Con los
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resultades obtenidos, se observd para S.aureus, que en el compuesto 56, la inhibicion obtenida fue
del 90%;para el compuesto 57, 58 y 59 no pasa del 50% para la Gentamicina, sin embargo, todos
tienen mayer inhibicion en comparacion a la Penicilina, para K. pneumoniae,la Gentamicina es el
farmaco con 100% de inhibicién y la penicilina con 40% de inhibicion, el compuesto 56 tiene el
mismo porcentaje ‘de inhibicion que la Penicilina, sin embargo del compuesto 57 al 59 quedan
debajo del porcentaje'de la Penicilina, en P. aeuroginosa, la penicilina tiene el 10% de inhibicién
y la Gentamicina el 100% para esta bacteria observamos que el compuesto 56 tiene inhibicién del
40%, el 57 tiene tan solo un20%, el compuesto 58 es casi una inhibicion nula y el 59 tan solo del
10%, por altimo A. baumannii selo tiene como farmaco de referencia a la Colistina con inhibicion
del 100%, el compuesto 56 presenta una inhibicion del 40%, el compuesto 57 con inhibicion del
20%, mientras que el 58 y 59 con inhibicion del 10%. Es por ello que con los resultados obtenidos
se observo que los nuestros compuestos.sintetizados no obtuvieron la actividad microbiolégica
gue tedricamente se esperaba, por lo que nuestra hipotesis no fue del todo acertada, una de nuestras

moléculas llegd a tener una inhibicion cercano al farmaco de referencia utilizado.

Discusion

a) Sintesis de pirazinchalconas.

Las chalconas y sus analogos se pueden obtener’ por diversas metodologias, lo que las hace
facilmente obtenibles; sin embargo, la metodologia utilizada afeeta en gran medida el rendimiento
de cada producto. Inclusive, es posible que la chalcona deseada.no se pueda obtener con una
metodologia en particular. La sintesis de nuestros analogos se realizd-por condensacion de Claisen-
Schmidt, usando agua como medio de dispersion, con el fin de buscar alternativas mas econémicas,
y de apegarnos a los criterios de la “quimica verde”. Los solventes orgdnicos tienen un impacto

negativo en el medio ambiente ya que son volatiles, contaminantes y caros.

Los analogos se sintetizaron por el método de Claisen-Schmidt, la reaccion se llevé a€abo en agua
destilada, a temperatura ambiente (25-35°C aproximadamente), con agitacion fuerte~(800 rpm).
Las materias primas: 2-acetilpirazina, el aldehido correspondiente y la trietilamina, se adicionaron
en cantidades equivalentes (1 mmol). Las reacciones se dejaron inicialmente 24 h para observar el

consumo de las materias primas, si por TLC no se observaba consumo total, se les dejaba otras 24
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h (solo_eompuesto 59). En todas las reacciones se obtenia un solido, el cual nos daba indicios que

se habia-obtenido un producto.

Al comparar”nuestros resultados con las bibliografias investigadas, observamos que para el
compuesto 56 reportado por Opletalova y colaboradores (2006), realizaron la sintesis del
compuesto por condensacion de Claisen-Schmidt de acetilpirazina con nitrobenzaldehido, usando
piridina y dietilamina,»0bteniendo un rendimiento de 42%, en comparacion con nuestro
rendimiento del 60% usando’el mismo método de sintesis, cambiando la piridina y dietilamina por

trietilamina.

El compuesto 57, fue sintetizado porMatoba y colaboradores a partir de acetilpirazina, y furfural,
en una solucidn etanolica de KOH{en 46.8% de rendimiento; en comparacion, con nuestro método
fue obtenido en 61.5%;

El compuesto 58 fue sintetizado por Kitawasy colaboradores a partir de 2-acetil-3-metilpirazina y
benzaldehido en DTAB a 15 mol% en agua, a temperatura ambiente y con un rendimiento del
94%. En contraste, usando el métode-de“Claisen=Schmidt, nosotros lo obtuvimos en solo 17% de

rendimiento.

El compuesto 59, reportado por Opletalovdsy colaboradores (2002), fue sintetizado a partir de
acetilpirazina con un aldehido aromatico, afiadiendo dietilamina a una temperatura de 80-120°C
por 2 horas, obteniéndolo en rendimiento del 23%. En contraste, con nuestra metodologia fue
obtenido en 9.3% de rendimiento.

b) Analisis espectroscopica

Caracterizacion espectroscopica de los compuestos sintetizados.
En este apartado se presenta la caracterizacion espectroscopica de RMN-H. La numeracion

empleada en la caracterizacion del producto no coincide con la IUPAC, ya que se numera con fines

de elucidacién de los espectros correspondientes, como disolvente se us6 CDClz en todosos casos.

A continuacion, se muestran los espectros de RMN *H y 3C obtenidos para el compuesto_(56) y
el andlisis correspondiente de las sefiales observadas. La sefial que se observa en 7.26,ppm

corresponde al CDCl3 (Figura 13).

38



Los dates espectroscopicos muestran los desplazamientos quimicos (6 ppm) y las multiplicidades

para cada hidrogeno presente en las estructuras. Los compuestos sintetizados tienen fragmentos

similares en’sus’estructuras, que poseeran desplazamientos quimicos equivalentes, por lo que, en

el andlisis espeetroscopico, se tratara de enfatizar en las diferencias entre los compuestos

preparados, que se‘Centran principalmente en el anillo aromético B y el sistema o, 3-insaturado.
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No. m J(Hz) o H C
1 S 8.87 1 148.32
2 S 8.94 1 144.08
3 S 9.24 1 142.25
4 14832
5 188:29
6 d 16.41 7.97 1 123.04
7 d 16.02 8.23 1 144.08
8 136.12
9 S 8.60 1 123.25
10 147.64
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11 m 8.35-8.22 2 125.12
12 t 7.73 1 130.60
13 m 8.35-8.22 2 134.73

Tabla 5. Asignacién.de sefiales de los espectros de los compuestos *H y *C del compuesto (56)

Seriales de 1H

Anillo de pirazina (anillo A). Las sefiales del anillo de pirazina abarcan desde el protén H-1 al
H-3. El protdn H-3 es el mas desplazado a campo bajo y se le puede observar como un singulete
en 9.24 ppm, el protdon H-2, se observa como un singulete ancho en 8.94 ppm y finalmente el

proton H-1 se observa como un singulete.ancho en 8.87 ppm.

Sistema a,B-insaturado. El proton H-7 que corresponde al hidrogeno posicionado en el carbono
B del sistema a,B-insaturado genera un‘doblete (d) en 8.23 ppm con una constante de acoplamiento
J =16.02 Hz. El segundo proton del sistema H-6,5e observa como un doblete en 7.97 ppm, con J
=16.41 Hz. El valor de estas constantes es importante; perque nos permite diferenciar los protones
del doble enlace conjugado, de los del resto.de la molécula, asi como también, que los protones
del doble enlace se encuentran en posicion trans.entre si.“Esto se aplica para todos los analogos y
el derivado de chalconas preparados, aunque el desplazamiento’quimico dependera de los grupos

sustituyentes en cada molécula.

Anillo aromético B. Este anillo tiene un grupo electroatractor (NO2).en el carbono 10, lo que hace
que los protones del anillo se desprotejan y se desplacen a campos bajos. De este modo, el proton
H-9 se observa como un singulete en 8.60 ppm, mientras que los protones H-11 y H-13 se observan
como un multiplete en 8.35-8.22 ppm que integra para 2 protones, y por Gltimo.H-12 es visible en
7.73 ppm en forma de triplete (t) integrando para 1 proton con J = 8.05 Hz.
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Figura 14. Espectro de RMN'Y3C (75 MHz, CDCls) del compuesto (56).

Sefiales de 13C.

Anillo aromatico A. Los carbonos C-1 y-€=4, se solapan en 148.32 ppm, mientras que el carbono
C-2 se encuentra en 144.08 ppm, compartiendo sefial‘con el carbono  del sistema insaturado.

Finalmente, el carbono C-3 se encuentra en 142:25 ppm.,

Sistema a,B-insaturado. La sefial que se enedentra a campo mas bajo, en 188.29 ppm,
corresponde al C-5 del carbonilo. El carbono o, se encuentraen/123.04 ppm, siendo la sefial a
campo mas alto, en tanto que el carbono B, se localiza en 144.08 ppnt;,compartiendo sefial con el

carbono C-2 del anillo de pirazina.

Anillo aromatico B. Las sefiales para C-10 a 147.64 ppm y C-8 a 136.12ppm, corresponden al
carbono ipso y al carbono base del grupo nitro respectivamente. Debido a que estas son carbonos
cuaternarios, libres de hidrégenos, sus sefiales son pequefias en comparacion cen,las demés. Las
sefiales de C-9 en 123.25 ppm del anillo B y C-6 en 123.04 ppm del carbono’o.del sistema
insaturado, estan muy juntas lo que dificulta su identificacion, por lo que seria convenienterealizar
estudios bidimensionales para su correcta identificaciéon. Finalmente, los carbonos C-11,,C=12 y

C-13 se encuentran en 125.12 ppm, 130.60 y 134.72, respectivamente.
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Figura 15. Espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCls) del compuesto (57).
No. m J(Hz) 0 H C

1 dd 291 883 1 148.18
2 d 2.10 8.92 1 147.36
3 d 1.50 9.21 1 144.30
4 148.58
5 188.10
6 d 16.20 7.69 1 131.38
7 d 15.90 7.87 1 119.02
8 151.52
9 S 7.94 1 144.48
10 dd 3.57 6.70 1 113.84
11 d 3 7.15 1 11751

Tabla 6. Asignacion de sefiales de los espectros de los compuestos *H y **C del compuesto (57).

Anillo de pirazina (A). Este anillo no tiene sustitucion, es por eso que las sefiales sigtien

practicamente en el mismo desplazamiento quimico que el compuesto (56), solo que las sefiales se
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observan'diferentes, las sefiales del anillo de pirazina abarcan desde el protén H-1 al H-3. El protén
H-3 es el"maés desplazado a campo bajo y se le puede observar como un doblete (d) en 9.21 ppm
con una consStante de acoplamiento J =1.50 Hz. El proton H-2, se observa como un doblete (d) en
8.92 ppm cond-=2.10 Hz y finalmente el protdn H-1 se observa como un doble de dobles (dd) en
8.83 ppm con J =291 Hz.

Sistema a,B-insaturadoe: El proton H-7 que corresponde al hidrogeno posicionado en el carbono
B del sistema a,f-insaturado’genera un doblete (d) en 7.87ppm con una constante de acoplamiento
J = 15.90 Hz. El segundo protén del sistema H-6, se observa como un doblete (d) en 7.69 ppm,
con J =16.20 Hz. El valor de€stas constantes es importante, porque nos permite diferenciar los
protones del doble enlace conjugado, de los del resto de la molécula, asi como también, que los
protones del doble enlace se encuentran en posicion trans entre si. Esto se aplica para todos los
analogos y el derivado de chalconas preparados, aunque el desplazamiento quimico dependeréa de

los grupos sustituyentes en cada molécula:

Anillo aromético B. La molécula de’este anillezes'el furano, el proton H-9 se observa como un
singulete (s) en 7.94 ppm, el proton H-10'es observado como un doble de dobles (dd) en 6.70 ppm
con J =3.57 Hz integrando para 1 protén,“y;per Ultime"H-11 es visible en forma de doblete (d) en

7.15 ppm integrando para 1 protén con J = 3 Hz:
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Figura 16. Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDClIs) del compuesto (57).
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Sefiales#3C

Anillo aromatico (A). Este anillo no tiene sustitucién, es por eso que las sefiales siguen
practicamente en el mismo desplazamiento quimico que el compuesto (56), por ello podemos
observar la senalesypara el C-1 a 148.18 ppm, el C-2 a 147.36 ppm, el C-3 a 144.30 y finalmente
el C-4 a 188.10 ppm corresponden al anillo de pirazina.

Sistema a,B-insaturado.-La sefial para el carbonilo corresponde al C-5 a 188.10 ppm, el carbono
a, se encuentra en 131.38 ppm, siendo la sefial a campo mas alto, en tanto que el carbono B, se

localiza en 119.02 ppm.
Anillo aromatico B.

Las sefiales del anillo de furano abarcan desde el C-8 al C-11, siendo el C-8 un carbono
cuaternario libre de hidrogenos en 119.024pm, a diferencia del C-9 al C-11 estos son carbonos

terciarios teniendo el C-9 en 144.48 ppm, C-10.en 113.84 ppm y finalmente C-11 en 117.51 ppm.
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Figura 17. Espectro de RMN-H (300 MHz, CDCls) del compuesto (58).

No. m J(Hz) 0 H C
1 dd 1.47 8.84 1 148.60
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2 d 2.7 8.91 1 145.49
3 d 1.5 9.23 1 144.38
4 148.46
5 188.52
6 d 17.4 7.86 1 118.41
7 d 16.2 8.00 1 144.47
8 127.61
9 d 8.1 7.79 1 131.48
10 d 8.79 7.09 1 115.94
11 161.37
12 S 5.17 2 69.90

13 137.04
14 m 7.47-7.31 1 128.28
15 m 7.47-7.31 1 128.98
16 m 7.47-7.31 1 128.49
17 m 7.47-7:31 1 128.98
18 m 7.47-7:31 1 128.28
19 d 8.79 7.09 1 115.94
20 d 8.1 7.79 1 131.48

Tabla 7. Asignacion de sefiales de los espectros de los compuestos *H y ¥C. del compueston (58)

Anillo de pirazina (anillo A). Las sefiales del anillo de pirazina abarcan.desde el proton H-1 al
H-3. El protén H-3 es el méas desplazado a campo bajo y se le puede observar cemo un doblete (d)
en 9.23 ppm con una constante de acoplamiento J =1.5 Hz, el proton H-2 de igual' manera logra
observarse como un doblete (d) en 8.91 ppm con una constante de acoplamiento J.=2.7 Hz, por
ultimo proton H-3 se observa como un doble de dobles (dd) en 8.84 ppm con una constante de

acoplamiento J =1.47 Hz.

Sistema a, B-insaturado. El protén H-7 que corresponde al hidrogeno posicionado en el carbono

B del sistema a, B-insaturado genera un doblete (d) en 8.0 ppm con una constante de acoplamiento
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J = 16.2Hz. El segundo proton del sistema H-6, se observa como (d) en 7.86 ppm, con J =17.4
Hz. El'valor de estas constantes es importante, porque nos permite diferenciar los protones del
doble enlaee conjugado, de los del resto de la molécula, asi como también, que los protones del

doble enlace se-encuentran en posicion trans entre si.

Anillo aromaticoB. ara esta molécula sintetizada el anillo B tiene una sustitucion en el carbono
11 de un (metoximetil) benceno, por lo que las sefiales obtenidas del anillo B y su sustitucion
fueron las siguientes: proton'H-9 = 6.9 ppm sefial de doblete (d) con una constante de acoplamiento
J=8.1Hz; H-10 y H-19 =709 _ppm la sefial es un doblete (d) que integra para 2 protones ambas
con una constante de acoplamiento J =8.79 Hz y H-20 = 7.09 ppm sefializado como doblete (d)
forman parte del anillo B base comuna constante de acoplamiento J =8.1 Hz,

Anillo aromético C. el protdn H-12 es un singulete que integra para 2 protones, el anillo aromatico
donde se encuentran los protones H-14, H<15, H-16, H-17 y H-18 no tiene més sustituyentes, por
lo que sus sefiales estan encimadas, estas seencuentran en forma de multiplete (m) en un rango de

7.31-7.47 integrando para 5 protones.
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Figura 18: Espectro de RMN C (75 MHz, CDCls) del compuesto (58).
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Sefiales#3C

Anillo ‘aromatico (A). Este anillo no tiene sustitucion, es por eso que las sefiales siguen
practicamentesen el mismo desplazamiento quimico que el compuesto (56), por ello podemos
observar la sehales para el C-1 y C-4 a 148.60 y 148.66ppm respectivamente se observan muy
juntas, el C-2 a 145.49ppm, finalmente el C-3 aunque este encimada al C-7 se muestra 144.38ppm
mostrando una sefial mas larga de las demas, estas sefiales mencionadas corresponden al anillo de

pirazina.

Sistema a,B-insaturado. La sefial para el carbonilo corresponde al C-5 a 188.52 ppm, el carbono
a, se encuentra en 118.41 ppm, siendo la sefial a campo mas alto, en tanto que el carbono j, se

localiza en 144.47 ppm mostrandostina sefial larga al estar encimada con C-3.
Anillo aromatico B.

El anillo B tiene una sustitucion en el ‘€<11 un grupo metoxi, el C-8 y C-11 son carbonos
cuaternarios libres de hidrogenos C-8en 127.61 ppm, C-11 en 161.37 ppm, a diferencia de los
carbonos C-9, C-10, C-19 y C-20 que_son carbones terciarios, se logran observar en 131.48ppm,

115.94ppm, 131.48 respectivamente.

Anillo aromatico C.El anillo C tiene una sustitucion en.el C-12 unido al grupo metoxi del C-11.
Observandose en 69.90ppm, a diferencia de los"carbonos <13, C-14, C-15, C-16, C-17 y C-18
que son carbonos terciarios, se logran observar en 137.04ppm«C-13, 128.28ppm C-14 y C18,
128.98ppm C-15y C-17 yen 128.49ppm C-16.
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Figura 19. Espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCls) del compuesto (59).
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No. m J(Hz) d H C

1 dd 15 8.84 1 148.50
2 d 24 8.90 1 146.50
3 d 1.4 9.22 1 144.39
4 148.77
3) 188.34
6 d 15.9 7.82 1 117.45
7 d 15.9 7.95 1 144.39
8 126.40
9 dd 183 7.29 1 124.71
10 d 8.1 6.85 1 116.27
11 148.33
12 150.82
13 S 3.86 3 56.71
14 d 15 7.41 1 112.27
OH S 3.38 1

Tabla 8. Asignacion de sefiales de los espectros de<los-compuéstos *H y C del compuesto (59).

Anillo de pirazina (anillo A). Las sefiales del anillo de pirazina abarcan desde el proton H-1 al
H-3. El proton H-3 (d) es el més desplazado a campo bajo y se le puede observar en 9.22ppm con
una constante de acoplamiento J =1.4Hz, el proton H-2 (d) se observa_ «€n 8.90 ppm con una
constante de acoplamiento J =2.4Hz y finalmente el proton H-1 (dd).cen una constante de
acoplamiento J =1.5Hz.

Sistema a,B-insaturado. Se mantiene con un desplazamiento quimico similar-a, las demas
moléculas antes descritas. El proton H-7 que corresponde al hidrogeno posicionado en-€l carbono
B del sistema a,B-insaturado genera un doblete (d) en 7.95 ppm; el segundo protdn del sistema H-
6, se observa como un doblete (d) en 7.82 ppm, ambas con una constante de acoplamiento-~de
15.9 Hz.
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Anillo aromatico B ( p-vanillina)

El anillo Btiene sustituciones en los carbonos 11, un grupo hidroxilo y en el carbono 12 un grupo
metoxi, las sefiales son las siguientes: proton H-9 en 7.29ppm muestra un doble de dobles (dd) su
constante de acoptamiento es de J =1.83Hz, el proton H-10 en 6.85 ppm aparece con un doblete
(d) su constante de-acoplamiento es de J =8.1 Hz , H-13 = 3.86 ppm es un singulete (s) que integra
para 3 protones, indicando que es el metil del grupo metoxi; y el proton H-14 en 7.41se observa
como doblete (d) con una/<Constante de acoplamiento J =1.5 Hz, ademas el proton del grupo

hidroxilo aparece a 3.3 ppm.como un pequefio singulete.
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Figura 20. Espectro de RMN *C (75 MHz, CDClIs) del compuesto (59).

Sefiales *3C.

Anillo aromatico (A). Este anillo no tiene sustitucion, es por eso que las Sefiales siguen
practicamente en el mismo desplazamiento quimico que el compuesto (56), por eNg“podemos
observar la sefiales para el C-1y C-4 a 148.50 y 148.77ppm respectivamente se observammuy

juntas, el C-2 a 146.50ppm, finalmente el C-3 aunque este encimada al C-7 se muestra 144.39ppm
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mostrando una sefial mas larga de las demas, estas sefiales mencionadas corresponden al anillo de

pirazinas

Sistema a,B<insaturado. La sefial para el carbonilo corresponde al C-5 a 188.34 ppm, el carbono
o, Se encuentra en117.45 ppm, siendo la sefial a campo mas alto, en tanto que el carbono f3, se

localiza en 144.39ppm mostrando una sefial larga al estar encimada con C-3.
Anillo aromatico B.

El anillo B tiene sustituciongs en los carbonos 11y 12 en el C-11 un grupo hidroxilo y en el C-12
un grupo metoxi, el C-8 un carbeno cuaternario libre de hidrégenos C-8en 126.40 ppm, a diferencia
de los carbonos C-9, C-10, C-11 yC+~14 son carbonos terciarios, se logran observar en 124.71ppm,
116.27ppm, 148.33 y 112.27 respectivamente. La sefial de C-13 que aparece en 56.71 ppm
corresponde al metil del grupo metoxig€ste grupo funcional esta unido al C-12, que aparece a

150.82 ppm, siendo el carbono mas alejada'de,los que conforman el anillo de p-vanillina.

¢) Analisis resultados de ensayos biolégicos

A continuacion, se hara un andlisis de los resultados:de las pruebas bioldgicas de los 4 compuestos
sintetizados 56-59, sobre 4 microrganismos«del grupa’ ESKAPE (S. aureus, K. pneumoniae, P.
aeuroginosa, A. baumannii), los cuales se pueden-ebservar enlla Gréfica 1. La discusion se dividira
de acuerdo con el microorganismo probado. Es importantetmencionar que todas las pruebas se

realizaron por triplicado y a una concentracion unica de 250uM, presentando la siguiente actividad.
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Grafica 1. Porcentajes de inhibicion de los comptiestos 56-59 frente a microorganismos resistentes
(ESKAPE). Todas las pruebas se realizaron a una concentracion tnica, de 250 uM vy por triplicado. La
gentamicina, penicilina y colistina fueron los farmacos de referencias.

S. aureus. Dentro de la evaluacién biol6gica se logra observar que el’ compuesto 56, inhibe el

crecimiento de S. aureus en 88%, a diferencia de los de los demas compuestos que quedan por

debajo del 50%, todos teniendo una actividad antibacteriana mayor a la penicilinajpero quedando

muy por debajo de la gentamicina.

K. pneumoniae. Para esta bacteria se observa que todos los compuestos tiene una inhibicion menor

al 50%; sin embargo, el compuesto 56, tiene una efectividad mayor a la penicilina, pero(de igual

forma quedando por debajo de la gentamicina.
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P. aeureginosa. Como con las anteriores bacterias se logra observar que la inhibicion que nuestros
compuestos.tienen, son de menor eficacia que la gentamicina, aqui observamos que la inhibicién

del compuestos58 es menor al 5%, y los demas quedando entre un 10-40% de inhibicion.

A. baumannii. Serebserva una inhibicion de 9 y 10% con los compuestos 58 y 59 respectivamente,
un 21% de inhibiciémeon el compuesto 57 y una inhibicidn de hasta el 45% con el compuesto 56.
A pesar de que haya‘unasnhibicién estas siguen quedando muy por debajo de la colistina.

Opletalova y colaboradoress realizaron la evaluacion biologica del compuesto 56 sobre T.
mentagrophytes a 445 pmol/L€an.una inhibicion de 7.81 a 72 h y de 15.63 a 120 h, asi como para
M. tuberculosis H37RV a una concentracion de 6.25 pg/ml, obteniéndose un 68% de inhibicion.
Este estudio mostrd, que el compuesto.56 inhibid el crecimiento de S aureus en 88%, mientras que

la inhibicion del crecimiento de los otros 3 microrganismos estudiados fue menor al 50%.

Kitawa y colaboradores realizaron la evaluacion biolégica del compuesto 58 sobre S. aureus, E.
coli y C. albicans. Para S. aureus reportaron,una inhibicion de 18 mm, en su reporte indican que
si la zona tiene >28 mm posee sensibilidad ante el microorganismos. En nuestra evaluacion hacia
la misma bacteria se observé una sensibilidad de poco méas del 40%, por lo que en ambos resultados
demuestran que este compuesto no es candidato*para‘usarle.como farmaco alternativo contra esta
bacteria. Para el caso de E. coli reportaron 06/mm indicando.que la zona de sensibilidad debe ser
>15 mm y C. albicans, reportaron 0 mm indicarenque la zopa de sensibilidad corresponde a >19
mm; en los microorganismos que se analizaron se observé muy poca sensibilidad por lo que se
concluye que este compuesto no posee una actividad antimicrobiana-frente a microrganismos de

interés clinico.

Opletalova y colaboradores analizaron la actividad antimicrobiana de 59 con M. tuberculosis
H37RV a una concentracion de 12.5 pg/ml se obtuvo una inhibicion del 35%. En nuestra evaluacion
no se analizd la misma cepa, pero con las que se trabajaron se observo una inhibicién menor al

50%, mostrando la poca actividad antimicrobiana que tiene para ser usada como un fdrmaco nuevo.
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Conclusion

Se realiz04la sintesis de 4 analogos de pirazinchalconas, mediante “quimica verde” bajo las
condiciones _de la condensacion Claisen-Schmidt, usando pirazina y diferentes aldehidos
aromaticos, conrtrietilamina como catalizador en agua, mediante agitacion a temperatura ambiente
de 24 a 48 horas, obteniendo rendimientos variados (9.3-61.5%), dependiendo de los sustituyentes
del benzaldehido, parilo que se observo que la metodologia usada no es tan eficiente en termino
de rendimientos para este)tipo de moléculas, como lo son algunas otras variantes que usan
solventes que son muy contaminantes para el medio ambiente. La identificacion de los compuestos

se realizo por medio de RMN._*H¥ °C y su respectiva descripcion del espectro obtenido.

Al analizar los resultados obtenidas‘de las pruebas bioldgicas, se observa que a una concentracion
de 250 uM, se obtuvo cierto porcentaje de inhibicion en cada una de las bacterias evaluadas. En
todas las evaluaciones biologicas se observa que el compuesto 56, es el que presenta una mayor
actividad biologica, dando para S. aureus-clinico una inhibicion del 98%, mientras que para las
demas bacterias antes mencionadas.una inhibicién cerca del 50%. En la bacteria P. aeruginosa P-
48M se observa que la inhibicion del compuesto 58 es menor al 5%. En lo que respecta a los demas
compuestos evaluados no pasan del 50% de inhibieion-ante las cepas evaluadas, por lo que se
puede concluir que los compuestos solo son.medianameénte activos contra los 4 microorganismos

probados del grupo ESKAPE y no pueden llegar.a-convertirse en farmacos.
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Especr@RMN 13C (75 MHz, CDCls) del compuesto (56).
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Espectroie RMN *3C (75 MHz, CDClI3) del compuesto (58).
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Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDCIs) del compuesto (58)
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Especr@RMN 13C (75 MHz, CDCls) del compuesto (59)
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Resumen de la Tesis:

Las chalconas son metabolitos secundarios
que se encuentran en plantas, frutas,
verduras, especias y otros alimentos, su
estructura quimica presenta un anillo
aromatico en cada extremo de una cadena de
3 atomos de carbono, la presencia de sus
anillos aromatico les confiere actividad
fluorescente. Son precursoras de los
flavonoides, moléculas de cadena abierta,
formadas por una cetona a-f insaturada, que
posee dos anillos aromaticos en sus
extremos, las modificaciones que se pueden
realizar sobre los diferentes anillos de la
molécula de un flavonoide le confieren una
gran versatilidad, es por ello, que son una
graf alternativa para el descubrimiento de
nuevossarmacos, que permitan atender las
enfermedadés que afectan a la poblacion
mundial~En_ este trabajo de tesis se
sintetizaron _cuatro compuestos de tipo
chalcona log” cuales fueron obtenidos
mediante la metodologia de Condensacion de
Claisen-Schmidt. Para la sintesis de analogos
de chalcona 56,58,59, se usé como partida el
benzaldehid y 2-acetilpirazina, mientras que
para el compuesto 57 proviene de furfural;
como catalizador se utilizé/trietilamina. Los
rendimientos oscilaron entre el 10-60%; los
compuestos obtenidos se caracterizaron por
Resonancia Magnética Nuclears(RMN-1H,
13C) y punto de fusién. Debido a lacantidad
de compuestos preparados, se decidi® que
esta tesis fuera realizada en conjunto por las
estudiantes Maria José Garcia Lopez y-J€sus
Haniel Lépez Torea
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