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Abreviaturas
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ASP — Amisulprida
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CU — Colitis Ulcerosa
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Ell - Enfermedades Inflamatorias ntestinales
FC — Farmacocinética

FD — Farmacodinamica

FF — Fase farmacéutica

[.V. — Intravenosa

MepA - Gen que codifica proteinas de membrana‘participantes en los procesos de
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1+ Introduccién

Las enfermedades inflamatorias intestinales (EIl) son un conjunto de enfermedades
cronicas del tracto gastrointestinal y los factores que intervienen en su etiologia y
patogenia son/numerosos, siendo sus formas mas comunes la enfermedad de
Crohn (EC) y la,colitis ulcerosa (CU).

Son diversos _las causas determinantes que pueden desencadenar el
comienzo de las Ell, donde.destaca una gran influencia genética, tanto a nivel del
sistema inmune y adaptativo, cambios en la microbiota intestinal y factores
ambientales. Con las investigaciones cromosomicas y genéticas, se pueden
observar las mutaciones del ‘gen_NOD2 (nucleotide oligomerization domain 2)
(asociada a la genética de las EI), en el cromosoma 16, las cuales estan
relacionadas con el aumento de la suseeptibilidad en el desarrollo de las Ell y que
muestra un reconocimiento deficiente de-productos bacterianos, teniendo asi la

importancia de la microbiota en laspatogenia‘de las EII*.

Las influencias ambientales estamimplicadas en el incremento de las Ell, a
causa del mundo en via de desarrollo. Enflo cual, la€tiologia bacteriana conlleva un
énfasis importante, ya que ha detonado la disminuciOn.drastica en la microbiota
intestinal y un aumento excesivo de las Gammaproteobacteria, haciendo que la alfa
diversidad (o el total de las especies), se encuentre muy ‘escasa en la Ell cuando

esta actival.

A causa de la baja tasa de efectividad de algunos farmacos, los‘profarmacos
se han creado con la vision de mejorar propiedades del compuesto farmaceutico en
cuestiones como biodisponibilidad, especificidad, problemas de formulacion; entre
otros, conservando asi la actividad deseable al ser liberado el farmace”en el
organismo mediante metabolismo del profarmaco. Ademas, los profarmacos se/fan
utilizado con éxito como sistemas de liberacién para un 6rgano especifico, un caso

particular es la liberacién a nivel de colon de compuestos de azoderivados como la

10
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sulfazalazina, balsalazida, olsalazina e ipsalazida, profarmacos ampliamente

usades en el tratamiento de las ElI2.

La 4-aminochalcona (4-ACC)3 y el &cido 5-aminosalicilico (5-ASA)? son
farmacos que permiten la mejora en las Ell, sin embargo, estos farmacos no llegan
al colon al seriadministrados por via oral’>. Es por lo que en este proyecto se
pretende una alternativa atractiva de solucion quimica que implica un enfoque de
profarmaco. La reduceion enzimatica de los azoderivados permitiria la liberacion de
los farmacos conjugados \por este enlace, lo cual ocurre mediante la enzima
azoreductasa contenida en.la flora intestinal, permitiendo la accion de las
propiedades caracteristicas deos farmacos en el organismo, como las propiedades
antibacterianas de la 4-ACC y fas _propiedades analgésicas y antiinflamatorias del
5-ASA. Siendo el conjugado 4-ACC'—azo - 5-ASA, un posible profarmaco de gran
alcance para el tratamiento de las EII; con la finalidad de aportar una terapia alterna

con respecto a mejorar la calidad.-de vidatde personas que padecen ElI.

11
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2. Marco teorico

El sistema’ gastrointestinal es responsable de la digestion y absorcion de los
nutrientes“y“xenobidticos administrados por via oral en el organismo*® y para
entender el objetivo del presente trabajo de investigacion es necesario conocer la
microbiota y el papel.del colon en el sistema gastrointestinal. En el Apéndice 1 se

presenta una descripcion de la anatomia del tracto gastrointestinal.

2.1 Microbiota del sistema gastrointestinal

El ser humano es considerado un holobionte o superorganismo debido a la totalidad
de microorganismos que hospeda’y con los cuales establece relaciones que influyen
sobre su fisiologia y salud. La microbiota del tracto gastrointestinal es muy compleja,
ya que contiene varios micreerganismos_aerébicos y anaer6bicos>’ que son
fundamentales para conservar la_homeostasis corporal. Por lo tanto, cuando hay
una pérdida de equilibrio entre la microbiota intestinal y las células del sistema
gastrointestinal, proceso conocido cogo_disbiosis lintestinal, puede dar lugar a una
patogenia intestinal’.

La saliva humana contiene un aproximado de 10’ unidades formadoras de
colonias (ufc)/mL de bacterias aerébicas y anaerdbicas~Estas pueden entrar en el
estdmago cuando se ingiere la saliva o alimentos y, debido\a disminucion dréstica
del pH en el estdbmago, el nimero de ufc disminuye a alrededorde 10% —102 ufc/mL
de bacterias principalmente aerdbicas.

La microbiota (bacterias, principalmente) en el intestino delgado,proximal es
similar a la del estbmago y aumenta exponencialmente en el intestino inferior (ileon,
colon y recto) a entre 10%°- 101! ufc/mL, predominando las bacterias anderobicas.
Aproximadamente un tercio del peso seco de la materia fecal consiste en bacterias,
en las que se pueden encontrar hasta 400 especies diferentes. Los generos
predominantes en el colon son Bacteroides, Bifidobacterium y Eubacterium. Varias
enzimas producidas por estas juegan un rol importante en el metabolismo de

compuestos endoégenos y exdégenos® 15 por ejemplo, en el colon podemos
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encontrar células bacterianas que expresan una enzima llamada azoreductasa,
capaz‘de reducir compuestos de tipo diazoico a dos compuestos aminados, que es
encontrada *Unicamente en esta parte del sistema digestivo, por lo que se ha
aprovechadoe-esta caracteristica para la elaboracién de profarmacos con grupos

diazo que sean metabolizados en el colon®415,

2.2 Colon

El colon esta dividido#en varias regiones denominadas como ascendente,
transverso, descendente y sigmoide. La funcién primordial del colon es asimilar
agua, sales, algunos elementos-esenciales liposolubles y vitaminas. Su tiempo de
vaciado es de unos 1000 minutos” 84,

La relevancia fisiol6gica y farmacologica del colon es de suma importancia
para la absorcion de nutrientes y farmacos en el organismo, siendo que sin el
cuidado correcto y oportuno el_colon sufre padecimientos graves como las
enfermedades inflamatorias intestinales (Elby"que pueden llegar a causar grandes
estragos en la salud de los individuos.

Aunque la fisiopatologia de las EW es.compleja; se ha observado que son dos
factores principales los que influyen en la etiologia de las Ell, los cuales son factores
genéticos, que regulan el sistema inmune, y la influenciasambiental.

Se ha comprobado que las influencias ambientales*son importantes para el
rapido crecimiento en el nimero de casos de las Ell en elsmundo actual'. Se
especula que el cambio epidemioldgico se ha derivado de factores genéticos y
ambientales junto con la microbiota. Entre los factores perjudiciales para el
desarrollo y evolucion de las Ell se encuentran la calidad de suefio, la pelucion y la
urbanizacion, la obesidad, el uso de antinflamatorios no esteroidales (AINE), el uso
de antibidticos, el padecimiento de gastroenteritis infecciosa, el uso anticonceptivos
orales, condiciones de hipoxia por estar a una altura mayor a 2,000 metros sebre el
nivel del mar, estrés y factores animicos, dieta, etcéteral®. Segin un estudio*de
asociacion del genoma completo (GWAS, Genome-wide association studies), se

sugirié que la composicién y funcién de la microbiota existente en el intestino es un
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factor’preponderante en la patogenia de las Ell. La gran mayoria de las rutas
simbiéticas homeostaticas, que son las encargadas del reconocimiento y la
respuestasa microbios intestinales especificos para la preservacion de la
homeostasisy se modifican en las Ell, dando por resultado una merma en la
tolerancia a la‘microbiota intestinal®.

La microbiota intestinal normal se compone de cuatro familias de bacterias,
Firmicutes, Bacteroidetes y, en menor concentracion Actinobacteria vy
Proteobacteria. La conCentracion de la microbiota aumenta del estbmago hacia el
colon, donde se encuentra.da mayor densidad bacteriana (1,012 células/gramo de
contenido luminal). Las bacterias mencionadas arriba tienen diversas funciones que
envuelven el sistema inmune_de la mucosa como, por ejemplo, la resistencia a la
colonizacion del intestino porsparte de la bacteria Clostridium difficile, un
microorganismo patégeno. En un éstudio hecho en ratones se demostré que los
individuos libres de la microbiota intéstinal son mas susceptibles a desarrollar EII.
Cuando se presentan cuadros/de-Ell sethan identificado cambios extremos en la
microbiota, siendo los mas importantes la‘disminucion de Bacteroides y Firmicutes
y un aumento extremo de Gammaproteobacteria. La alfa diversidad, o la totalidad
de especies bacterianas, esta disminuidacuande”a:Ell se encuentra activa.

Las Ell mas prominentes son la colitis ulcerosa-eronica idiopatica (CUCI) y la
EC (Figura 1) y son una inflamacién crénica en el intestino>'’. En la Tabla 1 se
muestran los indicadores del nimero de casos de EC y CUCI en México.

El cuadro clinico de las Ell difiere en cada individuoyy en un 10% de casos
es de dificil distincién. La colitis ulcerativa afecta exclusivamente-al colon y el recto
y presenta como sintomas principales diarrea con sangrado y doler abdominal. En
casos graves hay deposiciones liquidas con sangrado y pus, colicos agudos, signos
de deshidratacion, anemia, fiebre y disminucion de peso, en la afeccién. rectal puede
observarse estrefiimiento en vez de diarrea.

La enfermedad de Crohn se caracteriza por una afectacion total o parcCial del
tracto digestivo, por lo tanto, las manifestaciones clinicas dependen del sitio o sitias
involucrados. Frecuentemente se observa fiebre, dolor abdominal, diarrea

(mayormente sin sangre), pérdida de peso y fatiga asociada. Cuando la parte
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afectada es el colon se manifiesta diarrea y dolor, con hemorragias rectales poco
frecuentes; en las complicaciones anorrectales podemos observar fistulas, fisuras y
abscesoes perirectales. Si el intestino delgado es el afectado, hay disminuciéon de
peso, maléstar o dolor en la fosa iliaca derecha y diarrea; ocasionalmente hay
febricula, anaréxia, nduseas y vomito?8,

Segun los registros del Global Cancer Repository (2018)°, el cancer de colon
es uno de los mas mortales y ocupa el tercer lugar de incidencia a nivel mundial; a
nivel nacional, el caneer colorrectal ha pasado del cuarto al tercer lugar en los
ultimos afios?%2%, El desarrollo de cancer colorrectal (CCR) ha sido relacionado con
la presencia de EIll, pues,los episodios cronicos de inflamacion de la mucosa
intestinal tienen un claro papel en la etiologia de este tipo de cancer. Varios estudios
epidemiologicos han encontrade’que existe un aumento en la incidencia del CCR
debido a las Ell; por ejemplo, un“metaanalisis realizado sobre la poblacién de
Estados Unidos, Canada y Europa arrojé como resultado que el riesgo de padecer
CCR aumenta por cada cinco afies de wida del individuo a partir de los 15 afios y
que cambios seculares en el tratamiento de las Ell contribuyen en la reduccion
aparente del riesgo de padecer CCR*®:

La introduccion de terapias de mantenimiente_por tiempos prolongados para
suprimir la inflamacion cronica usando acido’5-amingsalicilico, agentes antifactor de
necrosis tumoral, inmunomoduladores y, recientemente, terapias antintegrinas
pueden reducir las incidencias del CCR. Por otro lado, en_estudios realizados sobre
biopsias de cancer colorrectal se ha encontrado que existe un aumento de la
expresion de la enzima sintasa de Oxido nitrico, lo que esta relacionado con un
incremento de la concentracion local de especies reactivas de oxigeno, que pueden

generar cuadros de estrés oxidativo y alteracion de las funciones delintestino?®.
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o Tabla”1. Enfermedades inflamatorias intestinal en México en 2015: relacién de
pacientés atendidos, pacientes hospitalizados y muertes por causa especifica por
cada Cien mil habitantes?’.

EC CUCI
Mujeres Hombres Mujeres Hombres
Pacientes+atendidos 5,009 4,994 17,177 15,883
Pacientes hospitalizados 332 298 467 124
Hospitalizaciones 1,097 5,345
Tasas de muerte 32 36 267 186
Pacientes (x 100,000’habitantes)? 8.1 8.4 27.7 26.9
e Pacientes hospitalizados«(x 100,000 habitantes)® 0.54 0.50 1.76 1.80
Hospitalizaciones (pacientes/afio)° 1.74 2.48
Mortalidad (x 100,000 habitantes - afio)¢ 0.52 0.61 431 3.15
e 2 Pacientes atendidos x 100,000 habitantes — afio. P Pacientes hospitalizados x 100,000 habitantes — afio. ¢

Promedio de hospitalizacién x pacienté hospitalizado — afio. ¢ Mortalidad especifica x 100,000 habitantes — afio.

Figura 1. Endoscopias de Colitis ulcerosa (CU) y enfermedad de Crohn (EC)?8,
donde se observa la presencia de Ulceras que alteran la mucosa del colon.

2.3 Farmacos para el tratamiento de las Ell

Los farmacos convencionales utilizados en el tratamiento de las Ell se direccionan
a inducir y mantener al paciente en un estado de remisién y mejorar loS.efectos
secundarios de la enfermedad, en lugar de alterar o revertir los mecanismas, de
accion de los patégenos. Los objetivos de la farmacoterapia de las Ell abordan
desde la agudizacién de la enfermedad, mantener la remision y atender
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complicaciones como fistulas. Los farmacos especificos puedes ser adecuados
para-uho o mas de los objetivos mencionados anteriormente?’.

Uno.de los retos mas importante para el tratamiento por via oral de las Ell es
que el farmaeo llegue al colon con una concentracion terapéutica adecuada sin ser
absorbido parel intestino delgado (lo que podria dar lugar a efectos toxicos
sistémicos indeseados), por ese motivo la administracion del medicamento debe ser
local, dando por Tesultado poca adherencia del paciente al tratamiento. Se han
creado agentes de liberacion de farmacos especificos para el colon, entre ellos
tenemos a los profarmacos.que contienen grupos diazo, que incrementan la eficacia

y disminuyen los efectos adversos®®.

2.4  Acido 5-amin0;salicilico

El tratamiento intrarrectal con anestesicos locales, probablemente disminuyendo la
hiperactividad de los nervios autbnomos y la respuesta inmune no regulada, alivia
la inflamacion colénica en modeles de colitis animal. El acido 5-aminosalicilico (5-
ASA) 0 mesalazina se usa ampliamente para.el tratamiento de la CU o la EC activa,
de leve a moderada??.

La absorcién rapida y extensa de.5-ASA en‘elintestino delgado impide el uso
terapéutico por via oral como farmaco anti-Ell. Ademas de la baja concentracion
alcanzada en colon del 5-ASA para el tratamiento de la Ell por via oral, los efectos
adversos del 5-ASA absorbido sistémicamente, como..el sindrome nefrotico,
requieren que se administre de manera local en el intestino, grueso donde se
produce principalmente la inflamacion, lo que se logra mediante formulacion
farmacéutica o enfoque de profarmaco. Mediante el uso de diferentes formas
farmacéuticas, el 5-ASA puede liberarse a lo largo del tracto Qastrointestinal
mediante capsulas de liberacion retardada que se liberan en cualquierdugar desde
el yeyuno hasta el recto. Utilizando sistemas de la liberacion dependientes.de)pH el
5-ASA se puede liberar desde el ileon hasta el recto, los enemas de 5-ASA se
aplican en el colon distal y el recto y los supositorios de 5-ASA se pueden aplicar

sélo en el recto?2.
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Utilizando la estrategia de profarmaco de 5-ASA, como en sulfasalazina, se
puede’liberar el farmaco desde el colon proximal hasta el recto, aprovechando los

sistemas enzimaticos bacterianos.

2.5 Profarmaco

Un farmaco es una suStancia con cierta composicion quimica, ya sea de origen
vegetal, animal, mineral o sintético, especializado para producir efectos
intencionados sobre un-area de la fisiologia del cuerpo humano, con tasas de
absorcion y distribucion optima, mostrado asi en la relacién de accion y respuesta
en el paciente. Segun la Ley General de Salud®® un farmaco es “toda sustancia
natural, sintética o biotecnolégicasque tenga alguna actividad farmacologica y que
se identifique por sus propiedades‘fisicas, quimicas o acciones bioldgicas, que no
se presente en forma farmacédtica y que reuna condiciones para ser empleada
como medicamento o ingrediente-de un medicamento”.

Con base a la especialidad )quimica#mostrada en la Tabla 2 y con la
necesidad de encontrar nuevas formasspara mejorar la accion de los farmacos, se

ha pensado en el recurso de profarmacos.
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o Tabla® 2. Recursos de disefilo para conseguir atributos de calidad en los

medieamentos?.

Especialidad Recursos Investigados
Quimica Moléculas Nuevas
Sintesis de analogos
Profarmacos
Polimeros y adyuvantes nuevos
Biologia Moléculas nuevas (biotecnologia)
Liposomas
Anticuerpos y anticuerpos monoclonales
Biofarmacia Via de administracion
Coadministracién de farmacos
Fisica (mecéani¢a) Bombas preprogramadas
Bombas de retroalimentacién
0 Farmacia Seleccién y maodificacion fisica del farmaco

Seleccién y formacion fisica de la forma farmacéutica
Sistemas terapéuticos novedosos

liberacion sostenida o controlada

Formulacién, proceso y equipo

Adyuvantes para facilitar penetraciéon

Calidad.de disefio y de desarrollo

Un profarmaco se definécomo “unaymolécula que no tiene ninguna actividad
biolégica intrinseca pero que es’ capaz. durante las diferentes fases de su
metabolismo de generar un farmaco biolégicamente-activo™®. Segln esta definicion,
un profarmaco es cualquier compuesto ‘que debey sufrir metabolismo antes de
presentar efectos farmacolégicos. Por lo cual, los profarmacos pueden ser farmacos
con grupos protectores (que no deben poseer toxicidad al'ser removidos) utilizados
de forma provisional para afectar o erradicar propiedades inoportunas en la
sustancia activa®®. Por otra parte, un profarmaco puede’ ser. definido como un

0 compuesto conjugado sintetizado por adicion quimica de otro bielggicamente activo,
que sera liberado in vivo por medio de una reaccion redox o hidrolitica?>?.

La bioactivacion, o metabolismo, necesario para modificar al profarmaco a su
forma de farmaco, es catalizada por enzimas que actdan sobre grupos:funcionales
especificos, siendo las enzimas mas comunes las hidrolasas, idealmente esto
deberia suscitarse de forma selectiva en el tejido objetivo para nulificar reacciones
secundarias inoportunas. El concepto de profarmaco ha sido utilizado para cubrir
una gama de obijetivos bioldgicos vy fisicoquimicos, que en diferentes situaciones

estos objetivos pueden ser contradictorios. Algunos de esos objetivos pueden ser la
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perﬁ)ilidad celular, solubilidad, estabilidad enzimatica o quimica,
biodi

{ﬁjbilidad, toxicidad y penetracion de la barrera hematoencefalica los cuales
puede

entrelazados (Figura 2)%8.

. Mejorar solubilidad.

Qo
P
S

Mejorar estabilidad quimica.

Mejorar propiedades organolépticas.

Disminuir la irritaciéon y el dolor local.

Mejorar la absorcion.
Modular el metabolismo.
Mejorar el perfil del tiempo de vida media

Liberacion selectiva en 6rganos / tejidos.

Disminuir la toxicidad.

Activacion a un agente reactivo.

Cofarmacos y farmacos enlazados.

Figura 2. Clasificacion esquematica de objetivos# en la investigacion de
profarmacos, orientados por objetivos relacionados con | es farmacéutica (FF),
farmacocinética (FC) y farmacodinamica (FD)2®.

Un profarmaco idealmente debe vencer los factores q imposibilitan su
actividad, debe ser considerablemente lipofilico para pasar una m m:?a o barrera
o]

metabdlica (Figura 3) y, a la vez, debe ser considerablemente hidrofi &ra poseer

6@0
Q
O

.

los estandares de solubilidad, biodisponibilidad y transporte?S.
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Profarmaco

e s alele s s s s elees 1 Jowiealee s ss o

OOOOOOGO

Membrana

Efecto farmacologico ‘4armaco| + Transportado armaco
Metabolizacion

Figura 3. Representacion esquematica de algunos profarmacos disefiados para
eludir una membrana?®.

El objetivo del uso de profarmacos para la administracion oral es maximizar
la absorcion intestinal o nulificar losiefectos colaterales focalizados, e. g. como evitar
la irritacion gastrointestinal que,provoca el &cido salicilico (Tabla 3) mediante la
acetilacion del fenol para generar-el acido acetilsalicilico que es mas tolerado®. Los
principales objetivos del enfoque de profarmacos se pueden resumir de la siguiente
manera: i) mejorar la solubilidad en agua deldfarmaco, ii) mejorar la absorcion y la
permeabilidad de la membrana, iii) la liberacion dirigida a un érgano especifico, iv)
disminucién del metabolismo y v) disminucion de los-efectos secundarios, teniendo
en cuenta que en algunos casos dos 0 mas objetivos estan,interrelacionados (Figura
4, Tabla 3)25.

Tabla 3. Ejemplos selectos de profarmacos y objetivo pretendide®*.

Molécula z Via de o
- Profarmaco — o Objetivo

original administracion
Acido salicilico | Aspirina Oral Menos efectos colaterales
Ampicilina Becampicina Oral Biodisponibilidad mas completa
Cloramfenicol Palmitato Oral Prologar accion

Enmascarar sabor amargo
Dopamina L-dopa I.V. Absorcion en el cerebro

L-dopa-trigonelina Prolongar la accion

Uno de los enfoques méas tempranos para la administracion de 5-ASA (Figura
5) en el colon ha sido el disefio de profarmacos a través del grupo funcional diaza
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resto activo o inactivo al 5-ASA. La sulfapiridina se han copulado a 5-ASA

par ﬁucir el profarmaco comercializado como balsalazida (Figura 6).

grupo fun

de

)ZOreductasa bacteriana en la regidén colénica es capaz de reducir el

sulfazalazi

| diazo y causar la formacion de 5-ASA. La reduccion del grupo diazo

balsalazida y olsalazina (Figura 6) por las bacterias del contenido

del colon fue e@iagla por Sousa et al 2 y encontr6 que la tasa de reduccién era

un factor importa@ el efecto terapéutico.

S

Clasificacion de bioprecursores basados en sus mecanismos de activacion.

Activacion

oxidativa

Bl N-andO-
dealquilacion

Il Deaminacion
oxidativa

_

= Epoxidacion

Activacion
reductiva

|
i0 Activacion de
Nucleotidos

Reduccién azo

Reduccior de

sulfoxico
Reduccidn de
disulfuro

Reduccidn nitro

mecanismos de activacion?2s.

Alquilacion
bioreductiva

Fase Il
| |
Activacion de Activacion de
Fosforilacion Descaboxilacion
Activacion acido
glucuronico

Activacién de J
glutation

S
4

A
>

Figura 4. Clasificacion de los profarmacos bioprecursores en funcége sus
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R4

H /O / conjugado azo

H

7

N
Acido salicilico |1|

grupo amino

Figura 5. Estructura,guimica del 5-ASA y vinculacién con agentes quimicos para el
disefio de profarmacas?’.

o)
HO
T 0
H
o) _N
N OH
OH

Balsalazida

Figura 6. Estretura molegdlar de balsalazida?®.

2.5.1 Profarmacos como sistemas“de liberaCion dirigida a colon

El objetivo primordial de la administracionede farmaeos.de administracion oral de
liberacion dirigida a colon es eludir la absorcion y biodegradacion de estos en el
tracto gastrointestinal superior, donde los farmacos son labiles a acidos o enzimas,
y completar la entrega especifica en el sitio deseado (colon)®..La absorciéon de
farmacos es un fendmeno complejo que comienza en el yeyuha,y termina en el
colon, a través del paso (en flujo a contracorriente) de la sangre3°3!. Este
comportamiento es el mas interesante durante las fases de disefio y desarrollo de
farmacos. La absorcion de un farmaco viene dada por la interaccion sinérgica entre
el transporte activo, en algunos casos, y la difusion pasiva a través de “lapared
intestinal, adicionalmente, el vaciado del estbmago determina sensiblemente~el

tiempo de absorcion y la biodisponibilidad final®2.
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Los azoderivados arométicos pueden ser reducidos a hidrazoderivados y
posteriormente a aminas primarias. Dicha reduccion es llevada a cabo por la
microflora_colénica, pues se ha establecido la presencia de agentes reductores
dentro y fuera de las paredes de las células bacterianas intestinales. Esto basado
en la observacion de que algunos azoderivados, que no pueden penetrar la pared
bacteriana son; sensibles a la reduccion en el colon facilitada por enzimas
extracelulares o de,membrana bacterianas. Teniendo en cuenta lo anterior, se han
aislado algunas azo~feductasas aerbbicas, pero como no se ha encontrado
evidencia de la existenCia.de enzimas anaerébicas, es posible que la reduccién
azoica anaerodbica ocurra a través de una reaccidn co-metabdlica que involucra
flavinas solubles que actian.como transbordadores de electrones entre la forma
reducida de flavoproteinas ligadas al fosfato de nicotinamida adenina dinucleétido y
otros aceptores de electrones. La viabilidad de la reduccion azoica por enzimas no
especificas se ha demostrado en experimentos utilizando una serie de cultivos de
una sola especie de microorganismos intestinales (Clostridium sp., Salmonella sp.,
Bacillus sp., Eubacterium sp. y EsCherichia 0li), en los cuales se observo que todos
catalizan la hidrogenacion del grupo diazo®®.

La reduccién azoica es posible por dos vias, mediante la transferencia de dos
electrones a través de un intermediario hidrazoieo o, alternativamente, un
mecanismo de transferencia de un electron. Las _eonsideraciones de disefio
molecular para los compuestos azoicos farmacéuticamente aceptables estan
impuestas no soélo por la necesidad de lograr buenas tasas de reduccion, sino
también por la necesidad de evitar la toxicidad potencial debido a que algunas
aminas aromaticas derivadas de la reduccion de compuestos ‘azoicos pueden
metabolizarse a derivados electrofilicos capaces de unirse covalentemente al
ADN33,

2.6 Azoderivados como profarmacos

Los azoderivados son un grupo de profarmacos que contienen un enlace covalente

doble nitrégeno — nitrégeno. Este grupo se reduce enzimaticamente por la flora
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intestinal obteniendo por producto dos compuestos aminados que pueden presentar
efectes . farmacol6gicos?®>. Ejemplos de moléculas que deben sufrir estas
reduccienes’ enzimaticas son la balsalazida (Figura 6) sulfasalazina e ipsalazida
(Figura 7) empleadas en el tratamiento medicinal de artritis reumatoide dando como

producto el antinflamatorio 5-ASA y otras aminas®2°34,

Sulfasalazina

N OH

Ipsalazida OH

Figura 7. Moléculas que sufren reducciones enzimaticas usadas como profarmacos
para el tratamiento de enfermedades «Contienen |as tres el compuesto 5-ASA: &cido
5-aminosalicilico®.

La reduccion enzimética es llevada a cabo porda.enzima azoreductasa, que
se encuentra en la zona del colon, donde es de vital importancia para la reduccion
metabdlica del profarmaco y pueda realizar la liberacion del‘antiinflamatorio &cido
5-aminosalicilico, un mecanismo propuesto de la reduccion”del grupo diazo se
presenta en la Figura 8%,
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Figura 8. Mecanismo propuestospara la reduccion de colorantes azoicos por
azo-reductasas, proceso mediado por un derivado de la nicotinamida®’.

Con el uso de profarmacos de &cido 5-aminesalicilico (5-ASA) de tipo
diazoico se otorga una ventaja terapéutica importante, ya que la absorcion
prematura del 5-ASA en el intestino delgado es minimizado debido al incremento
del peso molecular y de la hidrofobicidad del profarmaco. Para la'sulfasalazina, uno
de los profarmacos 5-ASA comercializados, se ha demostrado.que la absorciéon
intestinal superior del agente activo se limita a ~ 12% de la dosis administrada. La
olsalazina, profarmaco con una estructura simétrica, fue disefiada parareducir los
efectos secundarios de la sulfapiridina, pero no es un tratamiento tan eficaz para la
CU como la sulfasalazina, probablemente por la degradacion mas lenta del grupo
diazo. En un intento por mejorar la eficacia de 5-ASA, el farmaco se conjugo/con
acido 4-aminofenilacético (un farmaco antiinflamatorio que actiia por un mecanismo
diferente)33.
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2:6.1 Azoderivados

Basado.en su importancia estructural, Warder (2012), sugiere que ligandos del tipo
azoimina podrian ser responsables para la actividad bioldgica de algunas bases de
Schiff. Ademas, diferentes colorantes de tipo azoico han sido estudiados como
posibles inhibidores del VIH. Por otro lado, diferentes tipos de compuestos unidos
mediante un grupo- funcional diazo han mostrado actividad antibacterial y
pesticida®,

Otra &rea de aplieacion de los azoderivados es en la preparacion de material
semiconductor organico, conjugado con moléculas pequefias que poseen grupos
atractores de electrones como el nitro, que presenta una estabilidad térmica mayor
a 277°C, lo que se considera cemo_una buena estabilidad al calor?°.

Por su parte, la chalcona™ obtenida mediante la copulacién de 8-
hidroxiquinolina y 4-aminoacetofenena; para la formacion del azoderivado, y
posterior condensacion con 4-metoxibenzaldehido ha sido aplicada en peliculas
delgadas en la fabricacion de celdas solares«con potencial a ser candidatas para su
uso en equipos optoelectronicos-debido a su: band gap optico y espectro de
absorcién optico*®. Otro uso poten€ial~de los.azoderivados de chalconas, en
particular la 4-aminochalcona conjugada )al 2-naftol, como agente que forma
complejos solubles en agua de diversos iones metaliCes para su cuantificacion*!.
Por su parte, también se ha investigado al respecto de las propiedades
antiinflamatorias de los conjugados azo, caso como este es.elpresentado por Rohini
(2015), el cual en la busqueda de diferentes tipos de chalconas mono sustituidas y
conjugados azo, se encontré que ciertos grupos funcionales tienen’'preminencia en
relacion con la habilidad antinflamatoria encontrando que el conjugadeazo de la 4-
aminochalcona mono sustituido en el anillo B con grupos NH2, OCHg;\CH3, CsHs-
OH, y el anillo A con NO2, OCHs, CH3s, OH mostraron actividad antinflamatoria de
moderada a buena3®,

Las sales de diazonio actuan como electrofilos débiles en las sustituciones

electrofilicas aromaticas. Debido a esto, las sales de diazonio reaccionan sélo con
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anillos fuertemente activados (como los derivados de anilina y fenol) para obtener

come-fesultados compuestos azo, Ar-N=N-Ar’, de colores brillantes (Figura 9)*2.

Q
HSO,
®, N Y
N~ Y: ©
OH N <
+ N
donde Y=-0OH, NR, Un compuesto azo

Figura 9. Sintesis de compuesto azo*?.

2.7 Chalconas

Una chalcona es la base estructural de una amplia variedad de compuestos
presentes en la naturaleza. El termino chalcona es un derivado del vocablo griego
chalcos que significa bronce, el’cual es el'colores mas comuin de estos compuestos.

Las chalconas tienen una base quimica.comun de 1,3-diaril-2-propen-1-ona,
también conocido como chalconoide; este existe.como isbmeros trans y cis, con el
isdbmero trans siendo termodinamicamente mas’_estable. El grupo arilo unido al
grupo carbonilo es nombrado anillo A y el _atro ariloes denominado como anillo B
(Figura 10)*3. Las chalconas son el nicleo de muchos.€ompuestos biolégicamente
interesantes y han atraido una considerable atencién de-la investigacion durante

décadas®*.
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o~ o b)
=
c)

Figura 10. Estructura’de las chalconas. a) trans-1,3-diaril-2-propen-1-ona, b) cis-
1,3-diaril-2-propen-1-ona”y_c) metochalcona, farmaco usado clinicamente como
medicamento colerético*3:

2.7.1 Aminochalconas

Las investigaciones realizadas por, diferentes autores describen a las
aminochalconas con un solo“grupo amino,como compuestos prometedores con
actividad  antitumoral**, antimicrobiana3; antioxidante*4, antifungica® vy
antiinflamatoria®*. Los estudios realizados para‘la eliminacion de radicales libres*
han probado la habilidad de la 2-aminochalcona (2-ACC) y la 4-aminochalcona (4-

ACC, Figura 11) en este renglén.

H,N

Figura 11. 4-aminochalcona.

Por otro lado, la presencia de pocos donantes y aceptores de puentes de
hidrogeno en su estructura quimica, peso molecular inferior a 500 Da‘y un
coeficiente de particion octanol-agua (logP) no mayor de 5, son parametres
consistentes con la regla de Lipinski e indica la viabilidad de las ACC como

candidatos a ser farmacos. Haciendo mas interesantes a las ACCs, técnicas de
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modelacién molecular confirman el potencial de estas chalconas y su utilidad como
agentes.antiinflamatorios*°.

Debido a que la resistencia bacteriana a los antibiéticos se ha estimado como
un problema alarmante de salud publica mundial, es critico hallar nuevos
compuestos..con capacidad de nulificar la resistencia bacteriana*. La clase
aminochalconaesiuna alternativa novedosa a este problema, particularmente la
chalcona (2E)-1-(4=aminofenil)-3-(fenil)prop-2-en-1-ona (4-aminochalcona o 4-
ACC) (Figura 11). Respecto a la bacteria Gram positiva Staphyloccocus aureus, la
4-ACC presenta sinergismo-con gentamicina y antagonismo con penicilina; esto es,
la 4-ACC redujo la concentraeion minima inhibitoria (MIC) de gentamicina en casi
un 70% mientras que la MIC'de“penicilina aument64°.

En la evaluacién de la inhibicidon de la actividad de bomba de eflujo (bombas
de expulsion activa o MDR), la 4-ACC presenta un efecto sinérgico con norfloxacino
y ciprofloxacino contra a S. aureus. El'efecto de la 4-ACC es observable contra la
cepa K2068 (sobreexpresor de_la-bomba de eflujo MepA), con efectos sinérgicos
tanto con ciprofloxacina como cen bromuro de etidio. Los resultados de docking
también muestran que ambos compuestos se“unen aproximadamente a la misma
region del sitio de unién (aminoacidos/Ser214,'Ser218, Asn204) de la proteina de
eflujo NorA sobreexpresado en cepa 1199B, y qué.esta regién se solapa con la
region de union preferida de norfloxacina. La 4-ACC puede contribuir a la prevencion
o el tratamiento de enfermedades infecciosas causadas per S. aureus resistente a

multiples farmacos*.

2.7.2 Condensacion de Claisen-Schmidt: sintesis de chalconas

La reaccion de Claisen-Schmidt para la formacion de chalconas describe’un‘proceso
en el que una molécula de benzaldehido y una molécula de acetofengna se

condensan en presencia de catalizadores acidos o basicos (Figura 12)%.
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o) H o)

+ 0o Base a
— O O + H20

Figura 12..Condensacion de Claisen — Schmidt para la formacién de chalcona“®.

En la catélisis basica (Figura 12), la chalcona se genera a partir del producto
alddlico mediante’deshidratacion por un mecanismo de enolato (E1cB)¥. La catalisis
bésica de la condensacion de Claisen — Schmidt se emplea comUnmente en gran
parte de publicaciones. debido a su sencillez experimental y formacién eficiente del
sistema a, B-insaturadoy’con pocas restriccion estructurales con respecto a las
materias primas que se pueden utilizar.

Szell y colaboradores?3;ysintetizaron una serie de nitrochalconas y
demostraron que la presencia de“grupos donadores de electrones en el aldehido
favorecia la condensacion en medio.acido, mientras que los sustituyentes aceptores
de electrones favorecian la7 condensacion en condiciones basicas*. La
condensacion de Claisen — Schmidt puede ser catalizada por bases como tert-
butdxido de potasio, hidroxido de'sodio o hidréxido de potasio en metanol o etanol
a temperatura ambiente.

Esta reaccién se ha utilizado ampliamenté para la sintesis de chalconas
sustituidas con hidroxilo, normalmente con rendimiéntos de buenos a excelentes
(60 —90%)*348-51 En algunos casos, el proceso de cornidensacion clasica de Claisen
— Schmidt Claisen se ha realizado con ligeras modificaciones del catalizador o del
sistema disolvente como un incremento de la temperatura al igual que la
modificacion de la base a emplear#35253, Por su parte, para la‘€andensacion acida
se emplean &cidos de Brgnsted; &cidos de Lewis que son utilizados como

catalizadores acidos con rendimientos variables de 10 — 40%.
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278 Meéetodo de disco difusion para determinar la
sensibilidad antibiotica

Método cualitativo caracterizado por la facilidad de estandarizar y esta indicado para
microorganismos no exigentes de crecimiento rapido. El antibiograma basado en el
trabajo de Kirby— Bauer, es uno de los tantos métodos avalados por el NCCLS para
la determinacion “de™la, sensibilidad por parte de las bacterias y hongos a los
antibioticos.

El método consiste en colocar en la superficie de una placa de agar Mueller
Hinton, previamente inoculada con el microorganismo a estudiar, discos de papel
filtro (sensidiscos) impregnades_con los diferentes antibiéticos y compuestos a
analizar. Al momento de colocargenda superficie del agar el sensidisco impregnado,
este absorbe agua y el compuesto §e difunde por el agar, formandose un gradiente
de concentracion. Transcurrido el tiempo de incubacion, que generalmente oscila
entre las 18 y 24 horas, pueden.o-no presentarse alrededor de los sensidiscos una
zona de inhibicibn de crecimiento bacteriano, cuyo diametro es directamente
proporcional a la potencia antimicrobiana del compuesto analizado®*.

4 :
Figura 13. En la prueba de Kirby-Bauer, los sensidiscos blancos con antibiético son

colocados en una placa con bacterias. Los halos donde se observacausencia de

crecimiento bacteriano sugieren susceptibilidad al antibiético evaluado.
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47 Justificacion

La etiologfayde la Ell es multifactorial, pero se ha visto que la microbiota intestinal
juega un papel importante, pues la microbiota normal se encuentra disminuida por
la inflamacion (disbiosis) dando lugar al desarrollo de patobiontes. La EIll también
es originada por ipfluencias ambientales y genéticas sobre mecanismos que
controlan el sistema inmune! y se hace presente con sintomas intestinales como
diarrea, sangre en las_heces y dolor abdominal. También se presentan sintomas
extraintestinales tales cemo fatiga, disminuciéon de peso y dolor articular'®. Toda
esta sintomatologia tiene ¢emo resultado una merma en la calidad de vida de la
persona que padece EII'7, disminucién de su productividad, carga econémica para
el paciente o sistemas de salud ygSnlos periodos de inflamacion son frecuentes, un
aumento en la probabilidad de padecer.cancer colorrectal'’°.

En México se reportd en-2015 una prevalencia por cada 100,000 habitantes
de 8.1 y 84 para la EC y de 269 y 27.7 para la CU en hombres y mujeres
respectivamente, y se ha observado,una tendencia a la alta en la prevalencia de
estas enfermedades en México y enipaises en yfas de desarrollo!’.

El tratamiento para las Ell va._desde aminosalicilatos topicos u orales;
esteroides sistémicos administrados por<via oral © rectal; inmunomoduladores;
inmunosupresores; tratamientos bioldgicos y tratamiento.quirdrgico, los cuales solo
estan enfocados en la parte inflamatoria de las EII®; sin“fembargo, no se ha dado
mucha importancia en solucionar la disbiosis intestinal mediante el uso de
antibioticos, pues se actla con cautela para no favorecer-la resistencia a
antibioticos; a pesar de que se ha observado una mejora en la remision al usar
antinflamatorios y antibiéticos en conjunto por via oral en el tratamiefito de las EII°°.
También se postula que los antibioticos podrian disminuir la invasion bacteriana en
los tejidos, curar microabscesos y prevenir la diseminacion sistémica~de las
bacterias®’. Adicionalmente, hay datos que indican que en pacientes con Ell la
presencia de patobiontes resistentes a antibiéticos es mayor que en personas.gue
no padecen la enfermedad®’, por lo que nuevas alternativas de agentes antibiéticos

es imperante.
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Las aminochalconas son compuestos que tienen actividad antimicrobiana3,
comera2- y la 4-aminochalcona®*. Adicionalmente, se les ha atribuido la capacidad
de inhibir bombas de eflujo relacionadas con la multirresistencia, lo que ha resultado
en la potenciacion de algunos antibiéticos cuando se coadministran con la chalcona;
de este modoy'la sintesis de una molécula quimérica entre la aminochalcona y 5-
ASA, unidas por un grupo funcional diazo, generaria un compuesto de mayor peso
molecular y menorssolubilidad en agua que impediria la absorcion en el tracto
intestinal superior ye~por lo tanto, después de la administracion oral, ambas
moléculas serian generadas’en el colon por accién de las reductasas bacterianas.

Por ello, en este proyecte se explora la sintesis de azoderivados provenientes
de 4-aminochalcona y é&cido_salicilico, el cual podria liberar en el colon a la 4-
aminochalcona y el 5-ASA,; pore'que este proyecto es una prueba de concepto de
gue es posible sintetizar azoderivades a partir de chalconas.

Reducecion enzimatica o

azoreductasa Z
l ®
f N, =
Acido 5-aminosalicilico aly )
Actividad do Y
analgésica 4-aminochalcona
antiinflamatoria \ 0” NoH Actividad antimicrobiana

Figura 14. Propuesta de los productos esperados de la reduccion metabdlica
microbiana del compuesto 1 en el colon. Farmacos obtenidos: acido 5-
aminosalicilico, agente con actividad analgésica y antiinflamatoria?®, 4-
aminochalcona, agente antimicrobiano® con efecto antiinflamatorio®+y agonista con
otros antibiéticos*®.
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57 Hipotesis

Es posible sintetizar el azoderivado de 4-aminochalcona y acido salicilico mediante
reacciones-quimicas convencionales, el cual no poseera actividad antimicrobiana
significativa:

6. Objetivos

6.1 Objetivo General.

Sintetizar el compuesto acido 5((E)-(4-cinamoilfenil)diazenil)-2-hidroxibenzébico (1)
y evaluar su actividad antimicrobiana:

HO

HO

Figura 15. Estructura del compuesto_1.

6.2 Objetivos Especificos.

»= Sintetizar el compuesto 1 mediante dos rutas sintéticas y compararlas.

» Caracterizar el compuesto 1 mediante RMN de 'H, RMN-~de *C y
espectrometria UV-Vis.

» Evaluar la actividad de los compuestos 1 y de 4-aminochalcona (5)»por el
meétodo de disco difusion en Staphyloccocus aureus (un aislado clinico'y en
la cepa ATCC 25923), Staphyloccocus epidermis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae y en la levadura Candida albicans.
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/.Discusion y resultados.

7.1 Parte Quimica

7.1.1 Sintesis de las chalconas y caracterizacion.
En un primer acercamiento, para la obtencion del compuesto 1 se realizé un andlisis

retrosintético y se contemplaron dos posibles metodologias (Figura 16).

[AnaI|S|s retrosintético 1

Copulacmn . CI @
N HO
§N

HO

HO
HO™ ~O

uoioeozeiq

(o]

(o)
Reducc|on Clalsen Smith
H,N
O,N

[AnaI|S|s retrosintético 2 o
: @k
Claisen - Smith N
/‘)J\%\‘ \@ p N
N, N HO 0
3
HO HO 0 =
HO o &
=]

o o 0
/@)k Reduccion /@* D:iazoacién \ HO
—— &)
O,N HoN CH__Ho o
D

Figura 16. Andlisis retrosintético observando dos posibles alternativas para'la
sintesis del compuesto 1.
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De acuerdo con el analisis retrosintético (Figura 16), podemos observar que
se puede abordar la sintesis del compuesto 1 desde dos perspectivas. En una de
ellas, se”realiza primero la reacciéon de condensacion de Claisen—Schmidt entre
aminochalCona y benzaldehido y posteriormente se forma la sal de diazonio, la cual
seria copulada con acido salicilico para obtener el compuesto 1. En el segundo
enfoque, primero'se forma la sal de diazonio con la aminoacetofenona y se lleva a
cabo la copulaciénseon, acido salicilico, seguido de la condensacion de Claisen-
Schmidt con benzaldehido para obtener 1.

La sintesis de los'conjugados azo se planed a partir de reacciones conocidas
con el objetivo de optimizar les rendimientos de reaccion y asi tener precedentes
para futuras investigaciones..En’la Figura 17 se presenta la primera ruta empleada

para la sintesis del compuesto %

: U Fe?, CaCl2 /©)\
Hzo EtOH 1y y EOOH 4y
80% 78%
)
1) H,0, HCI, 0 - 4 °C = o
2) NaNOz, H20 N\\
3) 6, KOH 10%, 0-4 °C N
HO 1

539, rendiniiento oH §
° Ho o global: 33%

OH

Figura 17. Primera ruta sintética para la obtencién del compuesto 1.

La reduccion de la 4-nitroacetofenona (2) utilizando/Fe® y CaCl> fue
seleccionada como un acercamiento inicial para analizar y comparar los
antecedentes existentes®. Por lo cual, se realiz6 primero la reduccién,del grupo
nitro del compuesto 2 calentado a reflujo, como fuente de energia para la/activacion
de la reaccion. Se redujo primero el grupo nitro para evitar realizar la condensacion
de Claisen-Schmidt en presencia de un grupo electroatractor (rendimientos.de
68%)%, pues la presencia de un grupo electrodonador, en este caso un grupo
amino, propicia a tener mejores rendimientos de reaccion (se obtuvo un 80% de

rendimiento) y al hacer uso de las condiciones caracteristicas para la condensacion
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alddlica, se obtuvo rendimientos buenos en la obtencion de la 4-aminochalcona (5)
(78%y"Figura 17), ademas, al estar el grupo amino en la posicion para, no existen
factores”estéricos que dificulten la reaccion. Una vez obtenida la chalcona 5
correspondiente, se realizo primero la reaccion de diazoacion seguida de la reaccion
de copulaciénvcon acido salicilico (6), los dos procesos se llevaron a cabo a una
temperatura de 0.-15 °C.

La segunda ruta_sintética propuesta se muestra en la Figura 18, donde se

aprecia que se formagprimero el azoderivado (7) y posteriormente la chalcona 1.

o 0 O  1)H,0,HCI,0-4°C
/@)‘\ Fe”, CaCIZ /@)J\ 2) NaNO2, H2O
N.
O,N H,0, EtOH y 3) 6, KOH 10%, 0 - 4 °C N ,
2 80% 3 80% HO
HO o
o)
Z 0
i YRS
N, OH
. KOH N 6
EtOH HO 1 P OH
. rendimiento
4 53% HO™ Yo global:"34%

Figura 18. Ruta alterna para la obtencién’del conjugado azo en posicién para-.

De manera general, las reacciones realizadas ypara la obtencion del
compuesto 1, transcurrieron de manera adecuada y sinfmayor complicacion en
ambas rutas sintéticas, cabe mencionar que, al momento de finalizar la reaccién de
copulacion, se debe agregar acido acético al medio de reaccion, para acidificar el
medio y lograr que el producto precipite, y a través de filtracion por gravedad,
lavando con abundante H20, con obtencién del compuesto puro.

La recristalizaciéon por par de disolventes (MeOH:H20) es otra opgitdn para la
obtencién de producto puro. Esta pureza es observable al momento de realizar los
analisis en el equipo de RMN y encontrar solo sefiales en el espectro asignables.al
compuesto 1.

En la Figura 19, se muestran los rendimientos obtenidos en ambas rutas

sintéticas propuestas para cada etapa, observandose que los rendimientos en
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ambos casos son similares, por lo que cualquiera de las rutas sintéticas que se

eligiera tendria resultados similares en cuanto a rendimiento.

O,N

o (o]
i, 80% /Ej)k |
B —
H,N
2

1

i, 78%

— =

iii; 80%
L—
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4

N
N
HO
(o] 7

HO

0
—
iii, 53% O O
i, 53% N
2 pasos °N
HO 6
HO o

o
7T

N,
ii, 53% N
—_—
HO
o

HO

Figura 19. Comparacion de las rutas sintéticas empleadas para la obtencion del
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Los resultados de las pruebas de solubilidad correspondiente se presentan

en la=Tabla 4.

Tabla 4..Prueba de solubilidad de los compuestos con diferentes disolventes.

Compuesto Solvente Frio Caliente
(o) EtOH Poco Soluble Soluble
= CHCI3 Poco Soluble Soluble
N> O O MeOH Poco Soluble Soluble
"N Acetonitrilo Soluble Soluble
HO DMSO Soluble Soluble
HO o) DCM Poco Soluble Soluble
1 Hexano Insoluble Soluble
Acetona Poco Soluble Soluble
AcOEt Soluble Soluble
(0] EtOH Poco Soluble Soluble
CHCI3 Poco Soluble Poco Soluble
N. MeOH Poco Soluble Soluble
N 7 Acetonitrilo Soluble Soluble
HO DMSO Soluble Soluble
HO™ ~o DCM Soluble Soluble
Hexano Insoluble Soluble
Acetona Soluble Soluble
AcOEt Soluble Soluble

Con dicha informacion se procedio-a elegir el disolvente deuterado para las
pruebas de RMN, el cual fue el DMSO-de.

7.1.2 Caracterizacion de los intermediarios y del compuesto 1.

En los parrafos siguientes se discute la caracterizacion de los compuestos mediante

espectroscopia de RMN H y DEPTQ para la molécula objetivo 1 e intermediarios.

Para efectos de elucidacion de los compuestos se usa la numeracion propercionada

por el software Chemdraw, y no corresponde a la numeracién recomendada por la
IUPAC.
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71.2.1 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear
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f1 (ppm)
Figura 20. Espectro de RMN-tH del compuesto 3 (600 MHz, CDCls).

En la Figura 20 se observan las sefaleés-originadas por los hidrégenos
presentes en el compuesto 3, de los cuales.los poeo protegidos los identificamos en
frecuencias bajas. Las sefiales en el espectro se(elucidaron como se presenta
ahora: para el anillo bencénico de la acetofenona, se encontraron dos sefiales que
refieren a un sistema para en 7.81 y 6.65 ppm observando_sefiales acopladas y son
dobletes aparentes. En frecuencias altas encontramos _a los hidrogenos
posicionados en C-4 y C-5 (7.81 ppm, J= 8.62 Hz) debido a la desproteccion que
sufren a causa del carbonilo de cetona y en frecuencias bajas encontramos a los
hidrogenos posicionados en C-1y C-3 (6.65 ppm, J= 8.63 Hz), ya que al estar mas
alejados del carbonilo de cetona y cerca del grupo amino el efecto de deSproteccion
es menos intenso en ellos. Ademas, encontramos un singulete en 2.50 ppm que
corresponde al metilo de cetona (C-8). Por ultimo, se muestra una sefal ancha a
4.12 ppm que integra para dos hidrégenos y corresponde a la sefial originada por el

grupo amino.
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Figura 21. Espectro de RMN DEPTQ del compuesto 3 (150.92 MHz, CDCls).

Las sefales presentes en._el espectro DEPTQ del compuesto 3 (Figura 21)
que son generadas por carbonos/que no peseen hidrégeno o metilenos se reflejan
como sefiales negativas, los cuales-se especifican colocando el simbolo (-)
inmediatamente después de la frecuencia, mientras que los metinos y los metilos
se reflejan como sefales positivas, con esta infermacion podemos elucidar las
sefales a frecuencias bajas para el carbonilo de cetonaC-7) la cual se encuentra
a 196.8 (-) ppm. Ademas, se presentan otros carbonos‘que no poseen hidrogenos,
en este caso C-2 y C-6, los cuales fueron asignados como las sefiales presentes en
151.4 (-) y 128.3 (-) ppm respectivamente. Para los carb@nas” con niumero de
hidrogeno impar se realiz6 la asignacion de la siguiente forma: para el C-8,
correspondiente a la metilcetona, se asigno la sefial en 27.9 ppm, para‘os atomos
de carbono C-4 y 5 se asigno la sefial a 130.5 ppm y para C-1y C-3 lasefial.a 123.4
ppm.

Compuesto 3 (1-(4-aminofenil)etan-1-ona): Rendimiento: 80%, color amarillo,
s6lido, punto de fusién: 96 — 101 °C *H NMR (600 MHz, CDCI3) & 7.81 (d, J =.8.6
Hz, 1H), 6.65 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.12 (s, 1H), 2.50 (s, 2H). 13C NMR (151 MHz;
CDCls, DEPTQ) 6 196.8 (-), 151.4 (-), 131.2, 128.3 (-), 114.1, 26.4.
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Figura 22. Espectro de RMN H/del compueste 5 (600 MHz en DMSO-ds).

En la Figura 22 se observan las-sefiales producidas por los hidrégenos
presentes en el compuesto 5 en RMN *H, de los cuéles los poco protegidos se
observan en frecuencias bajas. Las sefales en el espectro se elucidaron como se
presenta a continuacion: las sefales que se encuentran en 7.54 y 7.78 ppm integran
para un proton cada uno, y sus constantes de acoplamiento son.alrededor de 15
Hz, por lo cual entendemos que estos son los hidrogenos del sistema a; 3 insaturado
respectivo del doble enlace que contiene la chalcona. Y debido a que el hidrégeno
B (C-17) es el mas desprotegido lo encontramos a frecuencias altas y fue.asignado
al doblete centrado en 7.78 ppm, respecto al hidrogeno a (C-8), que al‘€star mas
blindado que su contraparte 8 encontramos su sefial como un doblete a 7.54 ppm.
Ahora nos centramos en las asignaciones faltantes para la parte del anillo
proveniente de la acetofenona (anillo A) y del anillo originario del benzaldehide

(anillo B). Para el anillo A, se presentan dos sistemas de sefales que aparentan ser
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dobletes y que refieren a un sistema para las cuales se encuentran en 7.94 y 6.70
ppm=En frecuencias altas encontramos a los hidrégenos posicionados en C-4 y C-
5 debido a‘la desproteccion que sufren a causa del carbonilo de cetona y en
frecuenciaS.bajas encontramos a los hidrogenos posicionados en C-1y C-3, ya que
al estar mas.alejados del carbonilo de cetona y cerca del grupo amino el efecto de
desproteccion es menos intenso en ellos. Las sefales correspondientes a los
protones del anillo B~sobre C-12 y C-16 generan un sistema con una multiplicidad
de doble de dobles(d) a 7.63 ppm con J= 7.57 y proponemos que la sefial
encontrada a 7.40 ppm sea.asignada a los protones en 13, 14 y 15, donde se puede
observar un multiplete (m),con J= 7.60 y 2.73 Hz para 7.69 ppm. Por ultimo, se
muestra un singulete a 4.17 ‘ppm que integra para dos hidrégenos y se propone la

asignacion para los hidrogenos'en el grupo NHo.

13,15
4,5
12,16 1,3

17 14

o e

77.8,CDCI3,

—
X/ SQPY—=

| 73.3 GDCI3/

143.7
1316
130.6
11294
128.8
122.6
114.5

T T T T T T T T 7 T T
190 150 145 140 135 130 125 120 115 110 8 70
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Figura 23. Espectro de RMN DEPTQ del compuesto 5 (150.92 MHz en DMSO-de).

=]
~
)

Las sefales presentes en el espectro DEPTQ del compuesto 5 (Figura 23)
se describen a continuacion. La sefal a frecuencia mas baja se asigno al carbepe
del carbonilo, C-7, la cual se presenta a 188.3 (=) ppm. Por otro lado, para C-2 se

asigno la sefial a 151.2 (=) ppmy la sefial generada por C-11 se asigné a la presente
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en 135.5 (-) ppm vy, por ultimo, para el C-6 se designo la sefal a 128.7 (-) ppm.
Para=l0s carbonos CH se realizd la asignacion de la siguiente forma: la sefial
correspondiente a C-17 se asigno a la sefial a 143.3 ppm, para C-8 a 122.2 ppm,
para los carbenos C-4 y C-5 la sefial a 131.2 ppm y para los carbonos, con ambiente
quimico y magneético similar del anillo A, C-1y C-3 se asigno la sefial a 114.1 ppm.
Las sefiales genéradas por C-13 y C-15 corresponden a la sefal presente a 129.0
ppm, mientras quespara C-12 y C-16 se asigno la sefal presente a 128.4 ppm.

Finalmente, la sefial’'generada por C-14 se encuentra presente a 130.2 ppm.

Compuesto 5 ((E)-1-(4-aminofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona): Rendimiento:
80%, color amarillo, sélido, punto de fusion: 106 — 108 °C *H NMR (600 MHz, CDClz)
57.94 (d,J = 8.7 Hz, 2H), 7.787(d) J = 15.6 Hz, 1H), 7.63 (dd, J = 7.6, 1.9 Hz, 2H),
7.54 (d, J=15.6 Hz, 1H), 7.40 (td; J.=7.6, 2.7 Hz, 3H), 6.70 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.17
(s, 2H). 3C NMR (151 MHz, CDCI3, DERPTQ) 5 188.3 (), 151.2 (-), 143.3, 135.5 (-
), 131.2, 130.2, 129.0, 128.7 (<){ 122.2, 114.1.

Compuesto 1 (acido 5-((E)<(4:cinamailfenil)diazenil)-2-hidroxibenzoico): Esta
espectroscopia se realiz6 a 600MHZen DMS@-dS, El espectro de la molécula 1y la
elucidacién de 'H y DEPTQ se preseftan a continuaciéon en la Figura 27 y 28,
ademas se muestra el espectro de UV —Vis en la Figura 29.
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Figura 24. Espectro de RMN"1H.del compuesto 1 (600 MHz en DMSO-ds).

En la Figura 24 se observan-las sefiales generadas por los hidrégenos
presentes en el compuesto 1, de los cuales los peco protegidos los identificamos en
frecuencias bajas. Las sefiales que se encuentran en 2,57 y 7.76 ppm integran para
un protén cada una, y sus constantes de acoplamiento tienen un valor de 15.56 Hz,
por lo cual entendemos que estos son los hidrogenos delssistema a, B insaturado
respectivo del doble enlace que contiene la chalcona. Debido a que el hidrogeno 8
es el mas desprotegido (con menor densidad electronica) le” encontramos a
frecuencias altas en 7.76 ppm (doblete), denominandolo ‘C-17, respecto al
hidrégeno a (C-8) que, al estar méas blindado (con mayor densidad electronica), lo
encontramos a 7.57 ppm. Posteriormente, nos centramos en el dohle /de dobles
ubicado en 7.92 ppm, sefial caracteristica del espectro del 4cido salicilico,,ademas
tiene dos constantes de acoplamientos con valores de 8.78 y 2.58 Hz, porlo-cual
asignamos esta sefial al hidrogeno en el C-19. Al enfatizar las sefiales provenientes
del acido salicilico, encontramos que las sefiales mas pronunciadas a frecuencias

bajas y altas correspondian a los protones respectivos del acido salicilico, por o
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cualidentificamos los desplazamientos quimicos, 8.18 ppm y 6.97 ppm, y sus
respectivas constantes de acoplamiento de 2.52 Hz y 8.85 Hz respectivamente, para
elucidary asi asignar a la sefial presente en 8.18 ppm como C-22 y la sefial en 6.97
ppm coma’el-protdn sobre C-20. Una vez elucidada la seccion respectiva del acido
salicilico, nos¥centramos en las asignaciones faltantes para la parte del anillo
proveniente de la'acetofenona y del anillo originario del benzaldehido. Para el anillo
de la acetofenona debemos encontrar dos sefiales que refieren a un sistema para,
estas las podemos eneontrar en 8.13 y 7.79 ppm, esta Ultima se observa como una
sefal traslapada. En freCuencias altas encontramos a los hidrégenos posicionados
en C-4 y C-5 debido a la desproteccidon que sufren a causa del carbonilo de cetona
y en frecuencias bajas encontramos a los hidrégenos posicionados en C-1y C-3,
ya que al estar mas alejados delCarbonilo de cetona y cerca del conjugado azo, el
efecto de desproteccion es menostintenso en ellos. Por ultimo, observamos las
sefales correspondientes para el anillo“proporcionado por el benzaldehido, en 7.69
y 7.27 ppm que presenta sefial’para cineg hidrégenos, una sefial en 7.69 ppm que

integra para dos protones y un“multiplete" en 7.27 ppm que integra para tres

protones.
12,16
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20
HO7 215 2
17 14 22
Ho2 o Lp R .
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L
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Figura 25. Espectro de RMN 3C de la molécula 1 (150.92 MHz en DMSO-ds).
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Las sefiales presentes en el espectro DEPTQ (Figura 25) para los carbonilos
de cetona C-7 y de acido carboxilico C-24 del compuesto 1 se presentan a 189.6 (—
) ppm y#a 172.2 (-) ppm respectivamente. La sefial de C-6 se presenta a 139.8 (-)
ppm, la sefial en 155.2 (=) ppm se asigno a C-2; asimismo, la sefial en 145.5 (-)
ppm se asignod’a C-18, la sefial presente en 165.2 (-) ppm fue asignada a C-21, la
sefal a 115.0 (-) ppm corresponde a C-23 y la sefial de C-11 es la presente a 135.5
(=) ppm. Para los‘carbonos CH, se realiz6 la asignacion de la siguiente forma: para
el carbono C-17 se asigno la sefal a 145.5 ppm, correspondiente al carbono (3, la
sefal de C-8 fue asignadaa’127.3 ppm, y es la correspondiente para el carbono q;
las sefiales generadas por G-4 y C-5 fueron asignadas a 130.9 ppm, pues los
carbonos poseen un ambiente.guimico y magnético similar, y la sefial originada por
C-1y C-3 fue asignada a 123.6;ppm, la sefal generada por C-19, C-20 y C-22 se
asignaron a 130.1, 119.5 y 123.0"ppm respectivamente. Y en el anillo B de la
chalcona, podemos encontrar sefiales para C-13 y C-15 a 130.0 ppm y las de C-12
y C-16 a 130.0 ppm.

Long. Onda|

345 nm

<——327.nm

<282 nm

Abs
N
1

T T T
200 400 600
Long. de onda

Figura 26. Espectro de UV — Vis del compuesto 1. (DMSO)

Al realizar un barrido espectral entre los 200 y 600 nm, se encontro que-tas

absorbancias maximas obtenidas (Figura 26) concuerdan con las longitudes de
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onda<de grupo carbonilo a 282 nm, de anillos aromaticos a 327 nm y para el grupo
diaze-a 345 nm®?,

compuesto 1 (acido 5-((E)-(4-cinnamoilfenil)diazenil)-2-hidroxibenzoico):
Rendimiento: 53%. Color: rosa claro, sélido. Punto de fusién: 288 — 290 °C; H NMR
(600 MHz, DMSO-d¢) 8 8.18 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.13 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.92 (dd, J
=8.8, 2.6 Hz, 4H), 7.79 (dd, J = 8.3, 4.3 Hz, 3H), 7.76 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.69 (dd,
J=6.4,2.9 Hz, 2M),,7.57 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.27 (s, 4H), 6.97 (d, J = 8.9 Hz, 1H).
13C NMR (151 MHz{DMSO-ds) & 189.6 (-), 172.2 (-), 165.2 (-), 155.2 (-), 145.5 (-
), 145.5, 139.8, 135.5~(%), 131.8, 130.9, 130.1, 130.0, 130.0, 130.0, 127.3, 123.6,
123.0, 119.5, 115.0 (-). Yv=Vis A max (DMSO): 282, 327, 335, 345, 360, 377, 378.
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Figura 27. Espectro de RMN *H de la molécula 7 (600 MHz.eh DMSO-ds).

En la Figura 27 se muestra el espectro de RMN H de las sefiales generadas
por los atomos de hidrégeno presentes en la molécula 7. Para el sustituyente metilo
en la molécula, C-8, se asignd al singulete en 3.14 ppm. Posteriormente
identificamos las sefiales caracteristicas del cido salicilico, para el protén'sgbre C-
15 se observa un doblete con una constante de acoplamiento de 2.55 Hz en 8.87
ppm, para C-13 se observa un doblete con una J= 8.87 Hz en 7.67, sefiales’y
constantes de acoplamiento caracteristicas para hidrogenos en posicion 4y 6 en‘el

anillo del &cido salicilico; de tal manera que la sefial caracteristica para un hidrégeno
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que tiene acoplamiento con otro protén en posiciones con orto y meta lo observamos
come-un doble de dobles, y este es el correspondiente a C-12 presente a 8.64 ppm
con conStantes de acoplamiento de 8.85 y 1.81 Hz. Una vez identificados los
protones provenientes del anillo correspondiente al acido salicilico, se asignan los
protones provenientes del anillo de la acetofenona, los cuales nos muestran sistema
caracteristicas de una disustitucion para de los protones sobre C-4 y C-5 en 8.61
ppm con constantessde acoplamiento de 8.86 y 2.57 Hz en frecuencias mas altas a
comparacién de susgvecinos, los protones sobre C-1 y C-3 en 8.45 ppm con
constantes de acoplamiéntoriguales a 8.51y 1.97 Hz.
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Figura 28. Espectro de RMN 3C del compuesto 7 (150.92 MHz en DMSO-ds).

Las sefiales presentes en el espectro DEPTQ del compuesto 7 «Figura 28)
pertenecientes a carbonos totalmente sustituidos, cuaternarios, carbonilos'y. CH2 se
reflejan con picos hacia abajo del espectro y los CH y CHs se reflejan hacia\arriba,
con esta informacion podemos elucidar las sefiales a frecuencias bajas_para
carbonilos de cetona y de &cido, la sefial 198.5 () ppm fue asignada al carbonilo
de cetona C-7 y la sefial a 172.2 (-) ppm se asigndé para el carbonilo de acida

carboxilico C-17. Ademas, se presentan otros carbonos cuaternarios, carbonos
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deshidrogenados, los cuales se les dio la asignacién de C-6 a 139.0 (-) ppm al
carbeno.del anillo aroméatico cercano al carbonilo de cetona, y la sefial generada en
C-2 se asigno a 155.2 (-) ppm al carbono del anillo aromatico unido al nitrogeno del
conjugado’azo, la sefial generada en C-11 se asign6 a 145.5 (=) ppm del carbono
del acido salicilico unido al nitrégeno del conjugado azo, la sefial en C-14 se asigné
a 165.2 (-) ppmyesiel_carbono unido al grupo hidroxilo, y la sefial correspondiente a
C-16 se asigno a 11429 (-) ppm asignado al carbono unido al acido carboxilico. Para
los carbonos CH y ‘CHS3; se realiz6 la asignacion de la siguiente forma: la sefial
generada a C-8 se asigno a-27.89 ppm para el grupo metilo; la sefial generada a C-
4, C-5 se asigné a 130.53 ppm asignaciones para los carbonos con ambiente
guimico y magnético similar delanillo de acetofenonay la sefal generada a C-1, C-
3 se asign6 a 123.44 ppm del mismo anillo; la sefial para C-12 se asign6 a 130.53
ppm, la sefial para C-13 se asign6/a 119.51 ppm y la sefial para C-15 se asigno a

127.30 ppm asignado al carbono del'acido salicilico.

— Long. de onda

4~-346 nm

<+—326 nm

<282 nm

Abs

200 400 600
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Figura 29. Espectro de UV — Vis de la molécula 7 (DMSO).
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Los picos de absorbancia obtenidos (Figura 29) representan las longitudes
de onda.de los cromoéforos de grupo carbonilo en 283 nm, para grupos azo en 346

nm, para aromaticos en 326 nm.

Compuesto 7 (acido (E)-5-((4-acetilfenil)diazenyl)-2-hidroxibenzoico):
Rendimiento: 80%. Color: rojo opaco, sélido en grumos. Punto de fusion: 278 — 280
°C; 'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d 8.87 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.64 (dd, J = 8.5, 1.8
Hz, 2H), 8.61 (dd, J.='8.9, 2.6 Hz, 1H), 8.45 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 3H), 7.67 (d, J =
8.9 Hz, 1H), 3.14 (s, 4H)~*C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 198.5 (-), 172.2 (-),
165.2 (-), 155.2 (-), 145.5(-), 139.0 (-), 130.5, 130.1, 127.3, 123.9, 119.5, 114.9 (-
), 27.9. Uv — Vis A max (DMSO0): 283, 326, 335, 339, 341, 346, 351, 357, 362, 367,
370, 373, 377, 384.

7.2 Actividad antimicrobiana.

7.2.1 Ensayo de Kirby - Bauen,

La actividad antimicrobiana de los compuestos 4 y,5 se evalud en las bacterias
Staphyloccocus aureus (cepa ATCC 25923 y un aislado clinico), Staphyloccocus
epidermis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae“y_en la levadura Candida
albicans. En el ensayo realizado se manejaron concentracienes de 25, 50, 100, 200
y 400 ug/sensidisco, demostrando para el compuesto 1 que.en ninguna de las
concentraciones resulté ser activo (Figura 30, Figura 31), resultado esperado para
un profarmaco, pero que, en las mismas concentraciones, el compuesto 5 inhibio el
crecimiento bacteriano a partir de 100 pg/sensidisco excepto para las bacterias S.
epidermis, E. Coli, K. pneumoniae que no presentd inhibicion (Figura”32). Como
control positivo se usé cefalexina (30 pg) y ampicilina (25 pg) para baetérias y

fluconazol (25 ug) para C. albicans.
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Q E Compuestol = Compuesto 5

Diametro de inhibiciéon (mm)

DMSO  CFL (30pg)

(/ ug/sensidisco

Figura 30. Gréfica del antibio de los compuesto 1 y 5 contra las cepas de S.
aureus. DMSO fue utilizado ¢ (éolvente para los compuestos 1 y 5, y como
control negativo. CFL (cefalexi AMP (ampicilina) fueron utilizados como
controles positivos. El diametro del idisco es de 6.0 mm.

Figura 31. Antibiograma del compuesto 1 contra S. aureus. DMS&‘\e utilizado
como solvente y como control negativo. CFL 30 ug (cefalexina) y. Al
(ampicilina) fueron utilizados como controles positivos. Las concentracic
de 25, 50, 100, 200 y 400 pg/sensidisco.

En la Figura 32 observamos los datos de halos de inhibicion (expresa%%%
mm) del compuesto 5, con lo cual analizamos la eficacia del compuesto con@

diferentes cepas de bacterianas. EI compuesto 5 presenta inhibicién moderada
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contra’la cepa ATCC 25923 de S. aureus y en el aislado clinico de S. aureus a partir
de coencentraciones de 100 ug/sensidisco, pero para las cepas de S. epidermis, E.

coli y Kepneumoniae, observamos que no presentan sensibilidad al compuesto.

ES. aurglisATCC 25923 = S. aureus clinico S. epidermis  EE.Coli =K. pneumoniae
30.0
25.0
20.0
15.0

10.0

Diametro de inhibicién (mm)

5.0

0.0
400 200 100, 50 25 DMSO CFL (30pg) AMP (10ug)

ug/sensidisco

Figura 32. Gréfica. Antibiograma del compuesto 5 contra diversas cepas
bacterianas. DMSO fue utilizadogseomo solvente y como control negativo. CFL
(cefalexina) y AMP (ampicilina)\fderon utilizados como controles positivos. El
diametro del sensidisco es de 6.0 mmn:

Figura 33. Evidencia fotogréfica de los antibiogramas del compuesto 5contra cepas
de a) S. aureus ATCC 25923, b) S. aureus aislado clinico, c) S. epidermis. En las
fotos a) y b), siguiendo el sentido de las manecillas del reloj, se observan CFL
(cefalexina) y AMP (ampicilina) utilizados como controles positivos, DMSO como
control negativo, concentraciones de 25, 50, 100, 200 y 400 pg/sensidisco del
compuesto 5y a partir de los 100 ug/sensidisco observamos halos de inhibicién. En
la foto c), siguiendo el sentido de las manecillas del reloj, se observan’CFL
(cefalexina) y AMP (ampicilina) utilizados como controles positivos, DMSO como
control negativo observando que no se presenta inhibicion en las concentraciones
de 25, 50, 100, 200 y 400 pg/sensidisco del compuesto 1.
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Figura 34. Antibiograma del compuesto l.contra diversas cepas bacterianas. DMSO
fue utilizado como solvente y_eomo contral negativo. CFL (cefalexina) y AMP
(ampicilina) fueron utilizados como,controles positivos. El diametro del sensidisco

es de 6.0 mm.

En las Figura 30 y Figura 35 se presentan los‘datos de inhibicion en los cuales
el compuesto 1, al no presentar halos de inhibicién,.se, cumple con el concepto
basico de profarmaco en cepas de S. aureus ATCC 25923+al no presentar actividad
bioldgica, por otro lado, S. aureus aislado clinico y C. albicans, y en las mismas

gréaficas se observa que estas cepas presentan sensibilidad al compuesto 5.

En el gréfico de la Figura 35 se puede observar los datos de inhibicion, en
mm, del compuesto 5 contra Candida albicans, por lo cual, podemos afitmar que la
sensibilidad microbiana comienza desde los 25 ug/sensidisco, y para el compuesto
1, se cumple de igual forma el concepto basico de profarmaco puesto que no se

observa sensibilidad bacteriana al compuesto.
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Figura 35. Antibiograma del corﬁpuesto 5y del compuesto 1 contra C. albicans.
DMSO fue utilizado como solvente paraitodos los compuestos 1y 5y como control
negativo. Fluconazol fue utilizadd como control positivo.

Figura 36. a) Evidencia fotogréafica del antibiograma del compuesto 1 contra la cepa
de C. albicans. b) antibiograma del compuesto 5 contra C. albicans. DMSO fue
utilizado como solvente para todos los compuestos 1 y 5y como control negativo.
Fluconazol fue utilizado como control positivo. En la foto a), siguiendo el sentido de
las manecillas del reloj, se observan Fluconazol utilizado como control positivo,
DMSO como control negativo, observando que no se presentainhibicion
concentraciones de 25, 50, 100, 200 y 400 ug/sensidisco del compuesto 1y a partir
de los 100 pg/sensidisco observamos halos de inhibicion, y en la foto b), sigdiendo
el sentido de las manecillas del reloj, se observan Fluconazol utilizado como control
positivo, DMSO como control negativo, concentraciones de 25, 50, 100, 200 y.400
Mg/sensidisco del compuesto 5, y a partir de los 25 pg/sensidisco observamos halos
de inhibicion.
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Con los datos obtenidos de los antibiogramas se deduce que hay actividad
antimiCrobiana significativa por parte del compuesto 5 a partir de tener el grupo -
NH: libre, de igual forma se deduce que no todas las cepas son sensibles al
compuesta.5¢ puesto que se observé que en S. epidermis, E. coli y K. pneumoniae
el compuesto¥h, no presenté actividad antimicrobiana. Cabe mencionar que al
comparar los resultados obtenidos en cepas que son inhibidas por el compuesto 5,
no presentaron sensibilidad al compuesto 1, de esta manera se confirma que el
concepto de profarmaCo se ve logrado en los antibiogramas analizados para
actividad antimicrobiana. Ademas, es apreciable la efectividad antifungica del

compuesto 5 en contra parte_a'la antimicrobiana.

Para poder determinar si~el compuesto 1 es posible candidato a ser un
profarmaco, se necesita determinarsi es susceptible para ser reducido en el tracto

gastrointestinal por azoreductasas para,liberar al 5-ASA y al compuesto 5.
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Conclusiones

El compueSto 1 ha sido sintetizado a través de dos rutas diferentes obteniendo
rendimientoS glebales de 33% y 34%, por lo que ambas rutas presentan la misma

eficacia.

La caracterizacion y elucidacion de los intermediarios y el compuesto final se
realizé a través de RMN de 'H y RMN de 13C, con lo cual podemos observar la
geometria trans del doble.enlace, proporcionado por las constantes de acoplamiento
y los desplazamientos quimicos,correspondientes para el sistema de hidrégenos a 'y

B insaturados, asi como los sistemas para de los ciclos heterocrométicos.

En el ensayo de la actividad antimicrobiana de los compuestos 1 y 5,
realizado por antibiograma, se obsefv@ una potencia antimicrobiana moderada del
compuesto 5 (se observaron halos derinhibicion a partir de 100 pg/sensidisco para
cepas bacterianas y a partir de 25 _ug/sensidisco para C. albicans). Al enmascarar el
grupo amino con un grupo azo, mediante copulacién con acido salicilico para generar
el compuesto 1 (posible profarmaco); muestraspérdida de la actividad biolégica, lo

cual es congruente con el concepto de"profarmace:
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PerSpectivas

La sintesis de azoderivados de aminochalconas con diversos farmacos es un campo
de estudio regiente, en el cual no se ha estudiado a fondo con otros farmacos para
dejar antecedentes de la parte quimica y bioldgica, por lo cual, se pretende proponer

otras aminochalconas y otros farmacos para estudios de azoderivados.

La actividad antimicrobiana obtenida en el analisis de la 4-aminochalcona
abre la oportunidad de estudie’del grupo -NH2 en diferentes posiciones de los anillos
A y B, con lo cual podremes estudiar las mejores opciones para sintesis de

profarmacos.

Los diferentes farmacos/existentes-poseen diversas propiedades biolégicas
de interés, por lo cual se puede plantear el estudio de actividades antiinflamatorias,

analgésica y el sinergético con otros;antibiotices.

Se necesita realizar pruebas de. actividad./antibacteriana en gamma
proteobacterias y estudios de estabilidad metabdlica en” contenido de colon, para

determinar si el compuesto es reducido en este sitio anatdmico de interés.
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Apéndice 1. Anatomia y fisiologia del tracto
gastrointestinal

Anatomialdel tracto Gl
El tracto gastreintestinal estda compuesto por diferentes 6rganos siendo la boca, el

estdmago, el dugdeno, el yeyuno, el ileon y el colon sus partes mas relevantes

(Figura 37) y las caracteristicas mas importantes se describen brevemente en los
siguientes parrafos®42,

/\/‘q——— Faringe
/|

Glandulas /4 Esofago

salivales

Sublingual
Submaxilar
Pardtida

Higado

Vesicula .
™ Estomago
biliar X 9
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pancreatico

, ntestino
rueso
Duodeno 5.9 Colon

Yeyuno transverso

p Colon
lleon ascendente

Ciego \

Colon
descendente

Sigma
Recto

Conducto
biliar

Intestino
delgado

Apéndice

Figura 37. Descripcion de las partes anatémicas del intestin6?.

La boca es la Gnica parte del tracto gastrointestinal con esqueleto gseo. Tiene
treinta y dos dientes permanentes que son capaces de masticar y desintegrar la
comida. Las glandulas salivales, para lubricar el bolo al estbmago, producen-0,5.L
por dia de saliva (sin estimulacion). Las enzimas presentes en la saliva son (@-
amilasa (para iniciar la digestion de carbohidratos), lipasa acida (para iniciar la

digestion de los triglicéridos y actia en el esttmago donde el pH &cido) y
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ribondcleasa (para iniciar la digestion del ARN). El sistema parasimpatico controla
la seerecion de las glandulas salivales por medio de estimulaciones que pueden ser
tactiless0lfativas o visuales3-1°,

El estémago, Figura 38, es dividido en nueve zonas anatomicas diferentes
como cardias, ‘fondus, serosa, cuerpo, ruga, antro, canal, esfinter, piloro®-°.

El estbmago mide unos 25 cm de largo, 12 cm de ancho y 8 cm de grosor.
Con estas dimensiones, podria almacenar aproximadamente 1,5 L de bolo
alimenticio. La porcion~proximal es donde se recolecta el bolo de entrada; mientras
la porcion distal es donde” se lleva a cabo la contraccion muscular uatil para
desintegrar el bolo. El bolo se-mueve mediante ondas peristalticas coordinadas con

el piloro (la valvula del estomago).

Esfinter

cardioesofagico VT

Fondo

Esofago e y. \
\
Capa muscular \ ’-/
externa A\ | . Serosa

Capa longitudinal
Capa circular

Capa oblicua
Curvatura Rugo-
Bilom o sidades

de la
miucosa

,’li

Curvatura
mayor

Duodeno Esfinter
pilérico pilérico .
(valvula) Esfinter Antro

pitérico pilérico

Figura 38.Composicion anatdmica del intestino®?.

Las células gastricas pueden producir alrededor de dos litros de juga.gastrico
(HCI), lo que hace que el pH oscile entre 1y 7 (en funciéon de la fase de digestién).
La produccion de HCI puede incrementar por la estimulacion de receptores_de
membrana (con gastrina, por ejemplo). La somatostatina es un inhibidor del bombee

de protones y es liberado por las células D del estbmago y el duodeno.
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El pepsindégeno es el zimdgeno (proteasa que contiene una porcion
inhibidora de su funcion) mas importante producido por el estbmago, el cual es
activadepara formar la proteasa pepsina que posee un pH optimo de actividad entre
1.8y 3.5, porencima de un pH de 3.5 se inactiva de forma reversible y por encima
del pH neutra la.inactivacion es irreversible!3-1°,

El intestino )(Figura 37) se divide en duodeno, yeyuno, ileon y colon®. El
duodeno se encuentra después del estbmago y mide de 20 a 25 cm de largo con
diametro de 2.5 cm aproximadamente. Esta porcion del intestino esta conectada al
pancreas y a la vesiculd biliar a través de la papila duodenal mayor, que es el sitio
de entrada del jugo pancreatico y la bilis. El jugo pancreatico contiene proteasas
(tripsina, quimotripsina y aminopeptidasa), amilasa pancreética, lipasa pancreatica,
colesterol esterasa y fosfolipasarsLa bilis tiene como objetivo facilitar la digestion y
absorcion de grasas mediante su emulsificacion, aumentando el area de contacto
entre los lipidos y las enzimas que se encargan de su digestion, que son
hidrosolubles y solo pueden actuar en-a interfase agua-gota de lipido. El pH del
duodeno es de aproximadamente 5.0 y estqd determinado por la presencia de
bicarbonato de sodio en los jugos pancreaticos y la bilis, donde el bicarbonato de
sodio neutraliza el jugo gastrico, evitando de-esta manera dafios en el tejido
intestinal*3-15,

El yeyuno es la segunda parte del intestino delgado y mide unos 2.5 m de
largo con 2.5 cm de diametro. Su superficie interna esta.ecubierta por vellosidades
intestinales que aumentan considerablemente el area efeetiva disponible para la
absorcién de nutrientes y xenobidticos3-15.

El ileon es la ultima parte del intestino delgado y tiene unaJlengitud que varia
entre 2 y 4 m con un didmetro de 2.5 cm*3-15,

La ultima parte del intestino es el colon que mide aproximadamente 1.5 m de
largo con un diametro de en su parte inicial de 7.5 cm y en la parte final\de 4 a 2.5
cm, anatomicamente se divide en colon ascendente, transverso y descendente y
una porcion que tiene forma de “s” que se denomina el segmento sigmoideo antes

de terminar en el recto y el ano*3-15,
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Fisiologia del tracto Gl
La interaccion sinérgica entre diferentes érganos le da al sistema gastrointestinal

las habilidades para realizar tres funciones importantes: (i) almacenaje, (ii) digestion,
y (iii) absofcion*-1°, En esta seccién, se describen algunos aspectos fisiol6gicos
fundamentales’ del sistema gastrointestinal durante las funciones mencionadas
anteriormente. Lafuncion de la boca no se describe, porque su funcién principal es
desintegrar la comida.y mezclarla con saliva con el proposito de prepararla para ser
deglutida.

Estdmago

Las funciones mas importantes del estbmago son almacenar, desintegrar,
vaciar y en menor medida digerir el bolo alimenticio en el duodeno, que después de
Su paso por el estbmago se denomina quimo. La musculatura del estbmago permite
que el estbmago almacene una gran cantidad de bolo alimentico, el volumen
méaximo del estdbmago es de apreximadamente 1.5 L (en promedio), pero
potencialmente puede almacenar el dohle.de este valor.

La funcion de digestion viene-dada per mecanismos secretores, humorales
(regulados por hormonas como la gastrina y lasSsomatostatina) y de motilidad (para
desintegrar y mover el bolo). Las fases de secrecion acida presentan una fase inter
digestiva donde hay una secrecion basaldejacido clerhidrico, una fase cefélica que
puede comenzar con la idea de comer y una fase‘géstrica que comienza con la
digestion de los alimentos. El vaciado del estbmago lo permite el tono muscular en
la region proximal del estdmago, si el vaciado es lento los nutrientes (o0 xenobidticos)
se liberaran lentamente en el intestino por lo que su la absorcién se retrasara. El
duodeno, de hecho, permite la liberacion de quimo del estbmaga. 'Solo al final de su
ciclo de digestion. Entonces, si el duodeno tiene una digestion lenta, elwvaciado del
estdbmago sera lento y la posible absorcion de un farmaco también segalentizara3-
15_

Duodeno

El duodeno (Figura 39) tiene tres funciones importantes3-1°> que son regular

el vaciado del estomago, digerir el quimo (que después de combinarse con los jugos

pancreaticos y biliares se denomina quilo) y el vaciado en el yeyuno.
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La sefal de vaciado controlada por el duodeno se genera a una frecuencia
tal que el quimo en la entrada no es mas alto que el quilo absorbible o digerible. El
duoden@, dé hecho, se llena a su maxima capacidad de quimo en la salida del
estdmago/.Después de eso, comienza la digestion del quilo y, en conclusion, se
vacia al yeyuno mientras envia una sefial de vaciado al estdmago. Tanto el vaciado
duodenal comogstomacal estan controlados por factores como el volumen de quilo
en el duodeno, el pH\ del contenido duodenal, el nivel de irritacion de la mucosa

duodenal y la presengia'de algunos productos de digestion finalt3-1°,

Vesicula biliar

Estémago Conductos hepaticos derecho e izquierdo del higado

Conducto hepatico comun

Conducto y esfinter biliares

Conducto pancreWaﬂo

/,/

Duodeno Conducto

cistico
Duodeno

hepatopancreaticos = / l] Pancreas
=, > 3 /
¢ \ Yeyuno

Conducto y esfinter
pancreaticos principales

Papilas
duodenales

Figura 39. El duodeno y yeyuno en el sistema digestivo 2.

Yeyuno
El yeyuno es la parte principal del intestino delgado donde les nutrientes y los

xenobidticos son absorbidos (Figura 39). De los 4 L/s que alimenta la aorta, 0.7 L/s
son suministrados al intestino delgado y colon proximal, de los cuales el gradiente
de flujo sanguineo por gramo de tejido (ml/100 g/min) en promedio®3, yel ti€mpo de
vaciado es de unos 100 min. La absorcion de nutrientes y xenobidticos Se.realiza
mediante difusion pasiva (dirigida por un gradiente de concentracion a través 'de la
membrana del epitelio) y mediante transporte activo (que va acompafiado de la

hidrolisis de ATP); estos dos mecanismos de transporte le dan al yeyuno una gran
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capacidad de absorcién. Todos los productos utiles del quilo que no se absorben en
el yeydno son absorbido en el ileon3-15,
fleon

El ileon tiene la funcion de absorber algunas vitaminas, la bilis y los productos
contenidos en‘el quilo no absorbidos durante su paso por el yeyuno. Su tiempo de
vaciado es de unos 77 minutos, y se considera que la capacidad del ileon para

absorber nutrientésyxenobiéticos es muy similar a la del yeyuno®3-15,
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Apéndice 2. Parte quimica

El seguimiento de las reacciones y su purificacion fueron observados por
cromatografia.en capa fina (CCF), aprovechando cromatofolios de gel de silice de
marca Merk 60<€on indicador de fluorescencia y espesor de 0.2 mm. El monitoreo
se realiz6 por desactivacion (“quenching”) de la fluorescencia, al irradiar con luz
ultravioleta a 254 0 365 nm, o mediante el uso de reveladores indicados en la

seccion correspondiente.

Para la determinacién del,punto de fusién se utilizé un aparato de Fisher Johns
modelo A50360.

Durante la obtencién de 1os_espectros de RMN se emplearon tubos marca
Aldrich de 5 mm de diametro y 7\pulgadas de longitud. Se pesaron 5 mg del
compuesto para su analisis y se diSolvieron en 0.5 mL del disolvente deuterado
apropiado. Los espectros de RMN»de *Hy/DEPTQ, COSY Y HSQC se realizaron
en un espectrometro de RMN\ JBrukerg”Ascend™ 600 de 600 MHz. Los
desplazamientos quimicos(®) se “expresan ¢en. partes por millon (ppm) y las

constantes de acoplamiento (J) en Hz.

Para la obtencion de los espectros de‘absorcién UY-visible se utillizé un equipo
GENESYS 10S UV-Vis.
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Metodologia para la obtencion de los compuestos 1y 5.

A continuacion, se describen los procedimientos experimentales seguidos para la

sintesis del-compuesto 1.

Obtencién de 1a 4-aminoacetofenona (3)

(o) (0]
Fe?, CaCl,
B ———
O,N H,O, EtOH H,N
2 3
4-nitroacetofenona 4-aminoacetofenona

Figura 40. Reduccion de la 4-nitroacetofenona a 4-aminoacetofenona.

En un matraz de 50 mlkscon dos bocas, adaptado con agitacibn magnética,
termometro y refrigerante en posicion de reflujo, se agregé una suspension de 50
mg de 4-nitroacetofenona (0.3 mmol)/en unasmezcla de EtOH (18 mL) y H20 (3mL).
Posteriormente, se adicionaron 50 mgsFe° (0.9 mmol) y 33 mg de CaCl2 (10 mmol),
la mezcla se agito vigorosamente y calenté-a refldjo_durante 30 min. El progreso de
la reaccién se monitoreo por CCF (Hexano-AcOEt 7:3). Después de agotada la
materia prima, la mezcla de reaccion se separ6 mediante filtracién al vacio para
eliminar los residuos de hierro, que se lavaron con AcOEt (8120 mL). Los extractos
organicos se juntaron, lavaron con H20 (3 x 10 mL) seguido,de salmuera (2 x 10
mL) y secaron sobre Na2SOa. Los volatiles se evaporaron utilizande un rotavapor y
una vez concentrado se procedio a purificar el compuesto mediante cromatografia
en columna (Hexano - AcOEt 9:1). Finalmente, el producto obtenido se*recristalizo
por par de disolventes (diclorometano-hexano). Se obtuvieron 40 mg (80%) de un
compuesto solido en forma de cristales color naranja con punto de fusion(96/- 101
°C.
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Obtencién de la 4-aminochalcona (5)

o 0| o

KOH =
* ShR®
HON EtOH H,N
3 4 5
4-aminoacetofenona Benzaldehido 4-aminochalcona

Figura 41. CondenSacion de Claisen-Smith entre 4-aminoacetofenona (3) y
benzaldehido (4) para la obtencidén de 4-aminochalcona (5).

En un matraz balon de’50.mL, acondicionado con agitacion magnética y bafio
de agua-hielo, se adicionaron 41\mg de 4-aminoacetofenona (0.3 mmol) y 18 mL de
etanol. A continuacion, se adicionaron 32 mg de benzaldehido (0.3 mmol, 31 yL) en
una sola porcién y la mezcla se dejo agitar hasta alcanzar = 4 °C. Al alcanzar la
temperatura deseada, se adicionaron mediante goteo lento 3.0 mL de una disolucion
acuosa 1.0M de KOH (0.3 mmol)_euidando gue la temperatura no sobrepasara los
5 °C. Al finalizar la adicion de la disolucion de KOH, se agit6 la mezcla de reaccion
por 5 horas adicionales, durante estediempo lalreaccion se atemperé lentamente y
se monitoreo el progreso de la reaccionsmediante £CF (Hexano - AcOEt 7:3). Al
consumirse las materias primas, la mezcla se refrigeré_durante toda la noche y el
sélido formado se separ6 por filtracion y lavé con aguadestilada fria. El sélido
obtenido se dejo secar a temperatura ambiente y posteriofmente se recristalizo por
par de disolventes utilizando diclorometano y etanol. Los criStales obtenidos se
secaron a 70 °C y almacenaron en vial de 25 mL a temperatura @mbiente y en lugar
oscuro antes de su caracterizacion por métodos fisicos y espectroscopicos. Se
obtuvieron 52 mg (78%) de un compuesto solido, de cristales amarillo,.€0n punto de
fusion de 106 - 108 °C
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Sintesis del compuesto 1 a partir de 5

(o]

P 1) H,0, HCI, 0 - 4 °C 7
O O 2) NaNO,, H,0 Ney
H,N

3) 6, KOH 10%, 0 - 4 °C

5 azocompuesto

4-aminochalcona o HO o

OH
oH 6

Figura 42. Acoplamiento.azo entre las moléculas de 4-aminochalcona y el &cido
salicilico.

En un matraz balon de 25'mL, acondicionado con agitacion magnética, se
agregaron 67 mg de 4-aminochalcona (5) (0.3 mmol), 1.1 mL de H20 y 0.27 mL de
HCI concentrado. La mezcla se agité-por 30 minutos y cuando se disolvio la 4-
aminochalcona (5) la disolucion fue enfriada utilizando un bafio de hielo-agua.
Cuando la disolucién alcanz6 unastemperatura de 0 - 5°C, se agrego por goteo una
disolucion fria de 21 mg de NaNO2+Q.3 mmol).en 1.1 mL de H20 e inmediatamente
después se adiciond una solucion de42-mg de'acido salicilico (0.3 mmol) disueltos
en 200 pL de KOH al 10%. La solucion resultante se‘agito vigorosamente a0 - 5 °C
durante 3 h y posteriormente se refrigeré durante la=neche. El producto crudo se
purifico por par de disolventes MeOH: H20. Se obtuvieron 55 mg (52%) de un

compuesto solido color rosa, con punto de fusion de 288 -'290 °C.

Sintesis del compuesto 7
Dentro de la ruta para mejorar los productos, se realizo el previo acoplamiento

de las aminoacetofenonas trabajadas con el acido salicilico a traves de un

conjugado azo. A continuacion, se describe la sintesis realizada.

+ iThenticate Pagina 91 de 101 - Engrega de integridad 83 Identificador de la entrega trn:oid:::3117:579944014




+ iThenticate P4gina 92 de 101 - Engrega de integridad

Identificador de la entrega trn:oid:::3117:579944014

H,N

3
4-aminoacetofenona

(o]
1) H,O, HCI, 0 -4 °C
2) NaNO,, H,0 _ N\\N
3) 6, KOH 10%, 0 -4 °C
HO
7
HO (o] azoderivado
(0]
OH
oH ©

Figura 43. Acoplamienta.azo entre las moléculas de 4-aminoacetofenona y el

acido salicilico.

En un matraz balén de 25 .mL, acondicionado con agitacion magnética, se

agregaron 183 mg de 4-aminoacetofenona (1.35 mmol) a la cual se le adicion6 3.46

mL de H20 y por goteo 0.86 mL de"HCI, se dejo mezclar por 30 minutos colocado

en un bafio de hielo 0 - 5°C, trascurrido el tiempo, se le agregé mediante goteo 93

mg de una solucion acuosa fria«de-NaNO2 (1«35 mmol, 3.43 mL) e inmediatamente

terminado de agregar el NaNO:2 se/ adicion6_una soluciéon de 187 mg de acido

salicilico (1.35 mmol) disueltos en KQH.al 10% (3.0 mL). La solucion resultante se

agité vigorosamente a 0 -

5 °C durante/3~h. La mezcla de reacciéon se mantuvo

durante la noche en un refrigerador. El producto crudo, se recristalizé por par de

disolventes MeOH: H20 caliente para producir productos puros. Se obtuvieron 299

mg (78%) de un compuesto soélido color rosa, con punto dé€fusion de 278 - 280 °C.
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Sintesis del compuesto 1 a partir del compuesto 7

I =
e T
N ¥ N
N EtOH °N
HO HO
7 4 1
HO™ ~O azoderivado Benzaldehido HO™ ~O azocompuesto

Figura 44. Condensacion de Claisen-Smith entre azoderivado de 4-
aminoacetofenona (7) y'benzaldehido (4) para la obtencion de azoderivado de 4-
aminochalcona (1).

En un matraz balén de 506-mL, acondicionado con agitacion magnética y bafio
de agua-hielo, se adicionaron 50 mg de 7 (0.17 mmol) y 352 uL de etanol. A
continuacion, se adicionaron 19 mg'de benzaldehido (0.17 mmol, 31 yL) en una sola
porcion y la mezcla se dejo_agitar hasta alcanzar = 4 °C. Después, se adiciono
mediante goteo lento 176.0 yL de“una disalucion acuosa 1.0M de KOH (0.17 mmol)
cuidando que la temperatura no sobrepasara;0s,5 °C. Al finalizar la adicion, se agitd
la mezcla de reaccion por 5 horas adicionales. Durante este tiempo. la reaccion se
atemperd lentamente y se monitore6 ‘el progreso de la reaccion mediante CCF
(Hexano - AcOEt 7:3). Al consumirse las materias (primas, la mezcla se refriger6
durante toda la noche y el solido formado se separé pasfiltracion y lavo con agua
destilada fria. El solido obtenido se dej0 secar a temperatura ambiente y
posteriormente se recristalizd por par de disolventes utilizande, MeOH: H20. Los
cristales obtenidos se secaron a temperatura ambiente y almacenaron en vial de 25
mL a temperatura ambiente y en lugar oscuro antes de su caracterizacion por
meétodos fisicos y espectroscopicos. Se obtuvieron 27 mg (52%) de un-compuesto
sélido color rosa, con punto de fusion de 288 - 290 °C.
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Apéndice 3. Parte bioldgica

Procedimiento para comprobar la actividad antimicrobiana de 1y 5.

La sensibilidad de las cepas utilizadas frente a los compuestos 1y 5 fue
determinada a'través del método de Kirby-Bauer, el cual se describe brevemente a

continuacion.

Se uso el medio\Muller Hilton de acuerdo con las recomendaciones emitidas
por Performance Standars/for Antimicrobial Susceptibility Testing. Se midieron 400
ml de agua destilada en un matraz Erlenmeyer y se calentaron sobre una patrrilla
eléctrica con agitacion constante. Se pesaron 38g de agar Miuller Hilton y se
adicionaron al matraz. Se mantuvoda mezcla en agitacién constante hasta disolver,
se agregaron 500 ml de agua destilada y se aforo a 1 L y calent6 a ebullicion durante
1 minuto. Se colocé un algoddn envuelto en gasa y una proteccion con papel
estraza. Se procedio a esterilizar.ebmedio®en la autoclave (15 psi durante a 15 min.).
Una vez estéril, se coloco en una zona limpia y aséptica, sin flujo de aire y se dejo
enfriar unos minutos. Se agito suavemente y se llenaron cajas Petri de 10 x 10 cm
a un volumen aproximado de 25 mL. Se)dejaron reposar las cajas Petri hasta su
solidificacion.

Se Uutilizaron sensidiscos de papel filtro del aGmero 3 (Whatman® Life
Sciences), esterilizados y almacenados en viales de vidrie‘de 25 mL. Se prepar6 a
traves de alicuotas de Cefalexina (30 pg), Ampicilina (10 @g), Fluconazol (25 ug).
Compuesto 1 y compuesto 5, alicuotas de (400 ug, 200 ug, 100449, 50 ug, 25 ug).

Con la ayuda de una asa bacteriana se sembraron las cepas de_las bacterias
Staphyloccocus aureus (cepa ATCC 25923 y un aislado clinico), Staphyloccocus
epidermis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y la levadura Candida albicans,
siguiendo la técnica de triple estriado. Una vez sembradas las cepas de‘interés, se
colocaron los sensidiscos sobre la superficie del agar. A continuacion, se cologaron
10 pL de cada uno de los stocks preparados. Cada antibiograma se incubé a 37 °C
por 24 horas. Al concluir el periodo de incubacion se procedio a realizar la medicion

en mm de los halos de inhibicién.

86

+ iThenticate Pagina 94 de 101 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::3117:579944014




+ iThenticate Pégina 95 de 101 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::3117:579944014

Apéndice 4. Espectroscopia.

EspeCiroscopia de intermediarios y compuesto final

Compuesto I
RMN *H (600 MHz, DMSO-ds)

N

e -\

150 140 130 120 110 100 90 <80 70 (60, 50 40 30
f1"(ppm)

RMN DEPTQ (151 MHZ, DMSO-ds)

AR

20 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30

20 10 ¢
f1 (ppm)
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Compuesto 3
RMN *H (600 MHz, CDCls)
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RMN DEPTQ (151 MHZ, CDCl3)

210 200 190 180 170 160 150 140 130.120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
(ppm)

Compuesto 5
RMN *H (600 MHz, CDCls) .
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%6 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2
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Co esto 6
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