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RESUMEN
La busqueda de nuevos agentes terapéuticos para las enfermedades infecciosas
desatendidas es una necesidad apremiante. Los farmacos disponibles para el
manejo y control de leishmaniasis y tuberculosis presentan baja efectividad, alta
toxicidad, resistencia y multiples efectos secundarios. En este sentido, se vuelve
indispensable impulsar la investigacion y el desarrollo de entidades quimicas con
actividad antimicrobiana que puedan servir de base para el desarrollo de
tratamientos oportunos. Las chalconas y bases de Schiff representan un gran
potencial como agentes bioactivos debido a la versatilidad de su estructura quimica y
a la capacidad de funcionalizacion. Previamente, se ha reportado que chalconas
preniladas tienen actividad leishmanicida. Por otra parte, la isoniacida es un farmaco
antifimico y se espera que las bases de Schiff a partir de este compuesto resulten
efectivas frente a Mycobacterium tuberculosis. En este trabajo se reporta la sintesis y
de una serie de chalconas O-preniladas sustituidas con grupos electroatractores, las
cuales se obtuvieron por la reaccion de condensacion Claisen-Schmidt. Esta serie
fue evaluada contra Leishmania mexicana y once compuestos mostraron una baja
toxicidad en macrofagos murinos y una alta selectividad por los parésitos. Por otra
parte, se disefiaron y sintetizaron cuatro series de derivados de bases de Schiff a
partir de isoniacida, pirazina 2-carbohidracida y 2-hidroxibenzohidracida sustituidos
con heterociclos nitrogenados, grupos preniloxi y grupos electroatractores y
electrodonadores. La serie 1 mostrd inhibicibon en Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium smegmatis y Mycolicibacter kumamotonensis. De manera contraria,
mostré poca efectividad contra E. coli y S.aureus. Por otra parte, la serie 3 fue
evaluada en M. tuberculosis y no se observé inhibicibn a 100 pg/mL. Esta misma
serie fue evaluada en L. mexicana y se obtuvo una inhibicion metabdlica <50%. La

caracterizacion estructural de los compuestos fue realizada por RMN, IR y HRMS.
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ABSTRACT

There is an urgent need to find new therapeutic agents for neglected infectious
diseases. The available drugs for leishmaniasis, Chagas disease and tuberculosis
treatment have low effectiveness, high toxicity, resistance and multiple side effects.
In this context, it is essential to promote research and development of chemical
entities with antimicrobial activity which can serve as a basis for the development of
appropriate treatments. Chalcones and Schiff bases have great potential as bioactive
agents due to the versatility of its chemical structure and the capacity of
functionalization. Previously, leishmanicidal and trypanocidal activity of prenylated
chalcones has been reported. Moreover, isoniazid is a first-line antibiotic, so it is
proposed that derivatives Schiff bases from this compound will be effective against
Mycobacterium tuberculosis. In this work the synthesis of O-prenylated chalcones
substituted with electroatractor groups was proposed, which were obtained by the
Claisen-Schmidt condensation. The series was evaluated against Leishmania
mexicana and eleven compounds showed a low toxicity in murine macrophages and
high selectivity for parasites. On the other hand, four series of Schiff base derivatives
were designed and synthesized from isoniazid, pyrazine 2-carbohydrazide and 2-
hydroxybenzohydrazide substituted with nitrogen heterocycles, prenyloxy groups and
electroattracting and electrodonating groups. Series 1 showed inhibition against
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium smegmatis and Mycolicibacter
kumamotonensis. In contrast, it showed little effectiveness against E. coli and S.
aureus. Besides, series 3 was evaluated in M. tuberculosis and no inhibition was
observed at 100 pg/mL. This series was also evaluated in L. mexicana and a
metabolic inhibition <50% was obtained. The structural characterization of the
compounds was performed by NMR, IR and HRMS.
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l. INTRODUCCION
Las enfermedades tropicales desatendidas (ETD) son un grupo amplio de
enfermedades infecciosas causadas mayormente por bacterias, hongos, virus y
parasitos. Estas afectan a los sectores mas vulnerables de la poblacién ya que son
enfermedades prevalentes en paises tropicales con alta pobreza y marginacion
(Mitra & Mawson, 2017; World Health Organization, 2021b).

La leishmaniasis es una enfermedad que pertenece al grupo de las ETD y es
considerada de dificil manejo debido a la falta de tratamientos efectivos (Njoroge et
al., 2014). Es causada por protozoos del género Leishmania y transmitida al humano
por los mosquitos de los géneros Phlebotomus y Lutzomyia (Ponte-Sucre, Diaz, &
Padron-Nieves, 2013). Su prevalencia es de 12 millones de personas en todo el
mundo y 350 millones de personas en riesgo de infeccibn (Pan American Health
Organization, 2021). El tratamiento para esta enfermedad incluye: antimoniales
pentavalentes, pentamidina, miltefosina, anfotericina B, paromomicina y azoles
(Silva, Vinaud, Castro, Cravo, & Bezerra, 2015).

Por otra parte, la tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por
Mycobacterium tuberculosis (Velezheva et al., 2016). Es una de las 10 principales
causas de mortalidad en el mundo, que no pertenece a las ETD pero es de gran
relevancia clinica (World Health Organization, 2021c). El tratamiento consiste en la
administracion combinada de farmacos de primera linea como la isoniacida,
rifampicina, pirazinamida, etambutol o estreptomicina. Sin embargo, la resistencia a

estos farmacos es cada vez mas frecuente (Hoagland, Liu, Lee, & Lee, 2016).

El problema en el cual convergen estas enfermedades, son los inconvenientes de los
tratamientos actuales. Los cuales presentan limitada efectividad, elevada toxicidad,
resistencia y multiples efectos secundarios (K. Patil, Bagade, Bonde, Sharma, &
Saraogi, 2018; Roatt et al., 2020). En este sentido, se vuelve indispensable impulsar
la investigacibn para el desarrollo de entidades quimicas con potencial
antimicrobiano. Al respecto, las chalconas representan un gran potencial como
agentes bioactivos al presentar actividad antinflamatoria, antiulcerosa, antioxidante,

antitumoral, antibacteriana y antiprotozoaria (B. Zhou & Xing, 2015). Quimicamente
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son cetonas aroméaticas que poseen un nucleo compuesto por dos anillos aromaticos
unidos por un sistema carbonilo a, B-insaturado. Son moléculas de gran interés
quimico y biolégico debido a su versatilidad estructural y a la capacidad de
funcionalizacion (Zhuang et al., 2017). Al respecto, la prenilacion de compuestos
aromaticos promueve el desarrollo de nuevos analogos (Epifano & Genovese, 2013).
Se ha reportado que las chalconas preniladas exhiben mayor actividad
antileishmanial que sus analogos no prenilados (Passalacqua et al., 2015).
Recientemente, Espinoza-Hicks et al., reportaron una serie de chalconas sustituidos
con grupos preniloxi y geraniloxi con actividad leishmanicida y tripanocida (Espinoza-
Hicks et al., 2019). La incorporacion de cadenas de prenilo permite una mejor
interaccién con las membranas biolégicas y una mayor afinidad por las proteinas
diana (Shi, Li, Zhao, Liu, & Song, 2021). Sin embargo, el mecanismo preciso de
accion no ha sido reportado. Algunos estudios sugieren que las chalconas preniladas
actuan a nivel mitocondrial modulando la actividad de enzimas importantes en la
cadena de transporte de electrones (Lin Zhai et al., 1999). La fumarato reductasa
(FRD) podria ser considerada un blanco terapéutico debido a su importancia en el
metabolismo energético ya que es una enzima especifica del parasito (Ming Chen,
Zhai, Christensen, Theander, & Kharazmi, 2001).

Con respecto a la busqueda de tratamientos para la tuberculosis el objetivo principal
esta dirigido a combatir las cepas farmaco-resistentes. La isoniacida (INH) es el
farmaco de primera linea, pero tiene la desventaja de ser hepatotoxico. Ademas,
Mycobacterium tuberculosis presenta un mecanismo de resistencia para este
compuesto (Castelo-Branco et al., 2018). Sin embargo, la versatilidad de esta
estructura ha conducido al disefio y sintesis de nuevos derivados (Tripathi, Nadaf,
Bilehal, Nayak, & Gaonkar, 2019). Las bases de Schiff han ganado un gran interés y
derivados de la INH se han destacado por su actividad antimicobacteriana (Hameed,
al-Rashida, Uroos, Abid Ali, & Khan, 2017). Se ha demostrado que estos derivados
presentan una menor toxicidad y facilitan la difusion a través de la membrana de los
microorganismos (More, Bootwala, Shenoy, Mascarenhas, & Aruna, 2018). En este
sentido, el objetivo de este trabajo es la sintesis de nuevos analogos de chalconas

preniladas y bases de Schiff y su evaluacién biolégica como antimicrobianos.
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II. ANTECEDENTES

2. 1 Enfermedades infecciosas desatendidas

Las ETD persisten en poblaciones marginadas y con bajos ingresos econdémicos
principalmente en zonas tropicales de regiones en desarrollo de Asia, Africa y
América (World Health Organization, 2021a). Se estima que dichos padecimientos
estan presentes en 149 paises. Sin embargo, dicha cifra puede incrementar debido a

la globalizacion y el cambio climatico (World Health Organization, 2021a).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que mas de mil millones de
personas son afectadas por al menos una ETD y que hay millones en riesgo de
contraer alguna (World Health Organization, 2021b). Estas enfermedades
representan una causa importante de morbilidad y mortalidad a nivel mundial.
Ademas, limitan el desarrollo fisico y cognitivo lo cual impacta en las oportunidades

econdmicas y educativas de los individuos.

El término de enfermedades desatendidas se adjudica por diversas razones: (World
Health Organization, 2021b).

e La mayoria de estas enfermedades son prevenibles, sin embrago, se tiene
acceso limitado a los sistemas de salud.

e No son consideradas una prioridad de salud publica debido a que se
presentan en zonas rezagadas con baja influencia politica y econdémica.

e Bajo interés por parte de las industrias farmacéuticas para invertir en el
desarrollo y produccion de farmacos debido a la baja rentabilidad.

e La investigacion para el desarrollo de nuevos métodos de diagndstico,
vacunas y farmacos es baja debido a que las investigaciones son dirigidas

principalmente a enfermedades no transmisibles.

La OMS engloba a mas de 20 enfermedades en este grupo (Tabla 1) (World Health
Organization, 2021a).
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Tabla 1. Enfermadas tropicales desatendidas.

Agente causal Enfermedad
Virus Dengue, chikungunya, rabia.
Bacterias Tracoma, Ulcera de Buruli, treponematosis (Pian), lepra.
Protozoarios Tripanosomiasis americana, tripanosomiasis africana, leishmaniasis.
Helmintos Teniasis, cisticercosis, dracunculosis, equinococosis, trematodiasis

transmitidas por alimentos, filariasis linfatica, oncocercosis,

esquistosomiasis, helmintiasis transmitidas por el suelo.

Ectoparasitos Sarna, miasis.

Hongos Cromoblastomicosis y otras micosis profundas.

Por su parte, la malaria, el VIH/SIDA y la tuberculosis no entran al grupo de
enfermedades tropicales desatendidas. Son una triada de enfermedades infecciosas
consideradas una pandemia mundial. A pesar de que se ha designado un mayor
namero de recursos econdmicos para combatirlas, las cifras de muertes y nimero de
casos sigue en aumento. El principal problema es la falta de vacunas o tratamientos

efectivos para combatirlas (World Health Organization, 2021a).

Dentro de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (2015-2030) propuestos por la
Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) se destaca el objetivo tres que
corresponde a la Salud y Bienestar. Este objetivo busca garantizar una vida sana y
promover el bienestar en todas las edades, entre sus metas se destaca poner fin a
las epidemias del SIDA, tuberculosis, malaria y enfermedades tropicales
desatendidas para el afio 2030 (World Health Organization, 2021a).

En conjunto con la ONU, la OMS publicé un plan de accién 2021-2030 creado para
prevenir, controlar, eliminar y erradicar las ETD. Entre las principales metas que

propone cumplir son:

a) Reducir en un 90% las personas que requieren intervenciones terapéuticas.

b) Conseguir que al menos cien paises logren eliminar al menos una de las ETD
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c) Erradicar dos de las ETD (dracunculosis y pian).

d) Eliminar la transmision de la tripanosomiasis humana africana (gambiense), la
lepra y la oncocercosis.

e) Eliminar como problema de salud publica la enfermedad de Chagas, la
tripanosomiasis humana africana (rhodesiense), la leishmaniasis visceral, la
filariasis linfatica, la rabia, la esquistosomiasis, la helmintiasis transmitida por

el suelo y el tracoma.

Para ello también es indispensable lograr el acceso universal a los servicios basicos
de agua y saneamiento en zonas endémicas. Finalmente, conseguir que el 90% de
paises integren a las ETD en sus planes y presupuestos de salud y que atiendan las
discapacidades relacionadas a estas enfermedades (World Health Organization,
2021a).

Por otra parte, es importante considerar que existen otros factores que limitan la
erradicacion de las ETD, como el cambio climético, la desigualdad de recursos y
nuevas enfermedades como es el caso de la pandemia por COVID-19. Un reporte de
la OMS a inicios de 2021, indicé que la interrupcion de los servicios de salud se
presentd en el 44% (48/109) de los paises de medianos y bajos ingresos (World
Health Organization, 2021d).

Entre las principales repercusiones que ha generado la pandemia la OMS reporta:

v" Interrupcion de los tratamientos masivos y terapia preventiva, del control de
vectores, de la busqueda de casos y de las campafias de educacion y
concientizacion.

v Retrasos en el diagnéstico, tratamiento y seguimiento de los casos.

v Descontinuacién de recursos financieros y reasignacion de personal para
apoyar la pandemia, asi como el recorte de trabajadores de la salud debido a
las restricciones.

v" Demoras en la produccién y distribucion de medicamentos y consumibles.

Esto impacta directamente en la mortalidad y morbilidad, en la recopilaciéon de datos

epidemiolégicos y como consecuencia retrasa los objetivos planteados para
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erradicarlas. En consecuencia, se deben tomar medidas para mitigar el impacto del
COVID-19 en las ETD. Por su parte, la OMS esta implementando acciones para
atender las necesidades de las comunidades. Como ejemplo, se reanudd la
produccion, transporte y entrega de medicamentos (World Health Organization,
2020b)(World Health Organization, 2021e).

La situacion mundial en la que vivimos refleja que es necesario el trabajo
multidisciplinario y la suma de esfuerzos para afrontar los problemas de salud que
aguejan al mundo. Es importante que las enfermedades de dificil manejo como la
leishmaniasis y tuberculosis sean atendidas y que se continue con la busqueda de

nuevos farmacos eficientes y accesibles.
2.2 Leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa transmitida por vectores que es
causada por el parasito del género Leishmania, del cual se reportan al menos 53
especies y al menos 20 son patdégenas para el humano (Sasidharan & Saudagar,
2021). Estas se encuentran distribuidas en las zonas tropicales de los paises del
viejo y nuevo mundo (Figura 1). La transmisién ocurre durante la hematofagia de
fleb6tomos hembras; del orden Diptera, familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae y del género Phlebotomus en Europa, Africa y Asia y Lutzomyia en
Ameérica (Kapil, Singh, & Silakari, 2018).

Los factores de riesgo asociados son: la malnutricion, un sistema inmune debilitado,
malas condiciones de higiene, escasez de agua potable, cambios ambientales y
escasos recursos econdmicos (Torres-Guerrero, Quintanilla-Cedillo, Ruiz-
Esmenjaud, & Arenas, 2017). Adicionalmente, es una enfermedad que discapacita y
estigmatiza a quien la padece, lo cual afecta directamente en la calidad de vida.
Desafortunadamente continda siendo un problema de salud que no se ha priorizado
por los sistemas de salud y no recibe los recursos necesarios para ser atendida,
ademas tampoco se cuentan con tratamientos adecuados y guias para el manejo de

los casos (World Health Organization, 2022).
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LC: L. infantum, L. mexicana, L. pifanoia, L. venezuelensis, L.
garhami, L. amazonensis, L. braziliensis, L. guayanensis, L. panamensis,
L. peruviana, L. lainsoni, L. lindenbergi, L. naiffi, L. shawi

LMC: L.braziliensis, L. panamensis.
LV: L. infantum (L. chagasi).

Figura 1. Distribucion geogréfica de las especies de Leishmania patégenas para el humano.

2.2.1 Etiopatogénesis

El parésito de Leishmania es un eucariota que contiene muchos de los organelos que
tienen las células de mamiferos, sin embargo, se distingue por ciertos elementos que
son unicos para la familia de los tripanosomatidos (A. L. S. Santos, Branquinha,
D’Avila-Levy, Kneipp, & Sodré, 2014). Su ultraestructura se conserva entre sus dos
estados morfolégicos y entre las diferentes especies. Cuenta con un nucleo definido,
membrana plasmatica, glicosomas, aparato de Golgi, reticulo endoplasmico,
acidocalcisomas, lisosomas, vacuolas, flagelo, kinetoplasto y mitocondria (Figura 2)
(Sunter & Gull, 2017).

Una de las caracteristicas particulares de los tripanosométidos es que contienen una
sola mitocondria por lo tanto su funcionalidad es de vital importancia para la
supervivencia de estos parasitos (Fidalgo & Gille, 2011). La ultraestructura de este
organelo varia dependiendo de la especie y la fase de desarrollo (de Souza, Attias, &
Rodrigues, 2009). Su forma y tamafio, asi como el nUmero de crestas dependera del
entorno y de los recursos nutricionales disponibles (Figura 2). El metabolismo
mitocondrial también se ver4d modificado dependiendo de la etapa en que se
encuentre el parasito (A. L. S. Santos et al., 2014). El genoma mitocondrial esta

contenido en una estructura llamada kinetoplasto que es distintiva de organismos de
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la clase Kinetoplastea (Kaufer, Stark, & Ellis, 2020). Esta estructura se ubica cercano
al cuerpo basal flagelar (Figura 2). EI ADN del kinetoplasto (KADN) representa el 30%
del ADN celular total, su estructura es de forma circular y estd compuesta de maxi
circulos y mini circulos (de Souza et al., 2009; A. L. S. Santos et al., 2014).

«——Flagelo
Cuerpo basal
Kinetoplasto

Mitocondria

(.')uer.pos —
multivesiculares

MVT-

lisosoma
Cuerpos

multivesiculares

Aparato de

Acidocalcisoma

Glicosoma

Aparato
de Golgi

Acidocalcisoma Glicosoma

Figura 2. Ultraestructura de Leishmania spp. Promastigote (izquierda), Amastigote (derecha).

Los glicosomas son organelos esféricos citoplasmaticos caracteristicos de estos
parasitos, son similares a los microcuerpos y peroxisomas de otras células
eucariotas (Figura 2) (A. L. S. Santos et al., 2014; Tetley & Vickerman, 1991). Estan
involucrados en el metabolismo de acidos grasos, el metabolismo de carbohidratos,
biosintesis de purinas y pirimidinas y biosintesis de isoprenoides y terpenos. El
namero y tamafo de glicosomas distribuidos en el citoplasma varian de acuerdo a la
especie y a la forma morfolégica, asi como de las necesidades energéticas
(Gualdron-Lopez et al., 2012; Opperdoes & Szikora, 2006; A. L. S. Santos et al.,

10
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2014). Una diferencia entre los dos estados de Leishmania es la presencia de
estructuras de tipo lisosoma. En el caso de promastigotes, se denomina tubulo
multivesicular (MVT) y su estructura es alargada (Figura 2). En los amastigotes ha
sido identificada como megasoma debido a su gran tamafio (Figura 2). En ambos
casos poseen propiedades de lisosomas y tienen una gran variedad de peptidasas.
Todas estas caracteristicas tienen relevancia biologica pues al ser exclusivo de estos
organismos ofrecen la posibilidad de nuevos objetivos terapéuticos para el desarrollo

de farmacos selectivos que sean mas efectivos y menos toxicos.

El ciclo de vida es muy similar entre especies y alterna entre dos estados
morfolégicos. En su forma de amastigote vive como parasito intracelular en los
macréfagos de hospederos vertebrados. El estado de promastigote es la forma
extracelular que se replica en el intestino del vector invertebrado (de Toledo,
Vasconcelos, Ferreira, & Cruz, 2010; Kapil et al., 2018).

El ciclo comienza cuando el mosquito ingiere sangre de un hospedero mamifero
infectado. Los amastigotes se diferencian en promastigotes prociclicos. Los
promastigotes adquieren formas alargadas de 15-20 um de largo y 1.5-3.5 um de
ancho. Desarrollan un flagelo de 15-28 um de largo, lo cual les permite moverse
dentro del tracto digestivo y adherirse en el intestino del mosquito (Thakur, Joshi, &
Kaur, 2020). Posteriormente las formas prociclicas se dividen en el intestino medio y
genera promastigotes nectomonados, los cuales migran a la parte anterior del
intestino medio y se diferencian en promastigotes leptomonados. En esta etapa
ocurre la multiplicacion y colonizacién de la parte anterior del intestino. La ultima
etapa en el vector es cuando los promastigotes leptomonados se diferencian en
promastigotes metaciclicos, los cuales son la forma infectiva, y migran a la
probéscide del vector para continuar con la transmision al hospedero mamifero
(Figura 3) (Serafim et al., 2021).

11
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Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania spp. en el vector.

Durante la hematofagia el mosquito transfiere los promastigotes metaciclicos al
hospedero. Posteriormente se activa el sistema fagocitico mononuclear y ocurre el
reclutamiento de macréfagos y células fagociticas al sitio de inoculacion donde los
paradsitos son fagocitados por estas células. En esta etapa del ciclo, los
promastigotes se transforman en amastigotes y se multiplican por fision binaria para
luego infectar a mas células. Los amastigotes se caracterizan por tener forma ovoide
y miden de 2-4 um de diametro. Una vez que establecen la infeccion, estos pueden

ser retenidos en la piel o migrar mediante el sistema linfatico al higado, bazo y

12
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medula 6sea (Serafim et al., 2021). Dependiendo de la especie de Leishmania, las

manifestaciones clinicas pueden ser cutaneas, mucocutaneas o viscerales (Figura 4).

Sin embargo, dependiendo de la respuesta inmune del hospedero las lesiones
pueden estar ausentes y mantenerse asintomaticos, en otros casos pueden
presentarse pocas lesiones debido a que la enfermedad se combate facilmente o en
el peor de los casos la enfermedad puede persistir durante afios y desarrollar
sintomas graves dejando secuelas e incluso ocasionar la muerte (Sasidharan &
Saudagar, 2021).

Promastigotes
metaciclicos

Yt
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Leishmaniasis
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Figura 4. Ciclo de vida de Leishmania spp. en el hospedero.
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2.2.2 Manifestaciones clinicas

Las formas clinicas de la enfermedad dependen de la especie que los cause, asi
como de la interaccion entre el parasito y el hospedero. Al igual que otros
tripanosomatidos, Leishmania presenta tropismo por los tejidos y como consecuencia
las lesiones se pueden presentar a nivel cutaneo, mucocutédneo y visceral (Pereira,
Trindade, De Niz, & Figueiredo, 2019).

e Leishmaniasis cutanea (LC): L. major, L. tropica, L. mexicana.
e Leishmaniasis mucocutanea (LMC): L. braziliensis.
e Leishmaniasis visceral o kala azar (LV): L. donovani, L. infantum, L. chagasi.

e Leishmaniasis cutanea post-kala azar (LCPK). Es una complicacién de LC.

Las especies que causan las formas cutaneas y mucocutaneas son sensibles a
temperaturas mayores a 35° C y, se multiplican solo en areas de piel expuestas en el
sitio de la picadura del mosquito (Chang, Reed, McGwire, & Soong, 2003). Son las
formas mas frecuentes de la enfermedad. Producen lesiones ulcerosas en la piel de
aspecto desagradable, dejando cicatrices de por vida que pueden llegar a ser
discapacitantes. Por otra parte, las especies que causan dafio visceral requieren
temperaturas de 37°C para diferenciarse a la forma de amastigotes. Luego migran a
la medula 6sea, bazo e higado y, ocasionan episodios de fiebre, pérdida de peso,

hepatoesplenomegalia y anemia (Ponte-Sucre et al., 2013)(Tiwari et al., 2019).
2.2.3 Epidemiologia

La incidencia de leishmaniasis ha incrementado considerablemente en las Gltimas
dos décadas. En 2020 se reportd que 98 de 200 (49%) paises y territorios son
endémicos para dicha enfermedad; principalmente regiones tropicales vy
subtropicales de Africa, América, Asia y algunas zonas del sur de Europa. Esta
enfermedad infecciosa, afecta alrededor de 12 millones de personas alrededor del
mundo y se estima que 350 millones se encuentran en riesgo. La incidencia anual de
nuevos casos se encuentra entre 0.9-1.6 millones y entre 20,000-30,000 muertes
anuales (Pan American Health Organization, 2021). La LC es la forma mas comun de

la enfermedad y su distribucion se concentra principalmente en diez paises:

14
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Afganistan, Argelia, Brasil, Colombia, Irak, Libia, Paquistan, Peru, Siria y Tunez. Se
estima que ocurren entre 600 000 — 1 000 000 de casos nuevos al afio (Figura 5).

Alrededor de un 90% de los casos de LMC ocurren en Bolivia, Brasil, Peru y Etiopia.

Countries reporting
imported CL cases, 2020

Brazil - 291

Lebanon - 238

France - 170

United Arab Emirates - 41
rabia - 32

Belgium - 27
Ecuador - 22
Egypt- 19

Qatar - 15

Colombia - 7
Argentina - &
Sufiname - 4

Belarus, El Salvador,
Russian Federation,
Venezuela (Bolivarian
Republic of) - 1
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Figura 5. Distribucion geografica mundial de Leishmaniasis cutanea en 2020 (WHO, 2021).

Por otra parte, la LV es la forma que mas riesgo representa, ya que un 90% de los
casos que no son tratados pueden conducir a la muerte. Se registran cerca de 50
000 a 90 000 casos nuevos al afo, sin embargo, menos de un 50% de casos son
reportados a la OMS. La mayoria incidencia se presenta en Brasil, India y Africa
oriental (Figura 6) (World Health Organization, 2022).

En la region de las Américas la leishmaniasis sigue siendo un reto de salud publica.
En el udltimo reporte de la Organizacibn Panamericana de la Salud (OPS) se
notificaron 1 067 759 de casos de LC y LMC en los ultimos 20 afios y un promedio de
53, 387 casos por afios. Esta forma de la enfermedad es endémica en 18 paisesy en
2020 el mayor numero de casos se presento en Brasil, seguido por Colombia, Peru y

Nicaragua. Sin embargo, en ese afio se registro la cifra de casos mas baja (39 705).
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El Salvador y México fueron de los paises que registraron disminucion en el nUmero
de casos con respecto al afio anterior de un 83% y 68% respectivamente. Por otra
parte, la LV es endémica en 13 paises de la region de las Américas y en 2020 el 97%
de los casos se registraron en Brasil. En las uUltimas dos décadas se reportaron 67
922 casos, con un promedio de 3 400 casos al afio. En 2020 el numero de casos se
redujo en un 25% con respecto al afilo anterior (Pan American Health Organization,
2021).
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Figura 6. Distribucion geografica mundial de Leishmaniasis visceral en 2020 (WHO, 2021).

2.2.3 Leishmaniasis en México

Segun los datos de la Secretaria de Salud del Gobierno de México la enfermedad se
presenta mayoritariamente en areas agricolas donde se siembra y cosecha cacao,
café y arboles chicleros (Secretaria de Salud, 2016). Incluso de ahi proviene la
denominacion de “Ulcera de los chicleros” que fue nombrada asi por primera vez en
Yucatan, debido a que los trabajadores con estos arboles presentaban Ulceras

principalmente en las orejas que son zonas expuestas a las picaduras de los insectos
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(Zavala-Veldzquez, 1972). Las especies que ocasionan la leishmaniasis en México
son L. braziliensis and L. mexicana y los vectores que la transmiten son del género
Lutzomyia: Lu. anthophora, Lu. cruciata, Lu. diabolica, Lu. gomezi, Lu. hartmani, Lu.

olmeca olmeca, Lu. ovallesi, Lu. panamensis, Lu. shannoni y Lu. Ylephiletor.

Hace casi una década, se hizo una estimacion en la cual la poblacion en riesgo era
de 9 millones. Actualmente, el ultimo reporte del 2022 del Boletin Epidemiolégico del
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica reporté 49 casos en la semana 16 y
un total de 198 casos acumulados de LC y O casos de LV (Secretaria de Salud,
2022). Distribuidos de manera descendente; Quintana Roo (26), Campeche (21) y
Tabasco (2). Es notable que el nimero de casos reportados en el primer cuatrimestre
del afio supera el numero de casos totales (136) reportados en 2021 (Secretaria de
Salud, 2021a, 2022)

La distribucion geografica de Leishmaniasis en México (Figura 7) se encuentra de la
siguiente forma: Region del Golfo (verde): Veracruz, Tabasco, Campeche, Quintana
Roo y Yucatan; region del Pacifico (azul): Chiapas, Guerrero, Jalisco, Nayarit,

Oaxaca y Sinaloa y region Centro (amarillo): Morelos y Puebla.

Figura 7. Distribucion geogréfica de Leishmaniasis en México.
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2.2.4 Diagndstico y tratamientos actuales

Un diagnostico preciso y sencillo es esencial para abordar una enfermedad de
manera exitosa. La deteccion de leishmaniasis es de gran importancia para la
eleccion de un tratamiento adecuado. Entre los métodos para detectarla se destacan
tres categorias: parasitolégicos, inmunoldgicos y moleculares (Kumari, Perveen,
Sharma, & Singh, 2021) (Tabla 2).

Tabla 2. Métodos de diagndéstico para Leishmaniasis

Tipo de método

Técnica

Ventajas y desventajas

Parasitoldgicos

Inmunolégicos

Moleculares

Examinacién microscopica
Cultivo de parasitos
Modelos experimentales de
inoculacion

Prueba de Montenegro

Prueba DAT

Prueba de anticuerpos por
fluorescencia

Ensayo indirecto de
hemoaglutinacion

Prueba ICT

Prueba de aglutinacién en latex
ELISA

PCR convencional

PCR anidada y semianidada
PCR en tiempo real

PCR multiple

Método NASBA

Método RFLP

Son de bajo costo.
Procedimientos sencillos, a
excepcion de la recoleccién
de muestras para LV que
requiere aspirados.

No permiten identificar las
especies causantes.

Son rapidos y no invasivos.
Detectan antigenos o
anticuerpos de Leishmania.
Baja sensibilidad e
incapacidad para
diagnosticar pacientes
asintomaticos.

Mayor sensibilidad y
especificidad.

Permite evaluar una gran
cantidad de muestras
simultaneas.

Permite identificar una gran
variedad de especies

DAT: Prueba de antiglobulina directo;ICT: Prueba inmunocromatografica; ELISA: Ensayo por inmunoabsorcién
ligado a enzimas; PCR: Prueba de reaccién en cadena de la polimerasa; NASBA: Amplificacion basada en
secuencias de acidos nucleicos; RFLP: Método de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion.

Actualmente se estan desarrollando nuevas metodologias para el diagnostico de
leishmaniasis como la citometria de flujo, analisis de protebmica, métodos

moleculares avanzados y pruebas basados en la nanotecnologia. Estas técnicas
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ofrecen ventajas de mayor sensibilidad y especificidad. No obstante, aun no se

encuentran accesibles para todos (Akhoundi et al., 2017; Sundar et al., 2018)

Por otra parte, las opciones para tratar la leishmaniasis incluyen antimoniales
pentavalentes como el estibogluconato de sodio (Pentostam) y antimoniato de

meglumina (Glucantime) los cuales han sido empleados por décadas (Figura 8) (Silva
et al., 2015).
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Figura 8. Farmacos antileishmaniales.

19



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Su mecanismo de accion es la inhibicion de la tripanotion reductasa, una enzima que
convierte el tripanotion a su forma reducida protegiendo al parasito del estrés
oxidativo (Leroux & Krauth-Siegel, 2016). Estos farmacos requieren administracion
parenteral por largos periodos, producen enrojecimiento y dolor en el sitio de
inyeccién. También presentan algunos efectos adversos que van desde problemas
gastrointestinales y arritmias hasta nefrotoxicidad, cardiotoxicidad y hepatotoxicidad
(Sasidharan & Saudagar, 2021). Estas desventajas ocasionan que se abandone el
tratamiento, lo cual favorece el desarrollo de parasitos resistentes (Vermelho et al.,
2014). La pentamidina es un antiprotozoario que surgié en respuesta a la resistencia
a los antimoniales y es administrado por via parenteral (Figura 8). Se sugiere que su
mecanismo de accion es la interferencia con la sintesis de ADN, ARN y fosfolipidos.
Desafortunadamente también presenta toxicidad y en algunas casos poca eficacia,
ademas se ha asociado con desordenes metabdlicos como la diabetes (Briones
Nieva et al., 2021; Hellier et al., 2000).

Al respecto, el reposicionamiento de farmacos ha surgido debido a la necesidad de
encontrar nuevas alternativas terapéuticas para enfermedades de dificil manejo de
una manera rapida y a bajo costo. El uso de farmacos aprobados para otros
padecimientos tiene la ventaja de que el perfil farmacocinético y toxicologico ya es
conocido (Andrade-Neto et al., 2018). Esta estrategia ha sido aplicada en la
bdsqueda de tratamientos para Leishmaniasis. Entre estos se destacan los agentes
antifangicos como la anfotericina B y algunos azoles, la miltefosina que es un

antineoplasico y la paromomicina como antibiético (Figura 8) (Braga, 2019).

La anfotericina B ha demostrado ser efectivo contra cepas resistentes a los
antimoniales pentavalentes, sin embargo, induce nefrotoxicidad y hepatotoxicidad (J.
Singh et al., 2017; Vermelho et al.,, 2014) Antifungicos como el ketoconazol,
fluconazol, itraconazol y posaconazol de la familia de los triazoles; han resultado
efectivos contra tripanosomatidos (Urbina & Docampo, 2003). Estos compuestos
actuan inhibiendo la sintesis de ergosterol, un componente esencial de la membrana
plasmatica del parasito, afectando la permeabilidad y funcionalidad de la membrana

(Braga, 2019; Pérez-Molina & Molina, 2018). Por su parte, la miltefosina es un
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farmaco contra el cancer que ha demostrado ser efectivo contra Leishmania al
afectar el metabolismo de fosfolipidos, el potencial de membrana mitocondrial
ocasionando la apoptosis en el parasito (Sunyoto, Potet, & Boelaert, 2018). Otro
farmaco que ha sido reasignado es la paromomicina. Este aminoglucésido inhibe la
sintesis de proteinas y ocasiona muerte celular programada debido a la ruptura del
potencial de membrana mitocondrial (Alcantara, Ferreira, Gadelha, & Miguel, 2018).
A pesar de su efectividad, estos farmacos se asocian con diversos efectos
toxicologicos y el resurgimiento de resistencia parasitaria. En vista de estas
limitaciones y de la escasez de farmacos disponibles, el disefio y desarrollo de

nuevos compuestos leishmanicidas es urgente (Kumari et al., 2021).

2.3 Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa transmitida por el complejo
Mycobacterium tuberculosis o bacilos de Koch (Barberis, Bragazzi, Galluzzo, &
Martini, 2017). Es la segunda causa de muerte por enfermedades infecciosas
después del COVID-19 y la 13° causa de muerte a nivel global a pesar de ser
prevenible y curable (World Health Organization, 2021f). En 2020, la OMS reporto
gue 10 millones de personas enfermaron de tuberculosis. De los cuales, 5.6 millones
fueron hombres, 3.3 millones mujeres y 1.1 millones de nifios. El nUmero de muertes
en 2020 fue de 1.5 millones, incluyendo 214 000 de pacientes con VIH (World Health
Organization, 2021c).

La TB esta integrada en los Objetivos del Desarrollo Sostenible propuestos por la
ONU en conjunto con la OMS y la meta es acabar con la epidemia para 2030. Con la
situacién de la pandemia por COVID-19 el acceso a los servicios de diagnéstico y
tratamiento de TB se vieron afectados, por lo tanto, los esfuerzos para combatir esta
enfermedad deben incrementarse. La incidencia anual es de un 2% y entre el 2015y
2022 la reduccion acumulada fue del 11%, sin embargo, esa cifra solo representa el
50% del objetivo planeado para el 2020 en la estrategia para poner fin a la
tuberculosis (World Health Organization, 2021c, 2021f). Por lo tanto, los esfuerzos
por disminuir los casos y aumentar el nUmero de personas que reciban tratamiento

debe continuar.
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La tuberculosis resistente a farmacos (MDR-TB) es uno de los problemas mas
criticos de la enfermedad ya que la resistencia bacteriana sigue incrementando. En
2020 solo una de cada tres personas con MDR-TB recibi6 tratamiento (World Health
Organization, 2021c). En 2019 surgieron cerca de 0.5 millones de casos nuevos de
tuberculosis resistente a rifampicina y un 82% de estos casos fueron también

resistentes a la isoniacida (World Health Organization, 2020a).

La TB afectan mayormente a paises en desarrollo la region sureste de Asia, Africa y
la region del Pacifico occidental. Seguido por el Mediterraneo oriental, las Américas y
Europa. Los paises que concentran dos tercios de los casos de incidencia y
prevalencia son India, China, Indonesia, Filipinas, Pakistan, Nigeria, Bangladesh y
Sudéfrica (World Health Organization, 2021c) (Figura 9).
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Figura 9. Incidencia de tuberculosis en 2020 (WHO, 2021).

En México la Secretaria de Salud inform6 que en el 2020 fueron registrados 31 590
casos nuevos de TB respiratoria y mas de 2 704 casos de otras formas de
tuberculosis (Figura 10) (Secretaria de Salud, 2020). En el 2021 se reportaron 16 008
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casos de TB respiratoria y 3 612 casos de las otras formas. De manera global se
observd un decremento aproximado del 40% (Secretaria de Salud, 202l1a). Sin
embargo, analizando los casos del 2018 (21 324) y 2019 (52 702) es notable el
impacto negativo de la COVID-19 durante el periodo 2019-2020 que fue la etapa méas
critica de la pandemia (Secretaria de Salud, 2019).

Esta enfermedad tiene mayor prevalencia en hombres y el grupo de edad mas
frecuente se encuentra en un rango de 25 a 44 afos. El promedio de defunciones por
esta enfermedad es de 2000/afio de las cudles cerca del 90% corresponden a la
forma pulmonar que es la mas frecuente y la de mayor relevancia por ser la forma
infectante (Figura 11). Los estados que han presentado el mayor nimero de casos
en los dltimos afios son Baja California, Sonora, Nuevo Leon, Sinaloa, Tamaulipas,

Chiapas, Guerrero y Veracruz (Figura 10) (Secretaria de Salud, 2021b).

Tasa
18-8.7
8.8-157
15.8-22.7
228297
29.8-36.7
36.8-43.7
438y +

Figura 10. Incidencia de tuberculosis en México en 2020 (SS, 2021).

23



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Tasa - :
0.3-1.7 - PRt
1.8-3.2 -y
3.3-4.7 i

4.8-6.2
6.3-7.8

Figura 11. Mortalidad por tuberculosis en México en 2020 (SS, 2021).

2.3.1 Fisiopatologia de la enfermedad

El complejo Mycobacterium tuberculosis incluye a un grupo de diversas especies de
micobacterias entre las cuales se destacan: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanun y
M. microtti. Siendo la primera el agente mas importante y frecuente de la enfermedad
en seres humanos (Ahmad, 2011). M. tuberculosis es una bacteria aerobia estricta.
Resiste a condiciones extremas de frio y desecacién, sin embargo, es sensible al
calor, luz solar y UV. Su division es muy lenta y si las condiciones no son favorables

puede entrar en estado latente, durante dias o incluso afios.

La transmision se inicia a través de la inhalacion de microgotas expulsadas durante
el estornudo o tos de pacientes con la enfermedad activa (Figura 12). Las
micobacterias se alojan en el tracto respiratorio inferior donde se encuentran los
macrofagos alveolares. Estas células fagocitan e internalizan las bacterias, pero si
esta primera linea de defensa no es suficiente M. tuberculosis invade el tejido
intersticial. Esto puede ocurrir por dos mecanismos, en el primero la bacteria infecta
directamente el epitelio alveolar o por los macréfagos alveolares infectados que

migran al parénquima pulmonar. Posteriormente, las células dendriticas y monocitos
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transportan las micobacterias a los nodos linfaticos pulmonares para la presentacion
a las células T. Este evento ocasiona el reclutamiento de las células inmunes al
parénquima pulmonar, incluyendo las células B y T para formar un granuloma (Figura
12). La micobacteria se replica dentro del granuloma ocasionando que siga
creciendo, si el granuloma no puede contener la infeccion las micobacterias se
diseminan y eventualmente infectaran otros tejidos. En esta fase, la bacteria puede
entrar al torrente sanguineo o reingresar al tracto respiratorio para ser liberados. En
consecuencia, el hospedero se considera con tuberculosis activa, por lo tanto,
presentara sintomas y tendra la capacidad de transmitir la enfermedad (Figura 12)
(Pai et al., 2016).
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Figura 12. Mecanismo de infeccién por Mycobacterium tuberculosis.
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Existen factores que suponen un riesgo para que la forma latente progrese a la forma
activa de la enfermedad (Churchyard & Swindells, 2019).

e Inmunosupresion por coinfeccién con VIH
e Preparacion previa a recibir un trasplante
e Contacto directo con pacientes con tuberculosis pulmonar

e Tener silicosis debido a exposicion ocupacional

Se estima que una cuarta parte de la poblacion se encuentra infectado y en un 90%
los bacilos permanecen latentes. El 10% restante presenta la infeccion de forma
activa, lo cual desencadena el desarrollo de la enfermedad (Natarajan, Beena,
Devnikar, & Mali, 2020). La enfermedad se puede dividir de acuerdo con sus
manifestaciones clinicas en: tuberculosis pulmonar o extrapulmonar. La primera y la
mas frecuente presenta sintomas como: tos cronica que puede ir acompafiada de
esputos hemoptoicos, fiebre, sudores nocturnos y pérdida de peso. Cuando la
infeccibn se expande a otros Organos, se puede presentar como: tuberculosis
meningea, ocular, cardiovascular, del sistema nervioso, genitourinaria, ganglionar y
osteoarticular. Causando una variedad de sintomas que pueden ser dificiles de
identificar (K. Patil et al., 2018).

2.3.2 Diagndéstico y tratamiento

El diagnéstico basico consta de un analisis microscopico de bacilos acido-alcohol
resistentes (BAAR) y el cultivo microbiol6gico. Este ultimo es util para la identificacion
de la cepa y para evaluar la sensibilidad a los antibiéticos. Cuando el estudio
bacteriol6gico no es suficiente, se recurre a otras pruebas diagndésticas. Entre estas
se destacan; inmunolégicas como la prueba de Mantoux, por radiografia de térax o
microscopia de fluorescencia, entre otras (Long, Liang, Koyfman, & Gottlieb, 2020).
El tratamiento de la tuberculosis es complicado ya que requiere largos periodos de
administracion de diversos farmacos. El tratamiento inicial para tuberculosis sensible
a farmacos de primera linea (Figura 13) consiste en la administracion de: isoniacida
(INH), rifampicina (RIF), etambutol (EMB) y pirazinamida (PZA) por 2 meses, seguido
de una administracién de INH-RIF por cuatro a siete meses mas (De la Cruz et al.,
2016).
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Figura 13. Farmacos de primera linea para la tuberculosis.

Los farmacos de segunda linea se emplean cuando se presenta resistencia a la INH
y RIF o cuando surgen efectos indeseables de relevancia clinica. En este grupo se
incluyen: fluorquinolonas, capreomicina, protionamida, etionamida, kanamicina y
rifabutina que tienen actividad bactericida. Dentro de los que tienen accion
bacteriostatica se destacan: el &cido p-aminosalicilico, cicloserina, clofazimina y

macrolidos (Rendon et al., 2016).

La tuberculosis extremadamente resistente a farmacos XDR-TB (extremadamente
resistente a farmacos) se presenta cuando se muestra resistencia a los farmacos de
primera y segunda linea. Se estima que solo la mitad de los casos de MDR-TB y una
tercera parte de XDR-TB son tratados de manera adecuada (World Health
Organization, 2021c). En 2018, la Asamblea General de las Naciones Unidas
establecié un compromiso para terminar con la epidemia de TB para 2030 (World
Health Organization, 2021a). Haciendo énfasis en que la multirresistencia es un
desafio de salud global critico. Por tanto, los retos actuales estan dirigidos a la
bdsqueda de nuevos antibidticos con distintos mecanismos de accién con el fin de
evadir la resistencia (Vilchéze & Jacobs, 2019). Debe buscarse que la administracion
de los farmacos sea en tiempos mas cortos para reducir los efectos secundarios y
ademas evitar la descontinuacion del tratamiento, lo cual contribuye a desarrollar

resistencia.
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2.4 Busqueda de moléculas bioactivas

Los farmacos disponibles para abordar las enfermedades desatendidas son escasos
y muestran diversas limitantes; altos costos, toxicidad, vias administraciones
complicadas que pueden requerir hospitalizacion, periodos de tratamiento
prolongados y efectos secundarios indeseables, asi como la emergencia y
propagacion de la resistencia farmacoldgica (Rycker, Baragafia, Duce, & Gilbert,
2018). Si ademas le sumamos la falta de interés de las compafiias farmacéuticas
para desarrollar nuevos farmacos, surge la necesidad de disefiar nuevos agentes

antimicrobianos potenciales.

El desarrollo de un nuevo farmaco es un proceso complejo que involucra diversas
etapas; desde el descubrimiento de miles de moléculas, fase preclinica (ensayos in
vitro, in vivo), fase clinica (ensayos clinicos en humanos) y finalmente su aprobacién
por agencias reguladoras (Berdigaliyev & Aljofan, 2020). Se requiere de al menos de
una década y de 300 millones a 2.8 billones de doélares para generar un producto que
cumpla todos los requisitos (Wouters, McKee, & Luyten, 2020). Con el fin de
optimizar tiempos y costos, en la actualidad, el uso de herramientas computacionales

es imprescindible.

El disefio de farmacos asistido por computadoras (CADD) por sus siglas en inglés,
ha ganado gran interés al ser una herramienta que permite un disefio racional de
farmacos y el cual tiene dos vertientes principales. Uno de ellos es el disefio basado
en la estructura (SBDD), se emplea cuando se han identificado blancos moleculares
y Se posee su estructura en 3D y en este caso uno de los métodos mas aplicados es
el acoplamiento molecular (muy conocido como docking en inglés). Por otra parte, el
disefio basado en el ligando (LBDD) es un método indirecto que se usa cuando no se
conoce el receptor y se basa en la informacion de las caracteristicas estructurales de
las moléculas y su actividad biologica, el Analisis de Relacion Estructura Actividad
Cuantitativo (QSAR) es uno de los métodos mas empleados en este caso (Brogi,
Ramalho, Kuca, Medina-Franco, & Valko, 2020). Un método experimental empleado
para el descubrimiento de nuevos farmacos es el Cribado de Alto Rendimiento. Este

es un proceso a gran escala donde miles de moléculas son evaluadas de manera
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rapida y automatizada para determinar la actividad biolégica y seleccionar las
moléculas activas. Posteriormente, las moléculas son optimizadas para generar

candidatos a farmacos (Aldewachi, Al-Zidan, Conner, & Salman, 2021).

Por lo tanto, en investigacion basica se debe seguir trabajando en la generacion de
nuevas moléculas bioactivas con el objetivo de identificar compuestos lideres que

finalmente puedan llegar a ser candidatos clinicos para diversas enfermedades.

A continuacion, se describen moléculas de gran interés bioldgico para las
enfermedades infecciosas desatendidas. Para su disefio fueron incorporados grupos
funcionales que son conocidos por tener efectos en la actividad biolégica. En el caso
de las chalconas el disefio se basé en generar isbmeros estructurales sustituidos con
una cadena de O-prenilo y una variedad de grupos electroatractores vy
electrodonadores. Para las series de base de Schiff, el disefio se enfoc6 en generar
derivados de la isoniacida y por otra parte sustituir heterociclos nitrogenados con
actividad antimicrobiana. Asimismo, se incluyeron una variedad de grupos con
capacidad de atraer y donar electrones y grupos preniloxi y geraniloxi con el fin de

modificar la lipofilicidad de los compuestos (Figura 14).

Chalconas Bases de Schiff
< N _R
X N~
R—:— \ﬂ/
= O

R= O-prenilo
R'= EWG, EDG

R= O-prenilo, O-geranilo,
heterociclos, EWG, EDG
R'= INH, PZA, MSH (hidracidas)

Figura 14. Disefio de moléculas bioactivas a partir de chalconas y bases de Schiff.

2.5 Chalconas: moléculas pequefias con gran potencial.

Las chalconas son una clase importante de compuestos de origen natural o sintético
gue han ganado especial atencién para la quimica organica y medicinal debido a la

versatilidad de su estructura quimica (Rammohan, Reddy, Sravya, Rao, & Zyryanov,
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2020). Estos compuestos poseen una estructura 1,3-diaril-2-propen-1-ona, también
conocida como chalconoide la cual se conforma por dos anillos aromaticos unidos
por un sistema carbonilico a, B-insaturado. El anillo unido directamente al grupo
carbonilo se denomina anillo A y el anillo unido al doble enlace se denomina anillo B
(Figura 15). Existen como isémeros cis o trans, siendo este Ultimo la configuracion

termodinamicamente mas favorable (K. Zhou, Yang, & Li, 2021).

Figura 15. Estructura base de las chalconas.

El nucleo de chalconas permite generar una amplia variedad de compuestos al
cambiar el patron de sustitucién y ha sido base para la sintesis de compuestos
heterociclicos con importantes actividades biologicas (Jasim et al., 2021). Entre las
gue destacan actividad antinflamatoria (Tang et al., 2020), anticancerigena
(Michalkova, Mirossay, Gazdova, Kello, & Mojzis, 2021), antibacteriana (Narwal,
Kumar, & Verma, 2021), antifungica (Lagu, Yejella, Bhandare, & Shaik, 2020),
antiviral (Yun Fu et al., 2020) y antiparasitaria (Caceres-Castillo et al., 2019;
Gonzalez et al., 2020; Gopinathan et al., 2020; Salehi et al., 2020; Zulu et al., 2020)
Al respecto, algunos derivados como la metochalcona y la sofalcona han sido
aprobados para uso clinico como colerético y antiulceroso respectivamente (Gaonkar
& Vignesh, 2017; Zhuang et al., 2017).

Ademas de su importancia para la quimica medicinal, las chalconas presentan
propiedades fluorescentes que han sido empeladas como quimiosensores en
pruebas de diagndstico, estudios de imagen o para detectar analitos como iones
metalicos o aniones (A. Gupta, Garg, & Singh, 2020; Karaca & Kazanci, 2022). Las
chalconas también presentan otras aplicaciones como fotoiniciadores de
polimerizacién, en celdas solares sensibilizadas por colorantes, como edulcorantes y
como agentes de proteccion solar (Anizaim et al., 2020; Ibrahim-Ouali & Dumur,
2021; tuzny, Koztowska, Kostrzewa-Sustow, & Janeczko, 2020; Wijayanti, Swasono,
Lee, & Jumina, 2021).

30



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

2.5.1 Biosintesis de chalconas

Estos compuestos derivan del metabolismo secundario y son precursores de otros
metabolitos como los flavonoides (Zhuang et al., 2017). La biosintesis de chalconas
es realizada mediante la chalcona sintasa (CHS), una enzima ubicua en plantas

superiores que pertenece a la superfamilia de las policétido sintasa tipo Il (Figura 16)
(Austin & Noel, 2003).

o O
/©/\)J\SC°A " HO)J\/U\SCoA
4-coumaroil-CoA | malonil-CoA
AN
Ciclacion
C o Claisen
nzS

Naringenina chalcona O
AURS O
Flavona
HO O
O l OH
O OH
HO

Isoflavona
Aurona Flavanona 3H

O OH

(@) OH
Dihidroflavonol

FLS

Flavonol

Figura 16. Biosintesis de chalconas y generacién de flavonoides.
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Esta cataliza la condensacion de una molécula de p-coumaroil-CoA con tres
unidades de malonil-CoA. Subsecuentemente, al intermediario le ocurre una ciclacion
tipo Claisen para formar un nuevo anillo que genera la naringenina chalcona. Este es
el precursor de flavonoides, estilbenos y auronas. La chalcona es ciclada por accion
de la chalcona isomerasa (CHI) para generar la flavanona, la cual es el intermediario
para la sintesis de los otros flavonoides. Mediante la flavona sintasa se produce la
oxidacion para generar las flavonas. La isoflavona sintasa (IFS) cataliza la
conversion a isoflavonas. La flavanona 3-hidroxilasa (F3H) cataliza la conversion a
dihidroflavonoles. Por otra parte, la aurona sintasa (AURS) cataliza la biosintesis de

auronas a partir de chalconas (Figura 16) (K. Zhou et al., 2021).
2.5.2 Métodos de sintesis

El paso fundamental en la formacion de la estructura base de las chalconas es la
condensacion de dos sistemas aromaticos. Una de las reacciones clasicas y mas
comunes para la sintesis de chalconas es la condensacion de Claisen-Schmidt,
debido a que es un método simple que genera productos con buen rendimiento. En
ésta, cantidades equimolares de benzaldehido y acetofenona son condensados en
presencia de catalizadores &cidos o basicos en solventes polares (Figura 17); siendo
las bases (NaOH, KOH, NaH) los agentes condensadores mas usados (Gaonkar &
Vignesh, 2017). Cuando se emplea base como catalizador, el producto es a partir del
aldol mediante el mecanismo de deshidratacién del enolato y cuando la reaccion es
catalizada en presencia de acido como catalizador, el producto se genera a partir del
enol. La condensacién de Claisen-Schmidt también puede ser realizada en fase
sélida empleando resinas, mediante catalisis con Oxidos metélicos y libre de
solventes y empleando acidos de Lewis como catalizadores (Rammohan et al.,
2020).

A AN H Base/Acido

Py
|
+
oA
v

Z = Solventes
polares

Figura 17. Reaccidn de Claisen-Schmidt en presencia de acido/base como catalizador.
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El uso de métodos convencionales para la sintesis de chalconas puede generar
productos indeseables o dificiles de separar mediante cromatografia segun los tipos
de sustituyentes. Sin embargo, se han propuesto métodos a través de acoplamiento

cruzado para la sintesis de chalconas (Figura 18).

Las reacciones de acoplamiento de Heck catalizada por metales son métodos
eficientes para generar derivados de chalcona con rendimientos sobresalientes
(>77%) empleando acidos arilborénicos y aril vinil cetonas en presencia de paladio
como catalizador (Hird, Toyne, & Gray, 1993). El acoplamiento Sonogashira es otro
método de acoplamiento cruzado entre alquinos terminales con haluros de arilo o
vinilo usando paladio como catalizador y Cul como cocatalizador en una mezcla de
trimetilamina y THF en atmosfera inerte con tiempos largos de reaccion (Muller,
Ansorge, & Aktah, 2000). ElI método Suzuki-Miyaura es otra reaccion de
acoplamiento para formar enlaces C-C catalizado por paladio a partir de un acido
bordnico y un halocarburo. Cuando se emplea acido estirilborénico en lugar de acido

arilboroénico los rendimientos son mayores (Haddach & McCarthy, 1999).

Algunos métodos mas recientes para la sintesis de chalconas son la olefinacion de
Julia-Kocienski la cual produce chalconas de configuracion E con buena selectividad
(Kumar, Sharma, Tripathi, & Srivastava, 2010). Otra metodologia que puede ser
aplicada para la sintesis de chalconas es la reaccion de Wittig que ocurre entre
aldehidos o cetonas con iluros de fosforo para generar alquenos (Ramirez &
Dershowitz, 1957). La obtencién de chalconas polisustituidas pueden obtenerse
mediante la reaccién de acilacion de Friedel-Crafts en presencia de un acido de
Lewis como catalizador (Shotter, Johnston, & Jones, 1978).

Otras metodologias comunes son por el método de molienda que es un proceso
mecanoquimico (Rateb & Zohdi, 2009), sintesis asistida por microondas (P. Gupta &
Mahajan, 2019) y por ultrasonido (Wei, Qunrong, Liqgin, Aiging, & Duoyuan, 2005) que
ambas tienen la ventaja de acortar los tiempos de reaccién y aumentar en muchos

casos los rendimientos.
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Figura 18. Reacciones de acoplamiento cruzado para sintesis de chalconas.

2.5.3 Funcionalizacién de chalconas mediante prenilacién

La prenilacibn de metabolitos secundarios posee un papel fundamental en la
funcionalizacién de una gran variedad de moléculas, la incorporacion de cadenas
prenilo permiten una mejor interaccion con las membranas biolégicas y una mayor
afinidad con proteinas blanco. Esta modificacién convierte a la molécula original en
un compuesto mas efectivo desde el punto de vista farmacolégico (Botta, Monache,
Menendez, & Boffi, 2005; Epifano & Genovese, 2013; Yazaki, Sasaki, & Tsurumaru,
2009)

La prenilacion puede ser sobre el carbono del anillo aromético o en el oxigeno
fendlico, lo cual puede dar origen a compuestos C-prenilados y O-prenilados.
Asimismo, segun la longitud de la cadena se pueden tener diferentes tipos de: C5
(prenilo), C10 (geranilo) y C15 (farnesilo) (Epifano, Genovese, Menghini, & Curini,
2007).
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Estudios de relacion estructura-actividad (SAR) revelan que la presencia de cadenas
isoprenoides y la longitud de estas son determinantes para la actividad biolégica. Un
estudio con flavonoides prenilados demostré que la exposicion de bacterias a
incrementa la permeabilidad de la membrana lo cual resulta en una potente actividad
antibacteriana (Araya-Cloutier, Vincken, Ederen, & Den, 2018). Por otra parte, el
xhanthohumol wuna chalcona prenilada de origen natural tiene actividad
antihiperglucemiante y al respecto un estudio demostr6 que es un inhibidor
prometedor de la a-glucosidasa y por tanto un buen candidato para el desarrollo de
un agente antidiabético (M. Liu et al., 2014).

Las chalconas C/O-preniladas son una subclase de flavonoides que estan muy
distribuidas en la naturaleza, y se asocian con un amplio espectro de actividades
biol6gicas tales como antiparasitaria (Passalacqua et al., 2015), antidiabética (M. Liu
et al., 2014), antitumoral (Venturelli et al., 2016), antiinflamatoria (Rullah et al., 2014),

entre otras.
2.5.4 Actividad leishmanicida de chalconas preniladas.

Chalconas de origen natural y sintético han mostrado actividad contra diversas
especies de Leishmania. La licochalcona A L1 (Figura 19) es un compuesto
prenilado de origen natural que ha sido evaluada contra leishmaniasis y actla
afectando la funcionalidad mitocondrial y por tanto la supervivencia del parasito. Se
ha demostrado que inhibe el crecimiento in vitro de promastigotes de L. major con
una ICso = 21 uM y amastigotes de L. donovani con una ICso= 2.7 uM (M Chen et al.,
1993).

Una serie de chalconas preniladas mostraron inhibicibn contra promastigotes y
amastigotes de L. amazonensis y L. infantum. Los dos compuestos mas potentes L2
y L3, fueron los que tenian cadenas de 5 y 15 C (Figura 19), los cuales tuvieron
indices de selectividad mayores que los farmacos de referencia. De manera
contraria, los precursores no prenilados mostraron una actividad antiparasitaria de
baja a media y resultaron altamente citotéxicos. Dicho estudio sugiere que la posicion

del grupo prenilo es importante para una mejor interaccion del compuesto con las
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dianas moleculares en el parasito y en consecuencia influye sobre la actividad

leishmanicida y citotoxica (Passalacqua et al., 2015).

Por otra parte, la longitud de la unidad de prenilo también es importante para la
actividad leishmanicida. Gupta et al., reportaron una serie de chalconas O-alquiladas
y las que mostraron mayor indice de selectividad contra Leishmania donovani fueron
el compuesto L4 sustituido con un grupo O-prenilo en el anillo A y un grupo
electrodonador en el anillo B (Figura 19) y la chalcona L5 sustituida con un grupo O-
geranilo en el anillo A y un grupo metoxilo en el anillo B (Figura 19). Siendo esta
altima la mas activa en un modelo in vivo a una dosis de 50 mg/kg durante 10 dias
(S. Gupta, Shivahare, Korthikunta, & Singh, 2014).

Dichos resultados sugieren que la presencia de grupos que aumenten la lipofilicidad
de las moléculas es un requisito importante para la actividad leishmanicida. Sin
embargo, se requieren mayores estudios para entender los mecanismos de accion

de las chalconas preniladas y poder obtener candidatos potenciales a farmacos.
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Figura 19. Estructuras de chalconas preniladas con actividad leishmanicida.
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2.5.5 Antecedentes de chalconas preniladas con actividad leishmanicida

Recientemente en nuestro grupo de trabajo se reportd una serie de 20 chalconas con

unidades O-prenilo y O-geranilo unidos al anillo A y B y sustituyentes metoxi en orto,
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meta y para con el fin de evaluar el efecto del patron de sustitucion en la actividad
leishmanicida. Las chalconas que resultaron mas efectivas fueron los que tenian
unidades preniloxi L6 y L7 (Figura 20) con los mayores indices de selectividad contra
L. mexicana (Espinoza-Hicks et al., 2019). Por otra parte, una serie de O-
geranilchalconas fue evaluada contra tripanosomatidos, sin embargo, solo tuvieron
efecto contra L. mexicana y no contra T. cruzi. Las moléculas con mayor selectividad
fueron las sustituidas con grupos electroatractores L8 y L9 (Figura 20) (Chacon-
Vargas et al.,, 2019). Adicionalmente, un analisis de relacion estructura-actividad
demuestra que el patron de sustitucion tiene influencia en la actividad biolégica, ya
qgue los compuestos L6 y L7 (Figura 20), siendo isomeros estructurales resultaron

efectivos, sin embargo, el compuesto L7 fue altamente toxico.
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Figura 20. Chalconas con grupos preniloxi y geraniloxi con potencial leishmanicida.

Aungue el mecanismo de accién aun no ha sido elucidado para estos compuestos;
se demostré que la exposicion a concentraciones altas del compuesto mas potente
disminuyo la densidad celular. Indicando que la muerte de los promastigotes es

dependiente de la dosis (Espinoza-Hicks et al., 2019). Estos resultados son un
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antecedente directo de este trabajo y son la pauta para seguir evaluando derivados
de este tipo con caracteristicas adicionales como la presencia de grupos funcionales

electroatractores y electrodonadores.
2.5.6 Mecanismos de accion de chalconas preniladas

A la fecha existe poca informacion respecto a los posibles mecanismos de accion de
chalconas preniladas. Hace casi tres décadas Chen et al., reportaron hallazgos
importantes que podrian servir como punto de partida para plantear un posible
mecanismo (M Chen et al.,, 1993). En ese primer estudio se reporté que la
Licochalcona A exhibia una buena actividad leishmanicida y ocasioné alteracion de la
ultraestructura y funcion mitocondrial de manera selectiva, es decir sin afectar la

mitocondria de macréfagos (L Zhai, Blom, Chen, Christensen, & Kharazmi, 1995).

Debido a que la mitocondria es un organelo vital para el parasito y posee
caracteristicas que no se presentan en otros eucariotas, esto lo convierte en un
excelente blanco terapéutico (Tasbihi, Shekari, Hajjaran, Masoori, & Hadighi, 2019).
Otros estudios con derivados de chalconas oxigenadas, disefiadas a partir de la
licochalcona demostraron que este tipo de compuestos inhibia la respiracion
mitocondrial y la actividad de deshidrogenasas mitocondriales (Lin Zhai et al., 1999).
Posteriormente, ensayos enfocados en la cadena respiratoria de Leishmania
reportaron que chalconas oxigenadas, incluyendo a la Licochalcona A, mostraban
inhibicion de enzimas involucradas en la cadena de transporte de electrones en una
manera dependiente de la concentracion. Entre esas enzimas se destacan la
succinato deshidrogenasa (SDH), la NADH-deshidrogenasa (NDH), la succinato y
NADH-citocromo c¢ reductasa (SCC y NCC) y la fumarato reductasa (FRD). De
manera interesante la Licochalcona A mostré una mayor selectividad por la FRD,
enzima que no se encuentra presente en células mamiferas. Esta enzima es
importante para el metabolismo energético anaerobio al catalizar la reducciéon de
fumarato a succinato (M. Chen, Zhai, Christensen, Theander, & Kharazmi, 2001).
Esto le brinda una gran ventaja para ser considerada un blanco molecular para el

disefo de farmacos antileishmaniales.
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2.6 Fumarato reductasa

La fumarato reductasa (FRD) es una enzima de tipo flavoproteina que contiene el
cofactor flavina adenina dinucleétido (FAD) el cual permite la reduccién de fumarato
a succinato. La transferencia de electrones permite la reduccién de fumarato en el
sitio activo (Kim et al., 2018) (Figura 21).

(0] (0]
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Figura 21. Reaccién catalizada por la fumarato reductasa.

Las reductasas son importantes para mantener el balance redox debido a la
reoxidacion de flavina adenina dinucleotido reducido (FADH2) o nicotinamida adenina
dinucledtido reducido (NADH) (Tielens & Van Hellemond, 1998). Su participacion es
esencial para la supervivencia celular manteniendo un ambiento oxidante en
condiciones anaerobias, lo cual es contrario a la reaccién que cataliza el complejo Il
de la cadena respiratoria convirtiendo el succinato a fumarato (Kim et al., 2018). La
estructura tridimensional de L. mexicana fue construida mediante modelado por

homologia (Figura 22).

Figura 22. Fumarato reductasa de Leishmania mexicana.
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2.7 Bases de Schiff como agentes antimicrobianos

Los compuestos que contienen un doble enlace carbono nitrdgeno -C=N-, también
llamado grupo azometino, son llamadas bases de Schiff en honor a Hugo Schiff,
quien las describié por primera vez hace mas de 150 afios. La formula general es R2-
N=C-R?R?3 donde R puede ser algln grupo alquilo o arilo que le confiere estabilidad.
La versatilidad de estos compuestos esta dada por el enlace imina, el cual permite la
union de nucledfilos y electréfilos sobre el carbono y nitrégeno respectivamente
(Abdul, Mariya, Maliha, Syed, & Mohammed, 2017).

La sintesis de estos compuestos se realiza principalmente mediante la condensacion
de aminas primarias y grupos carbonilos activos generando una imina (Bhowmick,
Nath, & Moim, 2019). EI mecanismo involucra dos pasos, en el primero ocurre una
adicion nucleofilica sobre el grupo carbonilo del aldehido o cetona para formar un
intermediario inestable denominado hemiaminal. En el segundo paso el nitrégeno
pierde su proton y los electrones del enlace N-H empujan el oxigeno del carbono
para formar un nuevo enlace C=N (imina) y adicionalmente la eliminacion de una

molécula de agua (Figura 23).

0 R,
)J\ R4 OH R4
/N\ R
R3 H 2
Aldehido o
cetona Amina primara Hemiaminal Base de Schiff

Figura 23. Mecanismo de formacién de bases de Schiff.

La sintesis de bases de Schiff es reversible y puede sufrir hidrélisis en presencia de
acidos o bases. Los derivados de bases de Schiff aromaticos son mas estables que
los alifaticos al tener mas estructuras resonantes y estar mas conjugados (Munawar,
Haroon, Hussain, & Raza, 2018). Su facil preparacion y los bajos costos de la
materia prima proporcionan una ventaja adicional. Ademas, las bases de Schiff han
ganado gran atencién debido a sus amplias aplicaciones en diversos campos (Jain,
De, & Pranijit Barman, 2022). Desde su aplicacidn como catalizadores, intermediarios

en sintesis organica, colorantes, pigmentos, estabilizadores de polimero e inhibidores
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de corrosion. Por otra parte, han sido compuestos de gran interés farmacoldgico. Al
respecto, se han reportado diversas actividades biolégicas entre las que se destacan:
actividad antiinflamatoria, antipirética, antimicrobiana, antitumoral, analgésica,
antidiabética, antioxidante, entre otras (Abbas et al., 2016; Abdul et al., 2017;
Anupama, Sunita, Shiva Leela, Ushaiah, & Gyana Kumari, 2014; Ceruso et al., 2015;
Teran et al., 2019).

2.7.1 Métodos de sintesis

Las iminas han ganado gran interés como intermediarios en la sintesis de
compuestos biolégicamente activos o en procesos industriales. Debido a esto han

surgido diversas metodologias para su sintesis (R. D. Patil & Adimurthy, 2013).

El método A (Figura 24) para la sintesis de iminas fue originalmente reportado por
Hugo Schiff e involucra la condensacioén de un compuesto carbonilo con una amina
para formar el intermediario hemiaminal y finalmente la eliminacion de agua da lugar
al producto final (Schiff, 1864). Factores como la concentracion, pH, temperatura,
solventes y efectos estéricos y electrénicos influyen en el equilibrio de la reaccién.
Por otra parte, se han reportado una gran variedad de catalizadores (TiOz,
CeCl3H20, Cu(NOs3)2, P20s/Al203, Mg(ClO4)2 ZnClz2, CuSO4 entre otros) que actuan
como acidos de Lewis que facilitan el ataque nucleofilico y ademas actian como
agentes deshidratantes (R. D. Patil & Adimurthy, 2013). El método B (Figura 24) es la
deshidrogenacion oxidativa de aminas primarias o secundarias para generar iminas
empleando sistemas cataliticos con oxidantes sustentables, principalmente oxigeno o
aire en conjunto con metales de transicién, fotocatalisis, electrocatalisis y
organocatdlisis (R. D. Patil & Adimurthy, 2013; Ritter, 1933). El método C (Figura 24)
involucra el acoplamiento de alcoholes e iminas en presencia de oxidantes (R. D.
Patil & Adimurthy, 2013). Por otra parte, el método D (Figura 24) es una adicion
directa de aminas a alquinos. Es una ruta facil, eficiente y con economia atoémica
para para la sintesis de aldiminas y cetiminas (Severin & Doye, 2007). En el método
E (Figura 24) la formacion de aminas ocurre mediante una iminacion reductiva de

compuestos nitro (J. Huang et al., 2011). Finalmente, en el método F (Figura 24)
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ocurre la adicion de haluros de arilo y amoniaco liquido a aldehidos/cetonas (J. M.
Huang, Zhang, Dong, & Gong, 2011).

A pesar de la gran variedad de metodologias reportadas se sigue buscando que los
meétodos para la sintesis de iminas sean energéticamente eficientes, de ser posible
gue funcionen a temperatura ambiente, que usen reactivos y catalizadores facilmente
disponibles, que eviten los solventes orgénicos y logren una alta conversion y
selectividad (R. D. Patil & Adimurthy, 2013).
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R»])J\RZ + R3-Br /NH3 (ac)
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Rz + R3-N H2

Ri” R, + RyNO, R_N:<R1 —NH, + Ry NH,
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R
/
Ri—=——R, + R3NH, R OOH + Ry-NH,

Figura 24. Métodos de sintesis para formacién de iminas.

2.7.2 Actividad contra tuberculosis

Se ha reportado una amplia variedad de derivados de bases de Schiff que han
demostrado ser efectivos como agentes antituberculosos. El grupo azometino se
encuentra en la nifuroxazida T1 y tioacetazona T2, farmacos que han sido
empleados para la tuberculosis (Figura 25) (Hassan et al., 2020). Fahmi y Kurniawan
reportaron una compilacion de hidrazonas heterociclicas con actividad contra
Mycobacterium tuberculosis (Fahmi & Kurniawan, 2019). Compuestos con furanos y
oxazoles tuvieron baja actividad. En contraste, se demostré que la presencia del
nacleo de quinaxolina aumenta la actividad antimicobacteriana como es el caso de la
molécula T3 con un valor de ICso < 0.58 (Figura 25) (Torres et al., 2011). Por otra

parte, derivados de isoniacida también mostraron mejorar el efecto inhibitorio contra
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M. tuberculosis, como en el caso de la molécula T4 (Figura 25) (Naveen Kumar et al.,
2014). Adicional a esto la presencia de un grupo trifluorometil en un nucleo de
carbotiamida en la molécula T5 mejord la actividad antifimica con un MIC de 0.59
(Figura 25) (Sriram, Yogeeswari, & Yelamanchili Priya, 2009). La incorporacién de
piperidina y tiofeno en la estructura no mostraron significancia biolégica. De manera
contraria, derivados de isatina en combinacion con fluoroquinolonas como en T6
mostraron los valores de MIC mas bajos, demostrando que tienen un gran potencial
contra M. tuberculosis (Figura 25) (Aboul-Fadl & Bin Jubair, 2010).

HO H
H o S
N\N/ O II+ O /N\ )J\ + -
| )N N~ "NH, N
o] (o} H )
T -

T2

F
0
Ny ~ Z "N NH
Y N DI Y Ho Ly
N_~ O S o)
T4 5 @l/ T6

Figura 25. Derivados de bases de Schiff con actividad antifimica.

2.7.3 Importancia de heterociclos con nitrégeno

Los heteroatomos que se encuentran con mayor frecuencia en moléculas organicas
son el nitrégeno, oxigeno y azufre. Los derivados de bases de Schiff con heterociclos
gue contienen nitrdgeno han demostrado tener buena actividad antimicrobiana
(Fonkui, lkhile, Njobeh, & Ndinteh, 2019). Recientemente, fueron reportados una
serie de derivados a partir de morfolina y tiomorfolina (Figura 26). Algunos
compuestos mostraron una muy buena actividad contra Mycobacterium smegmatis
comparado con la estreptomicina, el farmaco de referencia (Cebeci, Bayrak, & Sirin,
2019). El anillo de piperazina (Figura 26) ha sido ampliamente usado contra
infecciones por micobacterias (V. Singh et al., 2019). Antibiéticos como la rifampicina
y el ciprofloxacino contienen en su estructura el anillo de piperazina. Al respecto se

han sintetizado derivados que han resultado ser efectivos contra cepas de M.
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tuberculosis MDR y XDR (Girase et al., 2021). El nucleo de piperidina (Figura 26)
también juega un papel muy importante en la sintesis de agentes antifimicos (Poce,

Cocozza, Consalvi, & Biava, 2014).

Los anillos de pirrolidina y pirrol (Figura 26) son de gran relevancia biolégica y con
aplicaciones farmacoldgicas. El nucleo de pirrol se encuentra presente en
biomoléculas como la hemoglobina y los citocromos (Jeelan Basha, Basavarajaiah, &
Shyamsunder, 2022). Ambos anillos son parte de una gran variedad de farmacos
aprobados y por su interés biolégico se han sintetizado derivados con actividad
antituberculosis (Jeelan Basha et al., 2022; Lang, Kaur, Arora, Saini, & Arora, 2020).
Algunos de estos derivados han sido estudiados en la enzima enoil-ACP reductasa,
que es considerado una diana molecular de M. tuberculosis (Joshi et al., 2018).

Las oxazolidinonas son una clase de antibiéticos que contienen el anillo de 2-
oxazolidona (Figura 26). Algunos farmacos ya aprobados como la cicloserina es
empleado como tratamiento de segunda linea para la tuberculosis. Por otra parte, el
Linezolid que fue aprobado como antibidtico para bacterias gram-positivas
resistentes, comenzé a ser evaluado para casos de tuberculosis resistente (Poce et
al., 2014; Tato et al., 2006).

El imidazol y el benzimidazol (Figura 26) son una clase importante de farmacoforos
gue tienen afinidad por una gran variedad de blancos terapéuticos y en consecuencia
sus actividades biolégicas son diversas (Gaba & Mohan, 2015). Desai et al.,
reportaron derivados de benzimidazol sustituidos con 2-piridona que contenian el
grupo azometino en su estructura; y aquellos que de manera adicional estaban
sustituidos con cloro en posicion orto, meta y para mostraron los valores de MIC mas
bajos contra M. tuberculosis (Desai, Shihory, Kotadiya, & Desai, 2014). Por ultimo,
nacleo de benzofurano (Figura 26) ha ganado interés farmacoldgico por sus multiples
propiedades biolégicas. Una serie de bases de Schiff sustituidos con benzofurano
fueron empleados para la sintesis de complejos metalicos y mostraron una buena
actividad contra M. tuberculosis, tanto en su forma de ligantes como en complejo

(Nazirkar, Mandewale, & Yamgar, 2019).
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DO OO0 Do

Morfolina Tiomorfolina Piperazina Piperidina Pirrolidina Oxazolidinona Imidazol Benzimidazol Benzofurano

Figura 26. Heterociclos nitrogenados empleados en sintesis de compuestos antimicrobianos.

2.6.2 Derivados de isoniacida

La tuberculosis actualmente representa un reto para los sistemas de salud debido a
la multirresistencia que presenta M. tuberculosis. La isoniacida es el farmaco de
primera linea y su mecanismo de accion es inhibir la biosintesis de acidos micélicos
al unirse a la enzima enoil-ACP reductasa. Debido a que es un profarmaco requiere
convertirse en su forma activa y esto es realizado por la enzima catalasa-peroxidasa
(KatG), la cual permite la formacion de un aducto covalente INH-NADH (Figura 27)
(Judge, Narasimhan, & Ahuja, 2012; Rozwarski, Grant, Barton, Jacobs, & Sacchettini,
1998).

INH-NADH

Figura 27. Activacién de la isoniacida mediante la enzima KatG.

Aun cuando la INH result6 ser efectiva décadas atras, hoy en dia presenta multiples
inconvenientes (Tripathi et al., 2019). Las principales a considerar es la toxicidad y un
constante aumento en los casos de tuberculosis resistente a este farmaco. La
estructura es considerada un farmacoforo, ya que su ndcleo de piridina ha sido
reportado con una gran diversidad de funciones. Este heterociclo se encuentra
presente en farmacos, colorantes, plantas, alimentos, vitaminas, insecticidas, entre
otros (Hamada, 2018). Al ser una molécula muy versatil puede ser incorporada

facilmente en diversas rutas de sintesis para generar una gran variedad de
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compuestos. Debido al constante aumento de casos resistentes a este farmaco
diversos trabajos han reportado derivados de isoniacida con potencial como agentes
antimicobacterianos. Al respecto, las bases de Schiff a partir de isoniacida han

resultado ser compuestos efectivos contra la tuberculosis (Judge et al., 2012).

Hearn et al., reportd una serie de bases de Schiff a partir de la INH, las
modificaciones estructurales aumentaron la lipofilicidad de los compuestos lo cual
favorece la permeabilidad a las membranas biologicas favoreciendo su mecanismo
de accion. De manera adicional la unidad de hidracina se bloquea y esta variacion
evita la desactivacion por el mecanismo de acetilacion que realizan las N-

acetiltransferasas de arilamina (NATSs) (Figura 28) (Hearn et al., 2009).

/—\ Bloquean la acetilacién
fNHZ,’-\ O o
Na R
N [

| Desactivacion | MRS

por NATs N . _~ R= Sustituyente
alifatico o aromatico

\

Figura 28. Acetilacién de isoniacida por las NATs y bloqueo de acetilacion.

Kumar et al., reportaron una serie de bases de Schiff sustituidos con una gran
variedad de grupos funcionales y el analisis de relacion estructura actividad (SAR)
demostr6 que los grupos electrodonadores (-CHs, -OCHs y -OCH2CH3)
incrementaron la actividad antituberculosis. En contraste, la sustitucion de flaor en
posicion orto incrementd la actividad antimicobacteriana, lo cual indica que los
grupos electroatractores también juegan un papel importante. Por otra parte, el
remplazo de un fenilo por una cadena de prenilo generé una molécula con una
potente actividad antifimica. De manera opuesta, sustituyentes -OH no mostraron

actividad contra M. tuberculosis (Naveen Kumar et al., 2014).
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I1l. JUSTIFICACION

La falta de tratamientos efectivos, seguros y accesibles para las enfermedades
infecciosas desatendidas continia siendo un reto. Adicionalmente el constante
aumento a la resistencia antimicrobiana dificulta el objetivo de eliminarlas.
Actualmente la pandemia por COVID-19 puso en evidencia la importante necesidad
de identificar y generar moléculas bioactivas con el fin de encontrar soluciones a las
enfermedades que representan un problema de salud mundial. ElI desarrollo de
farmacos es un proceso largo, complejo y costoso. No obstante, el trabajo
multidisciplinario puede mejorar y agilizar este proceso. Desde la investigacion
basica podemos aportar con la generacion de moléculas bioactivas que una vez
evaluadas de manera experimental permitan identificar compuestos lider, los cuales
puedan ser optimizados para convertirse en candidatos a farmacos. Al respecto, este
proyecto propone contribuir mediante la generacion de nuevos derivados de
chalconas y bases de Schiff con el fin de identificar moléculas bioactivas con

potencial antimicrobiano.

Por su parte, las chalconas han ganado gran interés por sus diversas actividades
farmacoldgicas y por la versatilidad de su estructura quimica que permite generar
novedosos compuestos. Para el disefio de la serie la estrategia principal fue la
sustitucion de una cadena de O-prenilo la cual ya se ha reportado que mejora la
actividad leishmanicida; asimismo se sustituyeron grupos electroatractores vy
electrodonadores en el anillo A y B para generar los isbmeros estructurales.

Las bases de Schiff son moléculas de gran importancia quimica y biol6gica. El disefio
de las series se enfoc6 en generar derivados de la isoniacida que es el farmaco de
primera linea para la tuberculosis. También fueron empleadas otras hidracidas y
heterociclos nitrogenados como la morfolina, pirrolidina, piperidina y azoles como el
imidazol y benzimidazol, los cuales han demostrado tener potencial antimicrobiano.
Ademas, se incluyeron una variedad de grupos con capacidad de atraer y donar
electrones y grupos preniloxi y geraniloxi con el fin de modificar la lipofilicidad de los

compuestos.
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IV. OBJETIVOS

4.1 General

Sintetizar, caracterizar y evaluar la actividad biolégica de nuevos analogos de

chalconas O-preniladas y derivados de bases de Schiff.

4.2 Especificos

1.

Sintetizar y caracterizar nuevos analogos de chalconas sustituidos con grupos

O-prenilo y grupos electroatractores y electrodonadores en el anillo Ay B.

Evaluar el efecto de las chalconas sobre la inhibicibn metabdlica en

promastigotes de Leishmania mexicana.

Determinar la citotoxicidad en macrofagos murinos y el indice de selectividad

de chalconas O-preniladas.

Desarrollar estudios de acoplamiento molecular con la serie de chalconas y la

enzima fumarato reductasa como target especifico de Leishmania.

Sintetizar y caracterizar nuevos derivados de bases de Schiff a partir de la
isoniacida, pirazina carbohidracida y metil salicilato hidracida integrando

heterociclos y grupos electroatractores y electrodonadores.

Determinar la concentracion minima inhibitoria de los derivados de bases de

Schiff en S. aureus, E. coli y Mycobacterium tuberculosis.
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1 Materiales y equipo

Los puntos de fusion fueron determinados en capilar en el aparato de punto de
fusion. El analisis por cromatografia en capa fina se realiz6 usando placas de gel de
silice 60 de Merck con indicador fluorescente. Para la cromatografia en columna se
empled gel de silice (230- 400 mesh). Los espectros de resonancia magnética
nuclear (RMN) fueron adquiridos en un espectrometro Bruker de 400 MHz, se
emple6 TMS como estandar interno. Los espectros de masas de alta resolucion
(HRMS) fueron determinados por la técnica de impacto electrénico (70 eV) en un
espectrometro Jeol JISM-GCMate-Il. Los espectros de infrarrojo fueron obtenidos por
la técnica de ATR de 4000 a 400 cm™ en un espectrometro Agilent Cary 600 Series
FTIR. Los ensayos de la evaluacion biolégica fueron realizados en un lector de
microplacas Varioskan Flash de Thermo Fisher Scientific.

5.2 Sintesis quimica

5.2.1 Preparacion de O-preniloxi benzaldehidos y acetofenonas

La sintesis de precursores 3 y 4 se inici6 a partir de vainillina 1 y vainillona 2
respectivamente. El precursor 3 fue obtenido a partir de 1 eq. de vainillina (66.9
mmol) y 1 eq. de acetovainillona (66.9 mmol) para el precursor 4. Para ambos se
emplearon 1.5 eq. de carbonato de potasio (100.4 mmol) en acetona (175 mL) que
fueron agitados a temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente se
afiadi6é gota a gota 1.2 eq. de cloruro de prenilo (80.3 mmol) y se dej6é reaccionar a
reflujo por 24 horas. El precursor 5 se inicié a partir de 1 eq. de vainillina (15 mmol)
en presencia de 1.5 eq. de carbonato de potasio (22 mmol) en acetona (30 mL) que
fueron agitados durante 10 minutos. Posteriormente se afiadié gota a gota 1.2 eq. de
cloruro de geraniol y se dejé reaccionar a reflujo por 24 horas. La mezcla de reaccién
fue filtrada y el solvente fue removido al vacio en un rotavapor. El producto fue
diluido en acetato de etilo y lavado con hidroxido de sodio 3N (dos veces). La
purificacion se realizdO mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (10g/g

de crudo), empleando hexano/acetato de etilo 9:1 como fase mévil (Esquema 1).
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O

(0]
R1'C| . )\/\
R K,COs R  O-prenilo= S
£ ° R1\
HO Acetona ©) O-geranilo=)\/\M
0o (0]

H
CHs 3, R'= prenilo, R= H; 4, R'= prenilo, R= CHj; 5, R'= geranilo, R= CHj3

Esquema 1. Sintesis de precursores sustituidos con grupos preniloxi.

5.2.2 Sintesis de chalconas por condensacion Claisen-Schmidt

Se emplearon cantidades equimolares del benzaldehido 3 y acetofenonas sustituidas
con los grupos (R"=2-NO2, 3-NO2, 4-NO2, 2-F, 3-F, 4-F, 2-Cl, 3-Cl, 4-Cl y 4-N, N-
dimetilamina) respectivamente, para obtener la serie 6-18. La reaccion se realiz6 en
una mezcla de agua/etanol (1:2) en presencia de NaOH como base, se mantuvo en
agitacion durante 4-6 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion precipitada
fue filtrada y lavada con agua/etanol (1:1) frio. La purificacion de los compuestos se
realizd por cromatografia en columna gel de silice (230-400 mesh). La serie 19-30
son los isémeros estructurales de los compuestos 6-18 y se obtuvieron a partir de 4

con aldehidos sustituidos con los grupos anteriormente mencionados (Esquema 2).

o) o o)
X
J\/\ H R1_I©)‘\ NaOH )\/\ | N R
+ | > -
X0 Z EtOH/H20 "0 Z
_0

ta, 4-6 h
-

6, R'=2-NO,; 7, R'=3-NO,; 8, R'= 4-NO,; 9, R'= 2-F; 10, R'= 3-F; 11, R'= 4-F; 12, R'= 2-CI;
13, R'= 3-Cl; 14, R'= 4-CI; 15, R'= 2-CF3; 16, R'= 3-CF5; 17, R'= 4-CF3; 18, R'= 4-N,N-dimetilamina

0
x
)\/\ O)‘\ . R1I_ _ /\)\
]
T EonmHzo = o NF
0

ta, 4-6 h

19, R'=3-NO,; 20, R'=4-NO,; 21, R'= 2-F; 22, R'= 3-F; 23, R'= 4-F; 24, R'= 2-CI; 25, R'= 3-C|;
26, R'=4-Cl; 27, R'= 2-CF;; 28, R'= 3-CF3; 29, R"= 4-CF3; 30, R'= 4-N,N-dimetilamina

Esquema 2. Sintesis de chalconas O-preniladas por condensacion Claisen-Schmidt.
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5.2.3 Sintesis quimica de bases de Schiff

5.2.3.1 Sintesis quimica de hidracidas

La preparacion de hidracidas 34-36 para la sintesis de bases de Schiff la cual se
realizé a partir de los esteres, metil isonicotinato (31), metil pirazina carboxilato (32) y
metil salicilato (33) respectivamente. Para ello, se disolvio 1 eq. del éster en
metanol, se afadieron 4 eq. de NH2NHzy se dejo en reflujo por 5 h. La reaccion fue
monitoreada por cromatografia en capa fina empleando cloruro de
metileno/metanol/hidroxido de amonio 80:18:2 como fase movil. La reaccion fue

enfriada con agua/hielo, filtrada, lavada con metanol y finalmente se recristalizé en

0N
© “NH,
NH,NH, | AN
MeOH/Reflujo i
4
H
N.
NH,
35
H
N.
NH
OH
36

etanol (Esquema 3).

o<
N
N/ N
3
Os O ©
NL NH5>NH» . NL

| |
LN MeOH/Reflujo LN

Ox O O
2
MeOH/Reflujo

Esquema 3. Preparacion de hidracidas 34-36.

v

5.2.3.2 Sintesis de 4-aminobenzaldehidos

Los benzaldehidos 37-42 fueron preparados a partir de 4-fluorobenzaldehido (10
mmol, 1.24 g) y las respectivas aminas secundarias (12 mmol), en presencia de
K2COs (10 mmol, 1.38 g) y una cantidad catalitica de bromuro de tetrabutilamonio

(300 mg) en DMF (10 mL) a reflujo por 24 h. La mezcla de reaccién fue enfriada con
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agua-hielo para precipitar el producto. Posteriormente se filtr6 y el sélido obtenido fue

lavado con agua y secado al aire (Esquema 4).

H
)
)
H
@
(@) H H ®) H
N TBAB
Q K,CO4
=+ _—
DMF
£ H/\) Reflujo 24h R
37-42

H

N

N

0]

Hl\liio
H
N

crh
N

37, R=morfolina; 38, R=piperidina; 39, R=pirrolidina; 40, R=imidazol;
41, R=benzimidazol; 42, R= 2-oxazolidinona.

Esquema 4. Preparacion de 4-aminobenzaldehidos.

5.2.3.3 Sintesis de serie 1 de bases de Schiff

La sintesis de los derivados de bases de Schiff 43-69 se realizé mediante la
condensacion de los aldehidos (1 mmol) 37-42 con las hidracidas (1 mmol) 34-36 en
etanol a reflujo por 4-6 horas. La reaccion fue monitoreada por cromatografia en
capa fina hasta observar que se consumieran los reactivos de inicio. El precipitado
fue filtrado, lavado y secado. Los compuestos fueron purificados por recristalizacion

en etanol (Esquema 5).
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O NH—=NH,

@) H H Z\
= N |

—N N
\Nl gN
a
R (0]
R

EtOH
Reflujo 4-6 h

43, R= morfolina; 44, R= piperidina; 45, R= pirrolidina; 46, R= imidazol; 47, R= benzimidazol;
48, R= benzofuranil; 49, R= 2-oxazolidinona; 50, R= prenil vainillina; 51, R= geranil vainillina.

(@) NH—NH, N
@) H H 7~ |
Z\ \N/N \N
sHNes
b R (0]
EtOH
R Reflujo 4-6 h

52, R= morfolina; 53, R= piperidina; 54, R= pirrolidina; 55, R= imidazol; 56, R= benzimidazol;
57, R= benzofuranil; 58, R= 2-oxazolidinona; 59, R= prenil vainillina; 60, R= geranil vainillina.

OsNH-NH,
Os_H
OH ~ H
5 L :
c - R O OH
R

EtOH
Reflujo 4-6 h

61, R= morfolina; 62, R= piperidina; 63, R= pirrolidina; 64, R= imidazol; 65, R= benzimidazol;
66, R= benzofuranil; 67, R= 2-oxazolidinona; 68, R= prenil vainillina; 69, R= geranil vainillina.

Esquema 5. Sintesis de derivados de bases de Schiff 43-69.

5.2.3.4 Sintesis de 3-F, 4-aminobenzaldehidos

Los benzaldehidos 70-73 fueron preparados a partir de 3,4-difluorobenzaldehido (10
mmol, 1.42 g) y las respectivas aminas secundarias (12 mmol), en presencia de
K2COs (10 mmol, 1.38 g) y una cantidad catalitica de bromuro de terbutilamonio (300

mg) en DMF (10 mL) a reflujo por 24 h. La mezcla de reaccion fue enfriada con agua-

53



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

hielo para precipitar el producto. Posteriormente se filtré y el sélido obtenido fue

lavado con agua y secado al aire (Esquema 6).

E]

e} @) H
TBAB
O KZCO3
DMF F
£ Q Reflujo 24h R

70-73
H
N

{2
70, R=morfolina; 71, R=piperidina; 72, R=pirrolidina; 73, R=imidazol.

Esquema 6. Preparacidn de 3-fluoro, 4-aminobenzaldehidos.

5.2.3.5 Sintesis de serie 2 de bases de Schiff

La sintesis de los derivados de bases de Schiff 75-86 se realiz6 mediante la
condensacion de los aldehidos 71-74 (1 mmol) con las hidracidas 33-35 (1 mmol) en
etanol a reflujo por 4-6 horas como se indica. La reaccién fue monitoreada por
cromatografia en capa fina hasta observar que se consumieran los reactivos de
inicio.  El precipitado fue filtrado, lavado y secado. Los compuestos fueron

purificados por recristalizacion en etanol (Esquema 7).
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NH—NH,
O~ _H % WKO
1 F EtOH /QA

R

Reflujo 4-6 h

74, R= morfolina; 75, R= piperidina; 76, R= imidazol; 77, R= pirrolidina.

O NH—NH, N
0] H H = |
~ "N \N/N \N
()
b R (e}
F EtOH F
R Reflujo 4-6 h

78, R= morfolina; 79, R= piperidina; 80, R= imidazol; 81, R= pirrolidina.

Os_NH—NH,
Oy _H
OH « H
R O OH
F EtOH F
R

Reflujo 4-6 h

82, R= morfolina; 83, R= piperidina; 84, R= imidazol; 85, R= pirrolidina.

Esquema 7. Sintesis de derivados de bases de Schiff 75-86.

5.2.3.6 Sintesis de serie 3 de bases de Schiff

Para la sintesis se emple6 1 mmol de la hidracida 36 con 1 mmol de los
benzaldehidos sustituidos con los grupos (R'=2-NO2, 3-NOz, 4-NO2, 2-F, 3-F, 4-F, 2-
Cl, 3-Cl, 4-Cl y 4-N, N-dimetilamina) respectivamente. Los precursores fueron
condensados en etanol por 4-6 h, la reaccion fue monitoreada por cromatografia en
capa fina hasta observar que se consumieran los reactivos de inicio. El precipitado
fue filtrado, lavado y secado. Los compuestos fueron purificados por recristalizacion

en etanol para dar los compuestos 86-102 (Esquema 8).
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86, R= 2-NO,; 87, R= 3-NO,; 88, R= 4-NO,; 89, R= 2-F; 90, R= 3-F; 91, R= 4-F;
92, R= 2-Cl; 93, R= 3-Cl; 94, R= 4-Cl; 95, R= 2-CF3; 96, R= 3-CF3; 98, R= 4-CF3; 98, R= 4-
N,N-dimetilamina; 99, R= 4-OH; 100, R= 4-MeO; 101, R= 3,4-MeO; 102, R= 3,4,5-MeO.

Esquema 8. Serie 3 de bases de Schiff 86-102 a partir de metil salicilato hidracida.

5.2.3.7 Sintesis de serie 4 de bases de Schiff

La hidracida 104 fue obtenida a partir del éster metil salicilato (1 eq) el cual fue
alquilado en presencia de K2COs (1.5 eq) y cloruro de prenilo (1.2 eq) en acetona a
reflujo por 24 h. La reaccion fue filtrada y el solvente fue removido al vacio en un
rotavapor. El producto 103 fue purificado mediante cromatografia en columna

empleando hexano/acetato de etilo 9:1 como fase movil.

Posteriormente, se disolvio 1 eq. del éster en metanol, se afiadieron 4 eq. de NH2NH2
y se colocé en reflujo por 24 h. La reaccion fue monitoreada por cromatografia en
capa fina empleando cloruro de metileno/metanol/hidroxido de amonio 80:18:2 como
fase movil. La reaccion fue concentrada en el rotavapor, se hicieron lavados con

cloruro de metileno y agua y se volvio a evaporar el solvente al vacio (Esquema 9).

OO~ OO~ OxNH—NH,
&/OH Cl/\)\ &/O\/\( NH,-NH, o\/\(
AKZCEO:” 103 MeOH 104
cetona .
Reflujo 24 h Reflujo 24 h

Esquema 9. Sintesis de metil salicilato hidracida prenilada 104.

Para la obtencién de bases de Schiff se empled 1 mmol de la hidracida 104 y 1 mmol

de los benzaldehidos sustituidos. La reaccion se llevé a cabo en etanol por 24 hy el
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precipitado fue filtrado, lavado y secado. Los compuestos fueron purificados por

recristalizacion en etanol para dar los compuestos 105-131 (Esquema 10).

H
Os N. “ H
0 NH, N
O —_—
N OH \/\( EtOH L~ O O
R—~ + —
=

Reflujo

105, R= 2-NO,; 106, R= 3-NO,; 107, R= 4-NO,; 108, R= 2-F; 109, R= 3-F; 110, R= 4-F; 111, R= 2-C];
112, R= 3-Cl; 113, R= 4-Cl; 114, R= 2-CF3 115, R= 3-CF3; 116, R= 4-CF3 117, R= 4-N,N-
dimetilamina; 118, R= O-prenilo; 119, R= O-geranilo; 120, R= benzofuranil; 121, R= 3,4,5-MeO;
122, R= 3,4-MeO; 123, R= 4-OH; 124, R= 4-MeO; 125, R= salicilaldehido; 126, R= vainillina; 127, R=
4-morfolina; 128, R= 4-piperidina; 129, R= 4-pirrolidina; 130, R= 4-imidazol; 131, R= 4-benzimidazol.

Esquema 10. Serie 4 de bases de Schiff 106-132 a partir de metil salicilato hidracida prenilada.

5.3 Ensayos biolégicos

Se prepararon soluciones stock de todos los compuestos sintetizados y los farmacos
de referencia (Anfotericina B, Isoniacida y Rifampicina, Ciprofloxacino) a una
concentracion de 5y 10 mg/mL en dimetil sulfoxido (DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Para los ensayos bioldgicos las diluciones se realizaron en el medio de
cultivo del microrganismo o linea celular a evaluar o en buffer de fosfatos salino

(PBS), la concentracion final de DMSO no excedi6 el 5% con el fin de evitar toxicidad
celular.

5.3.1 Cultivo de parasitos

Los promastigotes de L. mexicana (MNYC-BZ/62/M379 ATCC) fueron cultivados en
medio RPMI 1640 (Gibco, Carlsbad, CA, USA) suplementado con 10% suero fetal
bovino inactivado por calor (FBS; Gibco, Grand Island, NY, USA) y 100 U/mL de

penicilina-estreptomicina (In vitro S.A, Ciudad de México, México) a 27°C.
5.3.2 Cultivo de bacterias

Se emple6 una cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycolicibacter

kumamotonensis y Mycobacterium smegmatis. Los inoculos fueron preparados a
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partir de una fase log cultivada en caldo Middlebrook 7H9. El cual fue suplementado
con acido oleico, albumina, dextrosa, catalasa y glicerol al 0.2%. Asimismo, se
afiadi6 una mezcla de antibioticos que incluye: polimixina B, azlocidina, acido
nalidixico, trimetroprim y anfotericina B. La turbidez fue ajustada a la escala de
McFarland, las diluciones seran realizadas en el mismo caldo. La incubacion se
realizé a 37°C bajo una atmésfera de 5% CO:2 durante 2-3 semanas, monitoreando el

cultivo 1-2 veces por semana.

Las cepas de S. aureus ATCC 25923 y E. coli ATCC 35218 fueron empleadas para
preparar los inéculos en caldo de soya tripticaseina, los cuales fueron incubados por
24 h a 37°C. Posteriormente, se prepararon las diluciones en solucién salina 0.85 %
para ser ajustados a una turbidez 0.5 en la escala de McFarland (1.5 x 108 UFC/mL).

5.3.3 Cultivo de macrofagos

La linea celular de macrofagos J774A.1 (TIB-61 ATCC) fue cultivada en medio RPMI
1640 suplementado con 10% de FBS, 1% de medio MEM-NEAA y 100 U/mL de
penicilina-estreptomicina, incubado a 37°C bajo una atmdsfera de 5% de COs-.

5.3.4 Inhibicién metabdlica in vitro en parasitos

La actividad de los compuestos fue evaluada por el ensayo de reduccién de
resazurina de acuerdo con (Chacon-Vargas et al., 2019). Se emplearon 5 x 10°
promastigotes de L. mexicana en fase estacionaria y fueron cultivados en una
microplaca de 96 pozos. Los compuestos se afiadieron a una concentracion final de
5 upg/mL, empleando anfotericina B como control negativo de viabilidad de L.
mexicana. El control positivo de viabilidad fueron parasitos no tratados en el mismo
medio de cultivo y con la misma concentracion de DMSO empleada en los
compuestos que seran evaluados. La microplaca fue incubada por 24 h a 27°C en la
oscuridad. Pasado este tiempo se afiadieron 10 pL por pozo de resazurina al 0.01 %
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y fueron incubados bajo las mismas
condiciones. Después de 24 h la placa fue leida en un fluorbmetro a 544 nm de
excitacion y 590 nm de emisiéon. Cada condicion se ensay0O por triplicado. Cada

compuesto evaluado se compard contra el control positivo de viabilidad y se expresa
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como porcentaje de inhibicion metabdlica. Los compuestos que inhiben la actividad
metabdlica el parasito en al menos 50%, fueron evaluados posteriormente a
diferentes concentraciones seriadas comenzando desde 10 pg/mL. Los resultados
fueron convertidos a concentraciones molares. La metodologia anteriormente
descrita se aplico para determinar la concentracién que inhibe el 50% (Clso) de la
actividad metabdlica. La Clso fue calculada empleando la herramienta estadistica
Probit (version 4.1) (Chacon-Vargas et al., 2018).

5.3.5 Inhibicion metabdlica in vitro en Mycobacterium tuberculosis,
Mycolicibacter kumamotonensis y Mycobacterium smegmatis.

La actividad antituberculosa de los compuestos fue evaluada por el método de
resazurina con algunas modificaciones de acuerdo con las necesidades de
crecimiento de los microrganismos. Se prepararon los stocks de los compuestos en
DMSO a 5 mg/mL y fueron evaluados en un rango de concentracion final de 6.25-100
pug/mL. Como control negativo de crecimiento se emple6 el farmaco de referencia
rifampicina y bacterias sin tratar fueron empleadas como control positivo de
crecimiento. La placa fue incubada durante 5 dias a 37°C. Después de este tiempo,
se afiadio resazurina al 0.01% y 10% de Tween 80. Se incubd por 24 h 'y
posteriormente fue leida por fluorescencia en un lector de microplaca. Cada
compuesto evaluado fue comparado contra el control positivo y es expresado como

porcentaje de inhibicion metabdlica.
5.3.6 Inhibicién metabdlicaen S. aureus y E. coli

La evaluacion fue realizada en placa de 96 pocillos por la técnica de reduccion de la
resazurina anteriormente descrita. Los compuestos fueron afadidos a una
concentracion de 5ug/mL, como control negativo de crecimiento se empled
ciprofloxacino a 5ug/mL y control negativo bacterias sin tratar y la misma cantidad de
DMSO empleado en los compuestos. La placa fue incubada 24 h a 37°C,
posteriormente se adiciond resazurina al 0.01% y pasadas 2-4 h se realizaron las
lecturas de fluorescencia a una longitud de 544 nm de excitacion y 590 nm de

emision. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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5.3.7 Efecto citotoxico en macrofagos

La citotoxicidad de los compuestos fue determinada por el ensayo de dosis-
respuesta empleando macréfagos murinos J774A.1 (TIB-61 ATCC). Se empled una
cantidad de 5 x 10* células las cuales fueron sembradas e incubadas a 24 h para la
formacién de monocapa. Posteriormente cada compuesto fue probado en un rango
de 500- 31.25 pg/m (por triplicado). Los macrofagos sin tratar fueron designados
como control negativo y el control positivo los tratados con los farmacos de
referencia. Todos los grupos fueron evaluados por triplicado y se incubaron por 20 h
bajo las condiciones antes especificadas. Posterior a este tiempo, se realiz6 el
ensayo con resazurina al 0.01% y fue incubada por 4 h e inmediatamente fue leido
en el fluorébmetro. La concentracion citotdxica que ocasiona el 50% de muerte celular
(CCs0) fue determinada como se describe por (Mahmoudvand, Sepahvand,
Jahanbakhsh, & Azadpour, 2014)(Weniger et al., 2001).

5.3.8 indice de selectividad

El indice de selectividad (IS) indica la relacion entre la CCso para células mamiferas y
la Clso de los parasitos (CCso/Clso). Se considera una buena actividad biologica
cuando el IS es 210 (Weniger et al., 2001)(V. A. F. F. M. Dos Santos et al., 2013).

5.4 Estudios in silico

5.4.1 Analisis in silico de las propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas.

La prediccion de las propiedades fisicoquimicas se realiz6 empleando los SMILES
(especificacion de introduccion lineal molecular simplificada) de los compuestos. Se

emplearon los programas online de libre acceso: Data Warrior

https://openmolecules.org/, FAFDrugs4 https://fafdrugs4.rpbs.univ-paris-diderot.fr/,

SwissADME  http://www.swissadme.ch/ y Molsoft https://www.molsoft.com/. Los
resultados fueron analizados con respecto a las reglas de Lipinski, Veber y Egan
(Egan & Lauri, 2002; Lipinski, 2000; Veber et al., 2002).
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5.4.2 Anélisis AMDE-Tox

Las propiedades farmacocinéticas (ADMET) fueron determinadas en el programa

admetSAR http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/. Estos analisis permiten valorar y

descartar compuestos con poca o nula actividad y/o con riesgo de toxicidad previo a

ser evaluados de manera experimental.
5.4.3 Modelado por homologia

Leishmania mexicana posee tres genes que codifican para la enzima fumarato
reductasa (NUumeros de acceso: XP_003879115.1, XP_003879114.1 and
XP_003879080.1) todos ellos se encuentran en el cromosoma numero 34, dos estas
enzimas tienen una longitud de mas de 1000 aminoécidos y el tercero una longitud
de 495 aminoécidos. El software AlphaFold (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022)
fue empleado para obtener el modelo por homologia de las tres enzimas. El
protocolo de Rd.HMM fue usado para evaluar la idoniedad bioldgica de los modelos
obtenidos por homologia (Martinez-Castilla & Rodriguez-Sotres, 2010). Los
alineamientos estructurales fueron realizados con la herramienta Match-Maker del
software UCSF-Chimera (Pettersen et al., 2004).

5.4.4 Docking molecular

Con el fin de identificar potenciales sitios de union en la FRD con las 25 chalconas
reportadas en este estudio, se realizé un docking ciego empleando el software Pyrx
(Dallakyan & Olson, 2015). Todas las figuras fueron preparadas con el software
UCSF-Chimera (Pettersen et al., 2004) y el Consurf server (Ashkenazy et al., 2016)
fue empleado para analizar conservacion de residuos entre las tres enzimas de FRD
de L. mexicana, la FRD de Saccharomyces cerevisiae (PDB:5ZYN) y la FRD de
Shewanella frigidimarina (PDB:1Q08).

5.4.5 Prediccién de la actividad biolégica e identificacion de targets

El analisis de prediccion de la actividad se realiz6 en el programa PASS online

(http://www.pharmaexpert.ru/passonline/) y la identificacién de targets se determiné

en SwissTargetPrediction (http://www.swisstargetprediction.ch/) empleando los

SMILES como archivo de entrada.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Sintesis de chalconas O-preniladas

La sintesis de los precursores 3-5 se realiz6 mediante la reaccion de Williamson,
obteniéndose rendimientos regulares O-prenil vainilina (63%), O-prenil

acetovainillona (47%) y O-geranil vainillina (62%).

El rendimiento teorico (calculado) en una reaccion quimica deberia ser del 100% sin
embargo, de manera practica es un valor que no se logra alcanzar. Segun lo
reportado por Vogel et al., los rendimientos se pueden clasificar como sigue: un
rendimiento cercano a 100% se denomina cuantitativo, los rendimientos mayores al
90% se denominan como excelentes, rendimientos mayores al 80% se consideran
muy buenos, rendimientos por encima del 70% se consideran buenos, aquellos entre
el 60 y 50% son regulares y rendimientos menores al 40% se consideran bajos
(Vogel, Tatchell, Furnis, Hannaford, & Smith, 1996).

La obtencién de 25 nuevas chalconas por fue realizada por la condensacion de
Claisen-Schmidt; entre los precursores prenilados 3 y 4 con benzaldehidos vy
acetofenonas sustituidas con grupos electroatractores y electrodonadores. Se
obtuvieron rendimientos de regulares a excelentes en un rango de 45-92% (Tabla 3),
lo cual coincide con chalconas preniladas reportadas en la literatura por el mismo
método de sintesis (Chacon-Vargas et al., 2019; Espinoza-Hicks et al., 2019; S.
Gupta et al., 2014). La presencia de grupos electroatractores no interfiere de manera
considerable en los rendimientos. Sin embargo, los compuestos 6-18 derivados de
O-prenil vainillina muestran que los sustituidos con grupos electroatractores por
efecto inductivo F, Cl y CFs en posicion orto al carbonillo tuvieron los mayores
rendimientos (90, 92 y 85% respectivamente). En el caso de las chalconas 6-8
sustituidas con el grupo NOz2, que es electroatractor por efecto inductivo y resonante
la posicion para favorecio el mejor rendimiento (82%). Las chalconas 19-30 muestran
rendimientos variables de regulares a muy buenos (45-80 %) y no muestran un
comportamiento en base al patron de sustitucién. La presencia de N, N-dimetilamina
como grupo electrodonador en las chalconas 18 y 30 mostraron rendimientos buenos

en ambos (67 y 76% respectivamente).
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Tabla 3. Patron de sustitucion de chalconas O-preniladas.

Chalcona R! R2 R® RY R? R¥ Rendiomiento
6 NO:2 H H H OCHs O-pre 7/;
7 H NO2 H H OCHs O-pre 65
8 H H NO2 H OCHs O-pre 82
9 F H H H OCHs O-pre 90

10 H F H H OCHs O-pre 79
11 H H F H OCHs O-pre 50
12 CFs H H H OCHs O-pre 92
13 H CFs H H OCHzs O-pre 77
14 H H CFs H OCHs O-pre 80
15 Cl H H H OCHs O-pre 85
16 H Cl H H OCHs O-pre 75
17 H H Cl H OCHs O-pre 82
18 H H N,N- H OCHs O-pre 67
Dimetilamina
19 H OCHs O-pre H NO2 H 63
20 H OCHs O-pre H H NO2 71
21 H OCHs O-pre F H H 56
22 H OCHs O-pre H F H 69
23 H OCHs O-pre H H F 71
24 H OCHs O-pre CFs H H 80
25 H OCHs O-pre H CFs H 69
26 H OCHs O-pre H H CFs 78
27 H OCH3s O-pre Cl H H 76
28 H OCHs O-pre H Cl H 45
29 H OCHs O-pre H H Cl 49
30 H OCHs O-pre H H N,N- 76

Dimetilamina
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Todos los compuestos fueron debidamente caracterizados por RMN, IRy HRMS. En
la (Figura 29) se muestra el espectro 'H RMN del precursor 3 y las sefiales
correspondientes a la cadena de prenilo aparecen de la siguiente forma; en 1.76 y
1.79 ppm los metilos geminales aparecen como singuletes en la misma region, el
grupo metoxilo aparece en 3.93 ppm como singulete, en 4.68 ppm aparecen los
protones del metileno como un doblete y el metino muestra un desplazamiento de
5.52 ppm con un acoplamiento dddt con sus respectivas constantes de acoplamiento
de J = 6.8, 5.6, 2.8, 1.2 Hz. Los protones arométicos se observan como un doblete
en 6.98 ppm para el proton H-5’, para el H-2’ se observa un doblete en 7.41 ppm y un
doble de dobles en 7.44 ppm pata el H-6’. Finalmente, el protén acido del aldehido
se observa en 9.84 ppm como un singulete (Figura 29). En el precursor 4 las sefiales
tienen desplazamientos muy similares a excepcién de que la sefal del aldehido
desaparece y en cambio se observa una sefal de un metilo en 2.96 ppm debido a la

presencia de un grupo COR en posicién alfa (Figura 30).
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Figura 29. Espectro *H RMN (CDCl3, 400 MHz) de O-prenil vainillina
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Figura 30. Espectro *H RMN (CDCls, 400 MHz) de O-prenil acetovainillona.

Para demostrar la formacién del producto esperado en la (Figura 31) se muestra un
espectro de 'H RMN de la chalcona 8 sustituida con un grupo electroatractor (NO2) y
una chalcona 30 con un grupo electrodonador (N, N-dimetilamina). Como se
describio en el precursor, las sefiales a campo alto corresponden a la cadena prenilo
comenzando por los metilos en 1.76 y 1.79 ppm, el grupo OCHs en 3.94 ppm, el
metileno en 4.65 ppm y en 5.55 ppm el metino. La asignacion de los protones
aromaticos para el compuesto 8 comienza con los protones del anillo B de la
chalcona; un doblete en 6.91 ppm para el H-5", un doblete en 7.16 ppm para H-2" y
un doble de dobles en 7.23 ppm para H-6". Posteriormente, las sefiales que indican
la formacion del sistema a, B-insaturado se observan como dobletes con efecto roof
en 7.34 y 7.79 ppm con una constante de acoplamiento trans de J=15.6 Hz.
Finalmente, los protones aromaticos del anillo A que se encuentra para sustituido con
el grupo NO2 muestra desplazamientos en 8.13 y 8.34 ppm con un sistema de tipo
AA’ BB'. En este caso el grupo NO:2 ejerce un efecto inductivo y resonante,

desapantallando y desplazando los protones aroméaticos a campo bajo (Figura 31).
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Figura 31. Espectro *H RMN (CDCls, 400 MHz) de chalcona 8.

En la chalcona 30, podemos observar el efecto contrario con la presencia de un

grupo electrodonador como la N, N-dimetilamina, quien dona densidad electrénica y

los protones aromaticos aparecen apantallados o a campo mas alto. De igual forma

se observa un sistema de tipo AA’ BB’ en 6.69 y 7.55 ppm al ser para sustituido y

para confirmar la formacién del sistema a, B-insaturado se determind la constante de

acoplamiento siendo de 15.4 Hz para H-2 y H-3 (Figura 32). La asignacion de los

espectros de H y 13C correspondiente a cada chalcona se encuentran en la seccién

de anexos.
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Figura 32. Espectro *H RMN (CDCls, 400 MHz) de chalcona 30.

6.2 Sintesis de bases de Schiff

La sintesis de hidracidas 34-36 a partir de los esteres comerciales 31-33 resulté en

rendimientos bajos a regulares (29-56%).

Los espectros de *H NMR correspondientes a la isoniacida 35 (Figura 33), pirazina 2-

carbohidracida 36 (Figura 34) y 2-hidroxibenzohidracida 37 (Figura 35). Aunque la

isoniacida fue sintetizada, finalmente se emple6 una forma comercial para la sintesis

de los compuestos.

Para confirmar la sintesis de la hidracida se observa que el

OCHs del éster desaparece y en cambio se observan los protones del NH2 entre 4 y

5 ppm, y el NH en 10 ppm que se desprotege debido al grupo -COR en alfa.
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Figura 33. Espectro 'H RMN (DMSO-de, 400 MHz) de isoniacida.
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Figura 34. Espectro *H RMN (DMSO-ds, 400 MHz) de pirazina 2-carbohidracida.
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Figura 35. Espectro *H RMN (DMSO-ds, 400 MHz) de 2-hidroxibenzohidracida.

Para la sintesis de los derivados de la serie 1 se parti6 de la generacién de
benzaldehidos (37-42) sustituidos con aminas heterociclicas mediante sustitucion
nucleofilica aromética. Empleando K2COs como base y TBAB como catalizador de
transferencia de fase en DMF como solvente, que tras pruebas preliminares dichas
condiciones tuvieron los mejores resultados. La sustitucién se realiz6 de acuerdo a
(Osmaniye et al., 2018) con algunas modificaciones, obteniéndose rendimientos

similares.

Para demostrar la formaciéon de estos compuestos, en el espectro de H RMN del
precursor 37 se pueden observar los protones metilénicos del anillo de morfolina, en
3.34 ppm los protones alfa al nitrdgeno y los protones alfa al oxigeno se observan
mas desprotegidos a 3.85 ppm. En la zona aromética, entre 6.92 y 7.77 ppm se
observa el sistema AA’ BB’ que corresponden a un benceno para sustituido y a

campo mas bajo cerca de 10 ppm el protén del aldehido (Figura 36).
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Figura 36. Espectro 1H RMN (CDCI3, 400 MHz) del amino benzaldehido 37.

Las condiciones para la obtencion de las bases de Schiff a partir de estos
precursores es sencilla y los rendimientos de los productos (43-69) se encuentran en
un amplio rango de (14-88%). La mayoria de los derivados de isoniacida (43-51) se
mantuvieron en rendimientos regulares a buenos. De manera contraria la mayor
parte de las bases de Schiff a partir de la pirazina 2-carbohidracida (52-60) mostraron
rendimientos bajos, esto se atribuye a que su purificacion fue mediante
recristalizacion y en el proceso se perdié producto. Finalmente, los derivados de 2-
hidroxibenzohidracida (61-69) mostraron rendimientos variables desde muy buenos,
algunos regulares y otros bajos (Tabla 4). Diversos métodos de sintesis han sido
desarrollados, sin embargo, el mas simple involucra la condensaciéon en medio
organico. La formacion de la imina comprende de dos pasos. En el primero el
nitrbgeno de una amina primaria acta como nucledfilo y ataca al carbono
electrofilico del carbonilo de un aldehido o cetona, para formar un hemiaminal. En el
siguiente paso se transforma en una imina mediante la perdida de agua y la

formacion de un doble enlace del tipo C=N (Dzeikala & Sykula, 2018).
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Tabla 4. Patréon de sustitucion de la serie 1 de bases de Schiff.

Base

e Estructura Base
q 0
d Rto % de Estructura Rto %
Schiff Schiff
43 @ﬁ\”/no 0 57 57 ) N %:] 24
0. ) e] ; o
S
44 A 75 58 @N/H mﬁ] 14
o e
45 S 63 ek e 69
@/@ﬁ o )\AOQAN E)iN
46 w Oy 52 | e0 .M 36
N@g“ o )W\AO/E;A Tl)iN
47 Y 61 61 A 42
PWsan s Wop s
48 N Sl g 79 62 - “y@ 67
%ioéﬂ 0 OQN O OH
49 . LW 16 63 SN 46
Wasae Wank s
o4,
50 wn 68 64 X 51
JVO/QAN/ 0 4\N/©ﬁN o OH
0 Mo
51 WA 46 65 N 88
52 4 :N] 24 66 . 83
53 0 36 67 St 15
X, N X, N
o O
54 W[ 36 68 SR 49
o P
35 i 0y 48 69 N 61
N%N/QAN/N% )W\Ao/(?ﬁ o oH
) _
56 wx L) 73
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Para demostrar la formacion de los derivados de bases de Schiff, a continuacion, se
describe el andlisis de un espectro de *H NMR del compuesto 61. Primero se debe
identificar la sefial que indica la formacién de la imina que resulta de la eliminacion
de una molécula de agua en la condensacion del aldehido con la hidracida. El proton
del enlace N=CH se observa en 8.35 ppm como un singulete que integra para 1H.
Adicionalmente en todos los compuestos, observaremos el protén de la amida de la
hidrazona la cual se encuentra mas desprotegido y se desplaza hasta 11.68 ppm.
Los protones del anillo de la morfolina se encuentran protegidos entre 3y 4 ppm. Los
protones aromaticos de la hidracida y del aldehido para sustituido se observan entre
7 y 8 ppm como previamente se describieron. Finalmente, a campo bajo en 12.05

ppm se observa el protdn del OH de la hidracida (Figura 37).
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Figura 37. Espectro *H RMN (DMSO-dg, 400 MHz) del compuesto 61.

De igual manera se realizo la sustitucion de 3,4 difluorobenzaldehido con aminas
secundarias para obtener los compuestos 70-73 los cuales se emplearon para la
sintesis de la serie 2 de las bases de Schiff 74-85. Obteniéndose mejores

rendimientos (37-88%) (Tabla 5) que la serie 1; desde bajos como el compuesto 80,
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regulares como 81, 84 y 85, buenos como 77, 78 y 82 y muy bueno como el
compuesto 74. Estos resultados pueden asociarse con la presencia de un grupo flaor

en posicion meta al carbonilo.

Tabla 5. Patréon de sustitucion de la serie 2 de bases de Schiff.

Base

Base
de Estructura Rto % de Estructura Rto %
Schiff Schiff
w [N
Sy—N N
L e 88 | 80 37
o J * C’

N
Iy
F
N
. ;
s ALK g o1 sl L)
QN ’ N//\N/QA °
o
76 SN e
i g I 48 82 . g L 77
. Y
'
\N/N
/Q/\ O OH
F
H
\N/N
g O OH
F
H
\N’N
4\N/©A O OH
T

77 sl
) Qﬁ I 73 83 o 48
= m@ Wﬁ] 76 84 a 54

68

& o /@”wﬁ 66 85

En el espectro de 'H RMN del precursor 71 se pueden apreciar los protones
correspondientes al anillo de pirrolidina apareciendo mas desapantallados los que
estan alfa al nitrégeno en 3.55 ppm e integrando para 4H y en 1.98 ppm se observan
los protones metilénicos en posicion beta al nitrdgeno que de igual forma integran
para 4H. Los protones aromaticos se observan entre 6.6 y 7.5 ppm y muestran
acoplamiento con fldor. Finalmente, en 9.68 se observa el proton del CHO (Figura
38). Con respecto a la base de Schiff 76, las sefiales que confirman la formacion de
la hidrazona se observan en 8.54 ppm para la imina y en 12.22 ppm el protén de la
hidracida, ambos como singuletes debido a la ausencia de protones vecinos. Los
protones aromaticos del precursor 71 y de la hidracida 35 ya fueron previamente

descritos (Figura 39).
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Figura 39. Espectro 1H RMN (DMSO-ds, 400 MHz) del compuesto 76.
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La serie 3 de bases de Schiff corresponde a los derivados 86-102 que se obtuvieron
a partir de la 2-hidroxibenzohidracida (36) y aldehidos sustituidos con grupos
principalmente electroatractores. Los rendimientos obtenidos oscilan entre (35-86%),
sin embargo, solo dos de diecisiete compuestos mostraron rendimientos bajos; los
cuales estaban sustituidos con Cl en posicion orto y meta. Diez de los compuestos

mostraron rendimientos de buenos a muy buenos (72-86%) y cinco derivados

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

tuvieron rendimientos regulares (48-66%) (Tabla 6).

Tabla 6. Patron de sustitucion de bases de Schiff de la serie 3.

R, SN
N
Ry R, O OH
R
Base de R! R? R3 R4 Rto %
Schiff
86 NO> H H H 55
87 H NO: H H 74
88 H H NO> H 79
89 F H H H 84
90 H F H H 75
91 H H F H 78
92 cl H H H 35
93 o Cl H H 38
94 o H Cl H 52
95 CFs H H H 56
96 H CFs I H 84
97 o H CFs H 77
% H H Dimgltillji;nina H 48
99 H H OH H 85
100 H H OCHzs H 66
101 H OCHs OCHzs H 72
102 H OCHzs OCHzs OCHs 86
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El andlisis del espectro de 'H RMN del derivado 89 muestra las sefiales que indican
la formacion del producto, en 8.7 ppm un singulete corresponde al proton de la imina.
En la zona aroméatica se pueden apreciar los protones correspondientes al aldehido
sustituido con fldor en orto con un sistema AA’ BB’ y los protones de la hidracida.
Finalmente, los protones del OH y NH se observan desprotegidos en 11.8 y 11.9 ppm
respectivamente (Figura 40). Este compuesto sera tomado como referencia para
explicar la asignacion de un espectro de *3C y sus acoplamientos con fllor (Figura
41). La constante de acoplamiento mas grande C-F es a un enlace, en este caso
corresponde al C-2” de esta molécula y fue (d, J = 250.3 Hz) en 161.36 ppm. El
acoplamiento C-F a dos enlaces corresponde a (d, J = 20.7 Hz) en 116.51 ppm, la
constante a 3 enlaces para 4” y 6” es de (d, J = 9.9 Hz) en 122.16 y (d, J = 8.7 Hz)
en 132.71 y finalmente la constante de acoplamiento a 4 enlaces fue de (d, J = 3.3
Hz) en 125.44 ppm. Otra sefial importante es el carbon de la imina (C-2) que se

encuentra desplazado en 141.92 ppm (Figura 41).
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Figura 40. Espectro *H RMN (DMSO-ds, 400 MHz) del compuesto 89 de la serie 3.
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Figura 41. Espectro 3C RMN (DMSO-ds, 100 MHz) del compuesto 90 de la serie 3.

La serie 4 de bases de Schiff se disefid con el objetivo de mejorar la lipofilicidad de
los derivados de bases de Schiff al incorporar un grupo preniloxi en la hidracida. El
compuesto 103 fue obtenido a partir del éster metil salicilato mediante alquilacién en

presencia de cloruro de prenilo.

En la (Figura 42) se muestra el espectro 'H RMN que corrobora la sintesis del
precursor 103 donde se confirma la alquilacion del éster y la sefal del OH
desaparece y se observan las sefiales del prenilo las cuales aparecen de la siguiente
forma; en 1.73 y 1.77 ppm aparecen los metilos como singuletes, el grupo metoxilo
aparece en 3.88 ppm como singulete, en 4.62 ppm aparecen los protones del
metileno como un doblete, el metino muestra un desplazamiento de 5.50 ppm y de

6.94 a 7.78 ppm los protones aromaticos.
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Figura 42. Espectro 'H RMN (CDCls, 400 MHz) del éster prenilado 104.

Posteriormente, en presencia de NH2NH2 se obtuvo la hidracida 104 y para confirmar

la sintesis en el 'H RMN se observa que el OCHs del éster desaparece y en cambio

se observan los protones del NHz entre 4.14 ppm y el NH en 9.07 ppm (Figura 43).

Para confirmar la sintesis de bases de Schiff, se observa el espectro de 'H para el

compuesto 119 y la sefial que demuestra la formacién de la imina es el singulete en

7.94 ppm y el proton del NH en 11.21 ppm. Las sefiales arométicas corresponden al

benceno orto sustituido que corresponde a la hidracida y al benceno trisustituido con

grupos metoxi (Figura 44).
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Figura 44. Espectro 'H RMN (CDCl3, 400 MHz) del compuesto 119 de la serie 4.
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Los derivados 105-120 se obtuvieron mediante la condensacién con aldehidos
sustituidos con grupos electroatractores y electrodonadores. Los rendimientos fueron

variables, desde bajos hasta muy buenos (44-75%) (Tabla 7).

Tabla 7. Patréon de sustitucion de bases de Schiff serie 4.

R4 \N,H
R3 R (0] (0]
R? S
ngﬁifo][e R R2 RS R Rto. %
105 NO> H H H 93
106 H NO> H H 75
107 H H NO> H 78
108 F H H H 77
109 H F H H 70
110 H H F H 67
111 cl H H H 66
112 H cl H H 63
113 H H cl H 44
114 CFs H H H 78
115 H CFs H H 73
116 H H CFs H 83
117 H OCHs = O-ger H 67
118 H H OCHs H 50
119 H OCHs  OCHs H 91
120 H OCHs = OCHs  OCHs 77
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6.3 Evaluacion biolégica de la serie de chalconas en Leishmania mexicana.

Se determiné la capacidad de inhibicion metabdlica en promastigotes de Leishmania
mexicana a una concentracion inicial de 5 pyg/mL (Tabla 8). Los resultados mostraron
gue once de los veinticinco derivados presentaron un porcentaje de inhibicion
cercano o mayor al 50%. No obstante, ninguno superé la inhibicion producida por el

farmaco de referencia.

Como primer analisis de relacion estructura-actividad, se observa que la sustitucion
con el grupo O-prenilo incrementa la actividad con respecto al grupo O-geranilo,
como fue reportado por (Chacon-Vargas et al., 2019). Adicionalmente, se observa
que cuando la unidad de isopreno se encuentra sustituido en el anillo A los
compuestos muestran un mayor efecto de inhibicién contra Leishmania ya que siete
de ellos presentaron porcentajes de inhibicion metabdlica 250%. Mientras que solo
cuatro compuestos sustituidos con O-prenilo en el anillo B mostraron una inhibicion
>50%. Esto concuerda con (S. Gupta et al., 2014) quienes sugieren que la naturaleza
de sustituciones en el anillo A y B son de gran importancia para la actividad
leishmanicida. Entre los anélogos sustituidos con grupos O-alquenilos, una chalcona
sustituida con el grupo O-geranilo en el anillo A mostré buena inhibicién en modelos

in vitro e in vivo contra L. donovani.

Como parte de la variabilidad estructural, la serie de chalconas reportadas en este
trabajo pusieron en evidencia que la incorporacion de grupos nitro, cloro, flaor,
trifluorometilo y N,N-dimetilamina estan relacionados con una mejor actividad
leishmanicida en comparacion a la sustitucibn con grupos metoxi, como se reportd
previamente (Espinoza-Hicks et al., 2019). En contraste, una serie de chalconas
sustituidas con un grupo electroatractor como el flor, no mostraron una actividad
inhibitoria significativa en amastigotes de L. braziliensis. Contrario a la presencia de
un grupo metoxi, el cual actia como un sistema electrodonador y resulté ser mas
activo. Cabe mencionar que esos grupos solo fueron sustituidos en el anillo B de la
chalconas (Gonzalez et al., 2020). Al respecto, una serie de chalconas
polimetoxiladas demostré mejor actividad contra Leishmania cuando estos grupos

fueron localizados en el anillo A (Bello et al., 2011).
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%

Chalcona R? R3 R4 R? R¥ R¥ [UM] IR lieian

metabdlica
6 NO2 H H H OCHs O-pre 1361 72.12+3.13
7 H NO2 H H OCHs O-pre 1361  22.60+3.75
8 H H NO2 H OCHs O-pre 13.61 @ 4.22+0.37
9 F H H H OCHs O-pre 1469  7.11x217
10 H F H H OCHs O-pre 1469  32.27+1.94
11 H H F H OCHs O-pre 1469  48.27+1.30
12 CFs H H H OCHs O-pre 12.81  68.19 +2.09
13 H CFs H H OCHs O-pre 1281 51.20+1.46
14 H H CFs H OCHs O-pre 1281  14.72+5.48
15 Cl H H H OCHs O-pre 14.01  26.35+4.92
16 H Cl H H OCHs O-pre 1401 26.73+7.18
17 H H Cl H OCHs O-pre 1401 35.0+6.94
18 H H N,N- H OCHs O-pre 13.68 = 2.39+0.07

dimetilamina
19 H OCHs O-pre H NO:2 H 13.61 9227 +3.36
20 H OCHs O-pre H H NO:2 13.61 28.18+4.88
21 H OCHs O-pre F H H 1469  44.01 +9.59
22 H OCHs O-pre H F H 14.69  50.40 +3.94
23 H OCHs O-pre H H F 1469 @ 25.69+8.44
24 H OCHs O-pre CFs H H 1281 @ 592 +545
25 H OCHs O-pre H CFs H 12.81 | 92.56 +0.20
26 H OCHs O-pre H H CFs 12.81  88.36 +0.72
27 H OCHs O-pre Cl H H 14.01 21.34 +4.66
28 H OCHs O-pre H Cl H 1401  63.39+1.99
29 H OCHs O-pre H H Cl 1401  66.92 +2.33
30 H OCHs O-pre H H N,N- 13.68 @ 9.26 £ 1.07
dimetilamina
Anfotericina — — — — — - 5.41 99.99

B

82



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Al evaluar las diferencias entre los isomeros estructurales se puede notar que ocho
de las chalconas mostraron inhibicion metabdlica mientras que sus isOmeros
estructurales no lo hicieron. Tal es el caso de la chalcona 12 sustituida con un grupo
O-prenilo en el anillo B y un CF3 en posicion orto que mostré una mayor inhibicion
metabdlica (68.19%) que su isbmero 24 (5.92%) (Tabla 8). Asimismo, las chalconas
19 (92.27%) y 26 (88.36%) sustituidas con el grupo O-prenilo en el anillo A mostraron
un mayor porcentaje de inhibicion que sus isomeros 7 (22.60%) y 14 (14.72%)
respectivamente. De manera contraria, los pares de chalconas 15 y 27 (orto-Cl
sustituidas), 8 y 20 (para-NO: sustituidas) donde ningun isémero mostro inhibicién
250%. Por otra parte, 13 y 25 (meta-CFs sustituidas) mostraron inhibicién =50%
(Tabla 8).

Las chalconas 6, 11, 12, 13, 19, 21, 22, 25, 26, 27 y 29 fueron seleccionadas y
evaluadas a diferentes concentraciones con el objetivo de obtener los valores de Clso
(Tabla 9). Se puede notar que la mayor inhibicién corresponde a los compuestos que
tienen grupos electroatractores (CFs3, F, Cl y NO2) en contraste con el grupo
electrodonador (N, N-dimetilamina) el cual mostré la inhibicibn mas baja contra L.
mexicana. De los veinticinco compuestos evaluados once mostraron IS>10 y de
manera contraria en la serie de chalconas con grupos metoxi previamente reportada,

solo 2 de 20 compuestos mostraron selectividad contra L. mexicana.

Los resultados mostraron que los sustituyentes en posicién meta favorecen el efecto
leishmanicida como se observa en las chalconas 13, 19, 22, 25 y 28. Los tres
compuestos mas activos fueron 12 (orto-CFs en el anillo A), 19 (meta-NOz2 en el anillo
B) y 25 (meta-CFs en el anillo B) con un Clso <10 pM. De la misma forma, derivados
de trimetoxi-chalconas con sustituyentes en orto y meta en el anillo A reportaron un
incremento en la actividad leishmanicida. Un andlisis tedrico de las propiedades
electronicas sefald la importancia estérica del grupo carbonilo y la contribucion

electronica a la actividad biologica en este tipo de derivados (Bello et al., 2011)
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Tabla 9. Efecto inhibitorio y citotoxicidad de chalconas O-preniladas.

Compuesto | Cho (M) e s
L. mexicana 1774 A1 CC50/IC50
19 4.57
(3.70-5.47) >1360.91 >297.62
12 8.04
(7.58-8.50) >1280.74 >159.24
25 8.22
(7.43-8.99) >1280.74 >155.76
6 10.13
(9.36-10.91) >1360.91 >134.41
28 11.15
(10.45-11.85) >1401.19 >125.63
26 10.58
(10.04-11.12) >1280.74 >121.07
29 13.70
(13.0-14.43) >1401.19 >102.25
22 16.69
(15.57-17.80) >1468.90 >88.03
21 17.68
(16.72-19.01) >1468.90 >82.24
13 15.88
(15.06-16.73) >1280.74 >80.65
11 18.95
(18.01-19.89) >1468.90 >77.52
Anfotericina 0.352 121.69 346
B (0.330-0.380)  (115.80-127.57)

Los valores en paréntesis representan el intervalo de confianza determinado por el
método Probit con 96% de confianza.

El analisis del efecto citotoxico en macrofagos murinos destaca que todos los
compuestos evaluados mostraron ser menos toxicos que la anfotericina B, con una
CCso al menos diez veces mayor (Tabla 9). La concentracion exacta a la cual los
compuestos reducen la viabilidad celular en un 50% no pudo ser determinada debido
a que la maxima concentracion evaluada fue de 500 pg/mL donde el DMSO no
excede el 5%, ya que concentraciones mayores son citotoxicas. La serie de O-
geranilchalconas con CI, F y NO2 como grupos funcionales mostraron valores mas
bajos de CCso (55.80-480-39 uM) (Chacon-Vargas et al., 2019) la serie de O-
prenilchalconas (>1280.74-1468.90 uM) reportada en este trabajo. En comparacion
con los valores de citotoxicidad de la serie de chalconas preniloxi con grupos metoxi
fueron similares (824.8-1752.6 uM), a excepcién del compuesto L7 (Figura 20) que
fue altamente toxico (25.6 uM).
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El indice de selectividad (IS) es usado para estimar la toxicidad de un compuesto
sobre las células del hospedero comparado con el patégeno. Un compuesto es
considerado selectivo si el 1S=210, lo cual indica que el compuesto afectara
principalmente al parésito (V. A. F. F. M. Dos Santos et al., 2013; Weniger et al.,
2001). Los resultados mostraron que las once chalconas fueron selectivas contra L.
mexicana (Tabla 9). La chalcona 19 sustituida con un grupo prenilo en el anillo Ay un
grupo NO:2 en posicion meta en el anillo B, fue el compuesto hit con el mayor IS
(>297.62), que ademas fue muy cercano al del farmaco de referencia (1S=346). De
manera interesante el compuesto L10 (Figura 20) reportado por (Chacon-Vargas et
al., 2019) fue el hit de esa serie con un 1S=21.46, el cual de igual forma fue sustituido
con un grupo meta-NO2 en el anillo B y un grupo geranilo en el anillo A.
Resumiendo, las chalconas que contienen un sustituyente NOz en posicion meta
demostraron el mejor efecto leishmanicida y cuando la unidad de geranilo es
cambiada por prenilo, resulta en un incremento de la selectividad. Un estudio
realizado con 4-nitrochalcona mostré potencial para reducir la viabilidad de L.
amazonensis provocando cambios morfologicos y bioquimicos compatibles con una

muerte celular por apoptosis (Assolini et al., 2020).

El andlisis de relacion estructura-actividad de las chalconas seleccionadas como las
mMAas activas muestra la posicion de los sustituyentes, cinco de ellas sustituidas en
posicion meta, tres en posicidon para y tres en orto (Figura 45). Esto sugiere que la
posicion meta es la que mas favorece la actividad biolégica y debe ser considerada
para proximos disefios de compuestos con potencial leishmanicida. Algo interesante
gue resalta en los resultados, es que siete de los once compuestos que mostraron
selectividad contra L. mexicana fueron chalconas fluoradas con grupos CFs y F en
posicion orto, meta y para (Figura 45). En afios recientes, un 20% de los farmacos
en el mercado son farmacos fluorados (Inoue, Sumii, & Shibata, 2020). Los grupos
flor y trifluorometilo pueden modular las propiedades fisicoquimicas como la
lipofilicidad y en consecuencia incrementa la afinidad de union con biomoléculas
(Michalkova et al., 2021; Schiesser et al., 2020). En este trabajo el F y CF3 son
cruciales para conseguir una mayor actividad leishmanicida independientemente si la

posicion es en orto, meta o para cOmo se observo en los compuestos 11, 12, 13, 21,
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22, 28 y 29 (Figura 45). No obstante, el CF3 sobresale al mostrar ain mayor
selectividad. De manera contraria, la presencia simultanea de un grupo CF3 y O-
geranilo, tiende a disminuir la actividad leishmanicida (Chacon-Vargas et al., 2019).
Lo cual sugiere que la combinacion de un CFs y un grupo O-prenilo, son

sustituyentes esenciales para ejercer un efecto inhibitorio contra Leishmania.

6

1S=>134.41

! i O-prenilo en anillo B

|
1 ' O-prenilo en anillo A

Posicién orto Posicién meta Posicién para

Figura 45. Anédlisis de relacion estructura-actividad de las moléculas més potentes.
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6.4 FRD como target de Leishmania mexicana: Analisis in silico.

Hasta la fecha no se han reportados estructuras terciarias de la enzima fumarato
reductasa de L. mexicana. Considerando que la FRD puede ser una diana molecular
especifica para el disefio de antiparasitarios, en este trabajo se reporta el modelo

tridimensional construido por modelado por homologia (Figura 46).

La precision del modelo fue evaluada y se valido que la secuencia de aminoacidos se
acomodara con un buen valor de indice de Rd.HMM (Martinez-Castilla & Rodriguez-
Sotres, 2010). Posteriormente, con el fin de identificar potenciales sitios de unién en
la FRD se realiz6 un acoplamiento molecular ciego con todas las moléculas de
chalconas. Comparado a un enfoque clasico donde el sitio de unién es limitado a una
region especifica de la proteina, este tipo de enfoque permite explorar la superficie
completa de la proteina target con el objetivo de encontrar posibles sitios de union.
Esto resulta de gran utilidad cuando no se conoce el sitio de unién en dianas
moleculares con compuestos de interés biolégico (Hetényi & Van Der Spoel, 2002;
lorga, Herlem, Barré, & Guillou, 2006; Y. Liu et al., 2019).

Una vez completado el acoplamiento molecular, se inspeccionaron visualmente los
conférmeros para seleccionar los de menor energia de afinidad de union (Apéndices-
Figuras S1-S22). Asimismo, debian cumplir el criterio de estar acoplado cerca o en el
sitio de union de los sustratos de la enzima. Con el objetivo de identificar los sitios
importantes de nuestro modelo se comparé con la estructura de la FRD de
Saccharomyces cerevisiae la cual si cuenta con una estructura cristalogréafica (Kim et
al., 2018). Aun cuando la LmxFRD comparte una baja identidad en la secuencia de
aminoacidos con la S. cerevisiae, el alineamiento estructural mostr6é que la estructura
de ambas es muy similar (Figura 46), lo cual es comun entre las familias de estas

proteinas (Riveros-Rosas, Julian-Sanchez, Villalobos-Molina, Pardo, & Pifia, 2003).
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Figura 46. Comparacion estructural de la fumarato reductasa.
Alineamiento estructural entre el modelo por homologia de la fumarato reductasa de Leishmania
mexicana (naranja) y el cristal de la estructura de la fumarato reductasa de Saccharomyces cerevisiae
(PDB:5ZYN) (azul).

La fumarato reductasa de S. cerevisiae fue cocristalizada con flavin adenin
dinucleétido (FAD), flavin adenin mononucle6tido (FMN) y succinato. Los sitios de
unién de union del FAD y el succinato estaban bien respaldados por el mapa de
densidad electronica, ademas se encontrd y caracterizé un segundo sitio de union de

nucleodtidos en esta enzima (Kim et al., 2018).

En nuestro modelo dos sitios de union fueron identificados, los cuales se designaron
como sitio | (sitio activo- sitio de unién al fumarato) y sitio Il (segundo sitio de unién al
FAD). El andlisis de conservacion de residuos de la FRD de S. frigidimarina, S.
cerevisiae y L. mexicana mostrd que los residuos involucrados en el sitio de unién al
sustrato y a los cofactores son altamente conservados entres estas enzimas (Figura
47).
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3 4

H : 5 6 7 ISV

Variable Average Conserved

Figura 47. Conservacion de residuos.
(A) Representacion de la superficie del modelo por homologia de fumarato reductasa de L. mexicana,
el esquema de color muestra la conservacion de residuos. (B) Sitio de union al FAD, (C) segunda
molécula de FAD y (D) union de fumarato en la FRD de L. mexicana, asimismo se muestra la
conservacion de residuos. Las moléculas de FAD, FMN y succinato se muestran como barras y se
superpusieron en funcién de la alineamiento estructural entre la fumarato reductasa de S. cerevisiae

(PDB:5ZYN) y el modelo de homologia de fumarato reductasa de L. mexicana.

Cuando se analizé el acoplamiento molecular se pudo observar que las chalconas
con actividad biologica mas relevante 19, 12, 25, 6, 28, 29, 26 (IS = 100) se unieron
al sitio | y sitio I, lo cual puede ser un indicativo de que dependiendo de la presencia
0 ausencia de fumarato en la LmxFRD las chalconas pueden unirse al sitio | o sitio Il.
La (Figura 48) muestra el acoplamiento de siete chalconas con mayor relevancia en
la actividad biolégica y de la LicA, a excepcion de la chalcona 26 que se observa
unida al sitio Il, las otras seis chalconas se encuentras unidas al sitio I. No obstante,

estas moléculas también mostraron afinidad por el sitio Il.
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Figura 48. Acoplamiento molecular ciego.
Las chalconas con la selectividad mas alta por Leishmania (A) 19, (B) 12, (C) 25, (D) 6, (E) 28, (F) 29
acopladas en el sitio | y (G) 26 y LicA (H) unidas en el sitio Il del modelo por homologia de la fumarato

reductasa de L. mexicana. Los residuos se localizaron a <5 A de distancia de las moléculas. Los

atomos de nitrdgeno son azules, los de oxigeno son rojos y los de cloro son verdes.

La relevancia del segundo sitio de union de nucleétidos ha sido reportada y
explorada en la FRD de S. cerevisiae. Este sitio extra fue detectado cerca del sitio
activo y es capaz de oxidar cofactores de flavina como la riboflavina, FMN y FAD, los
cuales son especificos para ese sitio de la proteina. Esto permite una transferencia
directa de electrones entre el cofactor y el segundo sitio debido a la proximidad entre
estos, esto sugiere que puede ser importante para mantener un ambiente oxidativo
debido al remplazo de moléculas oxidadas de FAD (Kim et al., 2018). Por lo tanto,
moléculas que sean capaces de unirse con buena afinidad a ese segundo sitio
podrian ser capaz de modular la actividad de la fumarato reductasa.

Las conformaciones seleccionadas y la energia de uniéon de cada chalcona se
encuentran reportadas en la (Tabla 10). Las energias de union calculadas indican
que las chalconas tienen afinidad por la LmxFRD pero este valor no es capaz de

determinar que tan potente es cada ligando. Uno de los principales inconvenientes
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del docking es la falta de precision en las funciones de puntuacion (Guedes, Pereira,
& Dardenne, 2018; Stanzione, Giangreco, & Cole, 2021). Estas son funciones
matematicas que se emplean para predecir la mejor pose de un ligando y la afinidad
por una proteina de interés (Ramaswamy, Balasubramanian, & Rajagopalan, 2021).
Las funciones de puntuacion deben ser capaces de diferenciar entre compuestos
activos o inactivos, ya que la calidad de los resultados del docking dependen de la
precision de estas funciones (Charifson, Corkery, Murcko, & Walters, 1999; Wang,
Lu, & Wang, 2003).

En este trabajo mas de la mitad de las chalconas evaluadas mostraron buena
afinidad por ambos sitios y solo dos de ellos se unieron de manera exclusiva al sitio I.
La energia de unién para el sitio | se mantuvo en un rango de -7.0 a -8.6 Kcal/mol, lo
cual indica buena afinidad por el sitio de unién al sustrato (Tabla 10). La mayoria de
los compuestos mostréo acoplamiento en el sitio 1l. La energia de union de las
chalconas que se unieron a este probable segundo sitio de unién de nucleétidos se
mantuvo entre -7.5 a -8.7 Kcal/mol. Debido a los antecedentes de la Licochalcona A,
también se explor6 su modo de unién con la proteina y de manera interesante esta

solo mostré afinidad por el sitio Il con una energia de union de -8.1 Kcal/mol.

La combinacion de técnicas computacionales y experimentales ha sido de gran
importancia en la identificacion y desarrollo de nuevos compuestos con actividad
farmacoldgica (Ferreira, Dos Santos, Oliva, & Andricopulo, 2015). En la basqueda de
moléculas bioactivas es muy importante el andlisis de las propiedades
farmacocinéticas y de toxicidad, ya que en el desarrollo de farmacos esta es una de
las principales razones por la cual los candidatos fallan en las fases clinicas. En
consecuencia, es importante que exista un balance entre la potencia y las
propiedades de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecién y toxicidad (ADMET)
de moléculas con potencial farmacéutico. Al respecto, se han propuesto diversas
reglas para predecir que tan similar puede ser una molécula comparado con un
farmaco que ya ha sido aprobado, este término se conoce como drug-likeness. Las
reglas que guian dichas predicciones y estan basadas en las propiedades

moleculares comenzaron con las propuestas por Lipinski y las cuales se basaron en
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farmacos que son administrados por via oral (Lipinski, 2000). Estas reglas sugieren
que una molécula debe tener un peso molecular <500, <5 donadores de enlaces por
puentes de hidrogeno (HBD), <10 aceptores de enlaces por puentes de hidréogeno

(HBA) y un coeficiente de particion octanol-agua (LogP) <5.

Posteriormente, se han ido afiadiendo nuevos filtros como las reglas de Veber, Egan,
Ghose que incluyen otros parametros como el nimero de enlaces rotables permitidos
que no debe ser >10, el area de superficie polar topoldgica (TPSA) los cuales se
relacionan con la permeabilidad. Entre otros, se destacan el nUmero total de atomos
(20-70), el namero de anillos (1-4), la refractividad molar (40-130). Silos compuestos
evaluados no infringen mas de dos reglas esto sugiere una alta probabilidad de tener
una buena biodisponibilidad oral (Veber et al., 2002)(Egan & Lauri, 2002)(Ghose,
Viswanadhan, & Wendoloski, 1998).

La serie de chalconas fue sometida a un andlisis in silico (Tabla 10) para predecir las
propiedades fisicoquimicas y de toxicidad empleando el software DataWarrior y el
servidor SwissADME (Sander, Freyss, Korff, & Rufener, 2015)(Daina, Michielin, &
Zoete, 2017). Los resultados mostraron que todos los compuestos obedecen las
reglas para farmacos orales. El peso molecular de las chalconas varia en un rango
de (340.4 a 390.4 g/mol), no presenta donadores de hidrogenos (HBD), presentan de
3 a 6 aceptores de hidrogenos (HBA) y el numero de enlaces rotables varia entre (5-
8). Los parametros que son considerados para evaluar la capacidad de una molécula
de atravesar las membranas biolégicas son el area de superficie polar topoldgica
(TPSA) vy el coeficiente de particion octanol-agua (LogP). Las chalconas sustituidas
con el grupo NO2 mostraron valores de TPSA mayores (81.35 A), mientras que las
sustituidas con CFs mostraron los valores mas bajos (31.53 A) lo cual indica una
mayor capacidad para atravesar las membranas biolégicas. Los valores de LogP
variaron entre (3.71 a 5.58) los cuales también indican mayor caracter lipofilico y en
consecuencia su solubilidad en agua es de moderada a poco solubles con valores de
LogS entre (-5.84 a -5-04).
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Tabla 10. Prediccién de propiedades fisicoquimicas y toxicolégicas de chalconas O-preniladas.

Propiedades ADME Riesgos toxicolégicos Docking
Chalcona PM HBD HBA TPSA LogP Log8 SA MUT TUM  IRRIT RE E"erg”,' 4O Sitio unidn
(keal/mol)

; c . . . -8.0 Sitio 11
6 367.4 0 5 81.35 374 -5.04 3.30 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno 80 Sitio I
. . ‘ ) ) $.1 Sitio I1
7 367.4 0 5 81.35 3.76 -5.04 3.30 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno 70 Sitio T
8 367.4 0 5 81.35 3.71 -5.04 3.19 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno -8.2 Sitio 11
9 340.39 [} 4 3553 4.82 -5.14 3.14 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno -1.9 Sitio IT
10 340.39 0 4 35,53 4.82 -5.14 3.12 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno -8.1 Sitio 11
11 340.39 0 4 35.53 4.84 -5.14 3.10 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno i Sitio |
-1.8 Sitio I
. ‘ . . 718 Sitio I1
12 3904 0 6 3553 5.56 -5.57 332 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno 72 Sitio 1
13 390.4 0 6 3553 5.56 -5.57 3.29 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno i:g S’Silttif I[]
14 390.4 0 6 3553 5.56 -5.57 3.21 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno -8.6 Sitio I
15 350.84 0 3 35.53 5.04 -5.84 3.19 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno -1.7 Sitio 11
16 356.84 0 3 3553 5.05 5.84 3.10 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno 78 Sitio
oo o : : e e o 73 Sitio I
17 356.84 0 3 35.53 5.02 -5.84 3.10 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno i};? Sg1itt1icz]1[1
18 365.47 0 3 3877 4.5 -5.22 3.26 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno -8.4 Sitio [
19 3674 0 5 81.35 3.74 -5.04 3.31 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno -8.0 Sitio
20 3674 0 5 8135 | 377 | -504 | 323 | Ningmo | Aho | Ninguno | Ningun 83 Sitio [
R b > ’ 2 £une o gune gune 78 Sitio 11
21 340,39 0 4 35.53 483 5.4 3.15 | Ningmo | Alto | Ninguno | Ninguno ;: Ssll‘l'z 1[1
- . . -8.0 Sitio [
22 340.39 0 4 3553 4.8 -5.14 3.14 Ninguno Alio Ninguno | Ninguno 16 Sitio IT
PX] 34039 0 4 155 | 483 514 | 313 | Ningwo | Alo | Ninguno | Ninguno 76 Sitio 1
-1.5 Sitio 11
24 390.4 [ 6 3553 5.55 -5.57 338 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno :gi SS]i[tliUoIlI
25 390.4 [ 6 35.53 5.58 -5.57 331 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno -8.7 Sitio 11
. . . . -8.5 Sitio I1

26 3904 0 6 3553 5.56 -5.57 3.28 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno -
-8.3 Sitio I
27 356.84 0 3 3553 5.05 -5.84 327 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno -1.9 Sitio I
28 356.84 0 3 35.53 5.05 5.84 320 | Ninguno | Alto | Ninguno | Ninguno 80 Sitio 11
-1.3 Sitio |
29 356.84 0 3 35,53 5.04 -5.84 3.15 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno :33; 2:::;111
30 365.47 0 3 38.77 4.53 -5.22 3.29 Ninguno Alto Ninguno | Ninguno <17 Sitio 11
LicA 338.40 2 4 66.76 393 -4.98 3.23 Ninguno | Ninguno | Ninguno | Ninguno -8.1 Sitio 11

PM: peso molecular; HBD: donadores de H; HBA: aceptores de H; TPSA: area de superficie polar
topologica; LogP: coeficiente de particion octanol/agua; LogS: solubilidad en agua; SA: accesibilidad

sintética; MUT: mutagénico; TUM: tumorigénico; IRRIT: irritante; RE: efectos reproductivos.
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Otro dato de interés con respecto a su sintesis es el pardmetro de accesibilidad
sintética la cual se expresa en una escala de 1 (simple de sintetizar) a 10 (complejo
de sintetizar). En las chalconas el valor asignado para la accesibilidad sintética se
encontré cercano a 3, indicando la facilidad para la obtencién de estas moléculas.
Ya se ha reportado que las chalconas son moléculas de interés farmacéutico no solo
por sus actividades biolégicas, sino también a su estructura simple que permite una
gran variedad de sustituciones a través de diversos meétodos de sintesis (Gaonkar &
Vignesh, 2017; Rammohan et al., 2020) Esto les da ventaja sobre moléculas
complejas que pueden requerir mayor inversion de tiempo y reactivos.

Finalmente, un analisis de toxicidad predijo que ninguno de los compuestos tiene
potencial mutagénico, irritante o efectos en la reproduccion, pero si mostraron un
efecto tumorigénico. Aun cuando las predicciones sugieren que la serie de O-prenil
chalconas pueden ser consideradas como posibles candidatos a farmacos al cumplir
las reglas para farmacos orales, es estrictamente necesario llevar a cabo ensayos in
vivo para validar los resultados obtenidos.

En conjunto los resultados sugieren que la actividad biolégica de las chalconas
podria deberse a un mecanismo de regulacién enzimética por inhibicion del segundo
sitio de unién a nucledtidos. No obstante, el rol que ejerce el segundo sitio en la
regulacion de la enzima debe explorarse a mas detalle. Al respecto, las chalconas
que pueden unirse cerca del sitio de union del fumarato podrian estar causando un
impedimento estérico que impida la unién adecuada del sustrato.

Estos hallazgos apoyan los resultados reportados por (Lin Zhai et al., 1999) y (M.
Chen et al., 2001) donde demuestran que chalconas oxigenadas entre ellas la LicA,
interfieren con la funcionalidad de la mitocondria al inhibir la actividad de algunas
deshidrogenasas mitocondriales. La fumarato reductasa es una de las enzimas que
mostr6 mayor selectividad por la LicA. Debido a esto, podemos sugerir que las
chalconas alteran la funcion mitocondrial al afectar la actividad enzimética de la
fumarato reductasa en los parasitos de Leishmania. En tal sentido, es necesario
realizar ensayos con la fumarato reductasa de L. mexicana para determinar el efecto

de las chalconas sobre la actividad enzimatica de manera experimental.
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6.5 Evaluacién bioldgica de serie 1 de bases de Schiff en S. aureus y E. coli

Como prueba preliminar de la evaluacion bioldgica de los compuestos, se determind
el porcentaje de inhibicion metabdlica en S. aureus y E. coli mediante la técnica de
reduccion de la resazurina. Para este ensayo fueron evaluados los derivados 44-47,
51-56 y 60-65 de la serie 1 de bases de Schiff. Cabe destacar que ninguno de los
compuestos exhibié actividad contra la cepa de E. coli e incluso el farmaco de
referencia solo mostré un 6.3% de inhibicion. En el caso de S. aureus, de los 18
compuestos evaluados una tercera parte mostré algun porcentaje de inhibicion
(Tabla 11).

Tabla 11. Inhibicion metabélica de S. aureus con derivados de bases de Schiff.

Compuesto Estructura [Mg/mL] % Inhibicion
metabdlica
44 wn 0 125 4.02
~T -
o)
52 < LV 25 12.93
NN
_0
61 25 12.73

N
H /]
.
X X o o
_0O

64 H 25 26.4

.
o] OH

&)
69 <& Q) 25 1.93
)\wo/@A O OH
_0
70 i 0 25 1.59
)W\WO/QA O OH
_0
Ciprofloxacino 10 72.2

Sin embargo, comparado con el farmaco de referencia la actividad de los
compuestos fue baja. Siendo el compuesto 64 sustituido con un nucleo de pirrolidina
y derivado de la hidracida 37, el que mostr6 mayor porcentaje de inhibicion
metabdlica con un 26.4 % contra el 72.2% del ciprofloxacino. Las infecciones

bacterianas son un problema de salud mundial debido a los mecanismos de
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resistencia que los patégenos han desarrollado (Khan & Asiri, 2017). Parte de los
resultados observados se atribuye a que actualmente E. coli es resistente incluso a
los antibidticos de tercera y cuarta generacion (Chaudhary, 2016). Por ello es

necesario seguir desarrollando nuevos compuestos con actividad antimicrobiana.

Por otro parte, es importante mencionar que la solubilidad de los compuestos fue un
problema durante la evaluacién, ya que no fue posible evaluar concentraciones
variadas debido a una notable precipitacion de los compuestos. Al respecto, con el
fin de mejorar su solubilidad para los ensayos posteriores se prepararon las sales de
los derivados. Para los derivados de isoniacida y la pirazina 2-carbohidracida se
formaron los clorhidratos y sales de potasio para los derivados de la 2-
hidroxibenzohidracida.

6.7 Evaluacion de la serie 1 de bases de Schiff en M. tuberculosis, M.
kumamotonensis y M. smegmatis

La serie 1 de bases de Schiff se disefid con el objetivo de incluir tres hidracidas de
relevancia biolégica como lo son la isoniacida, la pirazina 2-carbohidracida y la 2-
hidroxibenzohidracida en conjunto con diversos heterociclos nitrogenados. Los
compuestos 43-68 fueron evaluados en tres cepas de micobacterias de interés
clinico (Tabla 12).

Tabla 12. Actividad antimicobacteriana de la serie 1 de bases de Schiff.

Estructura M. tuberculosis M. kumamotonensis M. smegmatis
CMI CMI CMI
IO W/Q NI NI 6.25

N

O

o YQ NI NI 6.25

Q

2 W/Q NI NI 6.25

Q

Ly YQ NI NI 6.25

7N

b

Q ™ W/Q 6.25 NI 6.25
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W YQ NI NI 6.25
@“/NYQ 6.25 NI 6.25
M@f ”/”YQ NI NI 6.25
WO@“/NO\Sl NI NI 6.25
eh iy NI NI 6.25
o/ 52
o ® 50 NI 6.25
C 53 |
. 0 WL] 100 NI 6.25
54
v Wi] NI NI 6.25
" 55
Wt L)
Qj@ “i e NI NI 6.25
e
Q/@ﬁ Wﬁ NI NI 6.25
o 57
I AT “/HW}N] ND ND ND
B 58
oA i:]
MV/@A : NI NI 6.25
59
Q”@A N/Hf%eo 100 100 6.25
Q”@A “/Q 50 50 6.25
61
@/Qﬁ\ “/Hf%m NI NI 6.25
e YQ 50 50 6.25
O 63
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. Y@

QQ” 29 50 50 6.25
W YQ 25 NI 6.25

o 65
(NQA W/Q N NI 6.25

o=, 66
AT Njﬁm 25 100 6.25
IS Swes N/nf%css 6.25 NI 6.25

NI= No inhibi6; ND= No determinado.

Los resultados mostraron que once de los veintisiete compuestos mostraron
actividad inhibitoria contra la cepa de M. tuberculosis. Los derivados 54 y 60 tuvieron
un valor de CMI de 100 pg/mL, cuatro de los compuestos 53, 61, 63 y 64 inhibieron a
50 pg/mL, a 25 pg/mL inhibieron los compuestos 65 y 67 y finalmente los derivados
47, 49 y 68 inhibieron a 6.25 pug/mL. Es importante resaltar que de esta serie los
derivados de la 2-hidroxibenzohidracida fueron los compuestos mas activos y
respecto a los heterociclos, los que mostraron mayor inhibicion contra M. tuberculosis

fueron el benzimidazol, la oxazolidinona y el anillo sustituido con O-geranilo.

Los compuestos también fueron evaluados en dos cepas de micobacterias no
tuberculosas. En el caso de Mycolicibacter kumamotonensis solo cinco de los
compuestos mostraron actividad. Los compuestos 60 y 67 tuvieron una CMI de 100
pug/mL, mientras que 61, 63 y 64 inhibieron a 50 ug/mL. De manera interesante todos
estos compuestos fueron derivados de la 2-hidroxibenzohidracida. Este
microorganismo fue aislado del complejo Mycobacterium terrae y aunque es
considerada no patogénica se ha identificado en infecciones de pulmén, ganglios
linfaticos y tejidos blandos (lemura-Kashiwagi et al., 2020). Recientemente se reportd
un caso clinico de enfermedad pulmonar severa que no respondio al tratamiento que
se da para tuberculosis por lo cual se administraron diversos antibioticos. Esto es
relevante porque ademas de que la cepa no era sensible a diversos farmacos, la CMI

de la mayoria fueron altos comparados a otras cepas (Manika et al., 2021). Dichos
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resultados demuestran la importancia de generar nuevos compuestos efectivos para

distintas especies de micobacterias.

Por ultimo, los resultados obtenidos con Mycobacterium smegmatis fueron muy
favorables. Todos los derivados 43-68 de la serie mostraron inhibicion a la
concentracion mas baja evaluada que fue de 6.25 pg/mL. M. smegmatis comparte
similitudes con M. tuberculosis sin embargo es de mas rapido crecimiento. Esta
especie se ha asociado con enfermedad pulmonar, endocarditis, bacteriemias por
catéter, infecciones en tejidos blandos y piel e infecciones diseminadas (Garcia-
Martos & Garcia-Agudo, 2012). La relevancia clinica de estas cepas y la falta de
tratamientos efectivos resaltan la necesidad de seguir generando moléculas con

potencial antimicrobiano.

La sintesis de compuestos a partir de la INH continda siendo una area importante de
investigacion debido al constante aumento de resistencia a este farmaco. Al respecto
la sintesis de bases de Schiff resulta una atractiva propuesta para el desarrollo de
nuevos agentes contra la tuberculosis (Meeran et al., 2022). Por otra parte, en este
trabajo se sintetizaron derivados a partir de la pirazina 2-carbohidracida. El sentido
por el cual se integré el nucleo de pirazina es por su relevancia farmacoldgica,
principalmente la actividad antimicrobiana (Abdel-Aziz & Bdel-Rahman, 2010). Al
respecto, la pirazinamida es uno de los farmacos para la tuberculosis sin embargo es
un profarmaco al igual que la INH, que requiere ser activado. En consecuencia, se
han desarrollado diversos compuestos contra la tuberculosis a partir de este
heterociclo (Hassan et al., 2020). Pocos trabajos han reportado la sintesis de
hidrazonas a partir de pirazina 2-carbohidracida, en uno de ellos se reportaron
derivados sustituidos con grupos NO2, Cl, OH, OCHs entre otros los cuales fueron
evaluados contra bacterias grampositivas y gramnegativas, siendo mas efectivas
contra las primeras (Miniyar & Makhija, 2009). La sintesis de bases de Schiff a partir
de salicil hidracida no ha sido muy explorado y existen pocos reportes en la literatura.
Hemalatha et al., reporté la sintesis de dos bases de Schiff a partir de salicil
hidracida, las cuales fueron evaluadas y mostraron importante actividad antifingica y

antibacteriana (Hemalatha, Sudha, Ravikumar, & Ganesan, 2018).
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Por otra parte, la importancia de incorporar heterociclos como la morfolina, piridina,
pirrolidina, imidazol, benzimidazol, oxazolidinona y benzofurano resulto ser efectivo
contra las cepas de micobacterias. Esto se atribuye a que la mayoria se encuentran
presentes en una gran variedad de compuestos naturales y de origen sintético con
diversas actividades bioldgicas entre la que se destaca su potencial antimicrobiano
(Fonkui et al, 2019)(Hamed, Abdelhamid, Saad, Elkady, & Elsabee,
2020)(Gopalakrishnan, Angamaly, & Velayudhan, 2021). Ademas de la incorporacion
de heterociclos de nitr6geno, en esta serie se sintetizaron derivados a partir de
aldehidos sustituidos con grupos O-prenilo y O-geranilo. La sintesis de estos
compuestos es novedosa, ya que no se han reportado derivados de bases de Schiff
a partir de aldehidos prenilados. Y como pudo observarse con los compuestos 67 y
68, estos mostraron inhibicion en las tres cepas evaluadas lo cual puede atribuirse a
que favorecen la permeabilidad a través de la membrana promoviendo mejores

efectos bioldgicos.

En resumen, la combinacién de estos nucleos y la variedad de heterociclos resulto
en la generacion de derivados que mostraron ser efectivos como agentes
antimicobacterianos (Sahu & Siddiqui, 2016).

6.8 Evaluacién de serie 3 de bases de Schiff en Mycobacterium tuberculosis

En la busqueda de compuestos bioactivos contra M. tuberculosis los diecisiete
derivados de bases de Schiff de la serie 3 se sintetizaron a partir de la hidracida
obtenida del metil salicilato y de aldehidos sustituidos con grupos electroatractores y
electrodonadores sustituidos en orto, meta y para. Los compuestos fueron evaluados
por la técnica de resarzurina en microplaca a concentraciones de 100, 50 y 25, 12.5
pg/mL. Sin embargo, ninguno de los compuestos mostré actividad antifimica

comparado con la rifampicina el farmaco de referencia (Figura 49).

Esta serie fue disefiada en base a la evidencia de que compuestos de tipo salicilatos
ademas de ser ampliamente usado como agentes analgésicos y antipiréticos, han
demostrado tener propiedades antimicrobianas (Brel, Lisina, & Budaeva, 2015).

Asimismo, se ha reportado la sintesis de complejos metalicos de bases de Schiff
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derivados de salicilaldehido con actividad antimicrobiana (Adam, Abdel-Rahman,
Abu-Dief, & Hashem, 2019; Xue, Zhao, Han, & Feng, 2011). Otra serie de bases de
Schiff derivados de salicilaldehido mostraron buena actividad contra M. tuberculosis y
otras micobacterias no tuberculosas, ademas algunos resultaron con baja toxicidad y
buena selectividad por micobacterias con IS >10 (Kratky et al., 2017).

Los resultados demuestran que la combinacion de la 2-hidroxibenzohidracida y
anillos aromaticos sustituidos con grupos Cl, F, CF3, NO2, OH, OCHsz y N, N-
dimetilamina no resulta efectiva contra M. tuberculosis. A pesar de esto, se sugiere la
evaluacion de la serie en otras especies de micobacterias o en otros

microorganismos de interés clinico.

I ——— e s T

Figura 49. Evaluacion antifimica de serie 3 de bases de Schiff.

6.9 Evaluacion biolégica de serie 3 de bases de Schiff en Leishmania mexicana

Debido a que los compuestos no mostraron actividad antifimica se decidié explorar
su potencial antimicrobiano con parasitos de Leishmania mexicana (Tabla 13). Los
compuestos fueron preparados en su forma de sal para mejorar la solubilidad y

disueltos en DMSO para ser evaluados a una concentracion inicial de 5 pg/mL.

Los resultados mostraron que ninguno de los derivados mostrd inhibicion mayor al
50%, por lo cual ya no se procedi6 a determinar la ICso, laCCsoy su IS. No obstante,
es importante resaltar que los compuestos que mostraron mayor inhibicion
metabdlica fueron aquellos sustituidos con grupos electroatractores tal es el caso de

89, 90, 94 y 98. Contrario a los compuestos 99-103 que mostraron bajos porcentajes
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de inhibiciébn. De manera similar a la serie de chalconas, los grupos CF3 y NO2 fueron
los que mostraron mayor actividad. Esto sugiere que estos grupos funcionales deben

mantenerse para asegurar una buena actividad leishmanicida.

Tabla 13. Evaluaciéon leishmanicida de la serie 3 de bases de Schiff.

H
\N’N
R3 R1 O OH
R2

Compuesto R? R? R3 W&ngﬁicé;
87 NO2 H H 23.16 £ 0.95

88 H NO:2 H 31.12 +2.49

89 H H NO2 39.96+7.01

90 F H H 29.19 +6.73

91 H F H 6.77 £0.68

92 H H F 26.95 £5.07

93 Cl H H 27.32 £2.62

94 H Cl H 34.38 +2.41

95 H H Cl 32.08 +2.36

96 CFs H H 0.66 £2.61

97 H CFs H 17.57 £7.40

98 H H CFs 44.23 +0.37

99 H H N,N- 2.66 £3.18

Dimetilamina

100 H H OH 6.31 £3.23

101 H H OCHs 5.09 £2.73
102 H OCHs OCHzs 20.40 £1.37
103 OCHzs OCHs OCHzs -3.20 £0.62

Anfotericina B — — — 99.99
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VII. CONCLUSIONES
La serie de isobmeros estructurales de chalconas O-preniladas sustituidas con
grupos electroatractores y electrodonadores fue sintetizada mediante la
condensacion de Claisen-Schmidt.
Las chalconas mostraron inhibicion metabdlica en promastigotes de L. mexicana
a una concentracion de 5 pg/mL. Se identificaron once moléculas con buena
selectividad por el parasito y baja toxicidad en células mamiferas con IS >10.
El analisis de relacion estructura actividad sugiere que la cadena de O-prenilo es
esencial para la actividad leishmanicida. Los sustituyentes en posicibn meta se
ven favorecidos y los grupos F y CFs son indispensables para incrementar la
actividad.
El analisis in silico del acoplamiento de chalconas con la fumarato reductasa de
L. mexicana mostré que existe afinidad por dos sitios importantes de la enzima,
lo cual sugiere que la enzima puede ser un blanco terapéutico para el disefio de
agentes antileishmaniales.
Se disefaron y sintetizaron cuatro series de bases de Schiff a partir de la
isoniacida, pirazina 2-carbohidracida y 2-hidroxibenzohidracida con heterociclos
nitrogenados, grupos que atraen y donan electrones y cadenas O-prenilo y O-
geranilo para incrementar la lipofilicidad.
La serie 1 result6 ser la mas efectiva contra diferentes especies de micobacterias
en un rango de concentraciéon de 100 - 6.25 pg/mL. Sin embargo, no mostro
actividad antibacteriana en E. coli y S.aureus.
La serie 3 no mostro actividad contra M. tuberculosis y tampoco exhibié actividad
leishmanicida, lo cual sugiere que la incorporacién de grupos electroatractores y
electrodonadores, asi como la hidracida derivada de metil salicilato no son
ideales para ejercer actividad antimicrobiana.
Por el contrario, se sugiere que los heterociclos nitrogenados son esenciales
para la actividad antimicobacteriana.
Para concluir, se propone que las chalconas y bases de Schiff son agentes
antimicrobianos prometedores para el desarrollo de nuevos farmacos contra

leishmaniasis y tuberculosis respectivamente.

103



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

7.1 Perspectivas

Los resultados de la evaluacion biolégica de chalconas complementan a los
obtenidos anteriormente en nuestro grupo de investigacion. El estudio del
acoplamiento molecular sugiere que las chalconas alteran la funcién mitocondrial al
afectar la actividad enzimatica de la fumarato reductasa en los parasitos de
Leishmania. Por lo tanto, el siguiente paso seria evaluar los compuestos con la
enzima de manera experimental. Asimismo, complementar con estudios en
amastigotes, evaluar su actividad y toxicidad en modelos in vivo y valorar su efecto

inhibitorio en otras especies del parasito.

Con respecto a los derivados de bases de Schiff se sugiere optimizar las moléculas
qgue resultaron mas activas. Asimismo, se propone la identificacion de blancos
moleculares de M. tuberculosis con el fin de explorar el mecanismo de accién de los
compuestos. Al respecto, disefiar moléculas basadas en las dianas terapéuticas e
integrar los grupos funcionales que mostraron tener efecto sobre la actividad

bioldgica.

Finalmente, con respecto a la parte de sintesis, las chalconas y bases de Schiff son
estructuras versatiles que pueden ser empleados para la formacién de otros
compuestos como los pirazoles e isoxazoles, tiosemicarbazonas, azoles y la
formacién de complejos metalicos. Esto puede conducir a derivados que tengan
nuevas aplicaciones bioldgicas. Asimismo, no se descarta que los compuestos ya
sintetizados puedan ser evaluados con otro objetivo, ya que al ser estructuras

nuevas es importante hacer un cribado para identificar nuevas actividades biologicas.
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IX. APENDICES

9.1 EXPERIMENTAL
9.1.1. 3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi) benzaldehido (3)

El precursor 3 fue obtenido a partir de 1 eq. de vainillina (66.9 mmol) y 1.5 eq. de
carbonato de potasio (100.4 mmol) en acetona (175 mL) que fueron agitados a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente se afiadié gota a gota 1.2
eq. de cloruro de prenilo (80.3 mmol) y se dejé reaccionar a reflujo por 24 horas. La
mezcla de reaccion fue filtrada y el solvente fue removido al vacio en un rotavapor. El
producto fue diluido en acetato de etilo y lavado con hidréxido de sodio 3N dos veces.
La purificacion se realiz6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (10g/g
de crudo), empleando hexano/acetato de etilo 9:1 como fase movil. El producto se
obtuvo con un rendimiento de 63% como un sélido blanco; Rf 0.40 (hexano/acetato de
etilo, 8:2); m.p. 45-47 °C. IR 0 2933, 1677, 1579, 1506, 1464, 1259, 1232, 1128, 1024,
970, 808, 728, 651 cm™. H NMR (400 MHz, CDClz) & 1.76 (s, 3H, CH=C (CHzs)2), 1.79
(s, 3H, CH=C (CHs)2), 3.93 (s, 3H, OCHs), 4.68 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1"), 5.52 (dddt, J =
6.8, 5.6, 2.8, 1.2 Hz, 1H, H-2"), 6.98 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-5), 7.41 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-
2'), 7.44 (dd, J = 8.1 Hz, 1.9, 1H, H-6’), 9.85 (s, 1H, CHO). 3C NMR (101 MHz, CDCls)
0 =18.43 (CH=C(CHs)2), 25.97 (CH=C(CHs)2), 56.12 (OCHs), 66.07 (C-1"), 109.18 (C-
2'),111.73 (C-5’),119.03 (C-2"),126.87 (C-6’),130.04 (C-1’),138.86 (C-3”), 150.02 (C-3’),
154.01 (C-4’), 191.04 (CHO). HRMS (EI) m/z [M*] calculado para C13H1603: 220.1100.
Encontrado: 220.1105.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.2. 1-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)etan-1-ona (4)

El precursor 4 fue obtenido a partir de 1 eq. de acetovainillona (66.9 mmol), y 1.5 eq. de
carbonato de potasio (100.4 mmol) en acetona (175 mL) que fueron agitados a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente se afadié gota a gota 1.2
eg. de cloruro de prenilo (80.32 mmol) y se dej6 reaccionar a reflujo por 24 horas. La
mezcla de reaccion fue filtrada y el solvente fue removido al vacio en un rotavapor. El
producto fue diluido en acetato de etilo y lavado con hidréxido de sodio 3N dos veces.
La purificacion se realizé6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (10g/g
de crudo), empleando hexano/acetato de etilo 9:1 como fase movil. EI producto se
obtuvo con un rendimiento de 54 % como un solido blanco; Rf 0.33 (hexano/acetato de
etilo 8:2); m.p. 80-83 °C. IR 0 2935, 1669, 1581, 1506, 1417, 1265, 1214, 1145, 1022,
970, 877, 800, 642 cm™. 'H NMR (400 MHz, CDCI3) & = 1.76 (s, 3H, CH=C (CHz)2),
1.79 (s, 3H, (s, 3H, CH=C (CH3)2), 2.56 (s, 3H, C=0CHz3), 3.92 (s, 3H, OCH3s), 4.66 (d, J
= 6.7 Hz, 2H, H-1"), 5.51 (dddt, J = 6.8, 5.6, 2.8, 1.2 Hz, 1H, H-2"), 6.88 (d, J = 8.3 Hz,
1H, H-5), 7.52 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-2), 7.55 (dd, J = 8.3, 2.0 Hz, 1H, H-6’). 13C NMR
(101 MHz, CDCI3) 6=18.42 (CH=C(CH?3)2), 25.97 (CH=C(CH3)2), 26.32 (C=0CHz3), 56.11
(OCHz3), 65.95 (C-1"), 110.33 (C-2’), 111.39 (H-5’), 119.30 (C-2"), 123.28 (C-6’), 130.42
(C-1’), 138.56 (C-3”), 149.42 (C-3’), 152.79 (C-4’), 196.95 (C=0). HRMS (EIl) m/z [M*]
calculado para Ci14H1803: 234.1256. Encontrado: 234.1258.
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9.1.3. (E)-3-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)-1-(2-nitrofenil)prop-2-en-1-
ona (6)

Una mezcla del precursor 3 (1 mmol), 2-nitroacetofenona (1 mmol) y NaOH (20 mmol)
en agual/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6 horas.
El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al vacio.
El sélido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejé secar, obteniéndose
un polvo amarillo con un rendimiento de 73%; R:0.14 (hexano/acetato de etilo 8:2); m.p.
98-100°C. IR 0 3037, 1643, 1594, 1525, 1508, 1346, 1253, 1143, 1008, 993, 865, 813,
769 cmt. H NMR (400 MHz, CDCls) & 1.74 (s, 3H, CH=C (CHas)2 ), 1.78 (s, 3H, CH=C
(CHs)2), 3.88 (s, 3H, OCHz3), 4.62 (d, J = 6.6 Hz, 2H, H-1""), 5.50 (t, J = 6.2 Hz, 1H, H-
2),6.82 -6.92 (m, 2H, H-2” y H-2), 7.01 — 7.07 (m, 2H, H-5”" y H-6"), 7.18 (d, J = 16.2
Hz, 1H, H-3), 7.51 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-3"), 7.65 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H-4’), 7.76 (t, I = 7.5
Hz, 1H, H-5), 8.18 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-6’). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) d 18.42 (CH=C
(CHs)2), 25.97 (CH=C (CHs)2), 56.07 (OCHs), 65.94 (C-1""), 110.21 (C-5"), 112.62 (C-
2”), 119.36 (C-2"), 123.61 (C-6”), 124.24 (C-2), 124.67 (C-6’), 126.87 (C-1"), 129.01
(C-3’), 130.52 (C-4’), 134.07 (C-5’), 136.74 (C-1’), 138.53 (C-3), 146.84 (C-3), 146.93
(C-2’), 149.80 (C-3”), 151.40 (C-4”), 193.01 (C-1). HRMS (El) m/z [M*] calculado para
C21H21NOs: 367.1420. Encontrado: 367.1413.
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9.1.4. (E)-3-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)-1-(3-nitrofenil)prop-2-en-1-
ona (7)

Una mezcla del precursor 3 (1 mmol), 3-nitroacetofenona (1 mmol) y NaOH (20 mmol)
en agua/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6 horas.
El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al vacio.
El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejoé secar, obteniéndose
un polvo amarillo con un rendimiento de 65%; R:0.42 (hexano/acetato de etilo 8:2); m.p.
109-112°C. IR U 2923, 1658, 1591, 1508, 1344, 1261, 1211, 1140, 1086, 1039, 976,
845, 800, 706, 688 cm™. *H NMR (400 MHz, CDClz) & 1.77 (s, 3H, CH=C (CHa)2), 1.80
(s, 3H, CH=C (CHs)2), 3.96 (s, 3H, OCHz3), 4.66 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1""), 5.52 (dddt, J =
6.8, 5.6, 2.8, 1.2 Hz, 1H, H-2""), 6.92 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-2"), 7.19 (d, J = 1.9 Hz, 1H,
H-5”), 7.26 (dd, J = 8.3, 1.9 Hz, 1H, H-6”), 7.39 (d, J = 15.5 Hz, 1H, H-2), 7.72 (t, J = 8.0
Hz, 1H, H-5), 7.85 (d, J = 15.5 Hz, 1H, H-3), 8.35 (dt, J = 7.7, 1.2 Hz, 1H, H-6’), 8.43
(ddd, J =8.2, 2.2, 1.0 Hz, 1H, H-4’), 8.83 (t, J = 1.8 Hz, 1H, H-2"). 13C NMR (101 MHz,
CDCI3) & 18.41 (CH=C (CHas)2), 25.96(CH=C (CHs)2), 56.17 (OCHs), 65.94 (C-1""),
110.54 (C-5), 112.67 (C-2"), 118.43 (C-2), 119.34 (C-2'"), 123.27 (C-2’), 123.85 (C-6"),
126.93 (C-4"), 127.24 (C-17), 129.94 (C-5’), 134.20 (C-6’), 138.55 (C-3""), 139.99 (C-3’),
147.21 (C-3), 148.48 (C-1"), 149.80 (C-3”), 151.56 (C-4"), 188.10 (C-1). HRMS (EIl) m/z
[M*] calculado para C21H21NOs: 367.1420. Encontrado: 367.1420.
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9.1.5. (E)-3-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)-1-(4-nitrofenil) prop-2-en-1-
ona (8)

Una mezcla del precursor 3 (1 mmol), 4-nitroacetofenona (1 mmol) y NaOH (20 mmol)
en agua/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6 horas.
El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al vacio.
El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejoé secar, obteniéndose
un polvo naranja con un rendimiento de 82%; Rr0.34 (hexano/acetato de etilo 8:2); m.p.
138-140 °C. IR 0 2917, 1650, 1563, 1517, 1344, 1243, 1137, 1035, 983, 829, 800, 703
cm™. 'H NMR (400 MHz, CDCI3) & = 1.76 (s, 3H, CH=C (CHzs)2), 1.79 (s, 3H, CH=C
(CHs3)2), 3.94 (s, 3H, OCHgs), 4.65 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1""), 5.48 — 5.55 (m, 1H, H-2""),
6.91 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-5”), 7.16 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-2”), 7.23 (dd, J = 8.3, 1.9 Hz,
1H, H-6"), 7.34 (d, J = 15.6 Hz, 1H, H-2), 7.79 (d, J = 15.6 Hz, 1H, H-3), 8.13 (d, J = 8.8
Hz, 2H, H-2), 8.34 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-3’). 13C NMR (101 MHz, CDClz) d 18.40 (CH=C
(CHs)2), 25.96 (CH=C (CHs)2), 56.08 (OCHs), 65.89 (C-1""), 110.33 (C-2”), 112.56 (C-
5”), 119.09 (C-2), 119.24 (C-2"), 123.85 (C-6"), 123.88 (C-3’), 127.14 (C-1"), 129.41
(C-2’), 138.60 (C-3"), 143.55 (C-4’), 147.24 (C-3), 149.72 (C-3”), 149.96 (C-1’), 151.53
(C-4”), 189.13 (C-1). HRMS (El) m/z [M*] calculado para C21H21NOs: 367.1420.
Encontrado: 367.1437.
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9.1.6. (E)-1-(2-fluorofenil)-3-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)prop-2-en-1-
ona (9)

Una mezcla del precursor 3 (1 mmol), 2-fluoroacetofenona (1 mmol) y NaOH (20 mmol)
en agual/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6 horas.
El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al vacio.
El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejoé secar, obteniéndose
un polvo amarillo con un rendimiento de 90%; R:0.47 (hexano/acetato de etilo 8:2); m.p.
48-51°C. IR U 2920, 1660, 1570, 1516, 1338, 1253, 1134, 1024, 985, 852. 766 cm™.
'H NMR (400 MHz, CDCIz) & 1.75 (s, 3H, CH=C (CHa)2), 1.78 (s, 3H, CH=C (CHa)z2),
3.92 (s, 3H, OCHzg), 4.63 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1""), 5.51 (it, J = 6.7, 1.5 Hz, 1H, H-2""),
6.89 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-5"), 7.13 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H-2"), 7.15 - 7.20 (m, 2H, H-3’y
H-6"), 7.21 — 7.28 (m, 2H, H-2 y H-6’), 7.48 — 7.54 (m, 1H, H-4"), 7.68 (d, J = 15.7 Hz,
1H, H-3), 7.79 (t, J = 7.5, 1.9 Hz, 1H, H-5"). 3C NMR (101 MHz, CDCI3) 5 18.43 (CH=C
(CHs)2), 25.99 (CH=C (CHgs)2), 56.08 (OCHs), 65.94 (C-1""), 110.45 (C-2”), 112.69 (C-
5”), 116.61 (d, J = 23.1 Hz, C-3’), 119.50 (C-2’’), 123.48 (C-6”), 123.68 (d, J = 6.2 Hz,
C-4’), 124.60 (d, J = 3.5 Hz, C-5), 127.56 (C-2"), 127.65 (C-1’), 127.69 (C-1”"), 131.04
(d, J = 2.7 Hz, C-5’), 133.71 (d, J = 8.6 Hz, C-4’), 138.41 (C-3""), 145.44 (C-3), 149.74
(C-3”), 151.12 (C-4”), 161.17 (d, J = 252.6 Hz, C-2’), 189.33 (C-1). HRMS (EIl) m/z [M"]
calculado para C21H21FO3s: 340.1475. Encontrado: 340.1466.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.7. (E)-1-(3-fluorofenil)-3-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)prop-2-en-1-
ona (10)

Una mezcla del precursor 3 (1 mmol), 3-fluoroacetofenona (1 mmol) y NaOH (20 mmol)
en agua/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6 horas.
El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al vacio.
El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejoé secar, obteniéndose
un polvo amarillo con un rendimiento de 79%; R:0.41 (hexano/acetato de etilo 8:2); m.p.
76-79°C. IR 0 2927, 1660, 1577, 1508, 1309, 1257, 1137, 1008, 983, 842, 788 cm™. 'H
NMR (400 MHz, CDCI3) & 1.75 (s, 3H, CH=C (CHs3)2), 1.79 (s, 3H, CH=C (CH3s)2), 3.94
(s, 3H, OCHgs), 4.64 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1""), 5.52 (dddt, J = 6.4, 5.6, 2.8, 1.2 Hz, 1H,
H-2""), 6.90 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-5"), 7.16 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-2"), 7.21 (dd, J = 8.3,
1.9 Hz, 1H, H-6"), 7.27 (tdd, J = 8.4, 2.6, 0.9 Hz, 1H, H-5’), 7.33 (d, J = 15.6 Hz, 1H, H-
2), 7.47 (dd, J = 8.0, 5.6 Hz, 1H, H-6’), 7.69 (ddd, J = 9.5, 2.5, 1.6 Hz, 1H; H-2"), 7.75 —
7.81 (m, 2H, H-3 y H-4"). 13C NMR (101 MHz, CDCI3) & 18.39 (CH=C (CHa)2), 25.95
(CH=C (CHs3)z2), 56.10 (OCH?3s), 65.91 (C-1""), 110.39 (C-6"), 112.67(C-5"), 115.33 (d, J =
22.2 Hz, C-4’), 119.38 (C-2), 119.43 (C-2"), 119.61 (d, J = 21.5 Hz, C-2’), 123.44 (C-
2”),124.19 (d, J = 2.9 Hz, C-6’), 127.57 (C-1"), 130.31 (d, J = 7.7 Hz, C-5’), 138.43 (C-
3”), 140.78 (d, J = 6.2 Hz, C-1’), 146.00 (C-3), 149.74 (C-3”), 151.17 (C-4"), 162.96 (d,
J = 247.7 Hz, C-3’), 189.29 (C-1). HRMS (El) m/z [M*] calculado para C21H21FOsa:
340.1475. Encontrado: 340.1459.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.8. (E)-1-(4-fluorofenil)-3-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)prop-2-en-1-
ona (11)

Una mezcla del precursor 3 (1 mmol), 4-fluoroacetofenona (1 mmol) y NaOH (20 mmol)
en agua/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6 horas.
El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al vacio.
El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejoé secar, obteniéndose
un polvo amarillo con un rendimiento de 50 %; R 0.46 (hexano/acetato de etilo 8:2);
m.p. 86-88°C. IR 0 2983, 1660, 1598, 1504, 1309, 1255, 1209, 1139, 1008, 833, 800
cm™. 'H NMR (400 MHz, CDCI3) & = 1.76 (s, 3H, CH=C (CHa)2), 1.79 (s, 3H, CH=C
(CHs)2), 3.94 (s, 3H, OCHs), 4.65 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1"), 5.49 — 5.55 (m, 1H, H-2"),
6.90 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-5"), 7.12 - 7.25 (m, 4H, H-3’, H-2” y H-6"), 7.36 (d, J = 15.6
Hz, 1H, H-2), 7.77 (d, J = 15.6 Hz, 1H, H-3), 8.01 — 8.10 (m, 2H, H-2’). C NMR (101
MHz, CDCI3) & 18.43 (CH=C (CHs3)2), 25.99 (CH=C (CHs3s)2), 56.09 (OCHs), 65.89 (C-
1), 110.30 (C-6”), 112.62 (C-5”), 115.79 (d, J = 21.8 Hz, C-3’), 119.44 (C-2 y C-2"),
123.30 (C-2”), 127.66 (C-1"), 131.11 (d, J = 9.2 Hz, C-2’), 134.93 (d, J = 2.8 Hz, C-1),
138.46 (C-3), 145.50 (C-3), 149.69 (C-3”), 151.02 (C-4”), 165.58 (d, J = 253.9 Hz, C-
4’), 189.05 (C-1). HRMS (EI) m/z [M*] calculado para C21H21FO3: 340.1475. Encontrado:
340.1458.

PVina-4F-JESSY.10.fid

757

- 1.789

2.06=

3.00- =
6.321 =

T T T T
3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

a1
=}

T T
. 5.0 4.5
f1 (ppm)

IH RMN (CDCl3400 MHz)

136



[%2)
<
S}
2
>
(@4
w0
<
3]
=
w
o
L
a
o)
<
T
-
o)
3]
<
o

9CH'8T —

¥66°SC —

S60°99 —

168°G9 —

€10dd 091°4L —

PVINA-4F-JesCom.11.fid

€0€°0TT
Do.N:y
8L9'STT
P68'STT
SEP6TT —
20€° €21 —
869°/TT ~
990°TET

LSTTET

ma.vﬁ\
:&.vﬂ\
POV'8ET
205°s1 7
nwo.mE\

LTO°TST

ECEPIT ~
LP8799T —

6+0°68T —

T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110

T
190

T
200

f1 (ppm)

13C RMN (CDCls, 101 MHz)

600

—— OX.854y74 ;

=T 7443 775.23 ;

03—

T || 86587 - :

el 98157 .,

L —=—=———=0085T |

- 1029. [

——110499 e :

——— e 197 ;

O T

—_— 255 E

- ————1504.18

— /15811 w

== " ‘

10'6282—

62 €862= x
T g g g 8 2 8 o 3

S0UBHILUSURI | %

2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Wavenumber (cm-1)

3000

FT-IR espectro de chalcona 11

137



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.9. (E)-3-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)-1-(2-(trifluorometil)
fenil)prop-2-en-1-ona (12)

Una mezcla del precursor 3 (1 mmol), 2CFs-acetofenona (1 mmol) y NaOH (20 mmol)
en agua/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6 horas.
El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al vacio.
El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejoé secar, obteniéndose
un polvo blanco con un rendimiento de 85%; R 0.37 (hexano/acetato de etilo 8:2); m.p.
122-125 °C. IR 0 2920, 1641, 1595, 1510, 1313, 1259, 1115, 1034, 993, 868, 810, 771
cm®. H NMR (400 MHz, CDCls) & 1.74 (s, 3H, CH=C (CHs)2), 1.77 (s, 3H, CH=C
(CHs)2), 3.89 (s, 3H, OCHs), 4.62 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1"), 5.47 — 5.53 (m, 1H, H-2"),
6.86 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-5"), 6.92 (d, J = 16.1 Hz, 1H, H-2), 7.04 — 7.09 (m, 2H, H-2" y
H-6"), 7.22 (d, J = 16.1 Hz, 1H, H-3), 7.46 (d, J = 7.1 Hz, 1H, H-6’), 7.56 — 7.66 (M, 2H,
H-4’'y H-5'), 7.76 (d, J = 7.4 Hz, 1H, H-3’). 13C NMR (101 MHz, CDCIs3) d 18.38 (CH=C
(CHs)2), 25.95 (CH=C (CHgs)2), 55.99 (OCHs), 65.86 (C-1""), 110.07 (C-2"), 112.50 (C-
5”), 119.28 (C-2""), 123.74 (d, J = 275 Hz, CF3), 123.56 (C-6"), 124.80 (C-2), 126.77 (q,
J=4.8Hz, C-3’), 126.92 (C-1"), 127.92 (d, J = 32.1 Hz, C-2’), 128.23 (C-6’), 129.78 (C-
5’), 131.69 (C-1’), 138.52 (C-3"’), 139.15 (q, J = 1.9 Hz, C-4’), 148.28 (C-3), 149.71 (C-
3”), 151.31 (C-4”), 195.27 (C-1). HRMS (ElI) m/z [M*] calculado para C22H21F30s3:
390.1443 Encontrado: 390.1425.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.10. (E)-3-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)-1-(3-(trifluorometil)
fenil)prop-2-en-1-ona (13)

Una mezcla del precursor 3 (1 mmol), 3CFs-acetofenona (1 mmol) y NaOH (20 mmol)
en agua/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6 horas.
El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al vacio.
El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejoé secar, obteniéndose
un polvo blanco con un rendimiento de 75%; Rf0.48 (hexano/acetato de etilo 8:2); m.p.
97-100 °C. IR 0 2920, 1680, 1510, 1333, 1263, 1226, 1120, 987, 806, 694 cm™. H
NMR (400 MHz, CDCI3) & 1.76 (s, 3H, CH=C (CHs)2), 1.79 (s, 3H, CH=C (CHs3)2), 3.95
(s, 3H, OCHs), 4.65 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1”), 5.49 — 5.56 (m, 1H, H-2"), 6.91 (d, J = 8.3
Hz, 1H, H-5), 7.17 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H-2"), 7.24 (dd, J = 8.3, 1.8 Hz, 1H, H-6"), 7.36
(d, J=15.6 Hz, 1H, H-2), 7.64 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H-5"), 7.78 — 7.86 (m, 2H, H-3 y H-4"),
8.19 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-6"), 8.25 (s, 1H, H-2’). 13C NMR (101 MHz, CDCI3) & 18.44
(CH=C (CHs3)2), 26.00 (CH=C (CHs)2), 56.15 (OCHs), 65.92 (C-1""), 110.46 (C-2"),
112.63 (C-5”), 119.05 (C-2), 119.38 (C-2"), 121.20 (d, J = 275.8 Hz, CF3), 123.58 (C-
6”), 125.35 (q, J = 3.8 Hz, C-2’), 127.43 (C-1"), 129.07 (q, J = 3.4 Hz, C-4’), 129.35 (C-
5’), 131.28 (d, J = 32.8 Hz, C-3’), 131.69 (C-6’), 138.54 (C-3"), 139.22 (C-1’), 146.56
(C-3), 149.74 (C-3”), 151.31 (C-4”), 189.28 (C-1). HRMS (El) m/z [M*] calculado para
C22H21F303: 390.1443 Encontrado: 390.1446.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.11. (E)-3-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)-1-(4(trifluorometil)
fenil)prop-2-en-1-ona (14)

Una mezcla del precursor 3 (1 mmol), 4CFs-acetofenona (1 mmol) y NaOH (20 mmol)
en agua/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6 horas.
El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al vacio.
El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejoé secar, obteniéndose
un polvo blanco con un rendimiento de 82%; R:0.46 (hexano/acetato de etilo 8:2); m.p.
62-65 °C. IR 0 2969, 1654, 1567, 1519, 1320, 1257, 1110, 1066, 1010, 825, 734 cm™.
'H NMR (400 MHz, CDCIlz) & 1.76 (s, 3H, CH=C (CHa)2), 1.79 (s, 3H, CH=C (CHa)z2),
3.94 (s, 3H, OCHgs), 4.65 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1"), 5.49 — 5.55 (m, 1H, H-2"), 6.91 (d, J
= 8.3 Hz, 1H, H-5"), 7.16 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-2"), 7.22 (dd, J = 8.3, 1.9 Hz, 1H, H-6"),
7.34 (d, J =15.6 Hz, 1H, H-2), 7.73 - 7.80 (m, 3H, H-3, H-3’), 8.08 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-
2’). BC NMR (101 MHz, CDCI3) & 18.43 (CH=C (CHz3)2), 25.99 (CH=C (CHa)2), 56.14
(OCHgs), 65.97 (C-1""), 110.48 (C-2”), 112.72 (C-5"), 119.41 (C-2""), 119.57 (C-2),
123.57 (C-6"), 123.85 (d, J = 273.8 Hz, CF3), 125.74 (q, J = 3.7 Hz, C-3’), 127.45 (C-1"),
128.60 (C-2°), 133.92 (q, J = 32.5 Hz, C-4"), 138.53 (C-3""), 141.60 (d, J = 0.9 Hz, C-2)),
146.59 (C-3), 149.81 (C-3”), 151.38 (C-4”), 189.93 (C-1). HRMS (El) m/z [M*] calculado
para Cz2H21F303: 390.1443 Encontrado: 390.1431.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.12. (E)-1-(2-clorofenil)-3-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)prop-2-en-1-
ona (15)

Una mezcla del precursor 3 (1 mmol), 2-cloroacetofenona (1 mmol) y NaOH (20 mmol)
en agual/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6 horas.
El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al vacio.
El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejoé secar, obteniéndose
un polvo amarillo con un rendimiento de 92%; R:0.39 (hexano/acetato de etilo 8:2); m.p.
89-92 °C. IR 0 2962, 1635, 1592, 1504, 1303, 1243, 1135, 1031, 977, 869, 802, 761
cm®. H NMR (400 MHz, CDCls) & 1.74 (s, 3H, CH=C (CHs)2), 1.78 (s, 3H, CH=C
(CHs)2), 3.90 (s, 3H, OCHs), 4.63 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1""), 5.47 — 5.54 (m, 1H, H-2""),
6.87 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-5"), 6.98 (d, J = 16.0 Hz, 1H, H-2), 7.08 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H-
2”), 7.11 (dd, J = 8.3, 1.8 Hz, 1H, H-6"), 7.33 — 7.42 (m, 3H, H-3, H-4’ y H-5"), 7.42 —
7.48 (m, 2H, H-3' y H-6’). 3C NMR (101 MHz, CDCI3) d 18.44 (CH=C (CHa)2), 26.01
(CH=C (CHs)2), 56.06 (OCH3s), 65.91 (C-1""), 110.22 (C-2”), 112.56 (C-5"), 119.37 (C-
2"), 123.54 (C-6”), 124.39 (C-2), 126.92 (C-4’), 127.28 (C-1"), 129.36 (C-3’), 130.37 (C-
6’), 131.27 (C-5’), 131.34 (C-2’), 138.53 (C-3"), 139.50 (C-1’), 147.04 (C-3), 149.72 (C-
3”), 151.24 (C-4”), 194.19 (C-1). HRMS (El) m/z [M*] calculado para C21H21ClOs:
356.1179. Encontrado: 356.1165.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.13. (E)-1-(3-clorofenil)-3-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)prop-2-en-1-
ona (16)

Una mezcla del precursor 3 (1 mmol), 3-cloroacetofenona (1 mmol) y NaOH (20 mmol)
en agual/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6 horas.
El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al vacio.
El sélido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejé secar, obteniéndose
un polvo amarillo con un rendimiento de 77%; R¢0.43 (hexano/acetato de etilo 8:2); m.p.
64-68 °C. IR 0 2923, 1656, 1590, 1506, 1309, 1261, 1205, 1139, 1039, 977, 844, 786,
698 cm™. 'H NMR (400 MHz, CDClz) & 1.75 (s, 3H, CH=C (CHz3)2), 1.79 (s, 3H, CH=C
(CHs)2), 3.94 (s, 3H, OCHz3), 4.64 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1""), 5.52 (dddt, J = 6.8, 5.6, 2.8,
1.2 Hz, 1H, H-2""), 6.90 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-5"), 7.16 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-2"), 7.21
(dd, J =8.3, 1.9 Hz, 1H, H-6"), 7.32 (d, J = 15.6 Hz, 1H, H-2), 7.43 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H-
5’), 7.54 (ddd, J = 8.0, 2.1, 1.1 Hz, 1H, H-6"), 7.77 (d, J = 15.6 Hz, 1H, H-3), 7.88 (dt, J =
7.7, 1.3 Hz, 1H, H-4"), 7.97 (t, J = 1.8 Hz, 1H, H-2'). 3C NMR (101 MHz, CDCI3) &
18.40 (CH=C (CHs)2), 25.95 (CH=C (CHs)2), 56.12 (OCHSs), 65.90 (C-1""), 110.42 (C-2"),
112.66 (C-5”), 119.30 (C-2), 119.42 (C-2""), 123.49 (C-6"), 126.59 (C-5’), 127.54 (C-1"),
128.59 (C-6’), 130.00 (C-4’), 132.54 (C-2’), 134.93 (C-3’), 138.43 (C-3""), 140.26 (C-1’),
146.11 (C-3), 149.74 (C-3”), 151.20 (C-4"), 189.26 (C-1). HRMS (EI) m/z [M*] calculado
para C21H21ClO3: 356.1179. Encontrado: 356.1155.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.14. (E)-1-(4-clorofenil)-3-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)prop-2-en-1-
ona (17)

Una mezcla del precursor 3 (1 mmol), 4-cloroacetofenona (1 mmol) y NaOH (20 mmol)
en agual/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6 horas.
El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al vacio.
El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejoé secar, obteniéndose
un polvo blanco con un rendimiento de 80%; Rf0.48 (hexano/acetato de etilo 8:2); m.p.
64-66 °C. IR 0 2925, 1654, 1590, 1508, 1311, 1259, 1209, 1141, 1027, 979, 829, 802
cmt. H NMR (400 MHz, CDCI3) & 1.75 (s, 3H, CH=C (CHzs)2), 1.78 (s, 3H, CH=C
(CHs)2), 3.93 (s, 3H, OCHs), 4.64 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1""), 5.48 — 5.55 (m, 1H, H-2""),
6.90 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-5"), 7.15 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-2"), 7.20 (dd, J = 8.3, 1.9 Hz,
1H, H-6"), 7.33 (d, J = 15.6 Hz, 1H, H-2), 7.43 — 7.48 (m, 2H, H-3’), 7.76 (d, J = 15.6 Hz,
1H, H-3), 7.93 — 7.97 (m, 2H, H2’). 3C NMR (101 MHz, CDCI3) 5 17.98 (CH=C (CHa3)z2),
25.55 (CH=C (CHz3)2), 55.67 (OCHp3s), 65.47 (C-1""), 110.03 (C-2”), 112.26 (C-5"), 118.92
(C-2), 119.04 (C-2"), 122.97 (C-6”), 127.21 (C-1"), 128.54 (C-3’), 129.55 (C-2’), 136.50
(C-4’), 138.00 (C-3), 138.58 (C-1’), 145.33 (C-3), 149.31 (C-3”), 150.70 (C-4"), 188.85
(C-1). HRMS (EI) m/z [M*] calculado para C21H21ClOs: 356.1179. Encontrado:
356.1173.

PVINA-4Cl (C10-12).10.fid

1.784

- %
- \1.7%2

-
|

2.12=
73.00=
e

3.2

°]3.1

T T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2 1.5 1.0 0.5 0.0

7t epm)

IH RMN (CDCls, 400 MHz)

148



o ‘ ~ 622.88
—— 700.02 742.45

£0E£°8T — 1 L= = — NMW@@MW- 802.23
— — 84851 :
o 917.93 '862.01

B— — —979.64

. —_— oo 55 1027.85

= = 116285y

'8 ” - 125927
- — —1311.33

'8 T === 139811142126

€6£'69 — — ) : Lo - 1508.03

——1590.96

998°§¢ —

£86°SS —

€10ad 09T1°2L — — — —1654.6

f1 (ppm)

13C RMN (CDCls, 101 MHz)

8b€°0TT
PLSTITA —_ F
6ET°6TT 3
65E°6TT

987'€TT

TES'LTT

958'82T — L
vog6zr ]
SI8'9€T ~ i —
6T€'8€T F
206'8€T
059'5b1 7
¥29'6¥T 77 E
220°'15T

110

T
120

130

T
150 140

T
160

292543

T
170

T
180

[%2)
<
S}
2
>
(@4
w0
<
3]
=
w
o
L
a
o)
<
T
-
o)
3]
<
o

w0 (=]
o o

'v]
=

o 0 =] 2] o
> @ @ ~ ~

65

+91°68T — — L

.,_7._.,___.,71..._,7..,.7.__,_..._7._,_.,.__7_.:ﬁ._,,7.,_,7._,_ LA R R R R R R RN R AR RS

190

QOUBYISUEI ] %

PVi-4CI(C10-12).11.fid

T
200

1800 1600 1400 1200 1000 800 600
149

2000
Wavenumber (cm-1)

"2600 | 2400 2200
FT-IR espectro de chalcona 17

2800

3000

IRAREEEEEEEEEL;

3200



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.15. (E)-1-(4-(dimetilamina)fenil)-3-(3-metoxi-4-((3-metillbut-2-en-1-il)oxi)
fenil)prop-2-en-1-ona (18)

Una mezcla del precursor 3 (1 mmol), 4-N, N-dimetilacetofenona (1 mmol) y NaOH (20
mmol) en agua/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6
horas. El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al
vacio. El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejé secar,
obteniéndose un polvo amarillo con un rendimiento de 67%; Rt 0.12 (hexano/acetato de
etilo 8:2); m.p. 132-134 °C. IR 0 2925, 1641, 1569, 1506, 1378, 1307, 1253, 1135,
1029, 985, 802 cm™. 'H NMR (400 MHz, CDClz) & 1.75 (s, 3H, CH=C (CHz)2), 1.78 (s,
3H, CH=C (CHs3)z2), 3.07 (s, 6H, (N(CHs)2), 3.93 (s, 3H, OCHs), 4.63 (d, J = 6.7 Hz, 2H,
H-1""), 5.52 (dddt, J = 6.8, 5.6, 2.8, 1.2 Hz, 1H, H-2""), 6.68 — 6.72 (m, 2H, H-3’), 6.89 (d,
J=8.3Hz, 1H, H-5"), 7.16 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-2"), 7.20 (dd, J = 8.3, 1.9 Hz, 1H, H-6"),
7.45 (d, J = 15.5 Hz, 1H, H-2), 7.74 (d, J = 15.5 Hz, 1H, H-3), 7.98 — 8.03 (m, 2H, H-2").
13C NMR (101 MHz, CDCI3) & 18.43 (CH=C (CHs)2, 26.01 (CH=C (CHa)2, 40.21
(N(CHs)2), 56.09 (OCHs), 65.87 (C-1""), 110.31 (C-2”), 110.92 (C-3’), 112.68 (C-5"),
119.63 (C-2), 120.11 (C-2), 122.65 (C-6"), 126.31 (C-1), 128.47 (C-1”), 130.87 (C-2),
138.25 (C-3), 142.91 (C-3), 149.60 (C-3”), 150.34 (C-4"), 153.42 (C-4’), 188.01 (C-1).
HRMS (EI) m/z [M*] calculado para C23H27NOs: 365.1991 Encontrado: 365.2002.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.16. (E)-1-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)-3-(3-nitrofenil)prop-2-en-1-
ona (19)

Una mezcla del precursor 4 (1 mmol), 3-nitrobenzaldehido (1 mmol) y NaOH (20 mmol)
en agua /etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6 horas.
El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al vacio.
El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejoé secar, obteniéndose
un polvo amarillo con un rendimiento de 63 %; R 0.25 (hexano/acetato de etilo 8:2);
m.p. 132-134 °C. IR 0 2938, 1654, 1573, 1523, 1415, 1347, 1257, 1149, 1029, 973,
833, 744 cm™. 'H NMR (400 MHz, CDCIz) & 1.78 (s, 3H, CH=C (CHs)2), 1.80 (s, 3H,
CH=C (CHs)2), 3.96 (s, 3H, OCHzs), 4.70 (d, J = 6.6 Hz, 2H, H-1""), 5.53 (t, J = 6.8 Hz,
1H, H-2""), 6.95 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5), 7.57 — 7.65 (m, 2H, H-2' y H-5"), 7.65 - 7.73
(m, 2H, H-2 y H-6’), 7.82 (d, J = 15.6 Hz, 1H, H-3), 7.92 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-6"), 8.24
(ddd, J = 8.0, 2.0, 1.2 Hz, 1H, H-4"), 8.51 (t, J = 2.0 Hz, 1H, H-2”). 3C NMR (101 MHz,
CDCls) 6 18.43 (CH=C (CHz3)2), 25.96 (CH=C (CHsa)2), 56.19 (OCHs), 66.02 (C-1""),
110.91 (C-2’), 111.41 (C-5’), 119.16 (C-2""), 122.27 (C-2"), 123.37 (C-6’), 124.46 (C-2),
124.53 (C-4”), 130.09 (C-5”), 130.61 (C-1’), 134.46 (C-6”), 137.02 (C-1”), 138.73 (C-
3), 140.77 (C-3), 148.82 (C-3”), 149.82 (C-3’), 153.24 (C-4’), 187.77 (C-1). HRMS (EI)
m/z [M*] calculado para C21H21NOs: 367.1420. Encontrado: 367.1408.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

PVo-3NO2.11.fid
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.17 (E)-1-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)-3-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-
ona (20)

Una mezcla del precursor 4 (1 mmol), 4-nitrobenzaldehido (1 mmol) y NaOH (20 mmol)
en agua /etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6 horas.
El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al vacio.
El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejoé secar, obteniéndose
un polvo amarillo con un rendimiento de 71 %; Rf 0.41 (hexano/acetato de etilo 8:2);
m.p. 134-137 °C. IR 0 2931, 1656, 1592, 1509, 1419, 1340, 1257, 1145, 981, 840, 755
cm®. H NMR (400 MHz, CDCls) & 1.77 (s, 3H, CH=C (CHs)2), 1.79 (s, 3H, CH=C
(CHs)2), 3.96 (s, 3H, OCHs), 4.69 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1""), 5.48 — 5.56 (m, 1H, H-2""),
6.94 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5’), 7.63 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H-2’), 7.64 — 7.71 (m, 2H, H-6" y
H-2), 7.75 — 7.84 (m, 3H, H-3, H-6" y H-2"), 8.26 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-5" y H-3"). 13C
NMR (101 MHz, CDCI3) & 18.39 (CH=C (CHs)2, 25.93 (CH=C (CHs)2, 56.14 (OCHz3),
65.99 (C-1""), 110.89 (C-2’), 111.37 (C-5’), 119.09 (C-2"), 123.35 (C-2), 124.24 (C-3"),
125.57 (C-6’), 128.91 (C-2”), 130.55 (C-1"), 138.74 (C-3"’), 140.61 (C-3), 141.41 (C-4"),
148.46 (C-17), 149.81 (C-3’), 153.27 (C-4’), 187.69 (C-1). HRMS (EIl) m/z [M*] calculado
para C21H21NOs: 367.1420. Encontrado: 367.1436.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.18. (E)-3-(2-fluorofenil)-1-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)prop-2-en-1-
ona (21)

Una mezcla del precursor 4 (1 mmol), 2-fluorobenzaldehido (1 mmol) y NaOH (20
mmol) en agua/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6
horas. El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracién al
vacio. El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejé secar,
obteniéndose un polvo blanco con un rendimiento de 56 %; R¢0.33 (hexano/acetato de
etilo 8:2); m.p. 59-62 °C. IR 0 2933, 1654, 1573, 1511, 1419, 1320, 1257, 1147, 1027,
1000, 979, 755 cm*. 'H NMR (400 MHz, CDClz) & 1.77 (s, 3H, CH=C (CHa)2), 1.79 (s,
3H, CH=C (CHs)2), 3.96 (s, 3H, OCHg3s), 4.69 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1"), 5.50 — 5.56 (m,
1H, H-2"), 6.93 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5), 7.10 — 7.22 (m, 2H, H-3” y H-5"), 7.34 — 7.41
(m, 1H, H-4"), 7.61 — 7.70 (m, 4H, H-2, H-2’, H-6’ y H-6"), 7.89 (d, J = 15.8 Hz, 1H, H-3).
13C NMR (101 MHz, CDCI3) & 18.46 (CH=C (CHs)2), 26.00 (CH=C (CHa)2), 56.19
(OCHzg), 66.01 (C-1"), 111.07 (C-2’), 111.46 (C-5’), 116.42 (d, J = 22.1 Hz, C-3"),
119.31 (C-2""), 123.22 (C-6’), 123.39 (d, J = 11.5 Hz, C-17), 124.59 (C-2), 124.64 (d, J =
2.7 Hz, C-5), 129.99 (d, J = 3.1 Hz, C-6”), 131.08 (C-1’), 131.70 (d, J = 8.8 Hz, C-4"),
136.75, (d, J = 1.8 Hz, C-3), 138.62 (C-3""), 149.71 (C-3’), 152.91 (C-4’), 161.85 (d, J =
254.1 Hz, C-27), 188.77 (C-1). HRMS (ElI) m/z [M*] calculado para C21H21FOs:
340.1475. Encontrado: 340.1493.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.19. (E)-3-(3-fluorofenil)-1-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)prop-2-en-1-
ona (22)

Una mezcla del precursor 4 (1 mmol), 3-fluorobenzaldehido (1 mmol) y NaOH (20
mmol) en agua/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6
horas. El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracién al
vacio. El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejé secar,
obteniéndose un polvo blanco con un rendimiento de 69 %; R¢0.39 (hexano/acetato de
etilo 8:2); m.p. 86-88 °C. IR 0 2938, 1654, 1575, 1511, 1417, 1251, 1236, 1145, 1031,
981, 850, 781, 730, 671 cm™. 'H NMR (400 MHz, CDClz) & 1.77 (s, 3H, CH=C (CHz)2),
1.79 (s, 3H, CH=C (CHs3)z2), 3.96 (s, 3H, OCHs), 4.68 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1""), 5.53 (it, J
=6.6, 1.5 Hz, 1H, H-2""), 6.93 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5"), 7.06 — 7.13 (m, 1H, H-2"), 7.31 —
7.43 (m, 3H, H-4”, H-5” y H-6"), 7.55 (d, J = 15.6 Hz, 1H, H-2), 7.62 (d, J = 1.9 Hz, 1H,
H-2'), 7.66 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H, H-6"), 7.75 (d, J = 15.6 Hz, 1H, H-3). 13C NMR (101
MHz, CDCI3) & 18.40 (CH=C (CHs3)z2), 25.95 (CH=C (CHgs)2), 56.14 (OCHgs), 65.97 (C-
1), 110.95 (C-2’), 111.39 (C-5’), 114.43 (d, J = 21.8 Hz, C-4"), 117.20 (d, J = 21.4 Hz,
C-2”), 119.23 (C-2""), 122.99 (C-2), 123.14 (C-6’), 124.58 (d. J = 2.8 Hz, C-6"), 130.55
(d, J = 8.3 Hz, C-57), 130.94 (C-1"), 137.51 (d, J = 7.6 Hz, C-1"), 138.62 (C-3""), 142.39
(d, J =2.7 Hz, C-3), 149.71 (C-3’), 152.96 (C-4"), 163.14 (d, J = 246.7 Hz, C-3"), 188.28
(C-1). HRMS (El) m/z [M*] calculado para C21H21FO3: 340.1475. Encontrado: 340.1459.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.20. (E)-3-(4-fluorofenil)-1-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)prop-2-en-1-
ona (23)

Una mezcla del precursor 4 (1 mmol), 4-fluorobenzaldehido (1 mmol) y NaOH (20
mmol) en agua /etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6
horas. El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al
vacio. El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejé secar,
obteniéndose un polvo blanco con un rendimiento de 71 %; R¢0.41 (hexano/acetato de
etilo 8:2); m.p. 94-97 °C. IR 0 2937, 1668, 1590, 1508, 1419, 1251, 1143, 977, 802 cm~
1. H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 1.76 (s, 3H, CH=C (CHa)2), 1.79 (s, 3H, CH=C
(CHs3)2), 3.95 (s, 3H, OCHs3), 4.67 (d, J = 6.8 Hz, 2H, H-1""), 5.49-5.56 (m, 1H, H-2""),
6.92 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-5°), 7.10 (t, J = 8.1 Hz, 2H, H-3"), 7.49 (d, J = 15.6 Hz, 1H, H-
2), 7.60 — 7.68 (m, 4H, H-2’, H-6’ y H-2"), 7.76 (d, J = 15.6 Hz, 1H, H-3). 3C NMR (101
MHz, CDCI3) & 18.38 (CH=C (CHs3)2), 25.93 (CH=C (CHs3s)2), 56.12 (OCHs), 65.94 (C-
1), 110.97 (C-2’), 111.38 (C-5’), 116.14 (d, J = 21.9 Hz, C-3”), 119.25 (C-2"’), 121.50
(C-2), 123.00 (C-6’), 130.30 (d, J = 8.5 Hz, C-2"), 131.09 (C-1’), 131.46 (d, J = 3.3 Hz,
C-17), 138.57 (C-3"), 142.59 (C-3), 149.66 (C-3’), 152.81 (C-4’), 163.99 (d, J = 251.4
Hz, C-4”), 188.41 (C-1). HRMS (El) m/z [M*] calculado para C21H21FOs: 340.1475.
Encontrado: 340.1479.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.21. (E)-1-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxy)fenil)-3-(2(trifluorometil)
fenil)prop-2-en-1-ona (24)

Una mezcla del precursor 4 (1 mmol), 2-trifluorometilbenzaldehido (1 mmol) y NaOH (20
mmol) en agua/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6
horas. El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracién al
vacio. El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejé secar,
obteniéndose un polvo blanco con un rendimiento de 76 %; R¢0.33 (hexano/acetato de
etilo 8:2); m.p. 109-112 °C. IR 0 2921, 1656, 1579, 1513, 1421, 1313, 1257, 1118, 970,
761 cm™. 'H NMR (400 MHz, CDClIz) 8 1.76 (s, 3H, (CH=C (CHs3)2), 1.79 (s, 3H, (CH=C
(CHs3)2), 3.95 (s, 3H, OCH3s), 4.68 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1""), 5.52 (dddt, J = 6.9, 2.8, 1.4
Hz, 1H, H-2""), 6.93 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5’), 7.43 (d, J = 15.5 Hz, 1H, H-2), 7.49 (t, J =
7.6 Hz, 1H, H-57), 7.57 — 7.62 (m, 2H, H-2' y H-4"), 7.64 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H, H-6),
7.73(d, J = 7.8 Hz, 1H, H-3"), 7.82 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-6"), 8.11 (dq, J = 15.4, 2.3 Hz,
1H, H-3). 3C NMR (101 MHz, CDClIs) d 18.42 (CH=C (CHz)2), 25.96 (CH=C (CHz3)2),
56.14 (OCHjs), 65.99 (C-1""), 111.13 (C-2’), 111.45 (C-5’), 119.23 (C-2""), 123.37 (C-6),
124.11 (d, J = 275.1 Hz, CF3), 126.35 (g, J = 5.6 Hz, C-3”), 126.57 (C-2), 129.23 (d, J =
30.4 Hz, C-2”), 129.58 (C-5"), 130.66 (C-1"), 132.18 (C-4"), 134.44 (d, J = 1.7 Hz, C-1"),
138.67 (C-3), 139.32 (q, J = 2.1 Hz, C-3), 149.71 (C-3’), 153.02 (C-4’), 188.61 (C-1).
HRMS (EI) m/z [M*] calculado para C22H21F303: 390.1443 Encontrado: 390.1434.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.22. (E)-1-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxy)fenil)-3-(3(trifluorometil)
fenil)prop-2-en-1-ona (25)

Una mezcla del precursor 4 (1 mmol), 3-trifluorometilbenzaldehido (1 mmol) y NaOH (20
mmol) en agua/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6
horas. El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracién al
vacio. El solido obtenido fue lavado con agual/etanol frio (1:1) y se dej6é secar,
obteniéndose un polvo blanco con un rendimiento de 66 %; R¢0.38 (hexano/acetato de
etilo 8:2); m.p. 75-79 °C. IR 0 2921, 1656, 1577, 1513, 1336, 1257, 1122, 970, 804, 694
cm®. 'H NMR (400 MHz, CDClz) & 1.77 (s, 3H, CH=C (CHzs)2), 1.80 (s, 3H, CH=C
(CHs)2), 3.97 (s, 3H, OCHgs), 4.70 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1""), 5.50 — 5.55 (m, 1H, H-2""),
6.94 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5), 7.52 — 7.70 (m, 5H, H-2, H-2’, H-6’, H-4” y H-5"), 7.78 —
7.84 (m, 2H, H-3 y H-6"), 7.89 (s, 1H, H-2”). 3C NMR (101 MHz, CDCI3) & 18.47
(CH=C (CHs)2 ), 26.02 (CH=C (CHs)2 ), 56.21 (OCHs), 66.02 (C-1""), 110.92 (C-2’),
111.35 (C-5’), 119.21 (C-2""), 123.28 (C-6’), 123.45 (C-2), 124.67 (q, J = 3.8 Hz, C-27),
123.98 (d, J = 273.5 Hz, CF3), 126.74 (g, J = 3.6 Hz, C-4"), 129.62 (C-5"), 130.83 (C-1),
131.41 (d, J = 32.6 Hz, C-3”), 131.74 (C-6"), 136.05 (C-1"), 138.73 (C-3""), 142.01 (C-
3), 149.78 (C-3’), 153.07 (C-4’), 188.19 (C-1). HRMS (El) m/z [M*] calculado para
C22H21F303: 390.1443 Encontrado: 390.1430.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.23. (E)-1-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxy)fenil)-3-(4(trifluorometil)
fenil)prop-2-en-1-ona (26)

Una mezcla del precursor 4 (1 mmol), 4-trifluorometilbenzaldehido (1 mmol) y NaOH (20
mmol) en agua/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6
horas. El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracién al
vacio. El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejé secar,
obteniéndose un polvo blanco con un rendimiento de 49 %; R¢0.42 (hexano/acetato de
etilo 8:2); m.p. 84-87 °C. IR U 2927, 1658, 1575, 1513, 1317, 1114, 970, 829, 806, 740
cm®. 'H NMR (400 MHz, CDClz) & 1.77 (s, 3H, CH=C (CHz3)2), 1.79 (s, 3H, CH=C
(CHs3)2), 3.96 (s, 3H, OCHgs), 4.69 (d, J = 6.6 Hz, 2H, H-1""), 5.46 — 5.56 (m, 1H, H-2""),
6.93 (d, J =8.4 Hz, 1H, H-5’), 7.59 — 7.69 (m, 5H, H-2, H-2” y H-3"), 7.74 (d, J = 8.2 Hz,
2H, H-2’ y H-6"), 7.80 (d, J = 15.7 Hz, 1H, H-3). 13C NMR (101 MHz, CDCls) & 18.35
(CH=C (CHs)2), 25.90 (CH=C (CHs)2), 56.09 (OCHs), 65.90 (C-1""), 110.81 (C-2’),
111.24 (C-5’), 119.07 (C-2’), 123.15 (C-6’), 123.94 (C-2), 123.88 (d, J = 273.2 Hz, CF3),
125.89 (g, J = 3.7 Hz, C-3”), 128.43 (C-2”), 130.70 (C-1’), 131.68 (d, J = 32.6 Hz, C-4"),
138.53 (d, J = 1.2 Hz, C-17), 141.80 (C-3), 149.67 (C-3’), 152.98 (C-4’), 188.08 (C-1).
HRMS (EI) m/z [M*] calculado para C22H21F303: 390.1443 Encontrado: 390.1439.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.24. (E)-3-(2-clorofenil)-1-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)prop-2-en-1-
ona (27)

Una mezcla del precursor 4 (1 mmol), 2-clorobenzaldehido (1 mmol) y NaOH (20 mmol)
en agua/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6 horas.
El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al vacio.
El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejoé secar, obteniéndose
un polvo blanco con un rendimiento de 80 %; R¢0.36 (hexano/acetato de etilo 8:2); m.p.
89-92 °C. IR 0 2962, 1652, 1577, 1511, 1419, 1255, 1143, 971, 755 cm. 'H NMR
(400 MHz, CDCls) & 1.76 (s, 3H, CH=C (CHs3)2), 1.79 (s, 3H, CH=C (CHs)2), 3.95 (s, 3H,
OCHgs), 4.68 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1""), 5.52 (dddt, J = 8.2, 5.6, 1.4 Hz, 1H, H-2""), 6.93
(d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5), 7.27 — 7.35 (m, 2H, H-4” y H-5"), 7.42 — 7.45 (m, 1H, H-6"),
7.50 (d, J = 15.7 Hz, 1H, H-2), 7.62 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-2'), 7.65 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz,
1H, H-6’), 7.72 — 7.76 (m, 1H, H-3”), 8.16 (d, J = 15.7 Hz, 1H, H-3). 13C NMR (101 MHz,
CDCI3) 6 18.41(CH=C (CHs)2), 25.95 (CH=C (CHas)2), 56.14 (OCHszs), 65.96 (C-1""),
111.10 (C-2’), 111.42 (C-5’), 119.25 (C-2""), 123.23 (C-6’), 124.77 (C-2), 127.14 (C-57),
127.88 (C-3”), 130.36 (C-6"), 130.91 (C-1’), 131.04 (C-4"), 133.62 (C-1"), 135.45 (C-2"),
138.60 (C-3"), 139.76 (C-3), 149.66 (C-3’), 152.89 (C-4’), 188.68 (C-1). HRMS (EIl) m/z
[M*] calculado para C21H21ClOs: 356.1179. Encontrado: 356.1174.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.25. (E)-3-(3-clorofenil)-1-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)prop-2-en-1-
ona (28)

Una mezcla del precursor 4 (1 mmol), 3-clorobenzaldehido (1 mmol) y NaOH (20 mmol)
en agua/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6 horas.
El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al vacio.
El sélido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejé secar, obteniéndose
un polvo blanco con un rendimiento de 69 %; Rt 0.45 (hexano/acetato de etilo 8:2); m.p.
86-88 °C. IR U 2969, 1650, 1600, 1575, 1419, 1307, 1257, 1149, 979, 782, 673 cm™.
'H NMR (400 MHz, CDClz) & 1.77 (s, 3H, CH=C (CHa)2), 1.79 (s, 3H, CH=C (CHz)2),
3.96 (s, 3H, OCHz3), 4.68 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1""), 5.49 — 5.55 (m, 1H, H-2""), 6.93 (d, J
= 8.4 Hz, 1H, H-5'), 7.31 — 7.39 (m, 2H, H-4" y H-5"), 7.49 (dt, J = 6.4, 1.7 Hz, 1H, H-
6”), 7.55 (d, J = 15.6 Hz, 1H, H-2), 7.60 — 7.64 (m, 2H, H-2’ y H-2"), 7.66 (dd, J = 8.4,
2.0 Hz, 1H, H-6"), 7.72 (d, J = 15.6 Hz, 1H, H-3). 3C NMR (101 MHz, CDCIz) 5 18.41
(CH=C (CHas)2), 25.95 (CH=C (CHs)2), 56.16 (OCHs), 65.97 (C-1""), 110.95 (C-2’),
111.39 (C-5"), 119.23 (C-2""), 123.03 (C-2), 123.17 (C-6’), 126.86 (C-6"), 127.86 (C-2"),
130.19 (C-4” 0 C-57), 130.26 (C-4” 0 C-5”), 130.91 (C-1’), 135.01 (C-3”), 137.08 (C-1"),
138.62 (C-3"), 142.16 (C-3), 149.72 (C-3’), 152.98 (C-4’), 188.21 (C-1). HRMS (EIl) m/z
[M*] calculado para C21H21ClOs: 356.1179. Encontrado: 356.1181.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

9.1.26. (E)-3-(4-clorofenil)-1-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)prop-2-en-1-
ona (29)

Una mezcla del precursor 4 (1 mmol), 4-clorobenzaldehido (1 mmol) y NaOH (20 mmol)
en agua/etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6 horas.
El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracion al vacio.
El sélido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejé secar, obteniéndose
un polvo blanco con un rendimiento de 78 %; Rt 0.39 (hexano/acetato de etilo 8:2); m.p.
110-114 °C. IR 0 2964, 1654, 1602, 1492, 1417, 1324, 1255, 1147, 987, 800, 763 cm™.
'H NMR (400 MHz, CDCls) & 1.76 (s, 3H, CH=C (CHa)2), 1.79 (s, 3H, CH=C (CHz)2),
3.95 (s, 3H, OCHg), 4.68 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1""), 5.49 — 5.56 (m, 1H, H-2""), 6.92 (d, J
= 8.4 Hz, 1H, H-5’), 7.34 — 7.42 (m, 2H, H-3"), 7.50 — 7.59 (m, 3H, H-2 y H-2"), 7.61 (d,
J =1.9 Hz, 1H, H-2"), 7.65 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H, H-6’), 7.74 (d, J = 15.6 Hz, 1H, H-3).
3C NMR (101 MHz, CDCI3) & 18.46 (CH=C (CHa)2), 26.01 (CH=C (CHz3)2), 56.19
(OCHz3), 65.99 (C-1""), 110.93 (C-2), 111.34 (C-5’), 119.23 (C-2""), 122.23 (C-2), 123.10
(C-6’), 129.32 (C-37), 129.63 (C-2"), 131.02 (C-1’), 133.73 (C-4"), 136.28 (C-1"), 138.68
(C-3), 142.47 (C-3), 149.70 (C-3’), 152.90 (C-4’), 188.40 (C-1). HRMS (El) m/z [M*]
calculado para C21H21ClOs: 356.1179. Encontrado: 356.1193.
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9.1.27. (E)-3-(4-(dimetilamino)fenil)-1-(3-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)
prop-2-en-1-ona (30)

Una mezcla del precursor 4 (1 mmol), 4-N, N-dimetilbenzaldehido (1 mmol) y NaOH (20
mmol) en agua /etanol (1:2) (15 mL) fueron agitados a temperatura ambiente durante 6
horas. El producto fue obtenido por precipitado y el solvente fue retirado por filtracién al
vacio. El solido obtenido fue lavado con agua/etanol frio (1:1) y se dejé secar,
obteniéndose un polvo blanco con un rendimiento de 76%; Rt 0.21 (hexano/acetato de
etilo 8:2); m.p. 112-116 °C. IR 0 2921, 1727, 1517, 1253, 1145, 1027, 979, 808. H
NMR (400 MHz, CDCI3) & 1.76 (s, 3H, CH=C (CHs)2), 1.79 (s, 3H, CH=C (CHs3)2), 3.03
(s, 6H, (N(CHs3)2), 3.95 (s, 3H, OCHgs), 4.67 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-1""), 5.53 (dddd, J =
8.1, 5.2, 2.6, 1.2 Hz, 1H, H-2""), 6.66 — 6.71 (m, 2H, H-3"), 6.92 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-5),
7.37 (d, J = 15.4 Hz, 1H, H-2), 7.52 — 7.57 (m, 2H, H-2"), 7.62 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-2)),
7.65 (dd, J = 8.3, 2.0 Hz, 1H, H-6’), 7.79 (d, J = 15.4 Hz, 1H, H-3). 13C NMR (101 MHz,
CDCls) & 18.41 (CH=C (CH3)2), 25.96 (CH=C (CHs)2), 40.24 (N(CHs3)2), 56.13 (OCHz3),
65.92 (C-1""), 111.07 (C-2’), 111.44 (C-5’), 111.94 (C-3”), 116.67 (C-2), 119.47 8C-2""),
122.55 (C-6"), 122.99 (C-1"), 130.36 (C-2"), 132.02 (C-1"), 138.36 (C-3""), 144.95 (C-3),
149.49 (C-3’), 152.00 (C-4"), 152.22 (C-4’), 188.90 (C-1). HRMS (EI) m/z [M*] calculado
para Cz3sH27NOs: 365.1991 Encontrado: 365.1972.
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9.2 BASES DE SCHIFF

9.2.1. Piridina-4-carbohidracida (34)

La hidracida 34 fue obtenido a partir de 1 eq. del éster metil isonicotinato 31 y 4 eq. de
NH2NH2 en metanol como solvente, la reaccién se llevd a cabo en reflujo durante 5 h.
El producto se obtuvo mediante precipitacion al afiadir agua/hielo, el sélido fue lavado
con metanol y recristalizado en etanol para obtener un polvo blanco: Rf 0.21 (cloruro de
metileno/metanol/hidroxido de amonio 90:8:2); m.p. 165-168 °C. IR U 3301, 3102, 3010,
2861, 1662, 1633, 1554, 1411, 1332, 1220, 1141, 995, 844, 673, 659 cm™. 1H NMR
(400 MHz, DMSO-ds) 8 = 4.62 (s, 2H, NH2), 7.72 (dd, J = 4.4, 1.4 Hz, 2H, H-3' y H-5),
8.70 (dd, J = 4.4, 1.4 Hz, 2H, H-2' y H-6’), 10.09 (s, 1H, NH). 13C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) 6 = 121.01 (C-3' y C-5), 140.28 (C-1"), 150.22 (C-2' y C-6’), 163.91 (C-1).
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INH 22-11-21.11.fid
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9.2.2. Pirazina-2-carbohidracida (35)

La hidracida 35 fue obtenido a partir de 1 eq. del éster metil pirazina carboxilato 32 y 4
eq. de NH2NHz en metanol como solvente, la reaccion se llevo a cabo en reflujo durante
5 h. El producto se obtuvo mediante precipitacién al afadir agua/hielo, el sélido fue
lavado con metanol y recristalizado en etanol para obtener un polvo color crema: Rf
0.47 (cloruro de metileno/metanol/hidroxido de amonio 90:8:2); m.p. 158-163 °C. IR U
3305, 3228, 2923, 1673, 1643, 1513, 1459, 1305, 1207, 1162, 960, 860, 750, 665 cm™.
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & = 1H NMR (400 MHz, DMSO) & 4.65 (s, 2H, NH2), 8.69
(dd, J = 2.5, 1.5 Hz, 1H, H-5), 8.83 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-3), 9.12 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H-
6’), 10.12 (s, 1H, NH). ¥3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) d = 143.22 (C-6’), 143.47 (C-5'),
144.90 (C-2’), 147.25 (C-3’), 161.50 (C-1).
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PCH 22-11-21.11.fid
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9.2.3. 2-hidroxibenzohidracida (36)

La hidracida 36 fue obtenido a partir de 1 eq. del éster metil salicilato 33 y 4 eq. de
NH2NH2 en metanol como solvente, la reaccion se llevd a cabo en reflujo durante 5 h.
El producto se obtuvo mediante precipitacion al afiadir agua/hielo, el sélido fue lavado
con metanol y recristalizado en etanol para obtener un polvo blanco: Rf 0.78 (cloruro de
metileno/metanol/hidroxido de amonio 90:8:2); m.p. 147-150 °C. IR U 3318, 3266, 1644,
1583, 1482, 1349, 1299, 1238, 1133, 962, 790, 757, 663 cm™. 'H NMR (400 MHz,
DMSO-dg) 6 = *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) d = 4.66 (s, 2H, NH2), 6.82 — 6.87 (m, 1H,
H-5%), 6.89 (dd, J = 8.3, 1.0 Hz, 1H, H-6"), 7.37 (ddd, J = 8.6, 7.3, 1.6 Hz, 1H, H-4’), 7.80
(dd, J=7.9, 1.7 Hz, 1H, H-3’), 10.05 (s, 1H, NH), 12.47 (s, 1H. OH). 13C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) & = 114.39 (C-1’), 117.30 (C-6’), 118.64 (C-5), 127.09 (C-3’), 133.39 (C-4'),
159.61 (C-2’), 167.93 (C-1).
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9.2.4 4-(morfolin-4-il) benzaldehido (37)

El amino benzaldehido 37 fue obtenido a partir de 1 eq. del 4-fluorobenzaldehido (10
mmol,1.249) y 1.2 eq. de la morfolina (12 mmol, 1.04 g) en presencia de 1 eq. de K2COs
(20 mmol, 1.38 g) como base y una cantidad catalitica de bromuro de tetrabutilamonio
(300 mg) en 10 mL de DMF a reflujo por 24 h. La mezcla de reaccion se enfrio con
agua/hielo para precipitar, se filtré y el sélido fue lavado con agua y se dej6é secar para
obtener un sdélido amarillo canario: Rf 0.78 (cloruro de metileno/metanol/hidréxido de
amonio 90:8:2); m.p. 56-58 °C. 'H NMR (400 MHz, CDClz) 6 = 3.30 — 3.37 (m, 2H, H-3”
y H-5”), 3.81 — 3.88 (m, 2H, H-2” y H-6"), 6.90 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-2’ y H-6’), 7.76 (d, J
= 8.7 Hz, 2H, H-3’ y H-5’), 9.78 (s, 1H, CHO). 3C NMR (101 MHz, CDCI3) d = 47.37 (C-
3"y C-5"), 66.57 (C-2”y C-6"), 113.53 (C-3' y C-5), 127.74 (C-1’), 131.87 (C-2' y C-6),
155.22 (C-4’), 190.54 (C-1).
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4F-morfolina.10.fid
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9.2.5 4-(piperidin-1-il) benzaldehido (38)

El amino benzaldehido 38 fue obtenido a partir de 1 eq. del 4-fluorobenzaldehido (10
mmol,1.24g) y 1.2 eq. de la piperidina (12 mmol, 1.02 g) en presencia de 1 eq. de
K2COs (10 mmol, 1.38 g) como base y una cantidad catalitica de bromuro de
tetrabutilamonio (300 mg) en 10 mL de DMF a reflujo por 24 h. La mezcla de reaccion
se enfrio con agua/hielo para precipitar, se filtré y el solido fue lavado con agua y se
dej6 secar para obtener un s6lido amarillo: Rf 0.59 (cloruro de
metileno/metanol/hidréxido de amonio 90:8:2); m.p. 52-55 °C. 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 =1.59 — 1.73 (m, 6H, H-3”, H-4” y H-5"), 3.39 (t, J = 4.8 Hz, 4H, H-2” y H-6"),
6.87 (d, J = 8.9 Hz, 2H, H-6’ y H-2"), 7.71 (d, J = 8.9 Hz, 2H, H-3' y H-5’), 9.73 (s, 1H,
CHO). C NMR (101 MHz, CDCI3z) & = 24.44 (C-4”), 25.41 (C-5" y C-3”), 48.48 (C-2" y
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C-6"), 113.36 (C-2’ y C-6’), 126.25 (C-1’), 132.05 (C-3’ y C-5’), 155.27 (C-4’), 190.31(C-
1).
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9.2.6 4-(pirrolidin-1-il) benzaldehido (39)

El amino benzaldehido 39 fue obtenido a partir de 1 eq. del 4-fluorobenzaldehido (10
mmol,1.24g) y 1.2 eq. de la pirrolidina (12 mmol, 0.85 g) en presencia de 1 eq. de
K2COs (10 mmol, 1.38 g) como base y una cantidad catalitica de bromuro de
tetrabutilamonio (300 mg) en 10 mL de DMF a refujo por 24 h. La mezcla de reaccion se
enfrio con agua/hielo para precipitar, se filtr6 y el solido fue lavado con agua y se dejo
secar para obtener un sélido marron: Rf 0.75 (cloruro de metileno/metanol/hidroxido de
amonio 90:8:2); m.p. 71-74 °C. '*H NMR (400 MHz, CDClz) 6 = 2.00 — 2.07 (m, 4H, H-3”
y H-4"), 3.34 — 3.39 (m, 4H, H-2” y H-5"), 6.55 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-2' y H-6"), 7.71 (d, J
= 8.7 Hz, 2H, H-3’ y H-5’), 9.70 (s, 1H, CHO). 3C NMR (101 MHz, CDCIls) d = 25.50 (C-
37y C-4”),47.73 (C-2” y C-5"), 111.29 (C-2' y C-6"), 124.91 (C-1’), 132.11(C-3’ y C-5'),
152.05 (C-4’), 190.28 (C-1).
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9.2.7 4-(1H-imidazol-1-il) benzaldehido (40)

El amino benzaldehido 40 fue obtenido a partir de 1 eq. del 4-fluorobenzaldehido (10
mmol,1.249) y 1.2 eq. del imidazol (12 mmol, 0.82 g) en presencia de 1 eq. de K2COs3
(20 mmol, 1.38 g) como base y una cantidad catalitica de bromuro de tetrabutilamonio
(300 mg) en 10 mL de DMF a reflujo por 24 h. La mezcla de reaccion se enfrio con
agua/hielo para precipitar, se filtré y el sélido fue lavado con agua y se dej6 secar para
obtener un soélido amarillo claro: Rf 0.47 (cloruro de metileno/metanol/hidroxido de
amonio 90:8:2); m.p. 137-140 °C. *H NMR (400 MHz, CDClz) & = 7.26 (s, 1H, H-2"),
7.39 (s, 1H, H-57), 7.59 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-3’ y H-5’), 7.96 — 8.07 (m, 3H, H-2’, H-6" y
H-4”"), 10.05 (s, 1H, CHO). 13C NMR (101 MHz, CDCls) 5 = 117.74 (C-5”), 121.16 (C-3’
y C-5"), 131.42 (C-2”), 131.67 (C-2’ y C-6’), 135.03 (C-1’), 135.47(C-4"), 141.79 (C-4’),

190.68 (C-1).
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13C RMN (CDCls, 101 MHz)
9.2.8 4-(1H-benzo[d]imidazol-1-il) benzaldehido (41)
El amino benzaldehido 41 fue obtenido a partir de 1 eq. del 4-fluorobenzaldehido (10
mmol,1.24g) y 1.2 eq. del benzimidazol (12 mmol, 1.42 g) en presencia de 1 eq. de
K2COs (10 mmol, 1.38 g) como base y una cantidad catalitica de bromuro de
tetrabutilamonio (300 mg) en 10 mL de DMF a reflujo por 24 h. La mezcla de reaccion
se enfrio con agua/hielo para precipitar, se filtré y el solido fue lavado con agua y se
dej6 secar para obtener un solido blanco: Rf 0.53 (cloruro de metileno/metanol/hidréxido
de amonio 90:8:2); m.p. 153-156 °C. H NMR (400 MHz, CDCls) & = 7.37 — 7.42 (m, 2H,
H-6" y H-7"), 7.60 — 7.66 (m, 1H, H-8”), 7.70 — 7.76 (m, 2H, H-3’ y H-5’), 7.89 — 7.94 (m,
1H, H-5"), 8.10 — 8.15 (m, 2H, H-2’' y H-6’), 8.20 (s, 1H, H-2"), 10.11 (s, 1H, CHO).13C
NMR (101 MHz, CDCIs) 6 = 110.55 (C-8”), 121.10 (C-5"), 123.52 (C-6” o C-7"), 123.79
(C-3'y C-5"), 124.38 (C-6” o C-7”), 131.72 (C-2’ y C-6’), 133.06 (C-4”), 135.36 (C-1’),
141.42 (C-4), 141.87 (C-2"), 144.48 (C-9”), 190.75 (C-1).
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4-benzimidazol CHO recrist.20.fid
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9.2.9 4-(2-ox0-3-oxazolidinil) benzaldehido (42)

El amino benzaldehido 42 fue obtenido a partir de 1 eq. del 4-fluorobenzaldehido (10
mmol,1.24g) y 1.2 eq. de 2-oxazolidinona (12 mmol, 1.04 g) en presencia de 1 eq. de
K2COs (10 mmol, 1.38 g) como base y una cantidad catalitica de bromuro de
tetrabutilamonio (300 mg) en 10 mL de DMF a reflujo por 24 h. La mezcla de reaccién
se enfrio con agua/hielo para precipitar, se filtré y el solido fue lavado con agua y se
dej6 secar para obtener un solido blanco: Rf 0.62 (cloruro de metileno/metanol/hidréxido
de amonio 90:8:2); m.p. 100-105 °C. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) d = 4.06 — 4.18 (m, 2H,
H-4"), 4.46 — 4.58 (m, 2H, H-5"), 7.72 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-3' y H-5"), 7.89 (d, J = 8.7
Hz, 2H, H-2' y H-6), 9.94 (s, 1H, CHO).13C NMR (101 MHz, CDCls) & 45.04 (C-4”),
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61.50 (C-5”), 117.76 (C-3' y C-5), 131.07 (C-2’ y C-6"), 132.00 (C-1’), 143.61 (C-4),

154.84 (C-2"), 191.07 (C-1).
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4-oxazolidinona CHO L3.11.fid
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9.2.10. (E)-N'-(4-morfolinobencilideno) isonicotinhidracida (43)

El derivado de bases de Schiff 44 se obtuvo mediante condensacion de 1 mmol del
aldehido 37 con 1 mmol de la hidracida 34 en etanol a reflujo por 4-6 horas. El producto
se obtuvo al precipitar la reaccion con agua fria, se filtré el solvente, se lavo con
agua/etanol frio y se dejé secar para obtener un sélido amarillo. Rf 0.42 (cloruro de
metileno/metanol/hidréxido de amonio 90:8:2); m.p. 248-250 °C. IR U 3266, 3068, 2969,
2854, 1650, 1592, 1542, 1513, 1361, 1288, 1230, 1051, 970, 925, 840, 815, 754, 680
cm™. 1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 = 3.21 (t, J = 4.8 Hz, 4H, N(CH2)2), 3.73 (t, J = 4.9
Hz, 4H, O(CH2)2), 7.00 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-3"” y H-5"), 7.61 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-2" y
H-6"), 7.80 (d, J = 6.0 Hz, 2H, H-3’ y H-5’), 8.33 (s, 1H, CH=N), 8.76 (d, J = 6.0 Hz, 2H,
H-2' y H-6’), 11.87 (s, 1H, NH). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 47.48 (N(CH2)2),
66.06 (O(CH2)2), 114.43 (C-3” y C-5”), 121.61 (C-3' y C-5), 124.19 (C-1"), 128.68 (C-2”
y C-6"), 140.83 (C-4’), 149.52 (C=N), 150.39 (C-2’ y C-6’), 152.54 (C-4”), 161.42 (C-1).
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4-morfolina INH JL1 17-8-21.10.fid
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4-morfolina INH JL1 17-8-21.11.fid
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FT-IR espectro de 43

9.2.11. (E)-N'-(4-(piperidin-1-il)bencilideno) isonicotinhidracida (44)

El derivado de bases de Schiff 44 se obtuvo mediante condensacion de 1 mmol del
aldehido 38 con 1 mmol de la hidracida 34 en etanol a reflujo por 4-6 horas. El producto
se obtuvo al precipitar la reaccion con agua fria, se filtr6 el solvente, se lavd con
agua/etanol frio y se dejo secar para obtener un sdlido amarillo. Rf 0.45 (cloruro de
metileno/metanol/hidroxido de amonio 90:8:2); m.p. 196-199 °C. IR U 3462, 3448, 3183,
2944, 2843, 1660, 1594, 1515, 1357, 1303, 1236, 1189, 1124, 1062, 973, 916, 862,
819, 684 cm?. 'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & = 1.52 — 1.64 (m, 6H, H-2"", H-4"" y H-
5”), 3.25 - 3.30 (m, 4H, N(CH2)2), 6.97 (d, J = 8.9 Hz, 2H, H-3” y H-5”), 7.56 (d, J = 8.9
Hz, 2H, H-2” y H-6"), 7.78 — 7.83 (m, 2H, H-3’ y H-5’), 8.32 (s, 1H, CH=N), 8.74 — 8.78
(m, 2H, H-2" y H-6"), 11.81 (s, 1H, NH). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) d = 23.93 y
24.97 (C-2” C-4” y C-5"), 48.32 (N(CH2)2), 114.52 (C-3” y C-5”), 121.48 (C-3' y C-5"),
122.94 (C-17), 128.63 (C-2” y C-6"), 140.77 (C-4’), 149.50 (C=N), 150.27 (C-2’ y C-6’),
152.55 (C-4”), 161.14 (C-1).
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IH RMN (DMSO-ds, 400 MHz)

4-piperidina-INH.21.fid
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9.2.12. (E)-N'-(4-(pirrolidin-1-il)bencilideno) isonicotinhidracida (45)

El derivado de bases de Schiff 45 se obtuvo mediante condensaciéon de 1 mmol del

T T T T T T T T
3600 3400 3200 3000

aldehido 39 con 1 mmol de la hidracida 34 en etanol a reflujo por 4-6 horas. El producto
se obtuvo al precipitar la reaccion con agua fria, se filtré el solvente, se lavé con
agua/etanol frio y se dejo secar para obtener un sélido amarillo. Rf 0.48 (cloruro de
metileno/metanol/hidroxido de amonio 90:8:2); m.p. 209-213 °C. IR 0 3438, 3187, 2971,
2838, 1589, 1523, 1369, 1303, 1180, 1056, 977, 815, 750, 707, 669 cm™. *H NMR (400
MHz, DMSO-d6) & = 1.93 — 1.98 (m, 4H, H3"” y H-4""), 3.24 — 3.31 (m, 4H, N(CH2)2),
6.59 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-3” y H-5"), 7.54 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-2" y H-6"), 7.77 — 7.81
(m, 2H, H-3' y H-5), 8.29 (s, 1H, CH=N), 8.72 — 8.78 (m, 2H, H-2’' y H-6"), 11.75 (s, 1H,
NH). 13C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & = 25.08 (C-3"" y C-4""), 47.36 (N(CH2)2), 111.72
(C-3”y C-57), 120.59 (C-17), 121.59 (C-3’' y C-5’), 128.98 (C-2” y C-6"), 140.97 (C-4’),
149.27 (C-4”), 150.29 (C=N), 150.36 (C-2'y C-6’), 161.18 (C-1).
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4-pirrolidina INH JL1 17-8-21.11.fid
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9.2.13. (E)-N'-(4-(1H-imidazol-1-il)bencilideno) isonicotinhidracida (46)

El derivado de bases de Schiff 46 se obtuvo mediante condensacion de 1 mmol del
aldehido 40 con 1 mmol de la hidracida 34 en etanol a reflujo por 4-6 horas. El producto
se obtuvo al precipitar la reaccion con agua fria, se filtr6 el solvente, se lavd con
agua/etanol frio y se dejé secar para obtener un soélido color crema claro. Rf 0.16
(cloruro de metileno/metanol/hidroxido de amonio 90:8:2); m.p. 262-266 °C. IR U 3145,
2971, 1968, 1670, 1525, 1299, 1263, 1147, 1110, 1064, 960, 917, 833, 813, 755, 674
cm. IH NMR (400 MHz, DMSO-de) d = 7.14 (s, 1H, H-2""), 7.74 — 7.94 (m, 7H, H-3’, H-
5, H-2”, H-3”, H-5”, H-6” y H-5""), 8.37 (s, 1H, H-4""), 8.51 (s, 1H, CH=N), 8.80 (d, J =
5.3 Hz, 2H, H-2’ y H 6’), 12.13 (s, 1H, NH). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 117.66,
120.32, 121.34 y 128.57 (C-3, C-5, C-2”, C-3”, H-5”, H-6” y H-5""), 130.02 (C-2""),
132.36 (C-1”), 135.41 (C-4’’), 138.01 (C-4’), 140.36 (C-4"), 147.90 (C=N), 150.18 (C-2’
y C-6’), 161.55 (C-1).
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4-imidazol INH recr.11.fid
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FT-IR espectro de 46

9.2.14. (E)-N'-(4-(1H-benzo[d]imidazol-1-il)bencilideno) isonicotinhidracida (47)

El derivado de bases de Schiff 47 se obtuvo mediante condensacion de 1 mmol del
aldehido 41 con 1 mmol de la hidracida 34 en etanol a reflujo por 4-6 horas. El producto
se obtuvo al precipitar la reaccion con agua fria, se filtr6 el solvente, se lavo con
agua/etanol frio y se dej6é secar para obtener un sélido color crema claro. Rf 0.19
(cloruro de metileno/metanol/hidroxido de amonio 90:8:2); m.p. 242-245 °C. IR 0 3357,
3071, 2971, 2209, 1671, 1554, 1513, 1288, 1232, 1141, 1066, 968, 840, 771, 750, 682
cmt. IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & = 7.29 — 7.40 (m, 2H, H-6"" y H-7""), 7.66 — 7.87
(m, 6H, H-3’, H-5', H-3”, H-5”, H-5"" y H-8""), 8.01 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-2” y H-6"), 8.57
(s, 1H, CH=N), 8.65 (s, 1H, H-2""), 8.77 — 8.83 (m, 2H, H-2' y H-6’), 12.18 (s, 1H, NH).
13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 110.67, 119.93, 121.36 y 123.62(C-3’, C-5’, C-3”, C-
5”, C-5” y C-8"), 122.51 y 123.50 (C-6 y C-7""), 128.7 (C-2” y C-6”), 132.72 (C-9),
133.13 (C-17), 137.26 (C-4”), 140.33 (C-4’) , 142.98 (C-