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Resumen

Se sintetizaron cinco heterochalconas (P1-1 a P1-5) mediante reaccion de Claisen-Schmidt “sobre-agua”, un sistema heterogéneo
con sustratos insolubles y base miscible, alcanzando rendimientos de 67 a 79%. La elucidacion estructural se realizé por RMN
'Hy 3C. Laactividad antimicrobiana se evalué frente a Staphylococcus aureus, Candida albicans y Escherichia coli, observan-
dose inhibicion solo en las dos primeras. Los halos de inhibicion fueron mayores en C. albicans (12,2 + 0,3 a 23,4 = 0,6 mm)
que en S. aureus (10,2 £ 0,6 a 16,7 £ 0,9 mm). Los bioisosteros clasicos (sustitucion de hidrogeno por fllor) aumentaron la
eficiencia farmacoldgica, mientras que los no clasicos (fenil por pirrol) la redujeron.

Palabras claves: Antibacteriano; Antifungico; Bioisosterismo; Heterochalconas; Sobre-agua.
Abstract

Pirazine’s heterochalcones “On water”: bioisosteric approach and their in vitro antimicrobial activity. Five heterochal-
cones (P1-1 to PI-5) were synthesized through the “on-water” Claisen-Schmidt condensation, a heterogeneous system with in-
soluble substrates and a miscible organic base, achieving a yield of 67 to 79%. Structural elucidation was performed by'H and
13C NMR spectroscopy. Antimicrobial activity was evaluated against Staphylococcus aureus, Candida albicans, and Escherichia
coli with inhibition observed only for the first two microorganisms. Inhibition halos were greater against C. albicans (12,2 £0,3
to 23,4 £ 0,6 mm) compared to S. aureus (10,2 + 0,6 to 16,7 + 0,9 mm). Pharmacological efficiency increased with classical
bioisosteres (hydrogen to fluorine substitution), whereas non-classical replacements (phenyl to pyrrole) resulted in reduced ac-

tivity.

Keywords: Antibacterial; Antifungal; Bioisosterism; Heterochalcones; On-water.

Introduccion

En las Gltimas décadas, la sintesis organica ha sido objeto de
una profunda autor revision, especialmente en lo que respecta
al impacto ambiental de sus metodologias tradicionales que,
sue-len implicar el uso intensivo de disolventes organicos vo-
latiles, toxicos o de origen fosil y bases inorganicas corrosivas,
asi como la generacion de grandes volimenes de residuos. Es-
tos procesos no solo incrementan los costos operativos debido
al tratamiento y disposicion de los desechos, sino que también
contribuyen significativamente a la huella ambiental de la acti-
vidad quimical.

Las condiciones tipicas de reaccion, donde se utilizan, altas
temperatura, tiempos prolongados, catalizadores costosos, di-
solventes cancerigenos o toxicos implican riesgos, tanto para el
entorno como para la seguridad del personal en el laboratorio?.
Como repuesta a todas las probleméticas planteadas anterior-
mente, se propuso el modelo de la quimica verde, que emergio

COMo una estrategia integral orientada a redisefiar los procesos
sintéticos mediante la aplicacion de doce principios fundamen-
tales. Entre ellos, destacaremos el reemplazo de disolventes t6-
xicos, minimizar los residuos y el disefio de reacciones en con-
diciones suaves, preferentemente a temperatura ambiente y pre-
sion atmosférica®. Este enfoque ha impulsado el desarrollo de
rutas sintéticas mas sostenibles, promoviendo la busqueda ac-
tiva de alternativas al uso de disolventes orgénicos convencio-
nales y bases inorganicas, a fin de reducir el impacto ambiental
sin comprometer la eficacia ni la viabilidad del proceso®.

En los Gltimos afios, se han desarrollado diversos procedimien-
tos de sintesis para la obtencion de (E)-1,3-difenilprop-2-en-1-
ona (chalcona), los cuales cominmente requieren el uso de un
disolvente organico y una base inorganica, tales como hidro-
xido de potasio (KOH), hidroxido de sodio (NaOH) o hidro-
xido de bario [Ba(OH)], bajo condiciones de condensacion de
Claisen-Schmidt®. Las chalconas son ampliamente investiga-
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das en el campo de la quimica medicinal debido a su destacada
y diversa actividad farmacoldgica, especialmente por sus pro-
piedades antibacterianas, antifungicas, antiinflamatorias, anti-
tumorales, antiparasitarios, por mencionar algunos®’. Estas
propiedades se atribuyen al sistema o,3-insaturado, cuyo poten-
cial farmacologico pueden modificarse mediante la introduc-
cion de distintos sustituyentes en los anillos aromaticos, permi-
tiendo dirigir hacia un actividad farmacol6gica especifica, lo
que puede resultar en el descubrimiento de compuestos con un
potencial farmacoldgico que pueda ser usado como tratamiento
alterno sustituyendo a los actuales que han presentado inefi-
ciencia o que pueden ocasionar un efecto secundario indesea-
bled.

Diversos estudios han demostrado que las modificaciones es-
tructurales permiten optimizar su perfil farmacol6gico y am-
pliar su espectro de accion bioldgica. Algunos ejemplos con
propiedades relevantes se muestran en la figura 1.
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Fig. 1: Compuesto de tipo chalconas con actividades bioldgicas.

De los compuestos mostrados en la figura, el compuesto 1 mos-
tro actividad citotoxica frente a células MDA-MB-213, con un
valor de ICsp= 11,07 + 0,04 uM°. Por su parte, el compuesto 2
actué como inhibidor de la acetilcolinesterasa (AChE), con un
ICso = 7,50 + 0,011 pM*°, mientras que el compuesto 3 exhi-
bié una inhibicion significativa de la aldosa reductasa (ALR2),
con un ICsp = 18,59 + 1,81 uM™. En cuanto al compuesto 4,
present6 actividad antibacteriana frente a Staphylococcus au-
reus, inhibiendo su crecimiento a una dosis de 5,8 pg/mL*?, y
el compuesto 5 inhibi6 a una dosis de 31,25 pg/mL. Todos los
ensayos fueron realizados mediante estudios in vitro®®,

En conjunto, estas investigaciones destacan la relevancia es-
tructural y farmacoldgica de las chalconas como andamiajes
versatiles en el disefio de nuevos agentes terapéuticos. Su capa-
cidad de interactuar con distintos blancos biolégicos refuerza
su valor en la quimica medicinal. No obstante, la optimizacion
de las condiciones de sintesis sigue siendo un desafio funda-
mental para mejorar los rendimientos y favorecer su aplicacion
a nivel experimental y farmacoldgico.

En este contexto, en 2005, Chlupacova et al.'* reportaron la sin-
tesis de derivados nitrados de chalconas con anillos de pirazina
(pirachalcona) utilizando piridina como solvente y dietilamina
como base orgénica, a temperaturas entre 80 y 120 °C, obte-

niendo rendimientos inferiores al 43%. Afios mas tarde, en
2016%y 2018, Opletalové et al.’®, prepararon seis analogos adi-
cionales a partir de 2-acetilpirazina y diferentes benzaldehidos,
empleando las mismas condiciones descritas previamente, sin
lograr superar el 50% de rendimiento (véase en la figura 2).

Segun los criterios establecidos por las farmacéuticas Pfizer y
GlaxoSmithKline (GSK), la piridina se clasifica como solvente
indeseable debido a sus efectos adversos sobre la salud humana
y el medio ambiente, lo cual limita significativamente su apli-
cacion en procesos quimicos sostenibles’. En contraste, la
dietilamina ha sido evaluada como una base organica aceptable
bajo los pardmetros de quimica limpia (Clean Chemistry, por
su nombre en inglés) y por valoraciones ambientales, de acuer-
do con el enfoque propuesto por Henderson en el 2015,
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Fig. 2: Ruta sintética para la obtencion de analogos de chalcona a par-
tir de 2-acetilpirazina.

En este trabajo se plantea como objetivo, proponer y evaluar
una ruta sintética sostenible para la obtencion de una serie de
derivados de chalcona:
(E)-3-fenil-1-(2-pirazinil)-prop-2-en-1-ona (P1-1),
(E)-3-(2-fluorofenil)-1-(2-pirazinil)-prop-2-en-1-ona (PI1-2),
(E)-3-(4-fluorofenil)-1-(2-pirazinil)-prop-2-en-1-ona (PI-3),
(E)-3-(4-metoxifenil)-1-(2-pirazinil)-prop-2-en-1-ona (P1-4) y
(E)-1-(2-pirazinil)-3-(1H-pirrol-2-il)-prop-2-en-1-ona (PI-5),
mediante un procedimiento que cumpla con los principios de
quimica verde. Asimismo, se busca evaluar la relacion estruc-
tura-actividad (SAR) de los compuestos obtenidos, a través de
la determinacion de los halos de inhibicion (expresados en mi-
limetros) frente a Candida albicans (C. albicans), Staphyloco-
ccus aureus (S. aureus, gram positiva) y Escherichia coli (E.
coli, gram negativa), utilizando el método de difusion en disco
de Kirby-Bauer, con el propdsito de establecer correlaciones
entre las modificaciones estructurales y los efectos inhibitorios
observados®®.
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Metodologia experimental

Sintesis de (E)-3-fenil-1-(pirazinil)-prop-2-en-1-ona PI-1y de-
rivados

Los reactivos 2-acetilpirazina, benzaldehido, 2-fluorobenzal-
dehido, 4-fluorobenzaldehido, 4-metoxibenzal-dehido, pirrol-
2-carboxaldehido y trietilamina, fueron obtenidos comercial-
mente de Sigma-Aldrich (Toluca, México).

El seguimiento de las reacciones se realizd por cromatografia
en capa fina (CCF) sobre cromatofolios Merck de gel de silice
60 (254 nm y espesor de 0,2 mm), visualizando la placa me-
diante la desactivacién de la fluorescencia bajo luz ultravioleta
y como agente revelador se utiliz6 permanganato de potasio
(KMnOy). La cromatografia en columna se realiz6 con gel de
silice 60 de alto grado de pureza (malla 70-230). Los compues-
tos fueron secados en una estufa marca RIOSSA (Ecatepec, Es-
tado de México). Los puntos de fusion fueron determinados
mediante un equipo Fisher-Jhons (Scorpion Scientific, Massa-
chusetts, Estados Unidos) y no estan corregidos.

Los espectros de RMN *H y RMN *3C, se registraron a 25 °C
en un espectrémetro Bruker Ascend™ 600 (Massachusetts, Es-
tados Unidos) a 600 MHz para RMN H y 150 MHz para car-
bono-13. Los desplazamientos quimicos (d) estan expresa-dos
en partes por millén (ppm) en relacion con el tetrametil-silano
(TMS) utilizando como estandar interno (0,00 ppm), los valo-
res de constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hertz. Las
multiplicidades de las sefiales se describen como s (singu-lete),
d (doblete), dd (doblete de dobletes), dt (doblete de tripletes), t
(triplete), g (cuarteto) o m (multiplete)?.

En un matraz redondo de 5 mL se colocé 2-acetilpirazina (0,5
mmol) y el correspondiente benzaldehido (0,5 mmol) en 3 mL
de agua destilada. Esta mezcla se agitd por cinco minutos vy,
posteriormente, se adiciond trietilamina (0,55 mmol) por goteo.
Al finalizar la adicion, la mezcla se mantuvo en agitacion vigo-
rosa por 20 h. El consumo de la materia se comprob6 por CCF
utilizando 20% de acetato de etilo en hexano como fase movil.
El compuesto se purific6 mediante cromatografia en columna
(10% acetato de etilo en hexano)? (Fig. 3).

Célculo computacional de energia relativa de los compuestos
Pl-1aPI-5

El andlisis conformacional y el calculo de energia relativa entre
los isbmeros geomeétricos E y Z se realizaron empleando el soft-
ware Chem3D (PerkinElmer, version 20,0,0,41).

Las estructuras moleculares correspondiente a cada isdémero
fueron construidas en el entorno gréafico del programa, asegu-
rando la correcta asignacion de la estereoquimica (E o Z) en el
doble enlace. Posteriormente, se efectud una minimi-zacion de
energia molecular utilizando el campo de fuerza MM2 (Mole-
cular Mechanics 2), incorporado en el software, hasta alcanzar
el criterio de convergencia por defecto (rms gradient <0,01
kcal/mol.A).

Una vez obtenidas las geometrias optimizadas, se registraron
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Fig. 3: Procedimiento general para la obtencion de PI-1 a PI-5.
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las energias potenciales totales de cada conformacién. La dife-
rencia entre estos valores permitié determinar las energias rela-
tivas de estabilidad entre los isdbmeros E y Z, expresadas en
kcal/mol.

Este procedimiento, de caracter semi empirico y basado en me-
canica molecular, permite una estimacién comparativa de la es-
tabilidad termodindmica entre estereoisdmeros, aportando in-
formacién complementaria a los estudios espectroscépicos y
experimentales?.

Célculo computacional de lipofilicidad (ClogP) de los com-
puestos P1-1 a PI-5

El célculo de los valores de lipofilicidad expresados como
ClogP se realizd mediante el software ChemDraw (Perkin-El-
mer, version 20,0,0,41). Cada compuesto se representa digital-
mente utilizando las herramientas de edicion molecular asegu-
rando la correcta orientacion estereoguimica correspon-diente.
Para asegurar la correcta orientacion, se aplicaron las funciones
de “Check Structure” y “Clean Up Structure” para corregir po-
sibles errores, garantizando una representacion adecuada de los
compuestos. Después de asegurar la orientacion estructural, se
accedio6 a la opcion “show chemical properties window™ del
menu “view”.

Dentro de las propiedades, seleccionar el valor de lipofilicidad
(ClogP), estimado a partir de un algoritmo fragmental integrado
en el software.

Meétodo cualitativo de la susceptibilidad bacteriana y fangica
de los compuestos PI-1 a P1-5

Como primer paso en el analisis microbioldgico, se llevé a cabo
un ensayo in vitro mediante el método de Kirby Bauer o difu-
sion en disco, el cual es de caracter cualitativo y permite deter-
minar la susceptibilidad de S. aureus, E. coli y C. albicans
frente a los compuestos P1-1 a P1-5%,

Los compuestos evaluados presentaron solubilidad en dicloro-
mentano (DCM), acetato de etilo (AcOEt) y dimetilsulféxico
(DMSO). Considerando estudios previos sobre la actividad an-
timicrobiana de moléculas con caracteristicas similares, se se-
lecciond el DMSO como vehiculo para los compuestos PI-1 a
P1-5, debido a que este solvente no interfiere ni inhibe el creci-
miento microbiano en los ensayos en placa®.
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Los microorganismos utilizados fueron aislados de muestras
clinicas, siguiendo las recomendaciones e indicaciones del Cli-
nical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para la reali-
zacién de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.

Los farmacos utilizados como controles positivos fueron adqui-
ridos bajo prescripcion médica en su presentacion comercial en
capsulas, lo que permitié preparar las diluciones (ug/sensidis-
cos) correspondientes de acuerdo con las recomendaciones es-
tablecidas por CLSI para la interpretacion de la sensibilidad an-
timicrobiana?.

Bajo condiciones asépticas, se prepararon los indculos de las
cepas analizadas (S. aureus, E. coli y C. albicans), de acuerdo
con las indicaciones del CLSI?. El inéculo se prepar6 en 5 mL
de solucién salina (0,9%) vy la turbidez se cuantifico segun la
escala de McFarland en un espectrofotdmetro Genesys™ 10S
Uv-vis (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Uni-
dos) a 625 nm. Para realizar la curva de McFarland y medir la
concentracion de los in6culos preparados para los ensayos, se
tuvieron que preparar una serie de disoluciones de cloruro de
bario 0,48 M (1% p/v) y &cido sulfarico 0,18 M (1% v/v)
generando una curva de calibracion (R?= 0,996), sobre la
cual se interpol6 la absorbancia de la suspension microbiana,
procurando una densidad Optica equivalente al estandar de
McFarland 0,5. Concentracidn final de 1,5-2 x 108 UFC/mL
por indculo (tabla 1).

Tabla 1. Absorbancia obtenida de los estandares de McFarland.

BaCl 0,48 M H,S0,0,18 M Escala UCF/mL  Absorbancia
(mL) (mL) McFarland  (x10°)
0,025 4,975 0,5 15 0,146
0,5 4,95 1,0 3,0 0,312
0,1 49 2,0 6,0 0,502
0,15 4,85 3,0 9,0 0,627
0,2 4.8 4,0 12,0 0,814
0,25 4,75 5,0 15,0 0,961
0,3 4,7 6,0 18,0 1,124
0,35 4,65 7,0 21,0 1,282
0,4 4,6 8,0 24,0 1,420
0,45 4,55 9,0 27,0 1,570
Inéculo bacteria 0,218
(S. aureus)
In6culo bacteria 0,359
(E. coli)
Inéculo hongo 0,38
(C. albicans)

Evaluacion de la actividad antibacteriana

Se utiliz6 agar Mueller-Hinton BD Bioxon deshidratado como
medio de cultivo para los antibiogramas de bacterias preparado
de acuerdo con las indicaciones del fabricante.

La cepa bacteriana de S. aureus y E. coli fueron tomadas con
un asa bacteriolégica y suspendidas en 4 mL de solucion salina
al 0,9%, ajustando la densidad a una concentracion final de 1,5-
3x108 UFC/mL.

Los ensayos se realizaron siguiendo el método de difusion en
disco. Como controles positivos se emplearon amoxicilina para

S. aureus (gram positiva), mientras que para E. coli (gram -ne-
gativa) se utilizé amikacina. El agua destilada (H20) se utilizd
como vehiculo para los farmacos de referencia, mientras que el
dimetilsulféxido (DMSQ) se empled como solvente para las di-
luciones de los compuestos PI-1 a PI-5 a 25, 50, 100, 200 y
400 pg/10 pL?’,

Evaluacion de la actividad antifingica

Se utiliz6 agar Mueller-Hinton BD Bioxon suplementado con
2% plv de glucosa (Meyer) y 0,01% v/v de azul de metileno (5
mg/mL, Meyer) como medio de cultivo para los antibiogramas
de hongos?.

Bajo condiciones de esterilidad, la cepa de C. albicans fue ac-
tivada en agar dextrosa y papa DIBICO®, mediante siembra por
estria simple. Posteriormente, un raspado de la cepa activada se
tomé con un asa bacterioldgica, y suspendida en 4 mL de solu-
cion salina al 0,9%, ajustando la concentracion final a 3 x 108
UFC/mL. Los ensayos se llevaron a cabo siguiendo el método
de difusion en disco. Como control positivo se empled flucona-
zol (25 pg), mientras que los compuestos PI-1 a P1-5 fueron
preparados como se describe anteriormente.

En cada placa, previamente sembrada por el método de triple
estria con el indculo de la cepa estudiada, se colocaron ocho
sensidiscos de 6 mm de diametro. Cada sensidisco fue impreg-
nado con 10 pL. de agua destilada (control negativo), DMSO
(control negativo), solucién del farmaco (control positivo) y las
diferentes disoluciones de P1-1 a PI-5. Posteriormente, los sen-
sidiscos se distribuyeron uniformemente sobre la superficie de
la placa. Todos los ensayos se realizaron por triplicado (véase
figura 4)%.
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Fig. 4: Esquema general de la distribucion de los sensidiscos.

Todas las placas fueron incubadas a 37 + 1 °C durante 48 h para
C. albicans y 24 h para las bacterias (S. aureus y E. coli), en
una estufa de cultivo RIOS ROCHA® S.A (RiosSA). Los re-
sultados de los antibiogramas fueron registrados como inhibi-
cion del crecimiento (mm), utilizando un calibrador Haimo
D150, Vernier digital (Texas, USA)¥.

Resultados y discusion
Sintesis y caracterizacion estructural

Durante el desarrollo del presente proyecto, se establecio un
protocolo sintético para la obtencion de heterochalcona deriva-
das de 2-acetilpirazina, incorporando principios de la quimica
verde. Entre estos principios destacan la reduccion en la gene-
racion de residuos, asi como la reutilizacion tanto del medio de
dispersion como de la base empleada. Se considera este pro-
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€eso, un sistema heterogéneo en los cuales los sustratos son in-
solubles en el medio de dispersion (agua destilada), mientras
que, la base (trietilamina) es soluble, formando una interfase
entre los sustratos-agua. De este modo, se cumple con el prin-
cipio “Green Chemistry”, al aplicar una perspectiva econémica
y ecoldgica. Asi mismo, los compuestos fueron disefiados me-
diante el enfoque bioisostérico®.

El monitoreo de la reaccion revel6 un consumo completo de los
sustratos a las 20 h. No obstante, el anélisis por cromatografia
en capa fina indicé la presencia de dos compuestos. EI primero,
de mayor polaridad, mostr6 un factor de retencion (Rf) de 0,1
utilizando un sistema de elucion de acetato de etilo al 10% en
hexano. El segundo compuesto se detectd con un Rf de 0,7.

Posteriormente, se realizdé una separacion mediante cromato-
grafia en columna, seguida de un analisis espectroscopico. Los
resultados permitieron confirmar que el compuesto con Rf =
0,7 correspondia a la heterochalcona P1-1. La constante de aco-
plamiento obtenida en el espectro de RMN *H de dos hidrége-
nos con una multiplicidad doble, mostré un valor de 16,0 Hz,
lo que sugiere la formacion de un sistema o,B-insaturado con
configuracion geométrica trans del doble enlace.

Esta configuracion se da al final del mecanismo de la conden-
sacion Claisen-Schmidt, por un mecanismo de eliminacién uni-
molecular de base conjugada (E1cB), como parte de la forma-
cion de la respectiva heterochalcona. Esto sugiere que se forma
un carbanion intermedio con hibridacién sp? facilitando la for-
macion del doble enlace a través de la interaccion del par de
electrones con el orbital de antienlace del grupo saliente (-OH).

Esto se sustenta con los datos obtenidos del analisis de la mini-
mizacion de energia molecular (expresadas en kcal/mol) entre
los isdmeros geométricos E y Z realizados mediante el software
Chem3D (PerkinElmer, version 20,0,0,41). Dicho analisis de-
mostrd que el isdmero E es mas estable, lo cual indica que las
condiciones experimentales favorecen la formacion de un com-
puesto cinético (PI-1) (Fig. 5).

Los espectros de RMN *H y *C fueron fundamentales para la
elucidacion estructural de los compuestos obtenidos. Se anali
zaron los desplazamientos quimicos, las integraciones, las mul-
tiplicidades y las constantes de acoplamiento de las sefiales ob-
servada.

E::J)%@TH _— [Wﬁ@

Giro 180° 26,7885 kcal/mol

38,8893 kcal/mol

Fig. 5: ElcB para la formacion de a,p-insaturado.

(E)-3-fenil-1-(2-pirazinil)-prop-2-en-1-
. PO ona (PI-1). Este compuesto se purifico
E"j)%(j por cromatografia en columna (20% ace-
NZ tato de etilo en hexano) para obtener un
h sélido verde-amarillo con un rendimiento
del 75%, p.f. 106-108°C. RMN H (CDCls, 600 MHz): 5 9,38
(d, 1H,J=15Hz); 8,77 (d, 1H, J = 2,5 Hz); 8,70 (dd, 1H, J =
2,4; 1,5 Hz), 8,18 (d, 1H, J = 16,0 Hz); 7,99 (d, 1H, J = 16,0
Hz); 7,80 — 7,67 (m, 2H); 7,46 — 7,38 (m, 3H); RMN C
(CDCls, 150 MHz): 6 188,6; 148,5; 147,5; 145,8; 144,9; 143 ,4;
134,8; 131,0; 128,99; 128.97; 120,1.
‘0: (E)-3-(2-fluorofenil)-1-(2-pirazinil)-
N = prop-2-en-1-ona (P1-2). Este com-puesto
E :j)‘\/j@ se purificd por cromatografia en columna
N F (20% acetato de etilo en hexano) para
obtener un sélido verde-amarillo con un rendimiento del 72%,
p.f. 108-110°C. RMN *H (CDCls, 600 MHz): 5 9,37 (d, 1H, J
=15 Hz); 8,77 (d, 1H, J = 2,5 Hz); 8,70 (dd, 1H, J=2,4; 1,5
Hz); 8,24 (d, 1H, J = 16,2 Hz); 8,12 (d, 1H, J = 16,2 Hz); 7,76
(td, 1H,J=7,6; 1,8 Hz); 7,41 (dddd, 1H,J=8,3; 7,1, 5,2; 1,8
Hz); 7,21 (td, 1H, J=7,7; 1,2 Hz); 7,14 (dd, 1H, J =8,3; 1.2
Hz). RMN C (CDCls, 151 MHz): § 189,1; 162,5 (d, J = 255,2
Hz); 148,9; 148,0; 145,4; 143,9; 138,6 (d, J = 3,2 Hz); 132,9 (d,
J=9,1Hz); 130,0 (d, J = 3,0 Hz); 125,0 (d, J = 4,0 Hz); 123,5
(d,J=11,8 Hz); 123,0 (d, J = 6,4 Hz); 116,8 (d, J = 22,1 H2).
0 (E)-3-(4-fluorofenil)-1-(2-pirazinil)-
N Z prop-2-en-1-ona (P1-3). Este compuesto
E j)‘\/\@ se purifico por cromatografia en columna
N F (20% acetato de etilo en hexano) para ob-
tener un sélido verde-amarillo con un rendimiento del 76%, p.f.
118-120°C. RMN H (CDCls, 600 MHz): 8 9,37 (d, 1H, J =
1,5Hz); 8,77 (d, 1H, J=2,4 Hz); 8,68 (dd, 1H, J=2,4; 1,5 Hz);
8,10 (d, 1H, J = 16,0 Hz); 7,94 (d, 1H, J = 16,0 Hz); 7,71 (dd,
2H,J=8,6;5,5Hz); 7,12 (t, 2H, J=8,6 Hz). RMN *C (CDCls,
151 MHz) & 188,5; 164,4 (d, J = 252,7 Hz); 148,5; 147,5;
144.9; 144,4: 143,4;131,1 (d, J = 3,5 Hz); 130,9 (d, J = 8,5 Hz);
119,9 (d, J =2,3 Hz); 116,2 (d, J = 21,8 Hz).
(E)-3-(4-metoxifenil)-1-(2-pirazinil)-prop-2-en-1-ona  (PI-
4). Este compuesto se purificd por cromatografia en columna
(20% acetato de etilo en hexano) para obtener un sélido verde-
amarillo con un rendimiento del 79%, p.f. 101-103°C. RMN
'H (CDCls, 600 MHz): § 9,36 (d, 1H, J = 1,5 Hz); 8,75 (d, 1H,
J=25Hz); 8,68 (dd, 1H,J=2,5; 1,5 Hz); 8,05 (d, 1H, J= 15,9
Hz); 7,95 (d, 1H, J = 15,9 Hz); 7,68 (d, 1H, J = 8,4 Hz); 6,94
(d, 2H, J = 8,8 Hz); 3,86 (s, 3H). RMN **C (CDCls, 151 MHz):
6189,0; 162,6; 149,3; 147,7; 146,2; 145,3; 143,8; 131,3; 128,1;
118,3; 115,0; 56,0.

(E)-1-(2-pirazinil)-3-(1H-pirrol-2-il)-
N ___N prop-2-en-1-ona (PI-5). Este compuesto se
E : | p purifico por cromato-grafia en columna
N (20% acetato de etilo en hexano) para obte-
N ner un solido verde-amarillo con un rendi-

0
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miento del 67%. La siguiente informacion, se obtuvo de la si-
mulacion realizada en el software MestReNova Research, ver-
sion 14,2,0-26256. RMN *H (500 MHz, CDCl3) § 10,0 (d, J =
6,8 Hz, 1H); 9,5 (d, J = 1,3 Hz, 1H), 8,5 (dd, J = 3,5; 1,3 Hz,
1H); 8,1 (d, J = 15,9 Hz, 1H); 7,6 — 7,5 (m, 1H); 6,9 (ddd, J =
6,8; 3,3; 1,7 Hz, 1H); 6,9 — 6,8 (m, 1H); 6,3 (dd, J = 6,6; 3,1
Hz, 1H).

Cabe destacar que todos los compuestos aislados presentan un
fragmento estructural comun correspondiente al anillo hetero-
ciclico de pirazina, lo que confiere similitud en la intensidad,
integridad y multiplicidad de las sefiales en los espectros anali-
zados.

Se plantea que el mecanismo de reaccion inicia en la inter-fase
sustrato-agua, donde la trietilamina actda como base extra-
yendo un hidrogeno en posicion a al carbonilo de la 2-acetilpi-
razina, generando asi el anion enolato (I). Este intermedio se
encuentra estabilizado por interacciones de puentes de hidré-
geno por las moléculas de agua.

A continuacién, el enolato (1) realiza un ataque nucleofilico
al carbonilo del benzaldehido, originando un intermediario
de tipo alcoxido (I1). Este también es estabilizado mediante
puentes de hidrégeno con el medio acuoso. Posteriormente,
la trietilamina protonada (Et:NH™), transfiere un hidrogeno
al oxigeno del alcoxido, formando asi el producto de adicion
aldolica (111).

Finalmente, se lleva a cabo una eliminacion de tipo E1cB
(1V), donde un hidrégeno en C-a es abstraido por la base
organica, lo que conduce a la eliminacion (V) del grupo hi-
droxilo (-OH) y la formacion del sistema a,f-insaturado ca-
racteristico de las heterochalconas (compuestos PI-1 a PlI-
5). Como resultado de esta transformacién, la molécula ad-
quiere un caracter hidrofébico, provocando su precipitacion
desde la fase liquida.

En el 2019, Kobayashi et al.®, propusieron criterios para clasi-
ficar reacciones en las que el agua participa como medio de dis-
persion, considerando la compleja dindmica de las interfaces
involucradas. Durante el transcurso de la reaccion se pueden
distinguir una fase acuosa, una fase organica y una solida.
Al completarse la sintesis, s6lo permanecen visibles la fase
acuosa y la fase sélida correspondiente al producto precipi-
tado (Fig. 6).

Fig. 6: Propuesta de mecanismo de reaccion para la obtencion de
P1-14,

A partir de esta observacion, los autores definen tres tipos y
siete subtipos de reacciones en agua, tomando en cuenta para-
metros como la solubilidad de los sustratos y del catalizador, la
adicion o no de surfactantes y, en consecuencia, la interfase en
la que la reaccion se lleva a cabo. Asi, las reacciones tipo uno
corresponde a sistemas donde todos los sustratos son solubles
en agua; las de tipo dos a aquellas en las que alguno de los sus-
tratos forma micelas o se adicionan surfactantes; mientras que
las de tipo tres se asocian a suspensiones acuosas de los sustra-
tos.

Los resultados observados en este proyecto, nos indica que la
reaccion presentada puede clasificarse como una reaccion tipo
3a, también denominada “sobre-agua”. Este subtipo describe
sistemas heterogéneos en los cuales los sustratos son insolubles
en agua, pero la base orgénica es miscible con el medio, lo que
favorece la formacion de una interfase reactiva entre el sustrato,
el agua y la base. Dicho comportamiento respalda la hipotesis
de que la eficiencia de la reaccién no depende Unicamente de la
solubilidad de los componentes, sino también de la contribu-
cion catalitica de la interfase, en concordancia con lo sefialado
por Kobayashi.

Actividad antimicrobiana

Los microorganismos empleados en este estudio fueron aisla-
dos a partir de muestras clinicas. En la tabla 2, se presenta la
descripcion correspondiente de cada uno de ellos.

La cepa de S. aureus se obtuvo de un aislamiento clinico prove-
niente de una herida en el antebrazo con signos de infeccién. En
la tincion de Gram se observaron cocos violetas dispuestos en
racimos, morfologia caracteristica del género Staphylococcus.
Este resultado se explica por la estructura de su pared celular,
rica en peptidoglucano, que retiene el cristal violeta y le confiere
la coloracién tipica de las bacterias gram positivas. Para su iden-
tificacion se emplearon los medios VVogel Jonhson y Staphylo-
cocus N°110. En el medio Vogel Johnson, S. aureus fermentd
el manitol, generando una coloracién amarilla, mientras que en
Staphylococcus N°110 se observé un crecimiento abundante,
confirmando su capacidad de desarrollarse en medios selectivos
para este género. La prueba de catalasa resulté positiva, eviden-
ciada por la liberacion inmediata de burbujas tras el contacto con
peréxido de hidrégeno, lo que confirma la presencia de la en-
zima catalasa. La prueba de KOH fue negativa (sin formacion
de hilos viscosos), consistente con su naturaleza gram positiva,
y que el hidroxido de potasio no lisa la pared celular gruesa de
S. aureus®,

En el caso de E. coli, su aislamiento proviene de una muestra
de orina asociada a una infeccion urinaria. En la tincion Gram
observaron bacilos rosados, indicativos de bacterias gram ne-
gativas, cuya pared delgada de peptidoglucano se encuentra en-
tre una membrana lipidica interna y una externa, permitiendo la
pérdida del cristal violeta y la retencion del colorante de con-
traste (safranina). Como medios de identificacion se utilizaron
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MacConkey y Eosina Azul de Metileno (EMB). En MacCon-
key, E. coli formd colonias de color rosado intenso, demos-
Tabla 2. Descripcion microbioldgica de las cepas problema.

Prueba
catalasa

Tincién
Gram

Microorganismo
(4%)

Prueba KOH

Medios de culti-
vos selectivos*

Muestra clinica

S. aureus

E. coli

Se recibi6 una muestra clinica pro-
veniente de un paciente masculino
de 34 afios con herida en antebrazo
derecho, con signos locales de infec-
cion.

_ Vogel Johnson

Se recibi6 una muestra de orina de
chorro medio de una paciente feme-
nina de 28 afios, sexualmente activa,
con problemas urinarios.

C. albicans No aplica No aplica

Muestra ungueal proveniente de pa-
ciente femenina adulta mayor con
diagndstico clinico de onicomicosis
en el dedo pulgar de la mano

* |zquierda, control negativo; derecha, crecimiento bacteriano.

trando su capacidad para fermentar lactosa y producir acido, lo
que provoca el cambio de color del indicador de pH. En el me-
dio EMB, las colonias presentaron un brillo metalico verde, re-
sultado de la fuerte acidificacion del medio por fermentacion
de lactosa, patrén caracteristico de esta especie. Las pruebas
bioguimicas complementarias mostraron resultados concor-
dantes: la prueba de catalasa fue positiva, mientras gque en la
prueba de KOH se formd un hilo viscoso al levantar el asa bac-
terioldgica, confirmando su naturaleza gram negativa, conse-
cuencia de la lisis celula®.

Por ultimo, C. albicans, se obtuvo del aislamiento de una mues-
tra ungueal con diagnostico clinico de onicomicosis. En la ob-
servacion microscopica, las levaduras se tifieron de color violeta
en la tincion de Gram y de azul con azul de lactofenol o azul de
metileno, debido a la estructura de su pared compuesta por qui-
tina y glucanos, que facilita la retencion de los colorantes.

El aislamiento se realizd en agar Papa Dextrosa (PDA), permi-
tiendo el crecimiento de colonias con un aspecto cremosas, li-
sas y color blanco, morfologia tipica de C. albicans. En el me-
dio EMB se observaron colonias de color rosado palido, con-
cordantes con lo descrito en la ficha técnica del medio para esta
levadura. Las pruebas de catalasa y KOH no fueron aplicadas,
dado que se utilizan principalmente para la diferenciacion bac-
teriana y no para hongos levaduriformes.

Una vez aisladas e identificadas, las cepas fueron reactivadas
mediante siembre por estria triple y empleadas en la prepara-
cion de los indculos experimentales. A las suspensiones resul-
tantes se les determind la absorbancia, interpolando los valores

obtenidos en la curva patron de McFarland para estimar la con-
centracién aproximada de unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mL) (véase Gréfica 1).

El punto circular de color verde representa el valor promedio
de las dosis y absorbancias correspondientes a S. aureus; el
punto morado corresponde a E. coli; y el circulo rojo indica la
concentracién de C. albicans, obtenidas a partir del calculo me-
diante la ecuacion de la recta.

El analisis de la actividad antimicrobiana de los compuestos P1-
1 a PI-5 revel6 bio-selectividad. A continuacion, se describen
los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana y anti-
fungica, por separados.

L6

Abs= SE-10(UCF/mL) + 0.2152
14 R*=0.9829

Absorbancia (625 nm)

0
0.00E00

5 00EH08 LOOE+09 L30E+09 200E+HY 250E+09 J00EHY

Concentracion (UFC/mL)
Gréfica 1. Curva de McFarland.
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Actividad antibacteriana

Como se puede observar en la figura 7, el efecto inhibitorio
frente a E. coli de los compuestos PI-1 a PI-5, fueron escasos,
probablemente debido a las particularidades de la membrana
celular, siendo una bacteria gram negativa. De acuerdo con
Thomas et al.*, las bacterias gram negativas presentan mem-
brana citoplasmatica interna (bicapa fosfolipidica), una capa
delgada de peptidoglucano y membrana externa. La membrana
externa estd compuesta por fosfolipidos, lo que acttia como una
barrera impermeable para las moléculas hidrofilicas e hidrof6-
bicas. Esto podria relacionarse con la falta de actividad obser-
vada en el efecto inhibitorio de los compuestos frente a la cepa.

Como comparacion, se empled amikacina como referencia,
dado que este antibidtico actGa inhibiendo el crecimiento de
bacterias gram negativas, como Escherichia coli.

En la Gréfica 2, se observa que la amikacina presentd una ex-
celente actividad antibacteriana, la dosis de 25 g, generd un
halo de inhibicion a 20 mm, incrementandose progresivamente
hasta alcanzar un halo de 30 mm a una dosis de 400 ug. Esto
indica que la amoxicilina inhibe escasamente el crecimiento de

APl b)PL2 Pl
g S
M) i) ol
[~z — c_g,_-_" o < e i‘\"—*'ﬂ" ';
K A :;’i' ) s ST AV J
._\'\—\\ v . :(// _L #
d)Pr-4 e pLs 1) Centrol

negativo

Fig. 7. (a-e) Efecto antibacteriano de los compuestos P1-1 a P1-5 frente
a E. coli, f) placa sin crecimiento.

T | | ng/ 10pL
5

|8

Halo de inhibicién (mm)

Gréfica 2: Halos de inhibicion de la Amikacina frente a E. coli. Cada
barra representa el promedio + la desviacion estandar (n=3).

E. coli

Amikacina

Halo de inhibicion (mm)

1=

Amoxicilina

E. coli

Gréfica 3: Halos de inhibicion de la Amoxicilina frente a E. coli.
Cada barra representa el promedio + la desviacion estandar (n = 3).

E. coli, mientras que la amikacina si es capaz de inhibir amplia-
mente su crecimiento.

En contraste, al evaluar la amoxicilina, antibidtico de referencia
frente a bacterias gram positivas, se observé una baja efectivi-
dad contra E. coli. A dosis de 25-100 100 pg/sensidisco, el halo
de inhibicion no superé el diametro del sensidisco (6 mm), in-
dicando ausencia de actividad inhibitoria. Solo a dosis elevadas
(200 y 400 pg) se registro inhibicion moderada, con halos de
entre 12 y 14 mm (Grafica 3).

Por otro lado, los compuestos P1-1 — PI-4 mostraron capacidad
inhibitoria frente a S. aureus, bacteria gram positiva que carece
de membrana externa. Esta caracteristica facilita el acceso de
los compuestos lipofilicos a través de la pared celular rica en
peptidoglucano, lo que podria explicar la actividad observada
(véase figura 8).

El efecto antibacteriano que tiene los compuestos de tipo chal-
cona sobre algunas bacterias, se debe a la alteracion de la inte-
gridad de la membrana plasmatica®. En el 2019, Dieter et al.*’,
estudiaron el efecto antibacteriano de la chalcona xantoangelol
(figura 9) frente a S. aureus (gram positiva), observando una
interaccion especifica en la membrana plasmatica, inhibiendo
el crecimiento bacteriano, interaccion que no ocurre con las
bacterias gram negativas. Esta informacién coincide con nues-
tros resultados. Los compuestos PI-1 a P1-4, presentaron inhi-
bicion contra S. aureus.

a) PI-1 b) PI-2 ¢) PI-3
3 ’ld}“ £ /A
gj’—ﬁ% %%’ ‘_—k%;- |
‘/ /éfk‘\ \/{r s;’\ 4
d)PI-4 e)PI-5 1 Control
negatwo
AT 3 S : -
_\it‘% f e
4 /1\\2‘0 o e/ 8
E8 5 ok
&Y &
| e
3 l_““—] ARG E R —

Fig. 8: (a-e) Efecto antibacteriano de los compuestos PI-1 a PI-5
frente a S. aureus, ) placa sin crecimiento.
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OH O

N N i ¥ i
HO OH
Xantoangelol

ClogP: 6,72
Fig. 9: Composicidn estructural y su valor de ClogP del xantoangelol.

Estos compuestos son lipofilicos, presentando valores de ClogP
mayores a 1,90; a diferencia de PI-5 que presenta un valor de
ClogP a 0,60. Esta propiedad parece estar correlacionada con
su capacidad inhibitoria, es decir, interactuar con la membrana
plasmatica e impedir la proliferacion bacteriana. Véase en la
figura 10.

Lo BERIH :E: .0
N Y N Z N Y
E\ E\ [\
Z Z 7 .
N N N F:

*  ClogP: 1,98788 ClogP: 2,11066 ClogP: 1,878

‘0

. :0: . H
Nj)v\@ NM
EN/ o’ [N/ L

«  ClogP: 1,88666 ClogP: 0,573665

Fig. 10: Valores de ClogP de los compuestos PI-1 a PI-5, calculados
por el software ChemDraw Perkin Elmer.

En el 2023, Thebti et al.2® relacionaron el caracter lipofilico con
la actividad antimicrobiana, sugiriendo que los compuestos con
mayor valor de ClogP suelen ser capaces de atravesar la mem-
brana celular, facilitando asi su accién farmacoldgica.

En este contexto, los resultados obtenidos en el presente estudio
muestran que el compuesto PI-1 presento actividad inhibitoria
a partir de 25 pg con un halo de 9,8 £ 0,7 mm, a esa misma
dosis se observo un halo de 10,4 £ 0,1 mm para PI1-3,y 14,5 +
2,3 mm para PI-2, mientras que P1-4 y PI-5 no mostraron in-
hibicion en el crecimiento.

Al incrementar la dosis a 50 pg, la efectividad aument6 de ma-
nera gradual; P1-4 generé un halo de inhibicién de 7,9 + 0,5
mm, PI-3 uno de 10,8 + 0,6 mm, PI-1 uno de 12,2 + 1,6 mm,
PI1-2 uno de 15,8 £ 1 mm, y PI-5 continu sin causar inhibicion
del crecimiento bacteriano.

A dosis de 100, 200 y 400 pg, la inhibicion del crecimiento
précticamente se mantuvo, siendo el mas efectivo P1-4 seguido
de PI-3, PI-2, PI-1. Por ultimo, P1-5 continu6 sin inhibicion.

Los mismos farmacos empleados como referencia frente a E.
coli se utilizaron para la evaluacion contra S. aureus. La amoxi-
cilina mostr6 una elevada efectividad, con una clara relacién
dosis-dependiente. Desde la dosis mas baja (25 pg) generd ha-
los de inhibicion considerables (aproximadamente 13-14 mm),
aumentando progresivamente hasta superar los 20 mm a una
dosis de 400 pg. De manera similar, la amikacina present6 una

actividad bacteriana favorable, con un comportamiento dosis-
dependiente bien definido, iniciando con halos cercanos a 15
mm a 25 g y alcanzando valores de 27-28 mm en la dosis més
alta.

Estos resultados concuerdan con el espectro de accién, ya que
S. aureus es una bacteria gram positiva cuya pared celular esta
compuesta principalmente por peptidoglucano y carente de
membrana externa, facilitando la difusion de los antibiéticos.
Esta caracteristica estructural podria explicar la elevada suscep-
tibilidad observada frente a amoxicilina y amikacina, incluso a
dosis bajas.

Comparativamente, los compuestos PI-1 a P1-4 mostraron una
actividad inhibitoria menor que los antibidticos de referencias;
sin embargo, su efecto fue selectivo frente a S. aureus, 1o que
sugiere un posible mecanismo de accién asociado a la natura-
leza lipofilica y a la presencia del anillo heterociclico en su es-
tructura. Este comportamiento diferencial evidencia el poten-
cial de las heterochalconas sintetizadas como andamios estruc-
turales prometedores para el disefio de nuevos agentes antimi-
crobianos con especificidad hacia microorganismos gram posi-
tivo (Gréfica 4).

Se realiz6 un andlisis de varianza de dos vias comparando el
efecto inhibitorio de los farmacos y los compuestos evaluados
a diferentes dosis (25, 50, 100, 200 y 400 pg/10uL) frente a S.
aureus, ya que los compuestos PI-1 a PI-4, solo mostraron in-
hibicion frente a esta bacteria.

El andlisis mostré diferencias altamente significativas (*p >
0,05) tanto entre los compuestos como entre las dosis. Las prue-
bas post hoc de Tukey evidenci6 diferentes significativas (*p >
0,05) en la mayoria de los pares de comparacion. Solo la com-
binacion Amoxicilina (X = 16,94 mm) y PI-2 (x = 15,96 mm)
no presentaron diferencia (p =0,197), lo que sugiere que ambos
tratamientos ejercen un efecto inhibitorio estadisticamente si-
milar sobre S. aureus.

30,009 %

20,009

10,00

Halo de inhibicion (mm)

Amikacina PI-1
Amoxicilina PI-2 PI-4

Gréfica 4: Halos de inhibicién de Amikacina, Amoxicilina y los com-
puestos PI-1 a PI-5 frente a S. aureus. Cada barra representa el prome-
dio * la desviacion estandar (n=3). *Diferencia estadisticamente signi-
ficativa (*p < 0,05; ANOVA-Tukey).
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La efectividad antimicrobiana sigue el siguiente orden: Amika-
cina (X = 21,86 mm) > Amoxicilina (x = 16,94 mm) > PI-2 (x
= 15,96 mm) > PI-1 (x = 14,72 mm) > PI-3 (x = 11,92 mm) >
Pl-4 (x = 8,43 mm) > PI-5 (x = 6 mm), mostrando una dismi-
nucidn progresiva en la efectividad antimicrobiana. La Amika-
cina fue el farmaco con mayor respuesta (p < 0,001), generando
halos mayores a la Amoxicilina.

Respecto al factor dosis, la prueba Tukey mostro que el halo de
inhibicion aumentd de manera significativa conforme se incre-
ment6 la dosis del producto, evidenciando una clara dosis
(ug/10pL)-dependiente (halo de inhibicién, mm) (p < 0,001).

Actividad antifingica

Los halos de inhibicion en el crecimiento de C. albicans pueden
ser visualizadas en la figura 11. Los compuestos PI-1 a PI-4
demuestran un efecto inhibitorio, sin embargo, el compuesto
PI-5, resulta incapaz de inhibir el proceso de crecimiento del
hongo estudiado.

La cuantificacion del efecto antifingico observada en la grafica
5, muestran que P1-1 present6 el mayor efecto inhibitorio frente
a C. albicans, con halos de inhibicion entre 14,6 + 0,5y 23,4 +
0,6 mm en el rango de dosis de 25 a 400 pug. PI-2 también es
capaz de inhibir el crecimiento en este mismo rango de dosis
con halos de inhibicion entre 13,8 + 0,3 y 18,0 £ 0,2 mm, se-
guido de PI-3, con halos entre 14,4 + 0,5y 17,6 £ 0,5 mm, con-
tinuando PI-4con halos de inhibicion entre 9,0y 12,2 + 0,3 mm
y, por ultimo, PI-5, el cual no presentd la capacidad de inhibir
el crecimiento fungico. En comparacion, el farmaco de referen-
cia (Fluconazol) present6 un halo de inhibicién de 11,4 £ 1,9
mm a una dosis de 25 ug (Grafica 5).

El analisis de varianza de dos factores mostrd que la dosis (F =
202,71; p < 0,001) como el compuesto (F = 1999,28; p < 0,001)
gjercieron un efecto altamente significativo sobre la inhibicion
microbiana. Ademas, se detectd una interaccion significativa
entre ambos factores (F = 38,86; p < 0,001), lo que indica que
la respuesta inhibitoria depende no solo de la naturaleza del
compuesto, sino también de la dosis empleada.

b) PI-2

a) PI-1 c) PI-3

f) Control

d) PI-4 negativo

e) PI-5

Fig. 11: (a-e) Efecto antifingico de los compuestos PI-1 a PI1-5 frente
a C. albicans, f) placa sin crecimiento.

% pg/ 10 pgl
s

= i
{00
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W
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Fluconazol Pl PI-2 PI-3

Compuestos

Grafica 5: Halos de inhibicion del Fluconazol y de los compuestos
PI-1 a PI-5 frente a C. albicans. Cada barra representa el promedio +
la desviacion estandar (n = 3). *Diferencia estadisticamente significa-
tiva (*p < 0,05; ANOVA-Tukey).

Las comparaciones de la prueba Tukey revelaron diferencias
significativas entre los compuestos evaluados (p < 0,05). Mien-
tras que, el fluconazol mostré un comportamiento diferenciado:
siendo mas efectivo que PI1-4 y PI-5, pero significativamente
menos activo que PI-1, PI1-2 y PI-3. En términos de potencia
relativa, se ordena de la siguiente manera, Pl-4 =~ Flucona-
z0l>PI-1>PI-2>P1-3>>PI-5.

De acuerdo con Duhitaet al.*’, la membrana celular de los hon-
gos representa un objetivo fundamental en la actividad antimi-
cética debido a su composicion y estructura. Dicha membrana
esta enriquecida por diversos lipidos, dentro de los cuales los
esteroles tienen mayor relevancia, aungque también podemos
encontrar glicerol-fosfolipidos y esfingolipidos. Por lo tanto, la
presencia de una amplia cantidad de lipidos vuelve a la mem-
brana inherentemente lipofilica, lo cual facilita la interaccion
con compuestos de naturaleza similar, de hecho, la composi-
cion lipidica explica por qué muchos farmacos antifingicos
exitosos actlian afectando la integridad de la membrana celular.
De este modo, los resultados obtenidos se encuentran relacio-
nado con los valores del ClogP, o bien, la lipofilicidad de los
compuestos mencionada anteriormente (Fig. 12).

Costa et al.® (2016) sugieren que los derivados de chalconas
ejercen su accion farmacol6gica mediante un mecanismo de ac-
cion primario, que involucra la inhibicion de enzimas clave
para el ciclo de vida de los hongos. La -(1,3)-glucano y quitina
sintasas son las mas fundamentales, ya que, al interferir con es-
tas enzimas, estos compuestos alteran decisivamente la biosin-
tesis de polimeros esenciales, debilitando la integridad celular.

Asi mismo, Mellano et al.*® sugieren que la actividad antifin-
gica de las chalconas depende de la carga electronica del car-
bonilico, y consideran que el sistema a,f-insaturado juega un
papel significativo en el mecanismo de accion. En algunos ca-
so0s, una mayor densidad electrdnica en el sistema a,p-insatu-
rado induce a una mayor actividad antifingica.
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Fig. 12. Comparacion de la actividad antifingica y antibacteriana°.

La efectividad presentada, se ve relacionado con su estructura
(relacion estructura-actividad, SAR). Asimismo, como se men-
cion6 anteriormente, la eficacia antifingica igual puede atri-
buirse a los valores de ClogP.

Conclusiones

Se sintetizaron cinco heterochalconas mediante una condensa-
cidn tipo Claisen-Schmidt en condiciones heterogéneas, clasi-
ficadas como reaccion de tipo 3a o “sobre-agua”, con rendi-
mientos que van del 67% al 79%. La elucidacion estructural se
realiz6 mediante RMN *H y RMN C, confirmando la forma-
cion del isémero trans en el sistema a,p-insaturado, conforma-
cion respaldada por simulaciones computacionales realizadas
con Chem3D y ChemDraw de la marca Perkin Elmer (version
20,0,0,41).

Desde el punto de vista bioldgico, los compuestos Pl-1 a P1-4
mostraron una tendencia decreciente en la actividad antimicro-
biana frente a S. aureus y C. albicans, lo que demuestra una
clara relacion entre la estructura molecular y la respuesta biol6-
gica. Las modificaciones estructurales introducidas influyen di-
rectamente en su perfil antimicrobiano, viendo una baja efecti-
vidad con un enfoque bioisostérico no clasico frente a un enfo-
que clasico (Fig. 12).

Bioisosterismo no clasico

Los analisis ANOVA confirmaron diferencias significativas (p
<0,001) tanto en la variable de la dosis como en el tipo de com-
puesto, evidenciando una interaccion dosis-molécula. La efecti-
vidad frente a S. aureus sigue el siguiente orden: Amikacina >
Amoxicilina > P1-2 > PI-1 > P1-3 > PI-4 > PI-5, observandose
una disminucion progresiva en la potencia bioldgica.

Los compuestos evaluados mostraron actividad frente a S. au-
reus (gram positiva) y fueron inactivos contra E. coli (gram ne-
gativa), comportamiento coherente con los farmacos de refe-
rencia. Esta selectividad sugiere que las heterochalconas acttian
preferentemente sobre bacterias gram positivas, posiblemente
debido a la mayor permeabilidad de su pared peptidoglucénica
en comparacion con la barrera externa de las gram negativas.

En C. albicans, se observé una mayor sensibilidad antifungica,
donde PI1-4 alcanz6 una actividad similar al Fluconazol, mien-
tras que PI-1 a PI1-3 presentaron efectos intermedios y PI-5 fue
el menos activo.

En general, los compuestos PI-1 a PI-4, mostraron bioselecti-
vidad antifdingica, con halos de inhibicion de 12 mm a 23 mm,
superiores a los observados frente a S. aureus (10 a 17 mm).
PI-5, no presentd efecto farmacoldgico en diferentes dosis
frente a los microorganismos.
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En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que la estra-
tegia sintética aplicada cumple con los principios de quimica
verde y que las modificaciones estructurales realizadas permi-
ten establecer correlaciones claras en la relacion estructura-ac-
tividad (SAR). Asimismo, respaldan el potencial de optimiza-
cion estructural de las heterochalconas como andamios mole-
culares prometedores para el disefio racional de nuevos agentes
con selectividad frente a microorganismo gram positivos y hon-
gos, aportando una base sélida para futuros estudios de deriva-
tizacion estructural y evaluacion farmacoldgica.
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