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RESUMEN

Las chalconas son moléculas que poseen una amplia gama de actividades
biolégicas, entre las cuales se encuentra la actividad antibacteriana. Entonces, el presente
trabajo tuvo como objetivo sintetizar y caracterizar tres chalconas hidroxiladas y evaluar su
actividad antibacteriana contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Para ello, se
sintetizaron las chalconas mediante condensacion de Claisen-Schmidt y se compararon tres
tratamientos para la sintesis (KOH 10 %, KOH 20 % y KOH sdlido). Las moléculas se
caracterizaron mediante espectroscopia IR y RMN y también se evalué su actividad

antibacteriana mediante el método de difusidon en disco.

Se obtuvieron los espectros de IR y RMN 'H, *C, DEPT, COSY, HMBC y HMQC
para las tres chalconas sintetizadas y ademas se observé que el tratamiento con mejores
resultados en cuanto al rendimiento fue el que utilizd KOH sdlido. Finalmente, la evaluacién
de la actividad antibacteriana arrojo que la chalcona 1 posee actividad bactericida en contra
de S. aureus a una concentracion de 500 ug/mL, siendo comparable a esa concentracion

con el efecto del antibidtico cloranfenicol 30 pg.

Palabras clave: Chalconas hidroxiladas, condensacion de Claisen-Schmidt, IR,

RMN, actividad antibacteriana.



ABSTRACT

Chalcones are molecules that have a wide range of biological activities, among which
is antibacterial activity. Therefore, the present work aimed to synthesize and characterize
three hydroxylated chalcones and to evaluate their antibacterial activity against Escherichia
coli and Staphylococcus aureus. To this end, chalcones were synthesized by Claisen-
Schmidt condensation and three treatments for the synthesis were compared (KOH 10 %,
KOH 20 % and solid KOH). The molecules were characterized by IR and NMR spectroscopy

and their antibacterial activity was also evaluated by the disk diffusion method.

The IR and 'H, '*C, DEPT, COSY, HMBC and HMQC NMR spectra were obtained
for the three synthesized chalcones and it was also observed that the treatment with the best
results in terms of yield was the one that used solid KOH. Finally, the evaluation of the
antibacterial activity showed that chalcone 1 has bactericidal activity against S. aureus at a
concentration of 500 pg/mL, being comparable at that concentration to the effect of the

antibiotic chloramphenicol 30 ug.

Keywords: Hydroxylated chalcones, Claisen-Schmidt condensation, IR, NMR,

antibacterial activity.
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INTRODUCCION

La naturaleza es la principal maestra de los quimicos. Es en ella donde se generaron
por primera vez la mayoria de compuestos quimicos que utilizamos en nuestro dia a dia 'y

que la quimica moderna pretende emular y sintetizar en los laboratorios.

Las plantas y los hongos han sido estudiados durante mucho tiempo para identificar
los compuestos antibacterianos que puedan ayudar a tratar algunas enfermedades del ser
humano y sus animales, especialmente en los ultimos afos, ya que se ha incrementado la
resistencia bacteriana a los antibiéticos conocidos y el tiempo de investigacion para lanzar
un nuevo medicamento al mercado es muy largo, por lo que es imperativo descubrir mas

farmacos y en un tiempo corto.

Entre estos compuestos se han logrado identificar a las chalconas, que son
sustancias de origen vegetal con una amplia cantidad de actividades biolégicas y que se
sabe que tienen capacidad antibacteriana, especialmente las chalconas hidroxiladas.
Lamentablemente, las chalconas hidroxiladas tienden a tener bajos rendimientos (< 30 %)
cuando se sintetizan mediante condensacion de Claisen-Schmidt, lo cual es una desventaja
al momento de analizarlas como una alternativa para la industria farmacéutica. Ademas, es
posible que este bajo rendimiento tenga relacion con la cantidad de agua presente en la

reaccion.

Es asi que los objetivos del trabajo fueron comparar tres métodos para optimizar la
sintesis de las chalconas, obtener los espectros IR y RMN de cada una de las chalconas y,
finalmente, evaluar su actividad antibacteriana mediante el método de difusion en disco en

contra de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.



OBJETIVOS

a) Objetivo General:

Sintetizar y caracterizar tres chalconas hidroxiladas y evaluar su actividad antibacteriana

contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

b) Objetivos Especificos:

Sintetizar y caracterizar las tres chalconas hidroxiladas propuestas.

Comparar tres métodos para la optimizacion de la sintesis de cada una de las 3 chalconas
propuestas.

Analizar la actividad antibacteriana de las chalconas sintetizadas contra Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.



HIPOTESIS

Sabiendo que las chalconas hidroxiladas sintetizadas mediante la condensacion de Claisen-
Schmidt suelen tener bajos rendimientos y, que el agua es un producto de esta reaccion, es
posible que la disminucion de la cantidad de agua al inicio de la reaccién conduzca al

aumento de sus rendimientos.



SINTESIS Y CARACTERIZACION DE TRES CHALCONAS HIDROXILADAS Y
EVALUACION DE SU ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA CONTRA ESCHERICHIA COLI

Y STAPHYLOCOCCUS AUREUS

PRIMERA PARTE: MARCO TEORICO

1.1. Chalconas

La palabra “chalcona” proviene de la palabra griega “xaAkd¢” o “chalkés” (Zhuang et al,
2017), que se traduce como “cobre”. Esta nomenclatura fue escogida debido a la similitud
entre el color del metal y los colores de la mayoria de chalconas encontradas en la
naturaleza, las cuales pueden presentarse en diferentes tonos de amarillo, naranja (Elkanzi

et al, 2022), rojo (Rani et al 2019) y blanco (Kostanecki & Tambor, 1899).

El término “chalcona” aparece en la literatura cientifica por primera vez en 1899,
acufado por el quimico polaco Stanistaw Kostanecki y el quimico suizo Joseph Tambor
durante la realizacion de sus trabajos pioneros acerca de pigmentos naturales (Kostanecki

& Tambor, 1899).

1.1.1. Estructuray caracteristicas de las chalconas

Las chalconas quimicamente son conocidas como 1,3-diaril-2-propen-1-onas,
benzalacetofenonas y bencilidenacetofenonas (Gaonkar & Vignesh, 2017). Estas
moléculas tienen un esqueleto caracteristico, que contiene dos anillos aromaticos unidos
por una cadena de 3 carbonos, la cual posee un grupo carbonilo, y donde los otros dos
carbonos estan unidos mediante un doble enlace (Figura 1). Este puente puede referirse
como un grupo alquenona (Jasim et al, 2021) o un grupo ceto-etilénico (Gaonkar &

Vignesh, 2017).



Figura 1. Esquema general de una chalcona.

Por otra parte, el doble enlace presente en las chalconas ocasiona que pueda
presentar isomeria frans (Figura 2a) o cis (Figura 2b); siendo el isémero trans el mas

abundante debido a su mayor estabilidad termodinamica (Zhuang et al, 2017).

Figura 2. a) Estructura del isémero trans de una chalcona. b) Estructura del isémero cis

de una chalcona.

Como se puede observar en las figuras 1 y 2, los anillos aromaticos de las

chalconas tienen muchas posiciones libres y posibilidades de sustitucion, lo cual ha



originado una gran diversidad de moléculas naturales y sintéticas. Por consiguiente, para
poder caracterizar estas moléculas, se debe iniciar por la asignacion de la nomenclatura

correspondiente.

Actualmente existen dos tipos de nomenclatura para las chalconas y ambos
pueden encontrarse en la literatura cientifica reciente. El primer tipo es aceptado por
Chemical Abstracts Service - CAS, que es una divisién de la American Chemical Society
— ACS (Figura 3a), mientras que el segundo tipo es aceptado por British Chemical
Abstracts y el Journal of the Chemical Society (Figura 3b) (Gaonkar & Vignesh, 2017).
Para efectos del desarrollo de este trabajo de investigacion, se utilizara la nomenclatura
de la ACS, tomando el anillo de la posicion 1 de la cadena alifatica como el anillo A, y el

anillo de la posicion 3 de la cadena como el anillo B.

Figura 3. a) Nomenclatura segun Chemical Abstracts y ACS. b) Nomenclatura segun

British Chemical Abstracts y Journal of the Chemical Society.

Oftra caracteristica de las chalconas es que tienen un sistema altamente
conjugado y electrones 1 deslocalizados en practicamente toda la extensién de la
molécula (Goyal et al, 2021), en consecuencia, estas moléculas presentan cierta
fluorescencia ante la incidencia de luz UV, cuya intensidad puede ser alterada de

acuerdo a los grupos aceptores y donadores de electrones que existan en los anillos



aromaticos (Zhuang et al, 2017). La deslocalizacion de electrones también favorece las
reacciones que involucren transferencia de electrones (Gaonkar & Vignesh, 2017),
como, por ejemplo, la sustitucibn aromatica electrofilica y otras reacciones de
derivatizacion, con las cuales se pueden adicionar mas grupos funcionales al anillo

aromatico.

Adicionalmente, el grupo croméforo de las chalconas es el grupo alquenona o
grupo ceto-etilénico (Lopez, 2020), el cual les da mayormente su caracteristico color
amarillo. Sin embargo, este grupo tiene una particularidad, ya que en presencia de alcalis
o bases, hace que el pigmento amarillo se vuelva rojo o al menos, aumente la saturacion
e intensidad de su color. Es debido a ello que a las chalconas se les puede considerar

como pigmentos antocléricos (Chopra, 2016).

Las chalconas son, sobre todo, un tipo de productos naturales que se pueden
encontrar en organismos vegetales; estas moléculas son sintetizadas por la via del
shikimato y son, ademas, precursores de los flavonoides. Este es el motivo por el que
las chalconas se consideran flavonoides de cadena abierta, y es por la accién de la
enzima chalcona isomerasa que se realiza la ciclacion de las chalconas para generar los

flavonoides (Jasim et al, 2021).

Los flavonoides han sido ampliamente estudiados en los ultimos afos, y es
practicamente un consenso en la comunidad cientifica que estos tienen una gran
capacidad antioxidante. Esto se cree que es debido a los grupos hidroxilo que poseen
sus anillos aromaticos, por lo cual no es de extrafiar que la mayoria de chalconas
naturales también tengan uno o mas grupos hidroxilo como sustituyentes de sus anillos

aromaticos (Aks6z & Ertan, 2011; Jasim et al, 2021).



1.1.2. Importancia de las chalconas en la naturaleza

Las chalconas son metabolitos secundarios de las plantas, las cuales se pueden
encontrar en flores, frutos, hojas, corteza, semillas, raices y otros tejidos (Cazarolli et al,
2013). Estos compuestos se encuentran en una extensa variedad de especies
vegetales, algunas de las cuales se mencionan junto a su chalcona correspondiente en

la Tabla 1y en la Figura 4.

Su presencia es muchas veces responsable del color amarillo de estos érganos
vegetales y, también son intermediarios en la sintesis de flavonoides que, a su vez, son
importantes por ser moléculas senalizadoras en el metabolismo de la flora, son
estimulantes del crecimiento y germinacion de esporas y semillas, brindan proteccion
ante la luz UV y son moléculas fundamentales para la resistencia ante sequias y
temperaturas fluctuantes. Adicionalmente, sirven como moléculas sefalizadoras al tener
la facultad de atraer agentes polinizadores; y son agentes desintoxicantes, por poseer la

capacidad de captar radicales libres (Samanta et al, 2011).

Por su similitud estructural, las chalconas y los flavonoides tienen algunas
funciones biolégicas en comun. Por ejemplo, las chalconas también cumplen la funcion
de proteger a la planta de la luz UV, de atraer polinizadores y también son moléculas
clave para la adaptacion ambiental de la planta debido a que regulan diversos procesos
metabdlicos; se conoce que las chalconas pueden regular el crecimiento vegetal, puesto
que son capaces de regular el consumo de glucosa. Por otro lado, la diferencia mas
importante con los flavonoides es que las chalconas tienen la funciéon de proteger a la
planta de organismos patégenos como hongos y bacterias, a causa de sus propiedades

bactericidas y fungicidas (Cazarolli et al, 2013).

Ademas de lo ya mencionado, las chalconas cumplen un rol nutracéutico en la



cadena trdfica, aportando beneficios a la salud de la fauna que consume la planta en la
que se encuentran. Para ilustrar esta mencion, existen estudios en los cuales se ha
investigado las propiedades antialérgicas del tomate, que se le atribuyen a la
naringenina-chalcona en su composicion, y que, aunque no son concluyentes, han
observado indicios de que los extractos de tomate y soluciones de naringenina-chalcona
podrian ser utilizados como coadyuvantes en el tratamiento de la rinitis alérgica. Otro

ejemplo es el uso del regaliz en diversas medicinas tradicionales a base de hierbas, el

cual se utiliza en virtud de sus propiedades antiinflamatorias (Mah, 2021).

Tabla 1. Ejemplos de chalconas presentes en la naturaleza.

Nombredela
chalcona

Especie vegetal

Fuente

Buteina

Rhus verniciflua (Arbol de la laca)
Butea dahlia (Dalia)

Zhuang et al, 2017

Calomelanona

Stevia lucida (Jarilla)

Jasim et al, 2021

Cardamonina

Boesenbergia rotunda (Jengibre chino)
Piper aduncum L. (Matico)

Mah, 2021
Zhuang et al, 2017

Piper methysticum (Kava)

Equinantina Alpinia pricei (Familia del jengibre) Jasim et al, 2021
. Malus domestica (Manzana)
Floretina Stevia lucida (Jarilla) Mah, 2021
Florizina Malus domestica (Manzana) Mah, 2021
Glycyrrhiza sp. (Regaliz) Mah. 2021

Isoliquiritigenina

Nepalese propolis (Propdleo nepalés de
abeja)
Piper methysticum (Kava)

Zhuang et al, 2017
Jasim et al, 2021

Licochalcona A, B, C,

Glycyrrhiza sp. (Regaliz)

Jasim et al, 2021

D
Naringerina-chalcona Solanum lycopersicum (Tomate) Mah, 2021
g Acacia cyanophylla (Acacia azul) Jasim et al, 2021
Panduratina A Boesenbergia rotunda (Jengibre chino) Mah, 2021
Pinocembrina- Boesenbergia rotunda (Jengibre chino) Mah, 2021

chalcona

Pinostrobina-
chalcona

Alpinia mutica (Familia del jengibre)

Zhuang et al, 2017
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Figura 4. Ejemplos de chalconas presentes en la naturaleza.



1.1.3. Importancia de las chalconas en laindustria quimica y farmacéutica

Diversas investigaciones han estudiado a las chalconas y a sus propiedades,
concluyendo que tienen una vasta gama de propiedades, como: antibacteriana (Chopra,
2016; Elkanzi et al, 2022), fungicida (Elkanzi et al, 2022; Diaz-Tielas et al, 2016),
antiinflamatoria (Bhale et al, 2021; Chopra, 2016), anticancerigena (Bhale et al, 2021;
Goyal et al, 2021), antimalaricas y antileishmania (Bhale et al, 2021; Chopra, 2016),
antiviral (Bhale et al, 2021; Diaz-Tielas et al, 2016), antioxidante y analgésica (Elkanzi et
al, 2022; Goyal et al, 2021), inmunomoduladora, antiulcerativa y antituberculosis
(Chopra, 2016), antidiabética y estrogénica (Elkanzi et al, 2022), antigota,
antihistaminica, antiprotozoaria, antiespasmaodica y antiobesidad (Gomes et al, 2017),
nematicida e insecticida (Diaz-Tielas et al, 2016), herbicida (Chotsaeng et al, 2019; Diaz-

Tielas et al, 2016) y otras mas.

Es a raiz de estos hallazgos y, al descubrimiento de chalconas en plantas que se
han utilizado en la medicina tradicional de diferentes culturas milenarias, que se
comenzaron a utilizar en ensayos clinicos (Figura 5) luego de haber superado las
pruebas in vitro e in vivo y de haber demostrado su inocuidad en dosis moderadas. Es
asi como algunas chalconas como la metochalcona y la sofalcona (Dan & Dai, 2019)
lograron ser introducidas en el mercado farmacéutico y fueron comercializadas como

medicamentos.

La metochalcona es una chalcona aislada de la madera del arbol Pterocarpus
marsupium y es un principio activo aprobado para tratar enfermedades del tracto biliar y
como un agente diurético (Inxight Drugs, 2023). Por otra parte, la sofalcona es una
chalcona que se vende en Japon en diferentes formulaciones, como un medicamento

para tratar infecciones por la bacteria Helicobacter pylori, gastritis y Ulceras estomacales
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debido a sus propiedades antibacterianas y a su efecto protector de la mucosa gastrica

(Inxight Drugs, 2023).

Adicionalmente, la hesperidina metilchalcona y la hesperidina trimetilchalcona
son chalconas que se han probado en ensayos clinicos y que han demostrado el alivio
de los sintomas causados por la insuficiencia linfatica venosa crénica y para las varices,
respectivamente (Gomes et al, 2017). Hasta el momento de la realizacion de este trabajo
de investigacion, la hesperidina metilchalcona es comercializada como un suplemento

dietario de venta libre, que brinda apoyo a las venas y capilares.

Finalmente, otros compuestos que se han estudiado extensamente y que han
ingresado a ensayos clinicos, son la licochalcona A y el derivado de chalcona, la
panduratina A. En el caso de la licochalcona A, esta fue utilizada en formulaciones
tépicas para el tratamiento de enfermedades de la piel como rosacea, acné y cuero
cabelludo seco en pacientes femeninos. Las pacientes presentaron una mejora evidente,
al disminuir las lesiones epiteliales y la picazon asociada. Y, en el caso de la panduratina
A, esta fue utilizada en una formulacién de ingesta oral, que mejoré significativamente la
hidratacion y el brillo de la piel, asi como la aparicién de arrugas, las cuales disminuyeron

su notoriedad (Salehi et al, 2021).
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Figura 5. Ejemplos de chalconas utilizadas en ensayos clinicos y en el mercado

farmacéutico.

Debido a su capacidad biolégicamente activa, a su facilidad de preparacion y
derivatizacion, las chalconas también son consideradas bloques de construccion para
generar otros compuestos de mayor potencial terapéutico. Por ejemplo, a través de
reacciones de cierre de anillo intramoleculares en las chalconas, se pueden obtener

anillos heterociclicos y policiclicos (Gaonkar & Vignesh, 2017).

Es posible que en un futuro, las chalconas actuen como sintones en la produccion
de hibridos entre chalconas y otros grupos farmacéforos (Rani et al,2019), tales como

los compuestos heterociclicos con nitrégeno (pirroles, piridinas, pirimidinas, etc.) y otros

13



compuestos biciclicos (indoles, quinolinas, cumarinas, etc.), los cuales también tienen
propiedades activas (Marotta et al, 2022). Estos hibridos podrian superar algunas
desventajas de los farmacos vigentes, como la resistencia al medicamento o la

inespecificidad de su accion (Ouyang et al, 2021).

No obstante, a pesar del gran potencial que tienen las chalconas en la industria
farmacéutica, aun es necesario realizar mas ensayos clinicos y pruebas de laboratorio
para poder conocer la extension de su mecanismo de accion a nivel de 6rganos, tejidos
y células, y también es necesario conocer su interaccion con biomoléculas estructurales
como glucidos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos, para poder identificar las moléculas

objetivo de su accion (Salehi et al, 2021).

En la industria quimica, las chalconas poseen un gran potencial como
guimiosensores, debido a que su sistema altamente conjugado absorbe fuertemente la
luz en el espectro UV, lo que resulta en una capacidad fluorescente. Esta propiedad se
ve afectada por factores internos, como el nivel de conjugacion del sistema'y la presencia
y la posicién de distintos grupos funcionales; asi como por factores externos, como la
polaridad del solvente, el pH del medio y la presencia de otras moléculas en el medio,

como proteinas o detergentes (Zhuang et al, 2017).

Algunas aplicaciones de quimiosensores derivados de chalconas son:

o Para detectar el contenido de agua en solventes organicos (Niu et al, 2006).

e Como moléculas senalizadoras para la verificaciéon de la transformacion
celular, por ejemplo, al generar el reconocimiento de los receptores humanos
H3 de histamina en células transformadas de riidén HEK-293 (Tomash et al,

2012).
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e Para detectar ciertas enfermedades debido a alteraciones en la concentracion
de un biomarcador y la consecuente alteracion de la emision de luz, como la
visualizacién de la enzima fosfatasa alcalina en células vivas (Song et al,

2014).
e Para visualizar células madre (Yun et al, 2014).

e Como quimiosensores de distintos iones en solucion, como Ag*, Pb?*, Ni%*,
Hg?*, Fe**, APP*, Cu?*, F, CN-, SO/, CO # (Gupta et al, 2020), Zn?* (Mahesha

et al, 2022), Cd?* y Co?* (Karaca & Kazanci, 2022).

1.2. Relacién estructura-actividad de los grupos sustituyentes en las chalconas

La relacion estructura-actividad es estudiada por la farmacologia, que Litter (1970)
define como “la ciencia que estudia las drogas, entendiéndose por droga o farmaco en su

acepcion mas general todo agente quimico que tiene accién sobre los seres vivos”.

Se sabe ademas que existen moléculas que pueden alterar las funciones celulares
mediante la produccién de reacciones entre las moléculas y ciertos componentes de las
células, con la consecuente formacién de enlaces quimicos. Al tener en cuenta estas
definiciones y argumentos, entonces la relacion estructura-actividad comprende las
relaciones entre la estructura y su accién farmacoldgica, por lo cual se podria decir que
sustancias de composicién similar van a tener acciones similares. Por ejemplo, los fenoles,
en general, tienen actividad como germicidas, irritantes locales y toxicos del sistema

nervioso central (Litter, 1970).

La importancia del analisis de la relacién estructura-actividad radica en encontrar el

grupo farmacoéforo de la sustancia en estudio y en determinar la combinacion de
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sustituyentes que, sobre el grupo farmacoforo, potencian su actividad (Avendafio, 1993).

Diversos autores coinciden en que la estructura principal responsable de la actividad
biolégica y, que es comun a todas las chalconas, es el grupo alquenona o sistema
carbonilico a,B-insaturado. El hecho que una chalcona pierda este importante grupo
implicaria que se vuelva bioldégicamente inactiva (Diaz-Tielas et al, 2016; Gaonkar &

Vignesh, 2017), por ello es que se podria decir que este es el grupo farmacéforo.

1.2.1. Chalconas homociclicas

Las chalconas homociclicas son aquellas cuyos anillos aromaticos estan

constituidos unicamente por atomos de carbono.

1.2.1.1. Actividad antifungica

Sahu et al (2012) determinaron que el mecanismo de la accion antifungica de
las chalconas posiblemente se deba a la inhibicién de la sintesis de pared celular de

los hongos y es atribuido al grupo alquenona.

Por su parte, Prasad et al (2008) identificaron que las chalconas que poseian
grupos sustituyentes como cloro, dicloro y fluoro, exhibian una mejor actividad

antifungica.

1.2.1.2. Actividad anticancerigena

Lawrence et al (2006) postularon que las chalconas sustituidas en a con un
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grupo metilo o un grupo fluoro presentan una mayor actividad anticancerigena vy
citotoxica que las chalconas no sustituidas, mientras que aquellas que poseen un
grupo etil en la misma posicion tienen una actividad menor. Adicionalmente,
enunciaron que los sustituyentes clave para este tipo de actividad son el 3-hidroxi y

el 4-metoxi en el anillo B.

En otro estudio, Rajendran et al (2022) mencionaron que las chalconas con
grupos hidroxilo como sustituyentes poseen una mayor actividad anticancerigena en
células de cancer de mama. Indican también que las chalconas con sustituyentes del
grupo de los halégenos y con grupos metoxi han resultado ser bastante efectivos
contra células de cancer de higado, prostata y pulmén. Es importante recalcar que
los autores sefalan que las chalconas con tres grupos hidroxi o metoxi tienen una

mayor actividad que aquellas con dos o uno solo de estos grupos.

Ademas, Do et al (2016) describieron que tres grupos metoxi en las posiciones
3, 4 y 5 del anillo B, parecian ser determinantes para la actividad citotoxica de la

molécula.

1.2.1.3. Actividad antimalaria y antileishmania

En su investigacion, Liu et al (2003) encontraron que las chalconas con una
buena actividad antimalaria presentan grupos alcoxi en el anillo A y poseen anillos B
polares, estando estos ultimos sustituidos con grupos aceptores de electrones o que
el mismo anillo fuese tipo quinolina. En la misma investigacién, reportaron también
que la actividad antileishmania es mas favorecida por chalconas hidrofilicas, en

especifico, aquellas que cuentan con un grupo 4’-hidroxi.
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1.2.1.4. Actividad antioxidante

Sahu et al (2012) hallaron que las chalconas con grupos hidroxilo vy
sustituyentes isoprenil tienen un gran potencial antioxidante. La actividad atrapadora
de radicales libres es favorecida por un grupo 2’-hidroxi en el anillo A y de un grupo
catecol en el anillo B, mientras que la eliminacién del doble enlace del sistema q,B-

insaturado disminuye su efectividad.

Sivakumar et al (2011) reportaron que las chalconas con grupos metoxi
y -SCHj3 en la posicién C-4 del anillo B y grupos hidroxilo en el anillo A tenian una

mejor actividad antioxidante.

1.2.1.5. Actividad antiinflamatoria

Sahu et al (2012) indicaron que un grupo hidrofébico como el benziloxi o
ciclohexilmetoxi en la posicién 6’ del anillo A y grupos atractores de electrones en la

posicion 4 del anillo B, mejoran la actividad antiinflamatoria.

1.2.1.6. Actividad antibacteriana

Avila et al (2008) sefialan la importancia de los grupos prenil y geranil en los
anillos aromaticos, debido a que aumentan la afinidad de la molécula a las
membranas bioldgicas y ejerce asi, un mejor efecto antibacteriano. Esta afirmacion
es compartida por Dan & Dai (2019), quienes hallaron que los grupos prenil y geranil
en la posicion 3’ del anillo A son favorables para su actividad y, por Sahu et al (2012),
quienes descubrieron que cuando se removia el grupo prenil, la molécula perdia
completamente su actividad en contra de la bacteria Staphylococcus aureus. También
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aseveraron que la introduccién de grupos alifaticos de cadena larga, como el grupo
hexil, aumentaba considerablemente la actividad antibacteriana, lo cual sugiere que

una molécula lipofilica tendria una mejor capacidad antibacteriana.

De igual forma, Avila et al (2008) mencionan que la actividad antibacteriana
estd ligada a un grupo hidroxilo en el C-4, a un grupo oxigenado en el C-4’ 0 a una
cadena isoprenoide en el C-3’, mientras que Sahu et al (2012) postulan que un grupo
hidroxilo en el C-4’ es vital para el rol bactericida de la chalcona. Asimismo, Feng et
al (2014) comentan que los grupos hidroxilo en las posiciones C-2’ y C-4’ y, un grupo

alcoxi en el C-2 favorecen la actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas.

Por otro lado, Rajendra et al (2008) identificaron que las chalconas que
poseian sustituyentes donadores de electrones, como los grupos metoxi e hidroxilo,
tenian mejor actividad antibacteriana que las moléculas que no los tenian. Sin
embargo, Sahu et al (2012) reportaron que eran los grupos atractores de electrones
los que mejoraban la capacidad antibacteriana, y cuyo argumento es también
apoyado por Xu et al (2019), quienes alegan que los grupos donadores de electrones
(como los grupos metilo y metoxi) disminuyen la actividad antibacteriana, mientras
que los grupos atractores de electrones (como el grupo nitro y los halégenos) exhibian

una mejor actividad antibacteriana, especialmente en las posiciones C-2 y C-4.

Xu et al (2019) reportaron que los grupos hidroxilo en las posiciones C-2, C-4
y/lo C-2’ parecian ser muy importantes para tener una buena actividad bactericida
en contra del Staphylococcus aureus, y que la actividad antibacteriana aumenta con
la presencia de grupos metoxi en el C-4’, asi como con la cantidad de grupos metoxi
en al anillo A. Por ejemplo, una chalcona con tres grupos metoxi en las posiciones C-

3’, C-4’y C-5', demuestra una actividad antibacteriana bastante superior.
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Sahu et al (2012) descubrieron también que el intercambiar un sustituyente
hidroxilo por un grupo carboxilo, resultaba en una chalcona mas efectiva y que,
ademas, poseia una buena solubilidad en agua. De igual manera, establecieron que
el grupo carboxilo era necesario para lograr una buena actividad en contra de

bacterias Gram positivas.

Finalmente, Dan & Dai (2019) postularon que los grupos metoxi e hidroxilo en
la posicion C-2’ son perjudiciales para la actividad antibacteriana, mientras que las
sustituciones con halégenos son beneficiosas. Adicionalmente, mencionan que varios
grupos metoxi en el anillo A son perjudiciales, mientras que los grupos tert-butilo y
nitro son beneficiosos en la posicion C-4’. Ademas de ello, identificaron que la

presencia de un grupo hidroxilo es perjudicial en las posiciones C-2 y C-6'.

1.2.2. Chalconas heterociclicas

Las chalconas heterociclicas son aquellas cuyos anillos aromaticos estan
constituidos por uno o mas atomos distintos al carbono (Figura 6). Algunos heteroatomos
que suelen encontrarse en este tipo de chalconas son el nitrégeno, el oxigeno y el azufre
y, menos frecuentemente, se pueden encontrar heteroatomos inorganicos como el hierro

y el rutenio.

La relaciéon estructura-actividad de las chalconas heterociclicas ha tomado
importancia en los ultimos afos, debido a que una gran cantidad de farmacos
comerciales poseen heteroatomos, asi como sus grupos farmacoforos. A continuacion
se enunciaran algunos ejemplos de los hallazgos hasta la fecha de realizacién de este

trabajo.
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Rajendran et al (2022) mencionan que tanto las chalconas heterociclicas como

las chalconas con grupos sustituyentes que contengan heteroatomos, tienen una fuerte

actividad inhibitoria de enfermedades infecciosas y no infecciosas.

En su investigacion, Chotsaeng et al (2019) afirmaron que un anillo tiofenil en la

chalcona produce una interferencia en el crecimiento de tallos y raices de plantas,

actuando como un herbicida.
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Por su lado, en su articulo de revisién, Mezgebe et al (2023) determinaron que
las chalconas heterociclicas que exhiben una actividad antibacteriana poseen un anillo
tipo pirrol, imidazol o benzotiazol. Asimismo, manifiestan que la actividad
anticancerigena se debe a la presencia de anillos tipo pirrol, tiazol, piridina, benzimidazol
y quinolina, mientras que los anillos tipo piridina y piperazina producen un efecto

antitumoral, y el anillo tipo indol, un efecto antiproliferativo.

Finalmente, Do et al (2016) encontrdo que una chalcona con una estructura tipo
fenotiazina en el anillo A y un anillo tipo tiofeno en el anillo B fue la mas efectiva en contra
de células de cancer muscular, concluyendo que las chalconas mas efectivas eran

aquellas que tenian una estructura tipo fenotiazina y tipo piridina.

Como se ha podido evidenciar, las chalconas tienen una gran variedad de
actividades biolégicas y distintos grupos funcionales son asociados a estas. Sin
embargo, la informacion existente es aun insuficiente. Esto se demuestra especialmente
en la recopilacion de informacion acerca de la actividad antibacteriana, donde se observa
que aun existe confusion entre el rol positivo o negativo que poseen los grupos hidroxilo

y metoxi para esta actividad.

A pesar de ello, no se puede negar que los grupos hidroxilo y metoxi estan
relacionados con una gran variedad de actividades bioldgicas, motivo por el cual estos

grupos seran estudiados en el presente trabajo.

1.3. Sintesis quimica de chalconas

Las chalconas se pueden obtener mediante una gran variedad de métodos de

sintesis, reactivos de partida, condiciones de reaccion y catalizadores. Normalmente son
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preparadas mediante condensacion de Claisen-Schmidt utilizando catalizadores acidos o
basicos, pero también se pueden sintetizar a través de la reaccion de Suzuki, de Heck, de
Julia-Kocienski, de Wittig, acilacion de Friedel-Crafts (Zhuang et al, 2017), reaccion de

Sonogashira (Goyal et al, 2021), etc.

En la condensacién de Claisen-Schmidt, los reactivos de partida son aldehidos y
cetonas, pero por medio de otras reacciones, se puede partir de alcoholes, bases de schiff,

alquinos, alquenos, haluros de acilo, haluros, entre otros (Goyal et al, 2021).

Entre las condiciones de reaccion se encuentran el tratamiento con ultrasonido
(Goyal et al, 2021), la irradiacién con microondas, la catalisis por transferencia de fase, el
uso de liquidos idnicos y la sintesis sin solvente mediante molienda. Algunos de estos
métodos han resultado presentar numerosas ventajas frente a la condensacion clasica de
Claisen-Schmidt, por ejemplo, la irradiacidn con microondas elimina la influencia del
solvente en la reaccién, reduce el tiempo de reaccién y mejora el rendimiento (Zhuang et al,

2017).

Los catalizadores que se han utilizado para la sintesis de chalconas dependen
mucho del mecanismo de sintesis que se haya utilizado. En general, se pueden utilizar
catalizadores tanto acidos como basicos, y tanto en forma liquida como en forma sdlida. Sin
embargo, al ser la reaccion de Claisen-Schmidt la forma tradicional de sintesis, no es de
extrafiar que las investigaciones se hayan enfocado en diversificar los catalizadores para

dicha reaccion. Estos catalizadores seran detallados en la siguiente seccion.

1.3.1. Reaccioén de Claisen-Schmidt

La reaccion de Claisen-Schmidt, también llamada condensacion de Claisen-
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Schmidt, fue reportada por primera vez en el afio 1881. Esta reaccién es un tipo de
condensacion alddlica cruzada que puede darse en medio acido o basico y en la cual se
hacen reaccionar un aldehido aromatico con una cetona alifatica o aromatica para formar

un producto a,B-insaturado (Wang, 2010).

A pesar de que la reaccién puede darse en medio acido o basico, generalmente
se utiliza un medio basico (Zhuang et al, 2017). Uno de los motivos puede ser que el
mecanismo de formacién del enol/enolato es distinto. En el medio basico, el nucledfilo
es el ion hidroxilo mientras que el medio acido el nucledfilo es el agua, y se sabe que el
ion hidroxilo es un mejor donador de electrones que el agua. Esto se traduce en una
menor velocidad de reaccion para el medio acido y, por otra parte, la posibilidad de que

ocurran reacciones no deseadas es mayor.

En la Figura 7 se esquematiza el mecanismo de reacciéon de Claisen-Schmidt
entre una cetona aromatica y un aldehido aromatico en medio basico. La reaccion inicia
con el ataque nuclecfilico del ién hidroxilo hacia uno de los hidrégenos a de la cetona.
El ion hidroxilo abstrae uno de los protones a y se genera un carbanién, que
posteriormente ataca al carbono del grupo carbonilico del aldehido (el cual tiene una
densidad electronica positiva debido a la naturaleza de este grupo funcional) y forma un
enlace. En este paso de forma un alcoxido, que abstrae un protén del medio para
estabilizar su carga. Seguidamente, un i6n hidroxilo del medio abstrae otro de los
protones a de la molécula, generando otro carbanién y promoviendo la deshidratacion
de la molécula. Es asi que quedan una molécula a,B-insaturada y agua como productos

de la reaccion.
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Figura 7. Mecanismo de reaccién propuesto para la condensacion de Claisen-Schmidt

en medio basico.

Adaptado de: Labmonk. (s.f.). Synthesis of Dibenzal Acetone from Benzaldehyde by Claison Schmidt
Reaction. Recuperado el 15 de junio de 2024, de https://labmonk.com/synthesis-of-dibenzal-acetone-from-
benzaldehyde-by-claison-schmidt-reaction#google_vignette
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Zhuang et al (2017) mencionan que retirar el agua es favorable para la reaccioén.
Asumiendo que se tiene una reaccion en medio basico, la reaccion global y la ecuacion

de equilibrio quimico es como siguen:

Cetona + Aldehido — Producto + H0

[Producto][H,0]
[Cetonal[Aldehido]

Se puede afirmar entonces, que la presencia de agua desplaza el equilibrio
quimico hacia los productos. Es importante tener esto en cuenta si es que se va a utilizar
un catalizador en solucién acuosa, ya que podria tener un efecto negativo en el

rendimiento y en la velocidad de la reaccion.

Algunos catalizadores que se han utilizado para la condensacion de Claisen-
Schmidt en medio basico son tert-butéxido de potasio, Ca(OH);, Sr(OH)2, NaNO3 o0 LiNO3;
con fosfato natural (Zhuang et al, 2017), NaOH, KOH, LiOH, Ba(OH),, bases organicas
como piperidina y piridina (Rajendran et al, 2022), Na>.COs3, K.COs3, KsPO4 (Khanapure

et al, 2018), entre otros.

Por otro lado, algunos catalizadores acidos que se han utilizado para llevar a
cabo esta reaccion son HCI, AICIls, SOCI, BF3, TiCls, RuCls y algunos acidos solidos
como el acido sulfénico sélido (Zhuang et al, 2017), asi como la amberlita y la zeolita

(Jasim et al, 2021).

Finalmente, los solventes mas utilizados son acetonitrilo, metanol, etanol,
1,2-dicloroetano, dimetilformamida, diclorometano, tetrahidrofurano, dimetilsulféxido,

tetracloruro de carbono y tolueno (Khanapure et al, 2018).

En la investigacién que realizaron Khanapure et al (2018), se probaron diferentes
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catalizadores y solventes para la sintesis de una misma chalcona mediante
condensacion de Claisen-Schmidt. El resultado fue que el catalizador KOH y el solvente
etanol fueron los mas eficientes entre todos los utilizados, los cuales lograron un mejor

rendimiento en menos tiempo.

1.4. Problematica en la sintesis de chalconas hidroxiladas

Como se ha expuesto anteriormente, las chalconas hidroxiladas son aquellas que
tienen una mayor variedad de actividades bioldgicas vy, por ello, es que son de principal
interés para el desarrollo de esta investigacién. Sin embargo, su sintesis mediante
condensacion de Claisen-Schmidt en medio basico suele presentar bajos rendimientos en
comparacion con chalconas que tienen otros grupos funcionales. De encontrarse una
molécula con una potente actividad bioldgica, esto representaria un obstaculo para realizar

estudios a mayor escala.

El bajo rendimiento de las chalconas hidroxiladas suele responder a la ocurrencia
de un fendmeno distinto segun la posicién en la que se encuentre el grupo hidroxilo y si se
trata del aldehido o de la cetona. No obstante, inicialmente todos ocurren debido a la

abstraccion del proton del grupo hidroxilo por parte del catalizador basico.

En el caso de la posicion orto-, se enuncia que luego de la formacién del ion fendxido,
la chalcona se puede ciclar y formar una flavanona en una reaccion intramolecular (Go et
al, 2005). No existe mucha informacién acerca de lo que sucede en la posicidon meta-, pero
se puede postular que luego de la formacion del i6n fendxido, ocurre una deslocalizacion
de la carga que dificulta la reaccion. En el caso de la posicion para-, se sostiene que el ion
fendxido se transforma en una estructura de tipo quinona (Figura 8), que también dificulta

la condensacion de Claisen-Schmidt (Kim et al, 2008; Rosa et al, 2019).
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Figura 8. Deslocalizacién de la carga del 4-hidroxi-benzaldehido en medio basico.

Adaptado de: Patil, C. B., Mahajan, S. K., & Katti, S. A. (2009). Chalcone: A versatile molecule. Journal of
Pharmaceutical Sciences and Research, 1(3), 11-22.

Una propuesta para solucionar esta problematica seria realizar la sintesis en medio
acido. No obstante, ya se han mencionado algunas desventajas de este método, como lo
son una menor velocidad de reaccién y la formacién de productos no deseados. Por otro
lado, se utilizan insumos bastante mas contaminantes y peligrosos que en la sintesis basica.
Por ejemplo, uno de los catalizadores acidos que ha logrado mejores resultados en la
sintesis de chalconas es el SOCI,, el cual es muy toxico y corrosivo, puede generar
reacciones muy violentas y ademas reacciona con el agua y la humedad del aire, formando

SO, y HCI gaseosos.

Otra de las propuestas es seguir utilizando el medio basico, pero realizar una

proteccion y desproteccion del grupo hidroxilo.

Un grupo protector es aquel que tiene la funcién de bloquear un grupo funcional en
una molécula para que este no sea un sitio reactivo durante una reaccion quimica. Luego
de la reaccion, el grupo protector debe ser removido para generar la molécula deseada. En
el caso de los fenoles, que son el grupo que se encuentra en las chalconas hidroxiladas,
estos se pueden proteger como éteres, éteres sililicos, ésteres, carbonatos, carbamatos,

fosfinatos y sulfonatos (Wuts, 2014).
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Para la sintesis de chalconas, generalmente se protegen los grupos hidroxilo de los
reactantes como ésteres, especialmente como ésteres de tetrahidropiranil (THP),
metoximetil (MOM) y metoxietoximetil (MEM) (Go et al, 2005; Hofmann et al, 2015); Kim et
al, 2008). Sin embargo, realizar la proteccion conlleva diversas desventajas como: adicionar
pasos a la sintesis, aumentar el tiempo necesario para sintetizar una sola molécula y
aumentar los insumos necesarios asi como los residuos generados. Adicionalmente, el
riesgo de obtener reacciones secundarias y productos de degradaciéon aumenta, por lo que

es posible que los rendimientos también sean bajos.

Debido a la problematica expuesta, el tener una metodologia de sintesis que evite
las derivatizaciones seria ideal. Es por ello que el presente trabajo propone la disminucion
del agua en la catalisis basica como alternativa para elevar el rendimiento de la

condensacion de Claisen-Schmidt para la sintesis de chalconas hidroxiladas.

1.5. Técnicas de analisis y caracterizacion estructural

Las técnicas de analisis y caracterizacion estructural dentro de la quimica organica

comprenden principalmente a los métodos espectroscopicos.

Para poder definir los métodos espectroscopicos, se debe establecer primero que la
radiacion electromagnética es la “energia transmitida en el espacio a través de ondas”. No
obstante, existen diferentes tipos de radiacion (Figura 9), donde cada una se distingue por
su longitud de onda y por la cantidad de energia que poseen sus fotones (Fessenden &

Fessenden, 1982).
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Figura 9. Espectro electromagnético.

Extraido de: Fusaro, R. M. (1968). Sunlight sensitivity. Minnesota Medicine, 51(7), 957—958.

Al tener en cuenta lo que significa la radiacién electromagnética, la espectroscopia
se puede definir como el “estudio de las interacciones entre la energia radiante y la materia”.
En esa misma linea, se sabe que el tipo de radiacion que absorben los compuestos
quimicos depende de los grupos funcionales en su estructura y del tipo de enlaces que
poseen. Es por ello que los métodos espectroscopicos pueden ser usados para analizar

compuestos desconocidos y determinar su estructura (Fessenden & Fessenden, 1982).

Asimismo, los métodos espectroscopicos tienen su fundamento en la medicion de la
cantidad de radiacién producida o absorbida por una molécula o un atomo luego de hacer
incidir radiacion externa sobre estos y se pueden clasificar de acuerdo a la regién del
espectro electromagnético que utilice el método. Las regiones del espectro mas utilizadas
en quimica son aquellas que comprenden a los rayos X, la radiacion UV, la luz del espectro

visible y la radiacion IR (Skoog et al, 2022).
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Para el presente trabajo se contempld utilizar la espectroscopia IR y la
espectroscopia RMN para la elucidacion estructural de las chalconas sintetizadas, cuyos

fundamentos se explicaran en las siguientes secciones.

1.5.1. Espectroscopia Infrarroja (IR)

La espectroscopia infrarroja es una gran herramienta para ayudar en la
identificacion de compuestos organicos puros, debido a que practicamente todas las
moléculas absorben radiacion IR, salvo algunos pocos ejemplos. Ademas, con la
excepcidon de algunas moléculas quirales, se sabe que cada molécula tiene un espectro
de absorcién IR unico; por lo que si una muestra tiene exactamente el mismo espectro

que otro compuesto, se puede decir que se trata de dicho compuesto (Skoog et al, 2022).

La radiacion infrarroja, que estd comprendida aproximadamente entre los 700 nm
y los 1000 um del espectro electromagnético, no tiene la cantidad de energia suficiente
como para causar transiciones electronicas, sin embargo, si es capaz de causar
transiciones vibracionales y rotacionales en las moléculas. Generalmente, las
transiciones rotacionales se dificultan cuando se trabaja con muestras liquidas o sélidas,
resultando en senales practicamente indetectables. Es por ello que los espectros
infrarrojos poseen mayoritariamente sefales de transicionales vibracionales (Skoog et

al, 2022).

Todo atomo que esté enlazado covalentemente experimenta vibraciones y, por
otra parte, la incidencia de radiacién IR se traduce en una transicidon a un estado donde
aumenta la amplitud de vibracién de dicho enlace. Es asi que se pueden producir
vibraciones de alargamiento, estiramiento o tensién y vibraciones de flexion. Finalmente,
cuando la molécula regresa a su estado basal, la energia remanente se disipa en forma
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de calor (Fessenden & Fessenden, 1982).

La longitud de onda a la cual un enlace absorbe radiacion depende
inherentemente del tipo de vibracion de ese enlace. Es por ello que un enlace C-H
absorbera radiacion a una longitud de onda distinta que un enlace O-H. Por otro lado,
un mismo enlace también puede experimentar tipos diferentes de vibracion y puede

absorber energia a mas de una longitud de onda (Fessenden & Fessenden, 1982).

Los espectros IR se presentan con una grafica de longitud de onda o nimero de
onda vs porcentaje de transmitancia (Fessenden & Fessenden, 1982). El numero de
onda es el inverso de la longitud de onda, tal y como se detalla a continuacion (McMurry,

2018):

V(em) =
A (cm)

En este tipo de grafica se pueden detectar picos o bandas de absorcion propias
de cada enlace, lo cual los hace extremadamente utiles para la identificacion de grupos
funcionales. Para los compuestos organicos, se utiliza una escala que va desde
4000 cm™ hasta 670 cm™ o menos, donde se pueden identificar los grupos funcionales
por vibraciones de alargamiento en la region entre 4000 cm™ y 1400 cm™. Por otra parte,
la region entre 1400 cm™ y 700 cm ' se conoce como la region de huella dactilar. En
esta zona se encuentran vibraciones de alargamiento y flexién y, es donde se encuentra

el patrén de picos unico para cada molécula (Fessenden & Fessenden, 1982).

La interpretacion de estos espectros se realiza con cartas de correlacion
(Fessenden & Fessenden, 1982). A lo largo de los afios, los cientificos han logrado
identificar y asociar ciertos tipos de enlaces con sus correspondientes longitudes de

onda. Al tener en cuenta estos datos, es que se puede relacionar un pico en el espectro
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con la existencia de un determinado grupo funcional dentro de la estructura de la

molécula que esta analizando.

1.5.2. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear tiene el objetivo de

establecer el esqueleto de carbono e hidrégeno de una molécula, complementando asi

la informacion de otras técnicas analiticas para la determinacion estructural de dicha

molécula (McMurry, 2018).

Para poder explicar el fundamento de la espectroscopia por RMN, se deben tener

en cuenta algunas consideraciones:

Primero, se conoce que diversos tipos de nucleos atémicos se encuentran
girando alrededor de un eje y que estos pueden interactuar con un campo
magnético externo. De no existir un campo electromagnético externo, los
espines se orientan al azar, pero si existe su influencia, los espines se
alinearan con el campo de forma paralela o contraria al campo. Entonces, si
se aplica radiacion electromagnética de una determinada frecuencia y los
nucleos absorben esta energia, estos invertiran su espin de un estado basal
a uno de mayor energia. En esta situacién se puede decir que los nucleos

estan en resonancia con la radiacién incidente (McMurry, 2018).

Segundo, se sabe que los ndcleos con un nimero impar de protones y los
ndcleos con un namero impar de neutrones pueden manifestar el fenédmeno
de RMN debido a que poseen propiedades magnéticas. Algunos ejemplos son

los nucleos de 'H, 2H, '*C, N, "°F y *'P (McMurry, 2018), siendo los nucleos
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de 'Hy 3C los mas analizados, debido a que conforman el esqueleto de todas

las moléculas organicas.

e Tercero, la frecuencia a la que cada nucleo de 'H o '*C absorbe energia no es
la misma. Esto ocurre a causa de los electrones que orbitan los nucleos, los
cuales poseen campos magnéticos locales que son opuestos al campo
aplicado y hacen que el campo efectivo que afecte al nucleo sea ligeramente
menor que el campo aplicado (McMurry, 2018 & Solomons, 2004). En otras
palabras, la frecuencia a la que un nucleo absorbe energia depende de la
naturaleza quimica de la muestra y del entorno (solvente, aditivos de la
muestra, etc.) y; en consecuencia, se puede identificar diferentes tipos de

enlaces quimicos por sus frecuencias caracteristicas.

Entonces, se puede decir que el fundamento de la espectroscopia de RMN radica
en la irradiacion de nucleos magnéticos con ondas de radiofrecuencia en el rango de los
MHz, que varian segun la instrumentacién utilizada (McMurry, 2018). Estas ondas
generan la excitacion de los nucleos para que luego regresen a su estado basal,
momento en el cual el detector del instrumento capta la diferencia de potencial y lo

traduce en una senal que luego sera convertida en un espectro visible (Solomons, 2004).

Los espectros de RMN pueden ser unidimensionales y bidimensionales. Los
espectros unidimensionales son los mas utilizados, ya que en ellos se puede analizar la
cantidad de nucleos de H y C que tiene la molécula, asi como la multiplicidad de las
sefales (proximidad), la cantidad de nucleos que corresponden a una senal (integracion)

y algunos grupos funcionales o tipos de enlaces que poseen (Solomons, 2004). Por otro
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lado, los espectros bidimensionales son generalmente el producto de ensayos de
correlacion homonuclear y heteronuclear y, son utilizados para establecer proximidad

entre nucleos, especialmente en moléculas mas grandes y complejas.

En los espectros unidimensionales, el eje horizontal corresponde a la fuerza del
campo efectivo que afecta a los nucleos, que esta dado por el desplazamiento quimico,
mientras que el eje vertical corresponde a la intensidad de la absorcion de la energia de
radiofrecuencia aplicada. Es importante mencionar también que cada sefial en el
espectro pertenece a un nucleo quimicamente distinto dentro de la

molécula (McMurry, 2018).

El lugar en el espectro en el cual un nucleo absorbe radiacién se denomina
desplazamiento quimico, que ademas corresponde al eje horizontal del espectro de
RMN. Debido a que no todos los espectrometros trabajan con la misma radiofrecuencia,
la escala de este eje no es fija, por o que es necesario calibrar cada equipo con una
escala arbitraria que recibe el nombre de escala § y que esta dada en unidades ppm

(McMurry, 2018).

_ Desplazamiento quimico del nucleo (Hz)

Frecuencia del espectrometro (MHz)

Mediante esta relacién, se consigue que el desplazamiento quimico de un nucleo
se vuelva constante, independientemente de la radiofrecuencia a la que trabaje el

espectrometro (McMurry, 2018).

Adicionalmente, la grafica de RMN siempre debe calibrarse para utilizar un punto
de referencia. Para ello se utiliza una molécula llamada tetrametilsilano (TMS), la cual

produce un pico de absorcién en el equipo y se fija este punto como 0 ppm. El eje
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horizontal del espectro de 'H suele ir desde 0 hasta 20 ppm mientras que en el espectro

de 3C suele ir desde 0 hasta 220 ppm (McMurry, 2018).

Asimismo, existe un subtipo de ensayo de RMN de ™C llamado DEPT
(Ampliacion sin distorsion por transferencia de polarizacion por sus siglas en inglés),
cuyo objetivo es identificar el nimero de hidrégenos enlazados a cada carbono que
posee una molécula. El DEPT-90 muestra solo sefiales de carbonos terciarios (CH) y el
DEPT-135 muestra sefiales de carbonos primarios y terciarios (CHsz y CH) como
positivos y sefales de carbonos secundarios (CH2) como senales negativas (McMurry,
2018). Utilizando toda esta informacién y la del espectro desacoplado de banda ancha

de "3C, es posible determinar cuantos y qué tipos de carbonos tiene una molécula.

Por otra parte, algunos de los ensayos bidimensionales mas utilizados son el
COSY (Espectroscopia de correlacion homonuclear por sus siglas en inglés), el HMQC
(Espectroscopia de correlacién heteronuclear multiple cuantica por sus siglas en inglés)
y el HMBC (Espectroscopia de correlacion heteronuclear de enlace multiple por sus

siglas en inglés).

El ensayo COSY permite identificar espines homonucleares acoplados y es
utilizado generalmente para correlacionar protones acoplados hasta por 3 enlaces.
Finalmente, el ensayo HMQC permite identificar correlaciones entre dos nucleos
distintos acoplados o enlazados, tales como C con H, mientras que el ensayo HMBC
permite identificar correlaciones entre dos nucleos diferentes acoplados hasta por 3

enlaces (Claridge, 2016).

La gréfica de los espectros bidimensionales también cuenta con dos ejes, que
vienen a ser los espectros de los que se esta estudiando su correlacion. Por ejemplo, un

ensayo HMQC producira una gréafica del espectro de 'H vs el espectro de '*C. En medio
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de esta grafica se veran manchas o sefales, que indicaran cual sefal de uno de los

espectros se correlaciona con qué senal del otro espectro.

1.6. Andlisis de actividad antibacteriana: Método de difusién en disco

Con el inicio del uso de antibidticos, los microorganismos empezaron a desarrollar
resistencia contra ellos, disminuyendo su efectividad. Para estudiar la evolucion de este
fendmeno y prescribir mejores tratamientos, los médicos de la época de Fleming crearon
pruebas en las que sometian a un agente infeccioso a varias concentraciones de un
compuesto antimicrobiano para determinar si el patégeno era susceptible o resistente a

dicha sustancia y en qué concentracion (Hudzicki, 2012).

El “gold standard” de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana es el método de
las diluciones seriadas, sin embargo, realizar este método demanda mucho tiempo y
recursos. Es asi que se cred el método de difusidon en disco, que posee la ventaja de

consumir menos recursos y dar resultados en un menor tiempo (Hudzicki, 2012).

A comienzos de la década de los afios 1950, los laboratorios y los investigadores
utilizaban sus propios procedimientos para ejecutar sus tareas, lo cual llevd a diversas
variaciones del método en cuanto al tipo de medio de cultivo, concentracién del indculo,
tiempo y temperatura de incubacion, etc. (Hudzicki, 2012). Esto continué hasta que Kirby
et al (1966) realizaron una revision exhaustiva de la literatura y contrastaron los protocolos
existentes, seguido del desarrollo de multiples experimentos para luego publicar un estudio
actualizado que contenia lineamientos y recomendaciones para la realizacién del método
de difusién en disco, asi como una pequefa guia para la interpretacién de algunos

resultados (Kirby et al, 1966).
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Sin embargo, Kirby et al (1966) mencionaron que la guia para interpretacion de
resultados que proponian era Unicamente aplicable para el agar Mueller-Hinton como medio
de cultivo, debido a que realizar cambios en el método que desarrollaron podia generar un
margen de error considerable en los resultados. Dicho argumento fue comprobado también
por Nassar et al (2019), quienes concluyeron en su investigacion que el uso de agar nutritivo
ocasionaba resultados discrepantes e irrepetibles, frente al uso de agar Mueller-Hinton que

otorgaba una mejor precision.

Con la finalidad de elaborar un procedimiento estandarizado para el método de
difusién en disco, la OMS tomé de referencia la investigacion de Kirby et al (1966) y, es en
honor a sus contribuciones, que también se le denomina la “prueba de difusion en disco

Kirby-Bauer” (Hudzicki, 2012).

Como se ha mencionado anteriormente, el objetivo del método de difusién en disco
es determinar la sensibilidad o resistencia de un patégeno aerobio o anaerobio facultativo

ante una sustancia con propiedades antimicrobianas (Hudzicki, 2012).

Esta evaluacién se consigue colocando un disco de papel impregnado con una
sustancia en la superficie de una placa de agar Mueller-Hinton inoculada con el patdégeno.
Debido a que el agar es un medio semi-sélido y poroso, la sustancia antimicrobiana
empezara a difundirse a través de él, de forma simultanea con el crecimiento del patégeno.
En caso sea resistente, el patdgeno se sobrepondra al efecto inhibitorio de la sustancia y
crecera alrededor del disco, pero en el caso de que el patdégeno sea susceptible, se formara

un halo de inhibicion alrededor del disco donde no crecera el patégeno (Hudzicki, 2012).

La concentracion del compuesto antimicrobiano en el borde del halo es
aproximadamente igual a la concentracion minima inhibitoria de la prueba de diluciones

seriadas, sin embargo, es dificultoso calcularla. Es debido a ello que se considera un
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ensayo cualitativo o semi-cuantitativo en el mejor de los casos, ya que el diametro del halo
observado corresponde a muchos factores como el tipo de microorganismo, la profundidad
del agar, el peso molecular y tamafio de la sustancia antibacteriana, etc. La Unica manera
de determinar fehacientemente la resistencia y susceptibilidad a los antibi6ticos es con una

prueba in vivo de sangre y orina (Hudzicki, 2012).
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SEGUNDA PARTE: METODOLOGIA
2.1. Materiales
2.1.1. Material de vidrio

e Balones de fondo redondo 100 mL, 200 mL.
e Probetas 10 mL, 50 mL, 100 mL.

e Fiola 100 mL.

e Pipetas 5 mL, 10 mL.

e Beakers 100 mL, 250 mL, 500 mL.

e Matraces 125 mL, 150 mL.

e Matraz Kitasato 1 L.

e Embudo Bichner.

e Bagueta.

e Embudo de vidrio sin vastago.

e Tubos de vidrio para RMN (5 mm de diametro x 18 cm de largo).
e Desecador.

e Tubos de ensayo.

e Placas Petri de 20 mL.

2.1.2. Reactivos

e 4-Metoxi-benzaldehido (Merck).

e 4-Hidroxi-acetofenona 99 % (Sigma-Aldrich).
e 4-Hidroxi-benzaldehido (Merck).

e 4-Metoxi-acetofenona 99 % (Sigma-Aldrich).
e Cuminaldehido 98 % (Sigma-Aldrich).

e Acido Clorhidrico fumante 37 % (Merck).

¢ Hidréxido de potasio (Delta Quimica S.R.L.).
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e Alcohol etilico absoluto >99 % (J.T. Baker).
o Dimetilsulféxido-ds (Sigma-Aldrich).

e Cloroformo-ds (Sigma-Aldrich).

e Agar Mueller-Hinton (BD).

2.1.3. Insumos

o Papel toalla.

e Papel filtro Whatman N°1.

o Papel aluminio.

e Alcohol.

e Agua destilada.

e Frascos de vidrio.

o Espatulas.

e Guantes resistentes al calor.

e Agitadores magnéticos tipo Ay B.
e Tapdn de jebe.

e Papel indicador de pH.

e Soporte universal.

e Cubetas de cuarzo de 1 cm x 1 cm.
e Pinzas.

e Perforador.

e Solucion salina estéril.

e Jeringa.

e Asade kolle.

e Parafilm.

e Vernier.

¢ Discos de susceptibilidad antimicrobiana.

e Pinzas.



e Mechero.
e Hisopos estériles.
e Bolsas de polipropileno.

o Papel Kraft.

2.1.4. Equipos

e Refrigerador.

o Campana de extraccion HNG.

e Agitador magnético con calefaccion Velp Scientifica F20530162.

e Agitador magnético con calefaccion BioSan Intelli-Stirrer MSH-300.
e Estufa Binder FDS53.

e Bomba de vacio Merck Millipore WP6222050.

e Balanza analitica Kern ABS 220-4N.

e Estereoscopio Huvitz HHSZ-600.

e Equipo de espectroscopia IR Thermo Fisher.

e Equipo de espectroscopia benchtop NMR Magritek Spinsolve 80 MHz Carbon.
o Espectrofotémetro Shimadzu PharmaSpec UV-1700.

e Camara de flujo clase Il A2 Biobase.

o Vortex Barnstead International M37610-33.

e Incubadora Memmert.

¢ Autoclave Biobase.

2.1.5. Material biolégico
e Escherichia coliWDCM 00013 Vitroids.
e Staphylococcus aureus WDCM 00034 Vitroids.

2.1.6. Herramientas informéaticas

o Software Statgraphics
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e Software MestReNova

e SciFinder-n

2.2. Metodologia

2.2.1. Sintesis de chalconas

Se sintetizaron tres chalconas hidroxiladas mediante condensacion de Claisen-

Schmidt de acuerdo al esquema de la Figura 10. Cada molécula se sintetizé bajo tres

condiciones de reaccion para ser comparadas entre si en cuanto a su rendimiento.

HO

4-hidroxiacetofenona
CgHgOs
PM: 136 g/mal

HO

4-hidroxiacetofenona
CgHgO-
PM: 136 g/mol

HCO

4-metoxi-acetofenona
CgH 1002
PM: 150 g/mol

cuminaldehido
CpH+120
PM: 148 g/mol

OCHj5

4-metoxi-benzaldehido
CgHgOz
PM: 136 g/mol

OH

4-hidroxi-benzaldehido
C7Hg02
PM: 122 g/mal

0
SRS
HO
(E)-1-(4"-hidroxifenil}-3-(4-isopropilfenil)-prop-2-en-1-ona

C4gH4g02
PM: 266 g/mol

0]
SRaY
HO OCHj5

(E)-1-(4"-hidroxifenil)-4-(metoxifenil)-prop-2-en-1-ona
C15H 1403
PM: 254 g/mol

0]
g l ‘
H5CO OH

(E)-1-{(4"-metoxifenil)}-3-(4-hidroxifenil)-prop-2-en-1-ona
C1gH1403
PM: 254 g/imal

Figura 10. Esquema de sintesis de chalconas hidroxiladas.
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Para el primer tratamiento, se colocaron 5 mmol de cada reactante en un balén
de fondo redondo, 10 mL de etanol y 10 mL de solucion de KOH 10 % (17,9 mmol de
KOH). El sistema se dejoé en un agitador magnético durante 24 horas a 300 rpm. Luego
de la reaccién, se precipitdé la chalcona afiadiendo una solucién de HCI 2 M

(Khanapure et al, 2018), se llevo a 4 °C durante 30 minutos y finalmente se filtr6 al vacio.

Unicamente para la tercera molécula es que, luego de la acidificacién, en vez de
llevarse a 4 °C durante 30 minutos, se tuvo que verter el contenido del balén en un

beaker con hielo molido. Acto seguido, se filtr6 al vacio.

Para el segundo tratamiento, se colocaron 5 mmol de cada reactante en un balén
de fondo redondo, 10 mL de etanol y 5 mL de soluciéon de KOH 20 % (17,9 mmol de
KOH). El sistema se dejoé en un agitador magnético durante 24 horas a 300 rpm. Luego
de la reaccion, se precipitd la chalcona afadiendo una soluciéon de HCI 2 M y acto
seguido, se agregd 5 mL de agua destilada. Se llevé a 4 °C durante 30 minutos y

finalmente se filtré al vacio.

Para el tercer tratamiento, se colocaron 5 mmol de cada reactante, 10 mL de
etanol y 1 g de KOH (17,9 mmol de KOH). El sistema se dejé en un agitador magnético
durante 24 horas a 300 rpm. Luego de la reaccion, se precipité la chalcona anadiendo
una solucion de HCI 2 M y acto seguido, se agregaron 10 mL de agua destilada. Se llevo

a 4 °C durante 30 minutos y, finalmente se filtré al vacio.

En todos los tratamientos, luego de haber separado la chalcona por filtracion, el
sélido obtenido se llevd al desecador durante 24 horas antes de pesarse para calcular

el rendimiento final. Cada tratamiento se realizé por cuadruplicado.

Posteriormente, cada chalcona fue recristalizada para observar sus

caracteristicas organolépticas y aumentar su pureza para el ensayo de
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susceptibilidad antimicrobiana.

2.2.2. Caracterizacion y elucidacion estructural de las chalconas sintetizadas

2.2.2.1. Caracterizaciony elucidacion estructural por IR

Las chalconas sélidas fueron colocadas dentro del cristal y luego fueron
llevadas a lectura en el equipo de IR mediante 4 barridos en el rango de 4000 cm™ a

400 cm™.

2.2.2.2. Caracterizaciéon y elucidacién estructural por RMN

Las chalconas sintetizadas fueron disueltas en 500 uL de DMSO-ds y llevadas
a lectura en el equipo de RMN. Se realizaron los andlisis de RMN 'H, RMN '*C, DEPT,

RMN bidimensionales COSY, HMBC y HMQC.

2.2.3. Evaluacion de la capacidad antibacteriana de las chalconas sintetizadas

Para realizar la evaluacion de la actividad antimicrobiana, se modifico
ligeramente el “Protocolo de la prueba de susceptibilidad de difusion en disco de Kirby-

Bauer”, aceptado por la Sociedad Americana de Microbiologia (Hudzicki, 2012).

e Preparacion de las soluciones de chalcona:

Se prepararon 7 soluciones por cada una de las tres chalconas, partiendo de una
solucion madre de 2000 pg/mL de la chalcona en DMSO (Khan & Asiri, 2017).
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Esta solucién se diluyé a 50 pyg/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 ug/mL,

750 pg/mL y 1000 pg/mL en frascos de vidrio.

Preparacion de la escala de McFarland:

Se pesaron 0,4992 g de BaCl; y se llevaron a 50 mL para preparar una solucién
de 0,048 M de BaCl,. Por otro lado, 960 uL de H2SO4cc se llevaron a 100 mL
para obtener la solucién 0,18 M de H.SO4 segun el protocolo. Seguidamente, se
colocé 0,5 mL de la solucién 0,048 M de BaCl, junto con 99,5 mL de la solucién
0,18 M de H>SO4 en un beaker con agitacion. Finalmente, la solucion resultante

se midi6 en el espectrofotometro a 625 nm para verificar su absorbancia.

Preparacion del medio de cultivo:

Antes de preparar el medio de cultivo, se esterilizaron las placas Petri mediante

calor seco en la estufa a 170 °C durante 2 horas.

Se pesaron 8,5 g de agar Mueller-Hinton y se disolvieron en 500 mL de agua
destilada. La solucién se llevd a ebullicion para facilitar su disolucién y después

fue llevada al autoclave a 121 °C y a 15 psi durante 30 minutos.

Posteriormente, el medio esterilizado se vertio en las placas Petri anteriormente
esterilizadas, colocando aproximadamente 25 mL de medio en cada una.
Finalmente, se dejé que el medio solidificara a temperatura ambiente y se

guardaron las placas a 4 °C hasta su uso.
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Preparacion del inéculo:

Previo a la preparacién del indculo, el dia anterior del ensayo se sembré por
estria dos placas con los microorganimos Escherichia Coli y Staphylococcus
aureus respectivamente, de manera que los microorganismos a utilizar se

encontraran en su fase logaritmica de crecimiento.

Para la preparacion del indculo de cada una de las bacterias, se tocaron las
colonias bacterianas con un asa de Kolle, se suspendieron en un tubo de ensayo
con 5 mL de solucién salina estéril y luego se homogenizé con ayuda de un
vortex. Se continuaron adicionando mas colonias bacterianas hasta que la
turbidez de la suspension bacteriana fuera similar a la de la escala de McFarland

0,5 preparada.

Inoculacién del medio de cultivo:

Se introdujo un hisopo estéril dentro del indculo y se removié el exceso de liquido
escurriéndolo contra la pared del tubo. Seguidamente se pasé el hisopo por sobre
la placa en un patron de estria 3 veces, rotando cada vez la placa

aproximadamente 60 grados para cubrir la totalidad de la superficie del agar.
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o Distribucién de los discos de susceptibilidad antimicrobiana:

Los frascos de vidrio y las pinzas también fueron esterilizados mediante calor

seco en estufa a 170 °C durante 2 horas.

Con un perforador, se cortaron pequenos discos de papel filtro Whatman N°1,
con un diametro de aproximadamente 6 mm. Estos discos se colocaron dentro

de una placa Petri y se esterilizaron en estufa a 170 °C durante 2 horas.

Los discos de papel filtro se sumergieron en las soluciones diluidas de las
chalconas y luego se colocaron sobre la superficie del agar inoculado con ayuda
de una pinza. Es importante mencionar que entre disco y disco, la pinza se

sumergié en alcohol y luego se llevo a la llama de un mechero para esterilizarla.

Una vez que se distribuyeron todos los discos, se taparon las placas y se
guardaron invertidas en la incubadora a 35 °C durante 18 horas. Este

experimento se realizé por cuadruplicado, por cada bacteria y por cada chalcona.

e Evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana:

Una vez que finalizd la incubacién de las placas durante 18 horas, éstas fueron
evaluadas en busca de halos de inhibicién. Se determinaron las concentraciones
que presentaron inhibicién microbiana y se midieron su radio y diametro con un

vernier.

2.2.4. Métodos estadisticos

Para determinar si existian diferencias significativas entre los tratamientos de
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sintesis, inicialmente se evaluaria la distribucion de los datos. De tener una distribucion
normal, se procederia con un analisis ANOVA para analizar dicha diferencia y con una
prueba de rangos multiples, para establecer entre qué grupos existe esa diferencia. De

no tener la distribucién normal, se evaluaria realizar otro tipo de analisis estadistico.

Por otra parte, si alguna chalcona lograba presentar actividad antibacteriana, se
compararia con los controles positivos y el tamafo de sus halos de inhibicién. Si a una
determinada concentracién, los halos eran similares numeéricamente, se aplicaria una
prueba t-student para una muestra. En esta prueba se contrastarian los datos de los
halos generados por la chalcona a dicha concentracion con el halo del antibiético y se

determinaria si son estadisticamente iguales o distintos.

TERCERA PARTE: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Sintesis de chalconas
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3.1.1. Chalcona 1: (E)-1-(4'-hidroxifenil)-3-(4-isopropilfenil)-prop-2-en-1-ona

En la Figura 11 se puede observar organolépticamente la evolucion de la
reaccion de la chalcona 1 bajo los tres tratamientos aplicados. Se evidencia
notoriamente una mayor intensidad de color en el tratamiento con el KOH sdlido con
respecto a los otros tratamientos, tanto a los 10 minutos como a las 24 horas de iniciada
la reaccion. Por ello y por los resultados del rendimiento de las sintesis (Tabla 2), se
puede enunciar que, a pesar de que la reaccidon haya tenido un inicio lento en el tercer

tratamiento, se ha generado una mayor cantidad de producto.

Figura 11. Sintesis de la chalcona 1 bajo los tres tratamientos.

En las figuras 12 y 13 se presenta la forma y color final de la chalcona obtenida luego de

su recristalizacion. Se puede ver que la chalcona 1 adopta la forma de cristales en forma
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de aguja, que son de color blanco-amarillentos.

Figura 12. Cristales de la chalcona 1.

Figura 13. Cristales de la chalcona 1 vistos en el estereoscopio.

3.1.2. Chalcona 2: (E)-1-(4'-hidroxifenil)-4-(metoxifenil)-prop-2-en-1-ona
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En la Figura 14 se puede observar la evolucion de la reaccién de la chalcona 2 bajo los
tres tratamientos aplicados. De igual manera que con la chalcona 1, se evidencia una

mayor intensidad de color en el tratamiento con el KOH sdlido con respecto a los otros

tratamientos.

Figura 14. Sintesis de la chalcona 2 bajo los tres tratamientos.
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La chalcona 2 obtiene la forma de cristales en forma de aguja de color amarillo palido,

tal y como se puede apreciar en las figuras 15y 16.

Figura 15. Cristales de la chalcona 2.

Figura 16. Cristales de la chalcona 2 vistos en el estereoscopio.
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3.1.3. Chalcona 3: (E)-1-(4'-metoxifenil)-3-(4-hidroxifenil)-prop-2-en-1-ona

En la Figura 17 se puede observar la evolucion de la reaccion de la chalcona 3 bajo los
tres tratamientos aplicados. En esta chalcona es donde se advierte la mayor diferencia
en la intensidad de color del tratamiento con el KOH sélido con respecto a los otros
tratamientos y, con los resultados de la Tabla 2, se sabe que es indicador de un aumento
significativo en el rendimiento de esta reaccién. Adicionalmente, se puede constatar que
la chalcona 3 es la molécula que puede pigmentar con mayor intensidad frente a las

demas chalconas estudiadas.

Figura 17. Sintesis de la chalcona 3 bajo los tres tratamientos.
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La chalcona 3 adopta la forma de cristales con forma de aguja de color amarillo oscuro,

tal y como se puede apreciar en las figuras 18 y 19.

Figura 18. Cristales de la chalcona 3.

Figura 19. Cristales de la chalcona 3 vistos en el estereoscopio.

55



3.1.4. Andlisis de resultados

En una primera instancia y previo al analisis estadistico, se puede observar en

los resultados detallados en la Tabla 2, que el tratamiento 3 tiene mejores rendimientos

que el tratamiento 2 y este, a su vez, es ligeramente mejor que el tratamiento 1.

Tabla 2. Resultados de las sintesis de chalconas por cada tratamiento.

Rendimiento de la reaccién

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 3

1 54,07 % 1 53,56 % 1 77,36 %

2 52,93 % 2 55,78 % 2 76,91 %
Chalconal

3 50,24 % 3 56,19 % 3 76,53 %

4 52,20 % 4 55,29 % 4 75,95 %

1 19,43 % 1 22,20 % 1 47.37 %

2 20,59 % 2 22,39 % 2 46,04 %
Chalcona?2

3 19,30 % 3 21,95 % 3 48,06 %

4 19,48 % 4 24,38 % 4 47,25 %

1 1,54 % 1 2,94 % 1 17,49 %

2 1,67 % 2 4,06 % 2 15,58 %
Chalcona 3

3 1,90 % 3 3,19 % 3 17,39 %

4 1,36 % 4 3,56 % 4 15,87 %

Se postula que el tratamiento 3 dio mejores resultados a causa de una mayor

concentracion del catalizador y de la reduccién de la concentracién de agua en el inicio

de la reacciéon. Ademas de ello, en el transcurso de la realizacion de los ensayos también

se encontré diferencias entre los tratamientos que van mas alla del rendimiento.

La primera observacion fue en la etapa inicial de la reaccion, luego de anadir el
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catalizador. En el marco teérico se expuso que las chalconas generalmente ostentan
colores entre el amarillo y el naranja, por lo que se puede inferir que la aparicién de este
color en la mezcla de reaccion es un indicador visual del inicio de la reaccién, dado que

todos los reactantes utilizados han sido incoloros.

En el caso del tratamiento 1, el cambio de color fue instantaneo a la adicion del
catalizador y se logré observar un color amarillo vibrante en las 3 chalconas. En cambio,
en el tratamiento 2, el cambio de color fue ralentizado en los 3 casos. La adicién del
catalizador generd un color amarillo palido que fue aumentando su intensidad
lentamente y que recién se asemejé al color logrado por el tratamiento 1
aproximadamente luego de 10 minutos. Por otro lado, el cambio de color en el
tratamiento 3 fue aun mas desacelerado. Al agregarse el hidréxido sélido, la reaccién
empezd a producirse en la superficie del catalizador mientras que este se disolvia,
virando el color de las hojuelas de hidroxido antes que la mezcla de reaccién. No
obstante, al cabo de 10 minutos se consiguid un color mas intenso en la mezcla que en

los otros tratamientos.

La desaceleracion del inicio de la reaccion en el tratamiento 3 puede ser debido
a la reducida superficie de contacto con el catalizador en el inicio de la reaccion, ya que
esta en fase heterogénea, a diferencia de los otros tratamientos donde el catalizador
esta en fase homogénea. En los otros casos, la desaceleracion parece corresponder a
la concentracion del catalizador. La relacion solvente-catalizador para los tratamientos 1
y 2 es 1:1 y 2:1 respectivamente, por lo que en el primer caso hay mas colisiones
moleculares y la reaccion se lleva a cabo rapidamente. A pesar de todo esto, un inicio

lento de la reaccion parece relacionarse con un mayor rendimiento.

La segunda diferencia corresponde a la formacién de los cristales de chalcona
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en la etapa de precipitacion. Los cristales que se formaron luego del tratamiento 1 fueron
toscos, impuros, bastante amorfos y opacos, por su parte, aquellos que se formaron
luego del tratamiento 2 solo fueron ligeramente mejores. Mientras tanto, los cristales que
se formaron a partir del tratamiento 3 tenian una forma mas definida y un color mas
intenso y brillante. Esta particularidad hace probable que una mayor concentracién de la
chalcona (o una menor concentracion de agua) en solucién favorezca la formacién de la
estructura cristalina de la molécula y evite la introduccion de impurezas en esa
estructura. En resumen, el tratamiento 3 es el que produce cristales mas definidos y

puros.

Para el andlisis estadistico se realizdé un analisis de varianza multifactorial con
los datos de la Tabla 2, donde se analizaron los efectos del tratamiento y del tipo de
chalcona sobre el porcentaje de rendimiento de la reaccién (Tabla 3). El analisis ANOVA
determin6 que existe evidencia de que tanto el tratamiento como el tipo de chalcona
influyen significativamente en el porcentaje de rendimiento y, que existe ademas

evidencia significativa de interaccion entre ambos factores.

Por otra parte, se realiz6 una prueba de rangos multiples tanto para los
tratamientos (Tabla 4) como para los tipos de chalcona (Tabla 5), para determinar si
existia diferencia entre los grupos. En el caso de los tratamientos, se determind que
todos son diferentes y que el mejor tratamiento es el que utiliza KOH sdlido, seguido por
el que usa KOH 20 % y 10 % respectivamente. Y en el caso de los tipos de chalconas,
también se determin6 que todos los grupos son distintos y existe evidencia estadistica
que la chalcona 1 es la que se obtiene en mayor cantidad, seguida por la chalcona 2 y

la chalcona 3 respectivamente.

Tabla 3. ANOVA multifactorial para el porcentaje de rendimiento.
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Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Efectos Principales
A:Tratamiento 3559,08 2 1779,54 2033,86 0,0000
B:Tipo de chalcona 17787,2 2 8893,58 10164,61 00,0000
Interacciones
AB 205,73 4 51,4324 58,78 0,0000
Residuos 23,6238 27 0,874956
Total 21575,6 35

Tabla 4. Prueba de rangos mdultiples para el porcentaje de rendimiento por tratamiento

Tratamiento Casos Media LS SigmalS Hogz)ug%?eos
KOH 10 % 12 24,5592 0,270024 X
KOH 20 % 12 27,1242 0,270024 X
KOH (s) 12 46,8167 0,270024 X

Método: 95,0 porcentaje LSD

Tabla 5. Prueba de rangos multiples para el porcentaje de rendimiento por tipo de

chalcona
Tipo de . . Grupos
chalcona Casos Media LS SigmalS Homogéneos
1 12 61,4175 0,270024 X
12 29,87 0,270024 X
3 12 7,2125 0,270024 X

Método: 95,0 porcentaje LSD

3.2. Caracterizacién y elucidacion estructural de las chalconas sintetizadas
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3.2.1. Caracterizacion y elucidacion estructural por IR

3.2.1.1. Espectro IR de la chalcona 1: (E)-1-(4'-hidroxifenil)-3-(4-isopropilfenil)-

prop-2-en-1-ona

En la Figura 20 se tiene el espectro IR de la chalcona 1, donde se pueden

identificar algunos picos de sus grupos funcionales caracteristicos. Por ejemplo, se

observa un pico acampanado entre 3300 y 3000 cm™', caracteristico de un alcohol.

Entre 3000 y 2900 cm™" se puede observar un pico caracteristico de los alcanos y de

enlaces C-H, mientras que los sobretonos encontrados entre 2200 y 1900 cm™' son

indicativos de alquenos y de anillos aromaticos. Finalmente, en 1650 cm™ se observa

el pico caracteristico del grupo carbonilo.
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Figura 20. Espectro IR de la chalcona 1.

3.2.1.2. Espectro IR de la chalcona 2: (E)-1-(4'-hidroxifenil)-4-(metoxifenil)-prop-

2-en-1-ona
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En la Figura 21 se ilustra el espectro IR de la chalcona 2, donde se pueden
identificar algunos picos de sus grupos funcionales caracteristicos. Por ejemplo, se
observa un gran pico acampanado entre 3300 y 3000 cm™, caracteristico de un
alcohol. Entre 3000 y 2900 cm™' se pueden observar pequefios picos caracteristicos
de los alcanos y de enlaces C-H, aunque su intensidad es muy baja debido a que la
molécula posee solo un grupo metilo. Por otro lado, se tienen sobretonos entre 2200
y 1800 cm, los cuales son indicativos de alquenos y de anillos aromaticos.
Finalmente, en 1600 cm™" se observa el pico caracteristico del grupo carbonilo y entre

1200 y 1100 cm™ se ve el pico del enlace C-O, que pertenece al grupo éter.
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Figura 21. Espectro IR de la chalcona 2.

3.2.1.3. Espectro IR de la chalcona 3: (E)-1-(4'-metoxifenil)-3-(4-hidroxifenil)-

prop-2-en-1-ona
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En la Figura 22 se tiene el espectro IR de la chalcona 3, donde se pueden
identificar algunos picos de sus grupos funcionales. En una primera instancia, se
observa un gran pico acampanado entre 3300 y 3000 cm™, caracteristico de un
alcohol. Entre 3000 y 2900 cm™' se pueden observar pequefios picos caracteristicos
de los alcanos y de enlaces C-H, aunque su intensidad es muy baja debido a que la
molécula posee solo un grupo metilo. Por otra parte, se tienen sobretonos entre 2200
y 1800 cm, los cuales son indicativos de alquenos y de anillos aromaticos.
Finalmente, en 1650 cm™ se observa el pico caracteristico del grupo carbonilo y entre

1200 y 1100 cm™ se ve el pico del enlace C-O, que pertenece al grupo éter.
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Figura 22. Espectro IR de la chalcona 3.

3.2.2. Caracterizacion y elucidacién estructural por RMN

3.2.2.1. Espectros RMN de la chalcona 1. (E)-1-(4'-hidroxifenil)-3-(4-
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isopropilfenil)-prop-2-en-1-ona

En la Figura 23 se puede observar el espectro de 'H de la chalcona 1, donde
se han logrado identificar 7 sefiales. Debido a la baja potencia del equipo, las senales
de los protones 10 y 14, 16 y 17 salieron sobrelapadas, sin embargo, otras sefales
son bastante resaltantes, como las de los protones 1y 8 en 1,03 ppm y del protén del

hidroxilo 2 en 10,31 ppm.

Figura 23. Espectro 'H de la chalcona 1.

En la Figura 24 se tiene el espectro *C de la chalcona 1, donde se han logrado

identificar 13 sefiales. Algunos picos resaltantes son los de los carbonos metilo 1y 8
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en 23,88 ppm, el carbono principal del grupo isopropilo 9 en 33,75 ppm y el carbono
del grupo carbonilo 19 en 187,53 ppm. Es importante mencionar también que la sefal

que aparece en 40 ppm corresponde al solvente DMSO y no a la molécula en estudio.

Figura 24. Espectro "*C de la chalcona 1.
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Los espectros DEPT se utilizan para determinar el nimero de carbonos primarios,
secundarios y terciarios. En la Figura 25 se encuentran los espectros DEPT 45, 90 y 135
de la chalcona 1, donde se han encontrado 8 sefales. Al tomar en cuenta que el espectro
de "3C arroj6 13 sefiales, se puede concluir que 5 de las sefiales pertenecen a carbonos
cuaternarios. Por otra parte, también se puede determinar que todas las sefales
corresponden a carbonos terciarios (-CH), excepto por la sefial en 23,86 ppm (C1 y C8),

que corresponde a un carbono terciario debido a que su sefal no aparece en el DEPT 90.

Figura 25. Espectros DEPT 45 - 90 - 135 de la chalcona 1.

65



En la Figura 26 se tiene el espectro de correlacion COSY de la chalcona 1, que

ayuda a identificar los protones que se acoplan entre ellos. Al analizar el espectro, se puede

concluir que todas las sefales mostradas corresponden a la estructura planteada de la

molécula. No obstante, no se evidencio la correlacion entre los protones 16 y 17, lo cual es

posible que haya sido a causa de la baja potencia del espectrometro y que haya salido

superpuesta con otra sefial mas fuerte.

Sefial

Atomo Desplazamiento Quimico f1 Desplazamiento Quimico 2
1,8-9 0,96 2,70
10, 14 - 11, 13 7,56 7,15
3,7-4,6 6,88 7,97

Figura 26. Espectro COSY de la chalcona 1.
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En la Figura 27 se observa el espectro de correlacion HMQC de la chalcona 1, que
ayuda a identificar los protones y los atomos de carbono que se acoplan entre ellos. Al
analizar el espectro, se puede concluir que todas las sefiales mostradas corresponden a la
estructura planteada de la molécula. Naturalmente, los carbonos cuaternarios no mostraran
ninguna sefial, sin embargo, no se logré encontrar la sefial de la posicion 9, posiblemente

debido a una superposicién con otra sefal.

Figura 27. Espectro HMQC de la chalcona 1.
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En la Figura 28 se observa el espectro de correlacion HMBC de la chalcona 1, que
ayuda a identificar los protones y los atomos de carbono que se acoplan entre ellos a través
de dos, tres o cuatro enlaces. Al analizar el espectro, se puede concluir que todas las

sefales mostradas corresponden a la estructura planteada de la molécula.

Figura 28. Espectro HMBC de la chalcona 1.
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3.2.2.2. Espectros RMN de la chalcona 2: (E)-1-(4'-hidroxifenil)-4-(metoxifenil)-

prop-2-en-1-ona

En la Figura 29 se ilustra el espectro de 'H de la chalcona 2, donde se han
logrado identificar 5 sefiales. Debido a la baja potencia del equipo, las sefiales de los
protones 8 y 12, 14 y 15, asi como los protones 3y 5, 9 y 11 salieron sobrelapadas,
sin embargo, otras sefales son bastante resaltantes, como la del proton metilo 19 en

3,63 ppm y del protén del hidroxilo 1 en 10,26 ppm.

Figura 29. Espectro 'H de la chalcona 2.
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En la Figura 30 se encuentra el espectro *C de la chalcona 2, donde se han
logrado identificar 12 sefales. Algunos picos importantes corresponden a los
carbonos 4 y 10, en 162,37 ppm y 161,42 respectivamente, al carbono metilo 19 en
55,53 ppm, y al carbono del grupo carbonilo 17 en 187,45 ppm. De igual manera que

con la chalcona anterior, la sefal en 40 ppm pertenece al solvente DMSO.

Figura 30. Espectro *C de la chalcona 2.
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En la Figura 31 se encuentran los espectros DEPT 45, 90 y 135 de la chalcona
2, donde se han encontrado 7 sefiales. Al tomar en cuenta que el espectro de °C
arrojo 12 sefales, se puede concluir que 5 de las sefales pertenecen a carbonos
cuaternarios. Por otro lado, también se puede determinar que todas las senales
corresponden a carbonos terciarios (-CH), excepto por la sefal en 55,51 ppm (C19),
que corresponde a un carbono terciario debido a que su sefial no aparece en el DEPT

90.

Figura 31. Espectros DEPT 45 - 90 - 135 de la chalcona 2.
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En la Figura 32 se tiene el espectro de correlacion COSY de la chalcona 2. Al
analizar el espectro, se puede concluir que todas las sefales mostradas
corresponden a la estructura planteada de la molécula. No obstante, no se evidencié
la correlacion entre los protones 14 y 15, cuya causa probable fue de la baja potencia

del espectrometro y cuya sefial haya salido superpuesta con otra sefal mas fuerte.

Sefial Atomo Desplazamiento Quimico f1 Desplazamiento Quimico 2
1. 2,6-3,5 6,81 7,92
2. 8,12-9,11 6,76 7,62

Figura 32. Espectro COSY de la chalcona 2.
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En la Figura 33 se observa el espectro de correlacion HMQC de la chalcona 2.
Al analizar el espectro, se puede concluir que todas las sefales mostradas

corresponden a la estructura planteada de la molécula.

Sefial Atomo Desplazamiento Quimico f1 Desplazamiento Quimico 2
1. 9,11 115,70 6,79
2. 15 119,91 7,55
3. 14 142,60 7,55
4, 3,5 116,85 6,70
5. 2,6 129,78 7,91
6. 8,12 129,78 7,61
7. 19 55,54 3,59

Figura 33. Espectro HMQC de la chalcona 2.
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En la Figura 34 se tiene el espectro de correlacion HMBC de la chalcona 2. Al

analizar el espectro, también se puede concluir que todas las sefales mostradas

corresponden a la estructura planteada de la molécula.

Sefial

®NOUTAWN

0

10.
11.
12.

Atomo

H19 - C10

H2, 6 - C18

H8, 12 - C17

H8, 12 - C4
H8, 12, 14, 15 - C10
H8, 12, 14, 15- C13
H8, 12, 14, 15 - C14
H8, 12, 14, 15 - C15
H8, 12, 14, 15 - C17

H9, 11 - C10

H9, 11 - C15

H9, 11-C13

Desplazamiento Quimico f1
160,80
129,78
187,66
162,26
161,29
128,39
143,22
120,27
187,66
160,80
115,87
128,39

Desplazamiento Quimico f2
3,59
7,90
791
791
7,60
7,54
7,60
7,51
7,56
6,78
6,79
6,80

Figura 34. Espectro HMBC de la chalcona 2.
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3.2.2.3. Espectros RMN de la chalcona 3: (E)-1-(4'-metoxifenil)-3-(4-hidroxifenil)-

prop-2-en-1-ona

En la Figura 35 se puede encontrar el espectro de 'H de la chalcona 3, donde
se han logrado identificar 5 sefiales. Debido a la baja potencia del equipo, las sefiales
de los protones 9 y 13, 15 y 16, asi como de los protones 3 y 5, 10 y 12 salieron
sobrelapadas, sin embargo, otras sefales son bastante resaltantes, como las del

protén metilo 20 en 3,77 ppm y del protén del hidroxilo 8 en 10,04 ppm.

Figura 35. Espectro 'H de la chalcona 3.
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En la Figura 36 se ilustra el espectro *C de la chalcona 3, donde se han
logrado identificar 11 sefiales ya que la senal del carbono 7 se encuentra sobrelapada
con la sefnal de los carbonos 2 y 6. Algunos picos resaltantes corresponden al del
carbono metilo 20 en 55,79 ppm y al carbono del grupo carbonilo 18 en 187,71 ppm.

Asimismo, la sefal que aparece en 40 ppm corresponde al solvente DMSO.

Figura 36. Espectro '*C de la chalcona 3.
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En la Figura 37 se encuentran los espectros DEPT 45, 90 y 135 de la chalcona
3, donde se han encontrado 7 sefiales. Al tomar en cuenta que el espectro de °C
arrojo 12 sefales (C7 sobrelapado), se puede concluir que 5 de las sefales
pertenecen a carbonos cuaternarios. Por otra parte, también se puede determinar que
todas las sefales corresponden a carbonos terciarios (-CH), excepto por la sefial en
55,78 ppm (C20), que corresponde a un carbono terciario debido a que su sefal no

aparece en el DEPT 90.

Figura 37. Espectros DEPT 45 - 90 - 135 de la chalcona 3.

77



En la Figura 38 se tiene el espectro de correlacion COSY de la chalcona 3. Al
analizar el espectro, se puede concluir que todas las sefales mostradas
corresponden a la estructura planteada de la molécula. No obstante, no se evidencio
la correlacion entre los protones 15 y 16, posiblemente a causa de la baja potencia

del espectrometro y que haya resultado en que la sefal haya salido superpuesta con

otra sefal.

Sefial Atomo Desplazamiento Quimico f1 Desplazamiento Quimico f2
1. 2,6-3,5 6,97 8,11
2. 9,13-10, 12 6,76 7,70

Figura 38. Espectro COSY de la chalcona 3.
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En la Figura 39 se observa el espectro de correlacion HMQC de la chalcona
3. Al analizar el espectro, se puede concluir que todas las sefales mostradas

corresponden a la estructura planteada de la molécula.

Sefial Atomo Desplazamiento Quimico f1 Desplazamiento Quimico f2
1. 10, 12 116,27 6,74
2. 15 144,20 7,63
3. 16 118,85 7,63
4. 2,6 131,07 8,07
B 20 55,80 3,77
6. 3,5 114,41 7,02
7. 9,13 131,07 7,65

Figura 39. Espectro HMQC de la chalcona 3.
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En la Figura 40 se ilustra el espectro de correlacion HMBC de la chalcona 3.
Al analizar el espectro, se puede concluir que todas las sefiales encontradas

corresponden a la estructura planteada de la molécula.

Figura 40. Espectro HMBC de la chalcona 3.
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3.3. Evaluacion de la capacidad antibacteriana de las chalconas sintetizadas

3.3.1. Evaluacion de la capacidad antibacteriana de la chalcona 1

En la Tabla 6 se presentan los resultados obtenidos de la prueba de difusién en
disco de la chalcona 1. No se generd ningun halo de inhibicion para la bacteria gran
negativa E. coli en ninguna de las concentraciones de chalcona aplicadas, no obstante,
en la Figura 41 se puede observar que la chalcona tuvo un efecto bacteriostatico a la

concentracion de 2000 ug/mL en dos de las placas.

Por otra parte, la chalcona 1 si presenté actividad antibacteriana en contra de la
bacteria gran positiva S. aureus a partir de la concentracion de 125 ug/mL, lo cual puede

evidenciarse visualmente en la Figura 42.
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Tabla 6. Evaluacion de la capacidad antibacteriana de la chalcona 1.

Concentracion de la
chalcona 1 (ug/mL)

Diametr

del halo

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

1 6 mm 1 6 mm
2 6 mm 2 6 mm
1.50
3 6 mm 3 6 mm
4 6 mm 4 6 mm
1 7 mm 1 8 mm
2 7 mm 2 9 mm
2.125
3 7 mm 3 8 mm
4 7 mm 4 9 mm
1 7 mm 1 11 mm
2 7 mm 2 12 mm
3. 250
3 7 mm 3 13 mm
4 7 mm 4 12 mm
1 7 mm 1 15 mm
2 8 mm 2 16 mm
4,500
3 7 mm 3 17 mm
4 7 mm 4 16 mm
1 7 mm 1 17 mm
2 7 mm 2 17 mm
5. 750
3 8 mm 3 16 mm
4 7 mm 4 17 mm
1 7 mm 1 17 mm
2 8 mm 2 19 mm
6. 1000
3 7 mm 3 17 mm
4 7 mm 4 17 mm
1 7 mm 1 17 mm
2 8 mm 2 20 mm
7. 2000
3 7 mm 3 19 mm
4 8 mm 4 17 mm
Amoxicilina 25 pg 28 mm 37 mm
Cloranfenicol 30 pg 18 mm 16 mm
DMSO 6 mm 6 mm

Nota: Se ha considerado 6 mm (diametro del disco de papel) como ausencia del halo de inhibicion.
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Figura 41. Evaluacién de la capacidad antibacteriana de la chalcona 1 en contra de

Escherichia coli.

Figura 42. Evaluacion de la capacidad antibacteriana de la chalcona 1 en contra de

Staphylococcus aureus.
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En la Tabla 6 se puede observar que el tamafo de los halos generados por la
chalcona 1 frente a S. aureus es similar al halo generado por el antibiético cloranfenicol.
Por ello, se realiz6 una prueba t-student para evaluar si existe o no diferencia

estadisticamente significativa entre los efectos.

En la Tabla 7 se encuentran los resultados de la prueba t de una muestra, donde
se ha considerado que la hipétesis nula es que la media de los ensayos es igual al valor
de referencia, es decir, que el efecto de la chalcona 1 es igual al efecto del cloranfenicol.
El valor del estadistico t se encuentra entre los t criticos calculados y, ademas, el valor
P calculado es mayor a 0,05; motivos por los cuales se debe aceptar la hipotesis nula.
Entonces, se puede concluir que el efecto de la chalcona 1 es igual al del antibiético

cloranfenicol.

Tabla 7. Prueba t-student para la concentracion de 500 ug/mL de la chalcona 1 vs

cloranfenicol.
_ . Error Desviacion Intervalo de confianza
Variable  Obs Media estandar Estandar al 95 %
Tafr?;gz de 16 0,4082 0,8165 14,7008 17,2992

Ho = La media de los ensayos es igual al valor de referencia.

Estadistico t: 0
t critico: +3,1824
Valor P: 1
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3.3.2. Evaluacién de la capacidad antibacteriana de la chalcona 2

En la Tabla 8 se han colocado los resultados de los ensayos de difusion en disco
de la chalcona 2. Desafortunadamente, la chalcona 2 solo generé pequefios halos de
inhibicién a la maxima concentracion de 2000 ug/mL en ambas bacterias. El tamafio de
los halos estd muy por debajo de los halos generados por los antibiéticos utilizados como
controles positivos, por lo que se considera que aunque esta chalcona si posee actividad
antibacteriana en contra de E. coliy S. aureus, esta no es significativa. Sin embargo, en
la Figura 43 se puede ver que la chalcona 2 ha demostrado tener un efecto
bacteriostatico en contra de E.coli a la concentracion de 2000 ug/mL en dos de las placas
y, en la Figura 44 se puede visualizar que también tiene un efecto bacteriostatico en

contra de S. aureus a las concentraciones de 750 y 1000 ug/mL.
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Tabla 8. Evaluacion de la capacidad antibacteriana de la chalcona 2.

Concentracion de la
chalcona 2 (ug/mL)

Diametr

del halo

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

1 6 mm 1 6 mm
2 6 mm 2 6 mm
1.50
3 6 mm 3 6 mm
4 6 mm 4 6 mm
1 6 mm 1 6 mm
2 6 mm 2 6 mm
2. 125
3 6 mm 3 6 mm
4 6 mm 4 6 mm
1 6 mm 1 6 mm
2 6 mm 2 6 mm
3. 250
3 6 mm 3 6 mm
4 6 mm 4 6 mm
1 6 mm 1 6 mm
2 6 mm 2 6 mm
4,500
3 6 mm 3 6 mm
4 6 mm 4 6 mm
1 6 mm 1 6 mm
2 6 mm 2 6 mm
5. 750
3 6 mm 3 6 mm
4 6 mm 4 6 mm
1 6 mm 1 6 mm
2 6 mm 2 6 mm
6. 1000
3 6 mm 3 6 mm
4 6 mm 4 6 mm
1 6 mm 1 11 mm
2 9 mm 2 10 mm
7. 2000
3 6 mm 3 9 mm
4 10 mm 4 9 mm
Amoxicilina 25 pg 31 mm 38 mm
Cloranfenicol 30 pg 25 mm 17 mm
DMSO 6 mm 6 mm

Nota: Se ha considerado 6 mm (diametro del disco de papel) como ausencia del halo de inhibicion.
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Figura 43. Evaluacioén de la capacidad antibacteriana de la chalcona 2 en contra de

Escherichia coli.

Figura 44. Evaluacion de la capacidad antibacteriana de la chalcona 2 en contra de

Staphylococcus aureus.

87



3.3.3. Evaluacién de la capacidad antibacteriana de la chalcona 3

En la Tabla 9 se han detallado los resultados de los ensayos de difusion en disco
de la chalcona 3. La chalcona 3 no tuvo actividad antibacteriana alguna en contra de E.
coli (Figura 45) pero se observd un pequeiio halo de inhibicion a la concentracion de
2000 pg/mL frente a S. aureus. Lamentablemente, el tamafio del halo estd muy por
debajo de los halos generados por los antibiéticos utilizados como controles positivos,
por lo que se considera que aunque esta chalcona si posee actividad antibacteriana en
contra de S. aureus, tampoco es significativa. Por otro lado, en la Figura 46 se puede
observar que la chalcona 3 posee un efecto bacteriostatico en contra de S.aureus a las

concentraciones de 1000 y 2000 ug/mL .
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Tabla 9. Evaluacion de la capacidad antibacteriana de la chalcona 3.

Concentracion de la
chalcona 3 (ug/mL)

Diametr

del halo

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

1 6 mm 1 6 mm
2 6 mm 2 6 mm
1.50
3 6 mm 3 6 mm
4 6 mm 4 6 mm
1 6 mm 1 6 mm
2 6 mm 2 6 mm
2. 125
3 6 mm 3 6 mm
4 6 mm 4 6 mm
1 6 mm 1 6 mm
2 6 mm 2 6 mm
3. 250
3 6 mm 3 6 mm
4 6 mm 4 6 mm
1 6 mm 1 6 mm
2 6 mm 2 6 mm
4,500
3 6 mm 3 6 mm
4 6 mm 4 6 mm
1 6 mm 1 6 mm
2 6 mm 2 6 mm
5. 750
3 6 mm 3 6 mm
4 6 mm 4 6 mm
1 6 mm 1 6 mm
2 6 mm 2 6 mm
6. 1000
3 6 mm 3 6 mm
4 6 mm 4 11 mm
1 6 mm 1 14 mm
2 6 mm 2 9 mm
7. 2000
3 6 mm 3 10 mm
4 6 mm 4 11 mm
Amoxicilina 25 pg 30 mm 39 mm
Cloranfenicol 30 pg 19 mm 19 mm
DMSO 6 mm 6 mm

Nota: Se ha considerado 6 mm (diametro del disco de papel) como ausencia del halo de inhibicion.
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Figura 45. Evaluacién de la capacidad antibacteriana de la chalcona 2 en contra de

Escherichia coli.

Figura 46. Evaluacién de la capacidad antibacteriana de la chalcona 3 en contra de

Staphylococcus aureus.
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3.4. Discusioén

Hasta la fecha en que se realizé el presente trabajo, solo existian 6 referencias en
la base de datos SciFinder-n que habian trabajado con la chalcona 1, por lo que es una
molécula relativamente novedosa. No se encontraron estudios de la actividad antibacteriana
de esta sustancia pero Kumar et al (2023) desarrollaron una investigacion donde
encontraron que esta molécula posee actividad biolégica como un inhibidor reversible de la
enzima MAO-B y donde realizaron también la espectroscopia pertinente. Al hacer la
comparacion con la espectroscopia RMN 'H y '*C de este estudio, se determiné que los
espectros de protdn son muy similares y que los espectros de carbono también, difiiendo
estos ultimos tan solo entre 3 y 8 ppm entre los picos, por lo que se puede afirmar que se

ha trabajado con la misma molécula en ambos estudios.

La actividad antibacteriana de las chalconas ha sido asociada a varios mecanismos
de accién, como la adicién conjugada del grupo carbonilico a,B3-insaturado con un grupo
nucleofilico en ciertas proteinas (Gaonkar & Vignesh, 2017), el acoplamiento a nivel

molecular y la union al ADN (Jasim et al, 2021).

La chalcona 1 tiene una actividad antibacteriana muy particular, ya que fue efectiva
en contra de la bacteria Gram + pero no en contra de la bacteria Gram -. Esto puede ser
explicado por la diferencia en la estructura de las membranas de ambos tipos de bacterias

(Figura 47).

Se conoce que las bacterias Gram negativas suelen ser mas resistentes a los
antibiéticos debido a que poseen una membrana externa y, que les confiere mayor
proteccion (Zeinab et al, 2020). Asimismo, también cuentan con una capa de limo, que
protege sus lipopolisacaridos (antigenos) y también tienen una mayor cantidad de proteinas

transportadoras en su membrana, permitiéndoles eliminar sustancias exégenas con mayor

91



facilidad (Chaudhuri, A. & Chaudhuri, M., 2018).

En cambio, las bacterias Gram positivas no poseen esta segunda membrana y se
encuentran mas expuestas. Su capa externa consiste de una gruesa capa de
peptidoglicano, el cual es un copolimero de polisacaridos con aminoacidos y, que es un

facil objetivo de sustancias exdgenas.

Al tomar en cuenta que la chalcona 1 es efectiva contra las Gram positivas, es
posible que su grupo isopropilo sea el responsable de que tenga una mejor fijacion al
peptidoglicano y que su mecanismo de accién tenga relacion con la inhibicién de la sintesis

del peptidoglicano o directamente con su disrupcion.

Figura 47. Estructura de las membranas de las bacterias Gram negativas y Gram

positivas.

Adaptado de: Chaudhuri, A., & Chaudhuri, M. (2018). Why are Gram-negative bacteria resistant to antibiotics?
Recuperado el 12 de octubre de 2024, de Medium. The Biochemists: https://medium.com/the-biochemists/why-
are-Gram-negative-bacteria-resistant-to-antibiotics-c732fe9afd06
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Algunos ejemplos de otros investigadores que también sintetizaron la chalcona 2

fueron:

o Wang et al (2016), quienes realizaron la sintesis durante 72 horas con solvente

metanol y utilizaron KOH 8 % como catalizador.

e Jiang et al (2014), quienes realizaron la sintesis durante 24 horas con solvente

etanol y utilizaron NaOH 10 % como catalizador.

o Nurkenov et al (2019), quienes realizaron la sintesis entre 62- 85 horas con

solvente etanol y utilizaron NaOH 40 % como catalizador.

¢ Montes-Avila et al (2009), quienes realizaron la sintesis durante la noche con

solvente etanol y utilizaron KOH 50 % como catalizador.

Estos estudios reportaron rendimientos de 354 %; 53 %; 36 % y 50 %
respectivamente. En el presente trabajo se obtuvieron rendimientos desde 19,30 % a
48,06 %, los cuales se encuentran en un rango similar al hallado en la literatura. Asimismo,
Wang et al (2016) y Montes-Avila et al (2009) reportaron ademas que el producto tenia un

color amarillo palido, igual al obtenido en este trabajo.

Por otra parte, todos los estudios mencionados realizaron la correspondiente
caracterizacion espectroscopia por RMN 'H y '3C. Al comparar los picos reportados por
estos estudios con los de este trabajo, se puede concluir que se ha obtenido la misma

molécula.

Choudhary & Juyal (2011) sintetizaron la chalcona 3 durante 4-5 horas en solvente
etandlico y utilizaron NaOH 10 % como catalizador, asi obtuvieron un rendimiento del 48 %.
Por su lado, Zhao et al (2013) sintetizaron la chalcona 3 durante 12-24 horas en solvente
etandlico y utilizaron NaOH 10 % como catalizador, asi obtuvieron un sélido amarillo con

un rendimiento del 27 %. En la presente investigacion, se obtuvo rendimientos desde
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1,36 % a 17,49 % para la chalcona 3, los cuales son un poco alejados de los reportados en
la literatura. Uno de los motivos podria ser la diferencia entre los tiempos de reaccion o en

la relaciéon solvente-catalizador.

Ambos estudios realizaron la espectroscopia RMN 'H de la molécula, sin embargo,
existen algunas diferencias entre los picos encontrados en los tres estudios. Por ejemplo,
Choudhary & Juyal (2011) determinaron que el pico del grupo OH se encuentra en
8,03 ppm, mientras que Zhao et al (2013) lo determinaron en 5,30 ppm y este trabajo lo
situ6é en 10,04 ppm. No obstante, también existieron similitudes como la del grupo metoxi,
que Choudhary & Juyal (2011) situaron en 3,87 ppm, Zhao et al (2013) en 3,90 ppm y este
estudio en 3,77 ppm; y de las sefiales de los anillos aromaticos, que Choudhary & Juyal
(2011) determinaron entre 6,89 — 7,94 ppm, Zhao et al (2013) entre 6,88 — 8,03 ppm y este

trabajo entre 6,91 — 8,09 ppm.

En cuanto a la actividad antibacteriana de la chalcona 3, Elfi & Mulyani (2022)
determinaron que la molécula no tiene actividad en contra de S. aureus pero si en contra
de E. coli, al generar un halo de 7,88 mm en su estudio. Ademas, Choudhary & Juyal (2011)
también evaluaron la actividad antibacteriana de la chalcona 3 en contra de S. aureus 'y
Pseudomonas aeruginosa. Lamentablemente, la molécula no presenté actividad alguna en

contra de ninguna de las bacterias.

Sus hallazgos se encuentran en concordancia con los resultados de este trabajo, ya
que la chalcona 3 tampoco demostré tener actividad en contra de S. aureus ni E.coli y,
aunque el estudio de Elfi & Mulyani (2022) concluy6 que posee actividad en contra de E.coli,
es necesario tomar en cuenta que el halo de inhibicion fue de 7,88 mm y el método utilizado
fue el de difusion en disco (donde sdlo el disco corresponde a 6 mm), por lo que el halo de

inhibicion es muy pequefio y el efecto antibacteriano es minimo.
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CONCLUSIONES

Se logro sintetizar las tres chalconas hidroxiladas propuestas y se contrasté sus
estructuras con sus respectivos espectros de IR y de RMN 'H, '*C, DEPT, COSY,

HMBC y HMQC.

Se determind que el tratamiento que produjo un mayor incremento en el rendimiento
de las chalconas sintetizadas fue el que utiliz6 KOH sélido como catalizador, seguido

por los tratamientos con KOH 20 % y KOH 10 % respectivamente.

Se encontré que la chalcona 1 posee actividad bactericida en contra de S. aureus a
una concentracion de 500 ug/mL y cuyo efecto a dicha concentracion es comparable
con el del antibidtico cloranfenicol 30 ug. Adicionalmente, posee actividad
bacteriostatica en contra de E.coli a 2000 ug/mL. La chalcona 2 también tiene
actividad bacteriostatica en contra de E. coli a 2000 ug/mL y en contra de S. aureus
a 750 pg/mL, ademas posee una ligera actividad bactericida en contra de ambas
bacterias a 2000 yg/mL Finalmente, la chalcona 3 no tuvo ninguna actividad en
contra de E. coli pero tuvo un leve efecto bacteriostatico y bactericida en contra de

S. aureus a 1000 y 2000 pg/mL respectivamente.

95



1.

RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

Con sélo 3 chalconas analizadas, no se puede concluir que la presencia del grupo
hidroxilo es causal de un bajo rendimiento mediante la sintesis de Claisen-Schmidt.
Por ello, se recomienda realizar este analisis con una mayor cantidad y diversidad

de chalconas hidroxiladas.

Otras condiciones que se podrian evaluar para elevar aun mas el rendimiento de la

sintesis pueden ser:
e Llevar a cabo la reacciéon con una temperatura mas elevada.

e Llevar a cabo la reaccidn con la presencia de tamices moleculares absorbentes

0 adsorbentes, para que extraigan el agua del medio a la vez que se genera.
e Precipitar la molécula con un acido mas concentrado como HCI 37 %.
o Dar un tiempo adicional de agitacion luego de la acidificacion.

Evaluar la actividad antibacteriana de las chalconas sintetizadas en contra de una

mayor cantidad de cepas bacterianas.

Sintetizar y evaluar la capacidad antibacteriana en contra de bacterias Gram + de

diferentes chalconas que contengan un grupo isopropilo como sustituyente.
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