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Resumen

Las chalconas son compuestos formados por dos anillos aromaticos unidos por un sistema
carbonilico a,p-insaturado, con una amplia variedad de propiedades farmacoldgicas
dependiendo de su composicidn estructural. En este trabajo, se describe el proceso de sintesis
de cuatros compuestos de tipo chalconas mediante la reaccion de Claisen-Schmidt con
rendimientos por arriba del 80%. El anélisis obtenido de la RMN *H y *C ayudaron a determinar
la composicién estructural. Se evaluaron las propiedades anti-flingica y anti-oxidante de los
cuatro compuestos, los cuales presentaron efecto anti-fungico (10-19 mm a partir de 25 ug)
frente a C.albicans, mientras que no se presentd efecto anti-oxidante en el método DPPH.
Demostrando la importancia que tienen la estructura y posiciones de sustituyentes en este tipo
de sistemas en relacion con su actividad bioldgica.

Palabras Clave: Bioisostero, antioxidante, respuesta bioldgica.

Abstract

Chalcones are compounds formed by two aromatic rings linked by an a,3-unsaturated carbonyl
system, with a wide variety of pharmacological properties depending on their structural
composition. This work describes the synthesis process of four chalcone-type compounds
employing the Claisen-Schmidt reaction. The overall yield in these reactions was above 80 %.
The H and 3C NMR analysis helped determine the compounds’ structure. The anti-fungal and
antioxidant properties of the four compounds were evaluated. They presented an anti-fungal
effect (10-19 mm from 25 pg) against C. albicans, while no antioxidant effect was presented by
the method employed. These results demonstrate the importance of the structure and positions
of substituents in this type of system in relation to their biological activity.
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1. Introduccion

La sintesis organica es una de las ramas de la quimica, que se ha interesada en la busqueda de
moléculas para su aprovechamiento en la investigacidn, asi como en los diferentes sectores
productivos tales como, la farmacéutica, alimentaria, agricola entre otros, buscando optimizar
los tiempos y costos [1]. Dentro de su busqueda resalta un conjunto de compuestos conocidos
como chalconas cuyas propiedades farmacoldgicas reportadas hasta el dia de hoy la convierten
en un excelente modelo de investigacion [2].

(E)-1,3-difenilprop-2-en-1-onay sus derivados, pueden obtenerse por aislamiento de extractos

vegetales o mediante diversos procesos de sintesis, siendo la condensacidon entre un

benzaldehido y una acetofenona, la principal forma de obtencidn, esta reaccién es conocido
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como Claisen-schmidt.[3] Su estructura estd formado por la presencia de dos anillos
aromaticos unidos por 3 dtomos de carbono con insaturacién en a, B [4,5] Figura 1.

1,3-difenilprop-2-en-1-ona
chalcona
Figura 1. Composicidn estructural de (E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona.

A lo largo del tiempo estos compuestos han sufrido modificaciones en su estructura. Por
ejemplo, el reemplazo de los anillos aromaticos por heterociclos, o de algunos de los hidrogeno
por grupo electroatractor o electrodonador [6]. Estos cambios, pueden beneficiar o perjudicar
la biodisponibilidad, solubilidad y potencialidad farmacoldgico para la actividad que se estudie
[7, 8, 9]. Cuando este fendmeno sucede, recibe el nombre de bioisésterismo, término que fue
introducido en 1950 por Friedman y Thornber, [10] y reafirmado afios mas tarde por Alfred
Burger [11].

En la actualidad, el término define la sustitucion de fragmentos y/o grupos funcionales de una
molécula que presenta actividad farmacoldgica para aumentar o disminuir el potencial bioldgico
[12,13]. Derivados y andlogos de (E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona, han tenido un gran auge dentro
de la investigacidn en quimica medicinal, ya que se puede hacer modificaciones en su estructura
dirigiéndolo hacia una actividad especifica, lo que puede resultar en el descubrimiento de
compuestos con potencial farmacéutico que puedan ser usados como tratamientos alternos a
las enfermedades que han presentado resistencia a los medicamentos actuales o que ocasionan
efectos secundarios severo para el receptor [14,15,16].

En nuestro laboratorio de investigacion, se han modificado diversos procesos de sintesis,
obteniendo buenos resultados en los rendimientos de los compuestos de tipo chalcona. En este
trabajo se reporta la sintesis para la obtencion de los siguientes compuestos: (E)-3-fenil-1-(2-
tiofenil)-prop-2-en-1-ona 6 y tres derivados fluoro-sustituidos 7-9, enfatizando el efecto
bioisdterico para evaluar su influencia en las actividades antimicdtica y antioxidante. La relacion
estructura-actividad se realizé a través de los halos (mm) de inhibicion sobre la C.albicans y el
porcentaje (%) de radicales libre inhibido en el método DPPH.

2. Metodologia experimental

Los solventes orgdnicos, 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), 2-acetiltiofeno, benzaldehido, 2-
fluorobenzaldehido, 3-fluorobenzaldehido, 4-fluorobenzaldehido e hidréxido de potasio fueron
obtenido comercialmente de la compafiia quimica Sigma-Adrich (Toluca, México). Todas las
reacciones fueron monitoreadas por cromatografica en capa fina (TLC, por su sigla en inglés de
thin-layer chromatogaphy) realizado sobre cromafolio Merck de gel de silice 60 (indicador
fluorescente de 254 nm y espesor de 0.2 mm) usando permanganato de potasio (KxMO,) como
agente revelador. La agitacion se llevd a cabo en una parrilla de agitacidn y calentamiento marca
CORNING modelo PC-420D. Los compuestos 7-9 se purificaron por columna cromatografica gel
de silice 60 de alto grado de pureza (malla 70-230). El compuesto 6 se purifico por
recristalizacion por par de solvente (acetato de etilo/hexano). Los puntos de fusion se expresan
en °C determinado en un equipo Fisher-Jones y no estan corregidos. La composicién estructural
se determind mediante el andlisis espectroscdpico de resonancia magnética nuclear de protén
(RMN-H; 600 MHz) y carbono 13 (RMN-'3C; 150 MHz) usando un espectrémetro modelo Bruker
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Ascend™ 600 MHz. Los desplazamientos quimicos se expresan en & (ppm) empleando
cloroformo deuterado con tetrametilsilano (TMS) como referencia. Las constantes de
acoplamiento J se expresan en Herts (Hz). Las multiplicidades estdn descritas como s (singulete),
d (doble), dd (doble de doble), dt (doble de triple), t (triple), g (cuarteto) o m (multiplete). Para
el andlisis espectrofotémetro se empled un GenesysTM 10S Uv-vis (Thermo Fisher Scientific).
Las placas de cultivos se incubaron en una estufa RIOS.ROCHA S.A (RiosSA).

2.1 Sintesis y caracterizacion estructural de (E)-3-fenil-1-(2-tiofenil)-prop-2-en-1-ona 6 y sus
derivados 7-9

a) Sintesis de los compuestos 6-9: En un matraz redondo de 10 mL se disolvié el benzaldehido
correspondiente 2-5 (1 mmol) en 2 mL de etanol. Esta mezcla se agito a 0 °C. A esta solucion se
le adiciond 2-acetiltiofeno 1 (1 mmol) y se continuo en agitacidn por 5 minutos. Posteriormente,
se le adiciond por goteo una soluciéon de NaOH 1 M (1 mmol, 1 mL). Al finalizar la adicidén, la
mezcla se mantuvo en agitacién vigorosa por 4 h [17] Esquema 1.

e} (0]
R NaOH
S + Y H ~
\ | | _ MeOH
0°C
1 2-5 4h

R=2/6) H, 3/7) 2-F, 4/8) 3-F, 5/9) 4-F
Esquema 1. Proceso de sintesis para la obtencion de las tiofenilchalconas 7-10.

El consumo de la materia prima fue corroborado por TLC (hexano-AcOEt 9:1) y visualizado
mediante quenching de la fluorescencia en luz ultravioleta. El sélido formado se separé por
filtracidn a gravedad y se lavé con agua fria. Para las fluoro-sustituidas 7-9 fue necesario la
purificacién por columna cromatografia.

b) Caracterizacion espectroscépica de los compuestos 6-9: La elucidacién de los compuestos
obtenidos fue determinado mediante el analisis de la resonancia magnética nuclear de protén
(RMN *H) y carbono 13 (RMN *3C) en un espectrémetro modelo Bruker Ascend™ 600 MHz.

2.2 Evaluacion de actividad anti-fungica y anti-oxidante de los compuestos 6-9.

a) Evaluacion anti-fungica:

Una cepa de C. albicans proveniente de una muestra clinica, fue aislada en agar dextrosa y papa
DIBICO®. La activacidon de esta cepa se realizd mediante la sembrada estria simple como lo marca
la CLSI [18]. Bajo condiciones de esterilidad, un raspado de la cepa activada fue tomada con un
asa bacterioldgica, y disuelta en 4 mL de solucidn salina (0.9%) y cuantificada de acuerdo con la
escala de McFarland en un espectrofotémetro Genesys™ 10S UV-Vis (Thermo Fisher Scientific)
a 625 nm, procurando una concentracidn final de 1.5-2.5 X 108 UFC/mL por inéculo. Los ensayos
siguieron el método de difusion en disco descrito por la CLSI usando fluconazol (25 pg) como
farmaco de referencia, dimetilsulféxido (DMSQO) como disolvente y diferentes concentraciones
(25, 50, 100, 200 pg/10 pL) de los compuestos 6-9. En cada placa previamente sembrada por
triple estria con el indculo, fueron colocados 4 sensidiscos (6mm de didmetro). Cada sensidisco
fue impregnado con 10 ulL de agua, solucién del fdrmaco, DMSO y solucién de los compuestos.
Todas las placas fueron incubadas durante 48 h en una estufa de cultivo RIOS. ROCHA® S.A
(RiosSA). Los resultados de los antibiogramas fueron registrados como inhibicién del crecimiento
(mm).

b) Evaluacion antioxidante por el método DPPH:
El método empleado para determinar la actividad antioxidante se basé en la estabilidad del 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Se procedio a preparar una concentracion de 204.8 uM de DPPH
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disuelto en etanol grado ACS, mientras que los estdndares: quercetina y acido ascdrbico, asi
como los compuestos 6-9 fueron evaluados en las concentraciones 1, 5, 25, 125, 625y 3, 125
MM, también disueltos en etanol. La reaccidn se desarrollé durante 25 minutos a 22 °C y bajo
condiciones de oscuridad. Al finalizar el tiempo establecido se procedié a leer la densidad dptica
en un espectrofotdmetro GenesysTM 10S Uv-vis (Thermo Fisher Scientific) a una longitud de
onda de 517 nm. Los experimentos fueron realizados por cuadriplicado. Con las lecturas
obtenidos se calculd el porcentaje de inhibicién de radicales libres (actividad antioxidante) de
cada compuesto, siguiendo la ecuacién 1 [3].

. .y Ab —Ab
% de actividad antioxidante = L25controt=AbScompuesto) . 4 (1)

AbScontrol

3. Resultados experimentales

3.1 Sintesis y caracterizacion estructural

Durante el proceso de sintesis se obtuvieron cuatro compuestos de tipo chalconas producto de
la reaccidn de condensacién entre los benzaldehidos sustituidos 2-5 con 2-acetiltiofeno 1. La
reaccion procedio en un tiempo de 4 horas. Los compuestos obtenidos fueron sdélidos blancos y
los rendimientos oscilaron entre 82-92 %, después del proceso de purificacidon. Los espectros
obtenidos del andlisis de RMN H y 3C ayudaron a determinar y elucidar la composicién
estructural. Ver tabla 1y figura 2.

A continuacidn, se describe los desplazamientos, integridad, multiplicidad y constantes de
acoplamientos de las sefiales obtenidas de RMN-!H y 13C.

(E)-1-(2-tiofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona 6 [19,20]. Se obtuvo 92 % de un sélido blanco. RMN *H
(600 MHz, Cloroformo-d) 6: 8.14 (dd, J=3.8, 1.0 Hz, 1H), 7.91 (dd, J =5.0, 1.0 Hz, 1H), 7.82 (d, J
=15.6 Hz, 1H), 7.79 — 7.75 (m, 2H), 7.71 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.50 — 7.43 (m, 3H), 7.28 (dd, J = 5.0,
3.9 Hz, 1H). RMN 3C (151 MHz, CDCls) §: 182.76, 145.31, 143.94, 134.71, 134.61, 132.88, 130.42,
128.69, 128.38, 128.31, 121.25.

(E)-3-(2-fluorofenil)-1-(2-tiofenil)-prop-2-en-1-ona 7 [21]. Se obtuvo 85 % de un sélido blanco.
RMN *H (600 MHz, Cloroformo-d) 6: 7.93 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.87 (dd, J = 3.8, 1.1 Hz, 1H), 7.69
(dd, J=5.0, 1.1 Hz, 1H), 7.63 (dt, J=7.9, 1.7 Hz, 1H), 7.54 (t, /= 16.0, 15.5 Hz, 1H), 7.38 (ddd, J =
7.9,1.7, 1.0 Hz, 1H), 7.22 = 7.19 (m, 1H), 7.19 = 7.17 (m, 1H), 7.13 (ddd, J = 7.9, 1.7, 1.0 Hz, 1H).
RMN 3C (151 MHz, CDCl3) 6: 182.11, 162.82, 160.80, 145.44, 136.89, 134.17, 132.08, 131.97,
130.00, 128.33, 124.54, 124.30, 122.89, 116.25.

(E)-3-(3-fluorofenil)-1-(2-tiofenil)-prop-2-en-1-ona 8 [22]. Se obtuvo 82 % de un sélido blanco.
RMN H (600 MHz, Cloroformo-d) &: 8.15 (dd, J = 3.8, 1.0 Hz, 1H), 7.91 (dd, J = 5.0, 1.0 Hz, 1H),
7.78 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.73 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.57 — 7.55 (m, 1H),
7.47 (ddd,J=7.1,2.5,0.8 Hz, 1H), 7.27 (dd, /= 5.0, 3.8 Hz, 1H), 7.19 (dt, /= 7.1, 2.5 Hz, 1H). RMN
13C (151 MHz, CDCls) 6: 182.48, 164.14, 145.20, 142.25, 137.19, 134.85, 133.15, 130.41, 128.35,
124.68, 122.70, 116.84, 114.28.

(E)-3-(4-fluorofenil)-1-(2-tiofenil)-prop-2-en-1-ona 9 [22]. Se obtuvo 86 % de un sélido blanco.
RMN !H (600 MHz, Cloroformo-d) 6: 7.86 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 7.80 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.68 (d, J =
4.9 Hz, 1H), 7.63 (dd, J = 8.6, 6.0 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.18 (t, J = 4.9 Hz, 1H), 7.10 (t,
J = 8.6 Hz, 2H). RMN 3C (151 MHz, CDCl;) &: 181.86, 164.93, 163.26, 145.32, 142.76, 134.02,
131.89, 130.98, 130.46, 128.32, 121.33, 116.08.
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Tabla 1. Datos espectroscopico RMN-!H/RMN-3C de los compuestos 6-9 in CDCls-d.
Compuesto (2’)d (3")0 (4')o (5') o C=03d (a) & (B) & JHa-
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) HB
(Hz)
. R .- 1453 8.14/132.9 7.18/128.3 7.91/134.6 182.8 7.71/121.3 7.82/144 15.6
SURR Pk

136.9 7.87/132  7.18/128.3 7.63/134.2 182.1 7.54/1243 7.93/145.4 16

145.2 8.15/133.1 7.27/128.3 7.91/1349 1825 7.73/122.7 7.78/142.2 15.6

1453 7.86/131.9 7.18/128.3 7.65/134.0 1819 7.35/121.3 7.8/142.8 15.6

La presencia de los protones H-a y H-B del sistema insaturado fue determinado por su
multiplicidad (doble) y su constante de acopamiento J (15-16 Hz), este valor indica que los
compuestos obtuvieron exclusivamente la isomeria trans (E). Tabla 1.

3 (aq) 5@ [p@|[z ) [aw@) 34 m 7 (@) 3 (dd) 5 (dd) beta (d) 2 (d) 4" (ddd! 4 () [6" (a)
8.14 7.91 7.82|| 777|771 7.47 7.28 815 7.91 7.78 758 7:47 7.27 719

E) 2
g g

NS

g ¢ 4
g 8 g

101
1.02-
2.02-
3.04-

1.01-

beta (d) 3' (da] 5 (da)| | 57 (at) alfa (1) 6" (daa:
7.93 || 787 769 || 763 7.54 7.38

3 (d) [peta () 5 ()] [27 (da) alfa (a) 4 () 3 (0
7.86| | 7.80 7.68|| 7.63 7.35 7.18 7.10

]

g 4 4

110

101

g 5 B g g g g & g g

e

Figura 2. Espectro de RMN-1H de: a) (E)-1-(2-tiofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona 6, b) (E)-3-(2-fluorofenil)-1-
(2-tiofenil)-prop-2-en-1-ona 7, c) (E)-3-(3-fluorofenil)-1-(2-tiofenil)-prop-2-en-1-ona 8 y d) (E)-3-(4-
fluorofenil)-1-(2-tiofenil)-prop-2-en-1-ona 9.

Cabe mencionar que los cuatros compuestos obtenidos comparten algunos fragmentos
estructurales (tiofeno) por lo que demuestran multiplicidad, integridad e intensidad similares.
Ver figura 2 y tabla 1.
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3.2 Evaluacion de actividad anti-fiingica y anti-oxidante

a) Actividad anti-fungica [23]:

Como se puede observar en la figura 3, se observaron halos de inhibicion en el crecimiento de
C. albicans para los compuestos 7, 8 y 9, mientras que 6 no presento actividad antifingica.

Figura 3. Efecto antimicdtico de los compuestos 6-9.

La cuantificacién del efecto antifungico se resume en la tabla 2. Como ya se menciond, se
encontrd que el compuesto 6 no presenté efecto inhibitorio mientras que los demas mostraron
inhibicién al crecimiento de la cepa de hongo en todas las concentraciones, siendo el compuesto
7 el mas efectivo contra la cepa evaluada ya que supera la inhibicidén observada del fadrmaco de
referencia a la misma concentracién, seguido del compuesto 9, que presenta una inhibicién de
18 mm a 25 pg y por ultimo el compuesto 8, observando un didmetro del halo de inhibicién de
10.5mma 25 pg.
Tabla 2. Didmetro de inhibicién* frente a C. albicans.

Concentracion (pg) 6 7 8 9
200 6 23+1.4 13.5+0.7 20.5+0.7
100 6 22+1.4 13.5+0.7 18.5+0.7
50 6 21+1.4 12 17.5+0.7
25 6 19.5+0.7 10.5+0.7 18
Fluconazol (25 pg) 18.5+0.7 17.5+0.7 15.5+0.7 17+1.4

*Tamafio del sensidisco= 6 mm

Los resultados obtenidos del ensayo pueden correlacionarse con la posicién del fluor, el cual
esta orientado en la posicién orto en 7 y en posicidon para en 9. En ambos casos el fldor puede
tener efectos inductivos sobre el sistema de enona y de esta forma potenciar el efecto
inhibitorio, fenédmeno que no sucede con el isdmero meta 9.

2.2) Actividad antioxidante [24]:

El ensayo de la actividad antioxidante se realiz6 mediante el ensayo DPPH, el cual se basa en la
capacidad de reducir el DPPH observandose en la disminucién de la absorbancia en comparacién
del tiempo [25]. De acuerdo con la revisidn literaria, los compuestos de tipo chalcona pueden
presentar esta propiedad [26].

Un agente antioxidante tiene la funcién de inhibir el proceso de formacién de radicales libre, lo
que no se pudo observar en las diferentes concentraciones de los compuestos 6-9,
considerandolos como sin actividad antioxidante. En la gréfica 1 se observa que la quercetina 'y
el acido ascérbico muestran el 80% y 95% de inhibicién en la formacién de radicales libres a
partir de 25 mMy 125 mM respectivamente. Se cuenta esa concentracidn porque supera el 50%
de actividad antirradicalaria.
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Grafica 1. Porcentaje de la actividad anti-oxidante de los estdndares y de los compuestos 6-9.

A pesar de que los compuestos 6-9 presentan resonancia electrénica del anillo de tiofeno al
anillo bencénico, pasando por el sistema de la enona, la ausencia de grupos hidroxilo y la
presencia del &tomo de fltor pueden ser factores que inactiven la capacidad antioxidante. ver
figura 4.

Aunado a estos, diversos autores indican que la actividad antioxidante se aprecia con
compuestos que contienen hidroxilos o metdxidos (grupos electro-donadores) en su estructura,
[27] como la quercetina y el Acido ascérbico ya que son capaces de retener radicales libres, por
lo que, la potencialidad antioxidante serd acorde a la cantidad esos grupos (-OH; OR), siendo la
quercetina la mas activa, obteniendo un 80% a partir de 25 mM, mientras que el acido ascdrbico
inhibe el 25% a esa misma concentracién.

Grupo electro-atractor mejora la actividad antimicoética
(2-F, 4-F)
presenta una gran actividad
(3-F)
tiene una actividad moderada
(H)

sin actividad

Grupo electro-donador mejora la actividad antioxidante
(-OH;-OR; -R; -NH5)
R=alilo, arilo, etc.

Figura 4. Relacidn estructura-actividad de los compuestos obtenidos 6-9.

Las propiedades farmacoldgicas de estos compuestos recaen en el sistema a, B-insaturado
ayudado con el desplazamiento electrénico de los diversos sustituyentes, favoreciendo y/o
interfiriendo con la interaccién con las dianas.

4, Conclusiones

Se obtuvieron cuatros compuestos de tipo chalcona mediante la condensacion tipo Claisen-
Schmidt de acetiltiofeno con benzaldehido y sus tres derivados fluorados. Los rendimientos
oscilaron entre 82 y 92 %. La caracterizacién estructural se llevé a cabo mediante espectroscopia
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de RMN de 'H y 13C, observéandose en el espectros, desplazamiento, integridad y multiplicidad
que confirma la obtencién del isémero trans en el sistema de la enona de una chalcona. Los
compuestos a excepcion del compuesto 6 demostraron ser buenos agentes antimicéticos a
partir de 25 pg con halos entres 10-19 mm, siendo el compuesto 7 el mds activo, seguido del
compuesto 9, después el compuesto 8. Figura 5

ACTIVIDAD ANTIMICOTICA

0 i . o H L
S = H s = H s = iF' s = H
\ ! > Q! R\ >Q -
7 H 9 1F H 6 1H.

200 ucg= 23 mm 200 ucg= 20.5 mm 200 ucg= 13.5 mm 200 ucg= 6 mm

Figura 5. Bioisésterismo de la actividad antimicética representado por la sustitucion
del hidrégeno por el flior en diversas posiciones.

Los resultados que se obtuvieron de la actividad antioxidante indican que los compuestos que
suelen poseer en su estructura grupos electro-atractores como es en el caso del halégeno de
fldor (F), no suele ser capaces de inhibir la iniciacion y/o propagacion de radicales libre, por lo
que se debe considerar reemplazarlo por grupos electro-donadores como el hidroxilo (-OH). Ver
figura 4.

Esto se explica por el reemplazo bioisotérico, ya que se sustituye los protones del anillo B por el
fldor, confiriendo la propiedad antimicética donde su potencial estd relacionado con la
distribucion del flior potenciando o disminuyendo la densidad electrénica del sistema a, B-
insaturado, fragmento de la molécula que interactua con los sitios receptores de las células para
desencadenar una respuesta bioldgica como la capacidad de impedir la proliferacion
microbiana. Los resultados indica que estos compuestos pueden emplearse como farmacos
alternos para los tratamientos hacia los microorganismos causantes de enfermedades en el
ambito de la salud publica.
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