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RESUMEN

Se ha desarrollado una serie de metodologias para la sintesis de diferentes flavonoides, basadas en
las reacciones de Claisen-Schmidt y de Algar-Flynn-Oyamada, variando algunas condiciones
experimentales como: temperatura, disolvente, estado fisico del catalizador basico, pH y operacion
de work-up. Se sintetizaron 6 flavonoides en total: una flavanona (3), dos 2’-hidroxichalconas (5)
y (7) y 3 3-hidroxiflavonas (8-10) a partir de 2-hidroxiacetofenona y distintos benzaldehidos 4-
sustituidos. Los productos fueron caracterizados mediante técnicas espectroscépicas UV-Vis,
FTIR y 'H-RMN. Ademas, se probé la actividad antiflingica de los flavonoides sintetizados,
encontrandose que son mas efectivos inhibiendo el crecimiento de Aspergillus niger que el de
Candida albicans. Siendo los compuestos (5) y (9) los més sobresalientes de la serie. Sin embargo,
no se logré demostrar que ninguno de los compuestos fuera mas activo que los controles

empleados.






1. INTRODUCCION

La investigacion realizada trata sobre la sintesis de distintos flavonoides, aplicando metodologias
experimentales desarrolladas a partir de las reacciones de Claisen-Schmidt y de Algar-Flynn-

Oyamada.

Los flavonoides conforman una amplia familia de metabolitos secundarios y productos
sintéticos constituidos por estructuras basicas de unidades C6-C3-C6, encontrandose como
pigmentos responsables de colores amarillo, anaranjado, rojo o incluso violeta en flores y frutos y

como agentes terapéuticos experimentales respectivamente.*

Los productos naturales, asi como sus analogos sintéticos representan una pieza clave en
el disefio de nuevos farmacos, entre ellos incluidos los flavonoides, pues han exhibido importantes
resultados en pruebas in vitro. En este contexto, durante las ultimas cuatro décadas, el interés y el
desarrollo de nuevos farmacos antiinfecciosos, entre ellos antibidticos, antifungicos y antivirales
ha aumentado notablemente. Esto se ilustra con los datos reportados por diferentes estudios, los
cuales apuntan que entre 1981 — 2010 se reportaron 193 farmacos antiinfecciosos, este nimero

aumentd hasta 401 al realizar un conteo de los mismos reportados hasta el afio 20192343

A partir de lo mencionado anteriormente, el objetivo del presente trabajo fue la aplicacion
de las metodologias experimentales disefiadas para realizar la sintesis de flavanonas, 2’-
hidroxichalconas y 3-hidroxiflavonas, empleandose técnicas espectroscopicas para realizar la
caracterizacién de los mismos, asi como también determinar la actividad fungicida de los
compuestos sintetizados contra la levadura Candida albicans y el hongo filamentoso Aspergillus
niger, estudiandose la diferencia respecto a la capacidad exhibida por estos para inhibir el
crecimiento de dichos microorganismos, asi como la variacion de la actividad biologica en funcion

de los sustituyentes afiadidos a los mismos a partir de los benzaldehidos de partida.






2. JUSTIFICACION

Actualmente, uno de los problemas mas importantes relacionados con la salud, es la creciente
resistencia que diversos microorganismos desarrollan a farmacos comunmente empleados para

tratar enfermedades ocasionadas por los mismos.!

Uno de los focos de atencion mas importantes para la investigacion cientifica, en este
contexto, es la produccion de nuevos farmacos y tratamientos basados en la estructura quimica de
diversos metabolitos secundarios, ya que estos cubren un gran nimero de caracteristicas que son

de importancia en cuanto a actividad farmacologica.?*°

Si bien, se han desarrollado diferentes metodologias para la obtencién de un gran nimero
de compuestos de interés biologico, asi como para realizar la evaluacion de la actividad
farmacologica de los mismos, el estudio de los metodos clésicos sigue siendo una herramienta de
gran utilidad e importancia en el area de la sintesis organica, pues permite conocer con detalle los
aspectos intramoleculares que tienen mayor influencia sobre la reactividad de las sustancias que
participan en una reaccion quimica, de la misma forma que brindan profundo conocimiento sobre
el comportamiento de las sustancias quimicas frente a una gran variedad de condiciones
experimentales, informacion valiosa al momento de desarrollar nuevas metodologias de sintesis o

la optimizacion de las ya existentes.®*

Asi, a partir de lo anterior, se estudiaron las reacciones de Claisen-Schmidt y de Algar-
Flynn-Oyamada, con el objetivo de desarrollar metodologias experimentales para la sintesis de
distintos flavonoides a partir de reactivos (2-hidroxiacetofenona y aldehidos 4-sustituidos)
disponibles en la Escuela de Quimica de la Universidad de EI Salvador, asi como en el contexto
de las condiciones experimentales de la misma, y a su vez realizar pruebas para determinar la
capacidad antifingica de los mismos, frente a las dos cepas de hongos Candida albicans y

Aspergillus niger.






3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

e Sintetizar, caracterizar y evaluar la actividad bioldgica de una familia de flavonoides.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desarrollar metodologias experimentales para la sintesis de flavanonas, 2’-hidroxichalconas a
partir de 2-hidroxiacetofenona y benzaldehidos 4-sustituidos.

e Desarrollar metodologias experimentales para la sintesis de 3-hidroxiflavonas a partir de
flavanonas y 2’-hidroxichalconas.

e Purificar y caracterizar los productos obtenidos utilizando técnicas espectroscopicas como
espectroscopia de ultravioleta-visible, de infrarrojo y de resonancia magnética nuclear de
proton.

e Determinar la actividad antifingica de los productos sintetizados frente a la levadura Candida

albicans y el hongo filamentoso Aspergillus niger.






4. FUNDAMENTACION TEORICA

41. GENERALIDADES

4.1.1. Productos Naturales y sus anélogos como fuentes de nuevos medicamentos

Se han publicado diversidad de articulos que muestran los avances logrados en cuanto a la
blasqueda, sintesis y comercializacion de compuestos quimicos, que fungen como nuevos
medicamentos para el tratamiento de diferentes enfermedades, actuando como anticancerigenos,
antiinflamatorios, antitumorales, entre otros. Los compuestos mencionados suelen ser productos
naturales o analogos estructurales de los mismos, obtenidos de manera total o parcialmente
sintética. A su vez, muchos de estos compuestos son moléculas relativamente pequefias, que
poseen caracteristicas estructurales como anillos heterociclicos y la presencia de uno o varios
centros quirales, siendo dichas caracteristicas, de gran importancia en el descubrimiento y

optimizacion, desarrollo y mercadeo de nuevos farmacos.? 3

La introduccion de herramientas como la quimica combinatoria y de técnicas como la
sintesis orientada hacia la diversidad estructural, han permitido la generacion de grandes
bibliotecas de compuestos quimicos con posible actividad biolégica, facilitando la evaluacion de
las propiedades de varias familias de analogos estructurales, basados 0 no en productos naturales.
Sin embargo, solo un pequefio nimero de ellos, pasa a formar parte del grupo de nuevas entidades
quimicas, que posteriormente se aprueban como farmacos. Esto refleja la necesidad que aln existe
por optimizar dichas metodologias; incorporar, en mayor medida, el uso de los productos naturales
para el disefio de nuevos compuestos bioactivos y la realizacion de busquedas colaborativas y mas
profundas respecto de los compuestos que se han sintetizado y sometido previamente a ensayos

bioldgicos.* > &7

En este contexto, el estudio de las propiedades terapéuticas de algunos productos naturales,
como los flavonoides, ha sido foco de interés para muchos cientificos desde hace muchos afios.
No obstante, para el afio 2017, solamente 2 tratamientos basados en compuestos polifendlicos
habian sido aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
de América (FDA, por sus siglas en inglés: Food and Drug Administration), uno de los cuales, es
una combinacion de varios polifenoles extraidos de las hojas de té verde, llamado Polyphenon E®
aprobado en el 2006, que se administra en forma de unguento para el tratamiento de verrugas

genitales. Luego, en el afio 2012, se aprobd el uso de Crofelemer, una proantocianidina

7



oligomérica, que se emplea en el manejo de algunos efectos secundarios, causados por los
medicamentos indicados para el tratamiento contra el VIH. Por otra parte, también se han
desarrollado diferentes metodologias para la sintesis de flavonoides, derivados y anélogos
estructurales de estos, muchos de los cuales, han exhibido gran potencial respecto de su actividad
bioldgica y farmacoldgica. Sin embargo, aun cuando la mayoria de estos compuestos han mostrado
resultados prometedores en las pruebas in vitro, son muy pocos los que superan las fases clinicas,
previas a su aprobacién como nuevos farmacos; por tanto, la investigacion relacionada con las
modificaciones, que se pueden realizar sobre la estructura base de los flavonoides con el fin de

potenciar su actividad bioldgica, es una actividad que contintia desarrollandose en la actualidad.®
9

4.1.2. Quimica del grupo Carbonilo

El grupo carbonilo es un grupo funcional en el que un 4&tomo de carbono se encuentra unido a un
atomo de oxigeno por medio de un doble enlace. Se trata de una de las funciones mas importantes
dentro de la quimica organica, pues se le puede encontrar en gran diversidad de compuestos
organicos como los aldehidos, las cetonas, carbohidratos, los acidos carboxilicos y sus derivados,
entre los que se encuentran las amidas, los ésteres, los anhidridos y los haluros de &cido

carboxilico, cuyas estructuras generales se muestran en la figura 1.1% 1

O O O
Rl)J\H Rl)LR] Rl).l\m{
Aldehido Cetona Acido carboxilico
j\ 0 0 o 0
R, OR, R l)l\. H, R1/”\ X Rl)l\n/u\ru
Ester Amida Haluro de acilo Anhidrido

Figura 1. Compuestos conteniendo el grupo carbonilo. R1 y Rz pueden ser grupos alquilo o arilo, X =

hal6geno, usualmente Cl o Br.

La distribucion de carga en el grupo carbonilo no es equitativa, esto debido a la diferencia
de electronegatividad entre el atomo de carbono (2.5) y el &tomo de oxigeno (3.5), provocando

que los electrones del enlace se localicen la mayor parte del tiempo sobre el &tomo de oxigeno, de



esta forma, se obtiene una carga parcial negativa (3°) sobre este, mientras que el carbono adquiere
una carga parcial positiva (8"). Esta distribucion, se puede explicar observando el diagrama de
orbitales moleculares para el grupo carbonilo, el cual se muestra en la figura 2, en el que se aprecia
que, el par de electrones que forma parte del enlace m, recibe mayor contribucion por parte del
orbital p del &omo de oxigeno, encontrandose, por tanto, mas cerca de este &omo, generando la
distribucion de carga mencionada previamente. Al tratarse de un enlace doble, también se destacan
caracteristicas como la fuerza del enlace, que es de 720 kJ mol™ en el caso del doble enlace
carbono-oxigeno, con respecto a la fuerza de un enlace sencillo, que es de 351 kJ mol™; la distancia
entre ambos atomos también se ve influenciada, teniendo asi que, para el doble enlace carbono-
oxigeno, la longitud de enlace es de 1.21 A, es mas corto, comparado con la longitud de un enlace
sencillo entre los mismos atomos, la cual es de 1.43 A; ademas, los angulos de enlace en torno al

atomo de carbono son de aproximadamente 120°, debido a la hibridacion sp? de sus orbitales.?

( \_ o
OC—O 3
) - o)
s C '\ . pOA
el pOA

Figura 2. Diagrama de orbitales moleculares para el enlace C=0. Fuente: Modificado de Clayden J.; Greeves N.;
Warren S.; Wothers P. (2000). Organic Chemistry. 12 Edicién. OUP Oxford.

El grupo carbonilo se encuentra estabilizado por resonancia del par electrénico en el enlace

T, cuyas estructuras contribuyentes se muestran en la figura 3:

R R
Y= - \t:_(j;j 3
R"‘I‘r ) Rf
1 2

Figura 3. Estructuras contribuyentes del grupo carbonilo.



La estructura contribuyente nimero 2 es minoritaria con respecto a la primera, puesto que,
en esta, hay un mayor numero de cargas formales. Sin embargo, esta estructura ilustra la
reactividad de este grupo funcional: el oxigeno acta como un nucledfilo, pues dispone de pares
electrénicos que le permiten actuar como una base de Lewis; por otro lado, el carbono con
deficiencia electronica y carga positiva, es un buen electréfilo, actuando como un &cido de Lewis.
La deficiencia electronica del carbono en el grupo carbonilo, puede ser estabilizada por un
nucleofilo externo. Cuando esto ocurre, se pueden tener las situaciones ejemplificadas en la figura

4:13

1Y

C
R"':)
Nu: .

:

Y

Y

OH(o X) + X+ a ﬁ

R_|_Y Ho R |
P

| | R Nu

Nu Nu
a) Adicién Intermediario tetraediico b)) Sustitucion

R Y
"‘xc -~
MNu

) Cunﬂeusati&u
Figura 4. Reacciones del grupo carbonilo. Reacciones de a) Adicidn, b) Sustitucién y ¢) Condensacion.

a) Reaccion de adicion: ocurre cuando, tras el ataque del nucletfilo, el producto formado es el

obtenido al generarse el correspondiente alcohol o alcoxido.*®

b) Reaccion de sustitucion: esta reaccion tiene lugar cuando uno de los grupos es eliminado del

intermediario tetraédrico para restablecer el grupo carbonilo.*®

c¢) Reaccion de condensacidn: el producto de condensacion se forma cuando, tras la pérdida del

oxigeno del grupo carbonilo, se forma un doble enlace con el nucleofilo.*3
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Otro aspecto importante, que debe considerarse con respecto a la reactividad de los
compuestos que contienen el grupo carbonilo, es la acidez de los hidrégenos alfa, llamados asi,
por encontrarse enlazados al carbono alfa con respecto al grupo carbonilo, cuya posicién es
adyacente a este. Estos hidrogenos son facilmente sustraidos por una base, formandose el

correspondiente ion enolato, que se muestra en la figura 5:12

O 0]

o
)I\/Hu. Base )I\ - /&
— CH, CH,

Figura 5. Tautomerismo ceto-endlico.

Este ion, contribuye de forma significativa a la reactividad de los compuestos que contienen
el grupo carbonilo, especialmente en las reacciones que dan lugar a la formacion de un nuevo

enlace carbono-carbono.?

4.1.3. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de metabolitos secundarios categorizados dentro de la familia de los
polifenoles, ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Se encuentran, generalmente, en las
vacuolas de las plantas, dentro de 6rganos como las hojas, las raices y las flores, desempefiando
diferentes funciones bioldgicas, entre las que se pueden mencionar: actian como pigmentos
amarillos, anaranjados e incluso azules o violetas, utilizados por las plantas para atraer
polinizadores; protegen a las plantas de la radiacion ultravioleta excesiva; regulan los niveles de
especies oxigenadas altamente reactivas, como los iones superdéxido, por ejemplo; también,
intervienen en el proceso de crecimiento de las plantas, ya que participan en la regulacion y

transporte de algunas fitohormonas, particularmente, de auxinas como el acido indolacético.* 1>
16

Quimicamente, los flavonoides se pueden considerar como derivados de la vy-
benzopiranona, conocida comunmente como cromona (figura 6), distinguiéndose diferentes

compuestos, en funcion de los sustituyentes y el grado de oxidacion en la estructura base
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mencionada, asi, por ejemplo, se tienen: chalconas, flavanonas, flavonas, isoflavonas, flavanoles,

flavonoles, entre otros, cuyas estructuras se han colocado en la figura 6.4 ¢

Qﬂ”

(a) y-benzopiranona

(b)

0
(N%
b
(e)

Figura 6. Estructuras de la (a) y-benzopiranona y algunos flavonoides. Las estructuras de los flavonoides son: (b)

(2)

chalcona, (c) flavanona, (d) flavona, (e) isoflavona, (f) flavanol y (g) flavonol.

En un sentido estructural, los flavonoides, se identifican con un esqueleto basico de la
forma Ce — C3 — Cs, ya sea en compuestos con porciones lineales, como las chalconas (figura 6
(b)); o cicladas, como en el caso de los demas flavonoides mostrados en la figura 6. Por lo tanto,

otras variaciones, dependen de los sustituyentes en cualquiera de los anillos de los mismos.**

4.1.4. Biosintesis de flavonoides
Las plantas sintetizan flavonoides a partir de p-cumaril-CoA vy tres unidades de malonil-CoA. El
proceso da inicio con la fenilalanina, un aminoacido producido en la ruta del &cido shikimico, la

cual es posteriormente transformada en acido cinamico, por la accion de la enzima fenilalanina

12



amonioliasa (PAL, por sus siglas en inglés Phenylalanine Ammonia-Lyase), tras la pérdida de su
grupo amino durante la reaccién de desaminacion oxidativa. Después, se da la incorporacion de
un grupo hidroxilo en la posicion 4 del anillo aromético del &cido cinamico, formandose el acido
p-cumarinico, la enzima que interviene en este proceso es la acido cinamico 4-hidroxilasa (CA4H,
por sus siglas en inglés Cinnamic Acid 4-Hydroxylase). Dicha reaccion requiere de oxigeno
molecular y de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH por sus siglas en inglés
Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate) para efectuar la oxidacién. Luego, por la accién
de la enzima p-cumarato CoA ligasa (4CL, por sus siglas en inglés p-Coumarate-CoA Ligase), el
acido p-cumarinico es convertido en p-cumaril-CoA. La unién del p-cumaril-CoA con las tres
unidades de malonil-CoA, da lugar a la formacion y alargamiento de una cadena lineal, la cual
tiene, inicialmente, la estructura de un tetracétido de fenilpropenoide, esta reaccion es mediada por
la enzima chalcona sintasa, que usa como sustrato el p-cumaril-CoA. Este policétido se pliega de
forma bastante especifica, permitiendo, en primer lugar, que ocurra una ciclacion por una
condensacion tipo Claisen y, mas adelante, la formacién de un nuevo anillo aromatico por
enolizacion de los grupos cetdnicos, ambas reacciones son catalizadas por la enzima chalcona
sintasa, siendo el producto formado la chalcona de la naringenina. Posteriormente, la chalcona de
la naringenina se transforma en su correspondiente flavanona, conocida como naringenina, por la
accion de la enzima chalcona isomerasa. Tanto la chalcona de la naringenina como la naringenina,
son los principales precursores de los demas flavonoides, cuando, por la accion catalitica de
diferentes enzimas, se llevan a cabo procesos de hidroxilacién, metilacion, glucosilacion,
acilacion, oxidacion y reduccion, entre otros, permitiendo la formacidn de estos. La biosintesis de
flavonoides es un proceso regulado, principalmente, porque depende de la accion enzimatica de la
fenilalanina amonioliasa, la cual es, a su vez, dependiente de la luz solar. De la misma forma, la
produccién de dicha enzima, se encuentra relacionada con la respuesta de las plantas ante
condiciones de estrés, tales como las infecciones, la disminucién de la temperatura ambiente, la

poca disponibilidad de agua o el exceso de radiacion ultravioleta.1* 1° 1617
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A continuacion, en la figura 7, se esquematiza el proceso de biosintesis de flavonoides:

[8)

(1) PAL A (2) CA4H

OH OH
—_—

NH,

L-fenilalanina Acido cinamico

(0] l
3) 4CL
<L HO /
Acetil-CoA
o o OH OH

3 )I\/U\ Acido p-cumarinico
o S-CoA

(4) CHS OH
malonil-CoA
CoA-S
E Enzimas: ;

(0]

=z

CoA-S

+
p-cumaril-CoA

: (1) fenilalanina amonioliasa (PAL) E 0 0 le) 0
E (2) acido cinamico 4-hidroxilasa (CA4H) !
! (3) p-cumarato-CoA ligasa (4CL) '
1 (4) chalcona sintasa (CHS) E
E (5) chalcona isomerasa (CHI) '
OH OH
(0] S-CoA
(0] (0] (4) CHS
- (0]
Claisen
H
(0] o
Enolizacion|(4) CHS
OH OH
HO HO o /©/
| (5) CHI1
—_—
—~——
OH O) OH o
Chalcona de la naringenina Naringenina (flavanona)

Figura 7. Biosintesis de flavonoides.
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4.2. CHALCONAS

Las chalconas pertenecen a un extenso grupo de metabolitos secundarios llamados flavonoides,
especificamente al subgrupo de los chalconoides. Ademas de proveer color a las hojas y flores de
las plantas, las chalconas, también se caracterizan por su actividad farmacoldgica, encontrandose
que, por ejemplo, actiian como antioxidantes, antiinflamatorios, antibacteriales y anti leishmania.
Es comln encontrar este tipo de compuestos en frutas, vegetales, legumbres y en alimentos a base

de soya, asi como también a sus isomeros estructurales, las flavanonas.8 1% 20

La estructura base de las chalconas, 1,3-difenilpropenona, se muestra en la figura 8, asi

como el sistema de numeracion empleado en la misma. 2t 22

Figura 8. Estructura y numeracién de las chalconas.

Se observa en la figura 8 que las chalconas poseen un segmento lineal conformado por 3
atomos de carbono. EIl primero de ellos, es el carbono del grupo carbonilo, adyacentes a este se
tienen, el anillo aromatico nombrado como A, cuya numeracion cuenta con apéstrofos y designa
a las posiciones primas; y, por otro lado, se tiene el sistema olefinico al que pertenecen los carbonos
2 y 3, que usualmente se nombran utilizando las letras griegas alfa y beta respectivamente, asi
como los &tomos de hidrégeno unidos a los mismos. Unido al carbono f, se tiene el segundo anillo
aromatico, que recibe el nombre de B, en este se emplean nimeros ordinarios para designar las

posiciones de los hidrogenos u otros sustituyentes dentro del mismo.?!: 22

Variaciones sobre la estructura general de las chalconas producen diversos compuestos que
forman parte la familia de los chalconoides, principalmente las que se realizan sobre el grupo
carbonilo y el doble enlace carbono — carbono, obteniéndose asi, f-hidroxichalconas, chalcanos,
hidroxichalcanos, chalcanonas, entre otros. Las estructuras de algunos chalconoides se muestran

en la tabla 1.2
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Tabla 1. Estructura quimica de algunos chalconoides.

Estructuras quimicas de algunos chalconoides comunes

0 0 OH
‘)k//\. .)vk.

a) Chalcona b) 3-hidroxichalcona
0
O ‘/\ﬂ/\.
c) l-chalcanona d) 2-chalcanona
9] O OH
OH ‘ .)K)\‘
¢) 2-chalcanonol f) 3-chalcanonol
OH
I O ‘/\/J\‘
g) 2-chalcanol h) 1-chalcamnol

Algunos compuestos presentes en la naturaleza como chalconas y 2-chalcanonoles,
estructuras (a) y (e) respectivamente en la tabla 1 y derivados sintéticos de los mismos, han sido
estudiados debido a su actividad farmacolégica. Por ejemplo, se han reportado estudios acerca de
la hidroxilacion estereoselectiva de chalconas en la posicion a, con el fin de sintetizar compuestos
como flavanoles y flavanonas, que han exhibido importantes resultados en pruebas bioldgicas.

También, existen publicaciones relacionadas con el efecto antiproliferativo de algunos
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chalconoides, entre ellos, el dimero de un glucésido de chalcanonol, extraido del palmito salvaje,
que mostrd ser efectivo al inhibir significativamente la proliferacion de células cancerigenas

asociadas al cancer de prdstata a concentraciones de 20, 40 y 100 uM. %24

4.2.1. Sintesis de Chalconas

Siendo las chalconas importantes puntos de partida para la sintesis de otros flavonoides, y, ademas,
compuestos que exhiben actividad bioldgica y farmacoldgica notable, existe bastante interés en la
comunidad cientifica por la preparacion de las mismas dentro del laboratorio; asi, se han
desarrollado diferentes metodologias de sintesis para la obtencion de estas.?

A continuacion, se presentan algunos de los métodos que diferentes autores han empleado

para sintetizar chalconas, asi como ejemplos de metodologias desarrolladas recientemente:

a. Reaccion de Condensacion de Claisen-Schmidt

La reaccion de condensacion de Claisen-Schmidt, es uno de los métodos mas comunes para la
obtencidn de chalconas, se trata de la condensacion aldolica entre aldehidos y cetonas empleando
catalizadores acidos o basicos. La reaccion recibe este nombre debido a los trabajos realizados por
el quimico aleman Rainer Ludwig Claisen (1851-1930) y el quimico suizo Charles — Claude
Alexandre Claparéde (1858-1913) quienes obtuvieron dibenzalacetona, estructura (a) mostrada en
la figura 9, por condensacion de benzaldehido con acetona, utilizando como catalizador, acido
clorhidrico; ademas de los resultados obtenidos por J. Gustav Schmidt quien sintetizd el mismo
compuesto, pero utilizando un catalizador alcalino, y también llevo a cabo la reaccion con otras
combinaciones de aldehidos y acetona, obteniendo entre sus productos la 1,5-difuranil-1,4-

pentadienil-3-ona, estructura (b) en la figura 9.25:%7

(8]

A =

(a)

Figura 9. Estructuras de la (a) benzalacetona y (b) 1,5-difuranil-1,4-pentadien-3-ona.
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Esta reaccion se ha utilizado ampliamente debido a las conveniencias que presenta, por
ejemplo, los materiales de partida son sencillos, en un sentido estructural, o en su defecto, faciles
de sintetizar; las condiciones de reaccion, como temperatura, presion y tiempo no suelen ser tan
extremas; se pueden emplear variedad de disolventes y catalizadores comunes. A continuacion, en

la figura 10 se muestra la reaccion general de Claisen-Schmidt.®

0 Ci 0
. =
Acido/Base
' = + H,0

Figura 10. Reaccion general de Claisen-Schmidt. Condensacion aldélica entre (a) acetofenona y (b) benzaldehido

para producir (c) chalcona.

0

o

)I\ *
0 Ph; Ph; OH Ph ;ﬁ OH

(e) (a)

;
Retrocondensacion —e—— Phl)J\ Ph
;

(d) Condensacion de Claisen-Schmidt
0 OH 0 0 Phy ©
+ M)L
P h)ll\)<l’ h Pu/u\yl\ Ph Ph Ph
(b)

(c)

Figura 11. Productos secundarios de la reaccion de Claisen-Schmidt. Productos de la reaccion de Cannizzaro (a),
formacién de aductos de Michael (b), productos de autocondensacion (c), regeneracion de los reactivos o

retrocondensacion (d) y formacidn de flavanonas (e).
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Algunos de los inconvenientes mas importantes de esta reaccion son: su lentitud sin el
empleo de catalizadores en las cantidades adecuadas o la realizacion del procedimiento en rangos
de temperatura que no favorecen las colisiones efectivas entre los reactivos, hacen que la reaccién
pueda demorar varios dias; por otra parte, se tiene la formacién de productos secundarios o
productos no deseados, como los que derivan de la autocondensacién de las cetonas, los productos
de la reaccién de Cannizzaro, la formacion de los correspondientes aductos de Michael o de las
respectivas flavanonas, que disminuyen significativamente la conversién de los reactivos en

chalconas, tal como se muestra en la figura 11.28:2930

Si bien la reaccion ocurre utilizando catalizadores &cidos o basicos, se emplean con mayor
frecuencia los catalizadores basicos para la sintesis de chalconas, pues se han reportado mejores
rendimientos bajo dichas condiciones, que los obtenidos al utilizar catalizadores &cidos comunes,
aun cuando se ha llevado a cabo la reaccion usando bases ordinarias, como NaOH o KOH para
llevar a cabo la reaccion. Se suelen utilizar concentraciones de base que varian entre 10 — 60 %
p/V, la temperatura de reaccion, habitualmente oscila entre los 0 — 50 °C, aungue varias reacciones
se llevan a cabo a temperatura ambiente. El aumento o disminucion de la temperatura depende,
principalmente, de la facilidad con la que se forma el ion enolato (figura 5), cuando la base sustrae
un proton alfa de la acetofenona utilizada, que corresponde al primer paso del mecanismo de
reaccion en medio basico, tal como observa en la figura 12. A su vez, la acidez del proton alfa
depende, entre otros factores, del tipo de sustituyentes en el anillo aromatico de la acetofenona,
asi, la pérdida del proton a se dificulta cuando el sustituyente es un nucle6filo; en tanto que, la
presencia de un sustituyente electrofilicos aumenta la acidez de los mismos. Luego, en la segunda
etapa, el ion enolato realiza el ataque nucleofilico sobre el carbono carbonilico del aldehido,
formandose un intermediario tetraédrico como el de la figura 4 y al mismo tiempo, el nuevo enlace
carbono — carbono. Este es el paso determinante de la reaccién, debido a la formacién del nuevo
enlace, y depende en gran medida del caracter electrofilico del aldehido, el cual se ve favorecido
por el efecto de grupos sustractores de densidad electronica, mientras que los grupos donadores de
densidad electronica inciden en la disminucion del rendimiento de la reaccion, pues afiaden
densidad electronica al sistema conjugado, disminuyendo el caracter electrofilico del aldehido.
Con la adicion de &cido, se da la protonacion del ion alcoxido, dando lugar a la tercera etapa de la

reaccion, que a la vez facilita la eliminacion de una molécula de agua durante la etapa final del
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proceso, generdndose asi el doble enlace carbono — carbono, con lo que se establece el sistema de

la 1,3-diarilpropenona, 2313233

O O

|

i1
C
cd l]:' )
0 I-|I 0 H
s ,.-‘J-ﬂ
“ .!; ——— o J)H (3)

Figura 12. Mecanismo de reaccion de Claisen-Schmidt en medio basico. (1) formacion del ion enolato, (2) ataque

nucleofilico del ion enolato al carbono carbonilico del aldehido, (3) protonacidn del alcéxido y (4) pérdida de
agua y formacion del doble enlace carbono — carbono.

El primer registro de sintesis de chalconas data de 1896, cuando el quimico polaco
Stanistaw Kostanecki y sus colaboradores reportaron la obtencion de las chalconas de 2, 3 y 4-
hidroxibenzaldehido con acetofenona, ademas de sus correspondientes derivados acetilados y
bromados, haciendo uso de la reaccion de condensacion de Claisen-Schmidt, especificamente,
empleando condiciones de reaccion similares a las utilizadas por Gustav Schmidt, es decir,

catalizadores alcalinos.®* 33
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Se han realizado diversas modificaciones a esta reaccion, principalmente con respecto a las
condiciones en que esta se lleva a cabo, los catalizadores utilizados y las fuentes de calentamiento.
Seguidamente, se muestran algunas de las variaciones realizadas sobre la reaccion clasica de

Claisen-Schmidt en la figura 13.2>37. 38

o 0 0
Phy Ph; H Phy Pha

Soportes v condiciones:

I: Clay, 4 h, 130 *C

IT: Na-Norit o Cs-Norit/Ultrasonido

III: Cenizas volantes : Ha SOy /MW, 480 Watts
IV: Si0;, H'/80 °C

V: DIMCARE

VI: KF/fosfato natural

Figura 13. Otras condiciones de reaccion para realizar la condensacion de Claisen-Schmidt.

Asi, por ejemplo, se tiene el uso de diferentes arcillas que actdan como catalizadores para
llevar a cabo la condensacion entre los aldehidos y las cetonas, como se especifica en las
condiciones de reaccion | (figura 13). Entre las principales arcillas que se han empleado se
encuentran diferentes tipos de montmorillonitas, hectorita, bentonita y colinita. EIl rango de
temperaturas en que se lleva a cabo la reaccion depende de la estabilidad tanto de los reactivos
como del catalizador, variando entre 130-150 °C. La fuente de calentamiento es la radiacion de
microondas, con tiempos de reaccion que van de 1-5 h y se lleva a cabo en ausencia de disolvente.
Sin embargo, entre los principales inconvenientes de esta metodologia se encuentran los costos

para la obtencion de las arcillas y la formacion de algunos productos secundarios.3% 4°

En la metodologia nimero |1, se describe el empleo de carbon activado tratado con
disoluciones de metales alcalinos, entre ellos carbonato de sodio y de cesio e hidréxido de sodio,
como catalizadores para efectuar la condensacién entre acetofenonas y benzaldehidos, con el fin
de obtener las correspondientes chalconas. Ademas del empleo de catalizadores a base de carbdn
activado comercial con diferentes composiciones y métodos de activacidn, se ha reportado el uso

de carbdn activado obtenido a partir de materiales de partida como huesos de res y cascaras de
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coco, e incluso el empleo de otros reactivos como el hidroxido de bario (soluble). Las reacciones
generalmente se llevan a cabo a temperaturas que se encuentran en un rango de 25 — 50 °C, con
tiempos de reaccion que varian desde 10 minutos hasta 5 horas cuando se aplica sonicacion o hasta

de 24 horas a temperatura ambiente y sin sonicacion, reportandose rendimientos desde 40 % hasta
75 %_41,42,43,44, 45

Por otra parte, también se han empleado como catalizadores de reaccion, cenizas volantes,
que es una combinacion de 6xidos metalicos producto de la combustion de carbon en las centrales
termoeléctricas, mezcladas con &cido sulfurico. Con el uso de este catalizador acido y radiacion
de microondas como fuente de calentamiento a una potencia de 480 Watts en ausencia de
disolvente, se han logrado sintetizar chalconas con rendimientos entre 90 - 94 % en tiempos de
reaccion bastante cortos, de 5 — 10 minutos tal como se muestra en las condiciones de reaccion 11|
de la figura 13. Ademas del rendimiento, otras ventajas de este método, son que el catalizador se
emplea en pequefas cantidades y se puede reactivar para ser utilizado posteriormente en otras 5

reacciones sin que el rendimiento se vea disminuido significativamente. 38 4647

Otra metodologia similar a la anterior, consiste en el uso de gel de silice mezclado con
acido sulfurico, como catalizador de la condensacion de Claisen-Schmidt para producir chalconas
con porcentajes de rendimiento superiores al 90 %. La reaccion se lleva a cabo en ausencia de
disolvente y la mezcla de reaccidn se calienta en horno a una temperatura de 80 °C por un periodo

de 2 — 3.5 horas, condiciones que se muestran en la figura 13 V. 3843.48

En la reaccion V de la figura 13 se describe el uso de dimetilcarbamato de dimetilamonio
(DIMCARSB siglas en inglés para dimethylammonium dimethylcarbamate), como catalizador de
la reaccidn de Claisen-Schmidt, se trata de un aducto de dioxido de carbono y dimetilamina junto
con el ion dimetilamonio, cuya estructura se muestra en la figura 14. Ademas de actuar como
catalizador, se usa como disolvente para llevar a cabo la reaccion, la cual ocurre a una temperatura
de 50 °C, pues a temperaturas mas altas el DIMCARB se disocia en sus respectivos componentes,
caracteristica que permite regenerar el catalizador, ya que los mismos pueden ser condensados
nuevamente para ser usados en reacciones posteriores. La reaccion puede demorar de 2 — 32 horas,

con rendimientos que varian de 60 — 80 %.%8 4°

Asimismo, se ha aprovechado el caracter fuertemente basico del fluoruro de potasio

soportado sobre fosfato natural (KF/fosfato natural), condicion V de la figura 13 para efectuar la
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sintesis de 2’-hidroxichalconas y flavanonas con rendimientos de 16 % - 44 %y 30 % - 58 % para
ambos compuestos respectivamente. Los aldehidos y acetofenonas de partida junto con una
pequefia cantidad de n-tetradecano se mezclan y son calentados a 180 °C en bafio de aceite y
posteriormente se agrega el catalizador, siendo el tiempo de reaccién de 4 horas, obteniéndose los
productos mencionados anteriormente en proporciones que varian entre 23 — 54 % y 37 — 39 %

para las correspondientes 2’-hidroxichalconas y flavanonas.® 430

\_ / H,
/’*{_ SN

Figura 14. Estructura quimica del dimetilcarbamato de dimetilamonio (DIMCARB).

4.2.2. Otras reacciones para la sintesis de chalconas
Si bien, la condensacion de Claisen-Schmidt es uno de los métodos més utilizados para sintetizar
chalconas, se han reportado varios métodos para obtener este tipo de compuestos. A continuacion,

se presentan algunos de los mas representativos:

a. Sintesis de chalconas via acoplamiento de Suzuki

La sintesis de chalconas haciendo uso de esta metodologia se basa en los trabajos realizados por
Akira Suzuki en 1979, que consiste en la formacién de nuevos enlaces carbono — carbono,
ocupando paladio como catalizador de dicha reaccion. El primer registro de sintesis de chalconas
via acoplamiento de Suzuki data del afio 2003 y fue realizado por Said Eddarir y su equipo de
trabajo, quienes obtuvieron una serie de chalconas con rendimientos desde 68 % hasta 93 %,
aplicando condiciones de reaccion similares a las reportadas por Mustapha Haddach en 1999 para
la sintesis de diferentes cetonas, tal como se muestra en la figura 15 A, siendo el solvente tolueno
anhidro, utilizandose como base carbonato de cesio y como catalizador tetrakis(trifenilfosfina)-
paladio (0). Trabajos mas recientes incluyen la sintesis de chalconas a partir de tetrafluoroborato
de N-vinilpridinio y &cidos fenilborénicos (figura 15 B) con rendimientos 60 % — 92 %, siendo el
uso de sales como sustratos de esta reaccion, una novedad; asi como los procesos que involucran
carbonilacion y descarboxilacion de algunos reactivos que participan en la reaccién de

acoplamiento.2 43515253
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Figura 15. (A) sintesis de chalconas via acoplamiento de Suzuki por Eddarir, basada en la metodologia de
Haddach. (B) sintesis de chalconas via acoplamiento de Suzuki a partir de sales de vinilpiridinio y acidos

fenilboranicos.

b. Sintesis de chalconas via reaccion de acoplamiento de Heck

Ademas de la reaccion mencionada previamente, los catalizadores a base de paladio son utilizados
en la reaccion de acoplamiento de Heck, cuyos materiales de partida suelen ser &cidos
fenilbordnicos o haluros de arilo y cetonas insaturadas. En 2003 Cavarischia y su equipo reportaron
la primera sintesis de chalconas empleando las condiciones de reaccion de Heck, mezclando
cantidades equimolares de 1-(2,3-dimetoxifenil)-2-propenona y acetato de 4-yodofenilo disueltas
en acetonitrilo/trietilamina proporcion 3.5:1, y acetato de paladio (II) como catalizador en
presencia de trifenilfosfina, agitando todos los componentes en reflujo a 85 °C bajo atmdsfera de
argon durante 4 horas, obteniendo la correspondiente chalcona con un 94 % de rendimiento, como
se muestra en la figura 16 A. Posteriormente, se desarrollaron otras metodologias basadas en la
reaccion de Heck, algunas de las cuales incluyen el uso de cetonas con estructuras de bases de

Mannich (figura 16 B) como precursoras para la formacion de chalconas en presencia de haluros
de arilo, en condiciones de reaccion similares a las anteriores, cuyos rendimientos fueron
moderados; ademas de procesos de carbonilacién empleando, nuevamente como catalizador de la
reaccion, complejos a base de paladio y partiendo de haluros de arilo, principalmente yoduros,

estireno y didxido de carbono con rendimientos superiores al 73 %.2% 53 54,55.56,57
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Figura 16. (A) Sintesis de chalconas via reaccion de acoplamiento de Heck. (i): Pd(OACc),, PhsP, CH3CN, EtsN,
reflujo a 85 °C, 4 horas. (B) Sintesis de chalconas via acoplamiento de Heck a partir de cetonas con estructura de
bases de Manich, (i) Pd(OAc),, DMFA, trietilamina, 140 °C, 30 min.

C. Sintesis de chalconas via reaccion de Wittig

Dado que las chalconas poseen dentro de su estructura quimica basica un doble enlace, la sintesis
de estas puede desarrollarse a partir de reacciones de olefinacion, por ejemplo, la olefinacion de
Wittig a partir de la correspondiente 1-fenil-2-(trifenilfosforaniliden)etanona y benzaldehido. La
reaccion se completa tras 30 horas en reflujo usando como disolvente tetrahidrofurano, con
rendimientos cercanos al 70 %. Posteriormente, se llevo a cabo la misma reaccion, utilizando silica
gel como soporte de los materiales de partida y calentando la mezcla por radiacién de microondas,
reduciendo el tiempo de reaccion a un maximo de 6 minutos, al mismo tiempo que los rendimientos

se elevaron a un rango de entre 86 — 90 %, tal como se observa en la figura 17.2° %8

O (|] 0
P N MW 400 Watt Z SN
Silica gel, 5-6 min
¥ R Le =

Figura 17. Sintesis de chalconas por reaccion de olefinacion de Wittig. R = H, Cl, Br, OMe y Me en distintas

posiciones.
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d. Sintesis de chalconas via olefinacién de Julia-Kocienski

Se trata de una metodologia mas reciente para la obtencion de chalconas, basada en la reaccion de
olefinacion de Julia-Kocienski. Data del afio 2010 y fue realizada por Atul Kumar y su equipo de
trabajo, a partir de diferentes aldehidos arométicos y empleando sulfonas como reactivos de Julia,
THF como disolvente y 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno (DBU) como base no nucleofilica, es
decir, una base estéricamente impedida que es débilmente nucleofilica. La reaccion tarda entre 13
— 21 horas para completarse, generando las respectivas chalconas, con rendimientos entre 24 % -
88 %. A continuacion, en la figura 18, se muestra el esquema general de dicha reaccion.?® >°

Figura 18. Reaccidn de olefinacion de Julia-Kocienski para la obtencion de chalconas.

4.2.3. Aplicaciones bioldgicas de las chalconas

Diversidad de chalconas de origen natural y sintético se han reportado como compuestos de gran
interés bioldgico, debido a su actividad antimalarica, anti-leishmania, anti-cancer, antioxidante,
anti-tuberculosis, antimitotica, antifingica, antibacterial, entre otras. Aunque estos compuestos
han presentado excelentes resultados en las pruebas in vitro, las concentraciones que se requieren
para que los resultados de las pruebas in vivo sean similares, son muy altas, dificultando su
aprobacion como nuevos farmacos. Esto ha motivado que se incremente el nimero de estudios
relacionados con la extraccion de chalconas de diferentes plantas, la sintesis de nuevas chalconas
y derivados de estas, que sean semejantes en propiedades biologicas a las que han sido previamente

estudiadas, pero actuando a menores concentraciones.® *°

A continuacion, se presentan algunos ejemplos de chalconas que poseen actividad

biologica notable:
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En 1990 se public6 un estudio realizado por Koichi Shudo y su equipo de trabajo, en el que
se probd la actividad de diversos compuestos quimicos contra células asociadas a la leucemia
mieloide en comparacion con el &cido retinoico. Los resultados mostraron que dos de los
compuestos sintetizados, conteniendo estructuras de chalcona, fueron mas activos que el acido
retinoico, los cuales fueron el é&cido 4-[(E)-3-[3,5-bis(trimetilsilil)fenil]-3-oxoprop-1-enil]
benzoico y el &cido 4-[(E)-[3,5-bis(trimetilgermil)fenil]-3-oxoprop-1-enil] benzoico, estructuras
mostrada en la figura 19 (A). Incluso los derivados-mono sustituidos en la posicion 3, exhibieron

actividad significativa contra las células mencionadas previamente durante las pruebas in vitro.%°

Satyanarayana y Rao publicaron en 1995 los resultados de su investigacion, relacionada
con la actividad antiinflamatoria, analgésica y antipirética de una serie de sidnonas conteniendo
estructuras de chalconas. Algunos de los compuestos sintetizados por el equipo de trabajo,
demostraron ser efectivos en las pruebas in vivo realizadas, en comparacion con los respectivos
controles positivos empleados. A pesar de la efectividad de algunos de los compuestos obtenidos,
las concentraciones en que se administraron a las ratas y ratones de prueba fueron mayores a las
correspondientes de los controles positivos. En la figura 19 (B) se muestra la estructura de los

compuestos que obtuvieron los resultados mas significativos.5!

De la misma forma, se han publicado algunos articulos de revision que recopilan
informacion sobre la actividad biolégica y farmacoldgica de diversas chalconas y compuestos

relacionados.

Por ejemplo, el articulo de revision publicado en 2004 por James Sikorski, en el que se
hace mencion de chalconas sintéticas y presentes de forma natural en diversas plantas, que poseen
actividad antioxidante, anti-cancer, antiinflamatoria, entre otras. Respecto a la actividad
antioxidante, se ha estudiado la capacidad inhibitoria que estos poseen sobre los procesos
asociados a los radicales libres que intervienen en la formacion de sustancias sumamente reactivas
y tdxicas, conocidos por provocar graves problemas salud, ya que suelen ser mutagéenicos y
carcinogénicos. Asi, compuestos como las licochalconas B y D, figura 19 (C), extraidas de las
raices de Glycyrrhiza inflata, son capaces de reducir la formacion de radicales libres como
superoxidos (O27), evitando significativamente el proceso de peroxidacion lipidica, a la vez que
mostraron buenos resultados en la prueba de capacidad antioxidante DPPH o radical 2,2’-difenil-

1-picrilhidrazilo (DPPH, nombre en inglés del radical 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl); asi como
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también la broussochalcona A, figura 19 (C), extraida de Broussonetia papyrifera, que resulté ser
igual de efectiva comparada con antioxidantes comerciales como el butilhidroxitolueno (BHT) o

naturales como el a-tocoferol o vitamina E.52

(A) Ry, R, = Si(CH3); 0 Ge(CHj), N—( (B) R=CI, NO,

o
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Figura 19. Estructura de algunas chalconas y derivados con actividad bioldgica.
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Por otra parte, también se mencionan algunas chalconas que han sido estudiadas por su
capacidad de inhibir la proliferacion de células cancerigenas. Algunos mecanismos de accion se
centran en la funcién de proteinas como la p53, que es la responsable de controlar los procesos de
proliferacion celular y de activar mecanismos de reparacion cuando ocurren defectos en la sintesis
de ADN. Sin embargo, el mecanismo de regulacion de dicho supresor tumoral, se basa en la unién
de este con la proteina MDM2, por sus siglas en inglés mouse double minute-2, causando la
disminucién o cese de la funcidn de la p53. Por ello, el desarrollo de algunos tratamientos contra
el cancer, se basan en la inactivacion de la unién entre ambas proteinas, tal es el caso de un grupo
de chalconas sintetizadas por un equipo de trabajo de Hoffmann-La Roche, con la capacidad de
unirse al extremo N-terminal de la proteina MDMZ2, inactivando en gran medida el efecto de la
unién entre esta y la proteina p53. Una chalcona en particular, la LSM-83177, cuya estructura se
muestra en la figura 19 (D), disminuyd la actividad de la proteina MDM2 en un porcentaje mayor
al 70 % a una concentracion de 40 puM.52 6364

En el mismo documento, se reportan la metochalcona y sofalcona, figura 19 (E), que han
sido empleadas y en algunos paises comercializadas como farmacos colerético y anti-ulceras
respectivamente, aunque aun se encuentran en estado de farmacos experimentales, poseen muy
buena actividad como protectores de la mucosa gastrica e inhibiendo el crecimiento de colonias

de Helicobacter pylori.5?

Algunos estudios relacionados con la actividad fungicida de las chalconas datan de inicios
de la década de los 90. Por ejemplo, en 1991, Bilgin y su equipo de trabajo reportaron la sintesis
de 19 chalconas que fueron probadas contra diferentes especies del género Candida. Siendo la 4°-
hidroxichalcona, mostrada en la figura 19 (F), la mas importante de la serie, ya que su capacidad
fungicida fue similar a la de los controles positivos, observandose gran eficacia contra la especie

Candida parapsilosis.®

Por otra parte, en el afio 2007 se sintetizaron y patentaron derivados de compuestos
conteniendo estructura de chalcona, figuras 19 (G) y (H) respectivamente, que demostraron ser
efectivos fungicidas, dichos compuestos presentan otros rasgos estructurales como oximas y

cadenas alquilicas azufradas.%® ¢’

En el afio 2019, Bonvicini y su grupo de trabajo, reportaron la sintesis de una larga serie

de chalconas y derivados de las mismas, algunas de las cuales exhibieron valores de inhibicion del
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crecimiento de especies de Candida y otros hongos, comparables a los de los fungicidas utilizados
como controles positivos. Aunque los compuestos han sido probados en ensayos in vitro
solamente, un compuesto en particular, mostrado en la figura 19 (I) mostré mayor efectividad
inhibiendo el crecimiento de hongos que los fungicidas de control. Ademas, otras caracteristicas
de interés clinico, son la capacidad de este compuesto para inhibir la formacion de hifas y de
biopeliculas, ambas asociadas con los procesos de resistencia de dichos microorganismos,

convirtiéndolo en un excelente candidato para futuras investigaciones.®®

4.3. FLAVONAS

Las flavonas, al igual que las chalconas, pertenecen al amplio grupo de metabolitos secundarios
conocidos como flavonoides. Se les encuentra en una gran variedad de frutas, vegetales y algunas
especias, siendo los responsables de los colores amarillo y anaranjado en diversas plantas. La
estructura base de las flavonas es la y-benzopiranona, figura 6 (a). Estructuralmente, se componen
de tres diferentes anillos, denominados A, B y C. El sistema empleado para indicar su numeracion
inicia con el atomo de oxigeno del anillo C, que ocupa la posicidn 1, en tanto que la posicion 4 le
pertenece al carbono que forma parte del grupo carbonilo. La numeracion continua en el anillo A,

desde la posicion 5 hasta la 8, mientras que en el anillo B se tienen las posiciones que van desde

0 18, 21,69

1’ hasta 6°, tal como se muestra en la figura 2

Figura 20. Estructura general y numeracion de las flavonas.

Diversas flavonas de origen natural y sintético han sido estudiadas con el fin de desarrollar

nuevos tratamientos contra diferentes enfermedades, debido a la actividad biolégica que estas
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exhiben. Sin embargo, muy pocos tratamientos que incluyen flavonas o compuestos relacionados,
son comercializados actualmente, entre ellos, la diosmina comercializada como Daflon®, o el
Flavoxato, utilizados como tratamientos para problemas de las vias circulatorias y como relajante

muscular respectivamente.® 2

Modificaciones en el anillo C de la estructura general de las flavonas, conducen a la
formacion de otros flavonoides, entre ellos, 3-hidroxiflavonas, flavanonas, flavanoles, entre otros,

como los mostrados previamente en la figura 6.4

4.3.1. Sintesis de flavonas

Existen distintas metodologias para sintetizar flavonas y otros flavonoides similares, debido a que
estos compuestos son objeto de estudio en diversos campos de la investigacion cientifica. Algunos
de los métodos mas usuales implican la ciclacion de 2’-hidroxichalconas, la oxidacion de
flavanonas, reacciones de reordenamiento y de acoplamiento usando catalizadores metalicos, entre

otros.?1: 70

a. Reaccion de Algar-Flynn-Oyamada

La reaccion de Algar-Flynn-Oyamada es una metodologia para la obtencion de 3-hidroxiflavonas,
conocidas también como flavonoles, a partir de sus correspondientes 2’-hidroxichalconas.
Motivados por el desarrollo de metodologias que permitieran realizar la sintesis de diversos
flavonoides, tanto Joseph Algar junto a John Flynn en 1934 como Taichiro Oyamada en 1935
estudiaron el efecto del peroxido de hidrogeno sobre disoluciones alcohodlicas alcalinas de 2’-
hidroxichalconas, obteniendo las correspondientes 3’-hidroxiflavonas con rendimientos desde
moderados a muy buenos. Ambos procedimientos son similares, siendo la temperatura de reaccion,
la variante dentro de los mismos; en tanto que Algar y Flynn llevaron a cabo la reaccién a altas
temperaturas, Oyamada la realizé en un rango de temperatura de entre 0 — 5 °C, siendo el Gltimo

quien obtuvo mayores porcentajes de rendimiento (40 % - 90 %)."t "2

La reaccion general a partir de los procedimientos mencionados anteriormente, consiste en
la ciclacion oxidativa de 2’-hidroxichalconas en medio basico, empleando como agente oxidante

perdxido de hidrégeno, tal como se muestra en la figura 21.
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Figura 21. Reaccion general de Algar-Flynn-Oyamada para la obtencién de 3-hidroxiflavonas (b) a partir de 2’-

hidroxichalconas (a).

A pesar que la reaccidn procede de tal forma que la mayor parte de reactivo se transforma
en la correspondiente 3-hidroxiflavona, existen ocasiones en que se forman algunos productos
secundarios, entre ellos, las respectivas auronas y los productos de oxidacion generados a partir de
la reaccion de retrocondensacion de la 2’-hidroxichalcona, tal como se muestra en la figura 22, y

que ademas afectan el rendimiento de la misma.” 74
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OH
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Figura 22. Estructuras quimicas de los productos secundarios formados en la reaccién de Algar-Flynn-Oyamada. (a)

Aurona, (b) productos de retrocondensacion de la 2’-hidroxichalcona.

El mecanismo de reaccién que explica la formacion de las 3-hidroxiflavonas sigue siendo
tema de debate en la comunidad cientifica, pues se han sugerido diferentes hipdtesis referentes a
este proceso, entre las que se encuentran i) la ciclacion y oxidacion del epéxido de la chalcona y
ii) la ciclacion de la chalcona para formar la respectiva flavanona y posterior oxidacion a 3-
hidroxiflavona. Algunos autores sostienen que la formacion de epoxidos de 2’-hidroxichalconas

no es viable en medio fuertemente basico, empleando peréxido de hidrogeno como oxidante, por
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lo que sugieren que la reaccién procede de acuerdo con el segundo mecanismo. Sin embargo,
debido a pruebas derivadas de estudios computacionales y experimentales de la reaccion, es el
primer mecanismo el que se ha desarrollado con méas detalle y que, por lo tanto, se emplea con
mayor aceptacion. Por ejemplo, se han reportado varias metodologias en que se describe la sintesis
de los epoxidos de diferentes 2’-hidroxichalconas en disoluciones de basicidad media, utilizando
como agente oxidante disolucion de peroxido de hidrogeno al 30 %. Por otra parte, el seguimiento
de la reaccion de Algar-Flynn-Oyamada por medio de cromatografia liquida-espectrometria de
masas (LCMS, por sus siglas en inglés Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) y resonancia
magnética nuclear de proton *H-RMN ha permitido demostrar la formacion de los epdxidos de 2’-
hidroxichalconas como intermediarios de la formacidn de las correspondientes 3-hidroxiflavonas,
bajo las condiciones de reaccion mencionadas, en un amplio rango de temperaturas, por tanto, las
estructuras de los epoxidos de 2’-hidroxichalconas se incluyen en el mecanismo de reaccion,
mostrado en la figura 23.7 74 75.76. 77
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Figura 23. Mecanismo de la reaccion de Algar-Flynn-Oyamada.
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Asi, el primer paso del mismo, es la formacion del epoxido (b) de la 2’-hidroxichalcona
(@), al mismo tiempo que se da la desprotonacién del grupo hidroxilo de esta. Posteriormente,
ocurre la etapa de ciclacion, en la que tiene lugar el ataque nucleofilico intramolecular del
fenoxido, formado durante la primera etapa, al carbono B de (b), para formar el correspondiente
flavonoxido (c). Esta es la etapa determinante de la reaccion y depende en gran medida de la
nucleofilicidad del fendxido y electrofilicidad del Cg en el intermediario (b), propiedad que a su
vez se ve afectada por los sustituyentes presentes en los anillos A 'y B de este, asi, los sustituyentes
donadores de densidad electrénica en A y sustractores de densidad electrénica en B son los que
favorecen la formacion de las 3-hidroxiflavonas, en tanto que, los sustituyentes donadores de
densidad electrénica pueden propiciar el ataque nucleofilico en la posicion o del epoxido y la
consecuente formacion de la respectiva aurona (figura 22). Finalmente, la Ultima etapa del
mecanismo consta de la formacion del doble enlace entre los atomos de carbono 2y 3 de (c) y la

neutralizacion del medio para obtener la 3-hidroxiflavona (d).”3 74 75 76.77

4.3.2. Otras reacciones para la sintesis de flavonas
La reaccion de Algar-Flynn-Oyamada es una metodologia ampliamente utilizada para la obtencion
de 3-hidroxiflavonas, algunos otros métodos sintéticos han permitido obtener productos como las

flavonas, figura 20. Entre los métodos mas comunes se encuentran:

a. Oxidacion de flavanonas a flavonas

Estructuralmente hablando, las flavonas se diferencian de las flavanonas por la presencia de un
doble enlace entre los &tomos de carbono 2 y 3 en el anillo C de las primeras, tal como se muestra
en las estructuras (c) y (d) de la figura 6. Por ello, los métodos de sintesis de flavonas a partir de
su respectiva flavanona, consisten en la formacion del doble enlace mencionado previamente,
proceso que ha sido estudiado desde inicios de los afios 1960. Sin embargo, las primeras
metodologias se caracterizaron por el uso de reactivos altamente contaminantes y toxicos como el
bromo, posteriormente se trabajo haciendo uso de yodo en presencia de acido acético. En el afio
2005, Gopan y su equipo de trabajo realizaron la oxidacién de flavanonas en medio &acido, para
ello, las flavanonas de partida fueron calentadas a 100 °C durante una hora en presencia de acido

perclorico al 70 % y acetato de manganeso (II1) en 4&cido acético, generando asi las
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correspondientes flavonas con rendimientos casi cuantitativos, variando entre 90 — 96 %, tal como

se muestra en la figura 24.2% 78

100°C, 1 h

-
Mn(OAc);, HCIO;, HOAc

(A)

Figura 24. Sintesis de flavonas (B) a partir de flavanonas (A) empleando acetato de manganeso (l11), acido

perclérico y acido acético. Ri, Rz, R = H, CH3, Cl 0 NO..

b. Sintesis de flavonas por reaccion de reordenamiento de Baker-Venkataraman

Se trata de una reaccion quimica que permite la obtencion de flavonas (c) a partir de la ciclacion
de 1,3-dicetonas, como la estructura (b) en la figura 25, cuando la misma es sometida a
calentamiento en presencia de acidos. Este comportamiento fue observado individualmente por
Wilson Baker en 1933 y por Krishnasami Venkataraman en 1934, quienes obtuvieron flavonas a
partir de benzoatos de 2-acetilfenilos, estructura (a) en la figura 25. La formacion de las flavonas
se explico a partir del reordenamiento quimico que experimenta (a) en medio basico, en el cual,
tiene lugar la transposicion intramolecular de un grupo benzoilo desde el oxigeno del éster hasta
el carbono a de la cetona, formandose asi (b) y posteriormente (c). Aunque se han probado otras
metodologias para llevar a cabo la ciclacion de (b) por ejemplo, el calentamiento en presencia de
glicerol, la metodologia que proporciona mejores rendimientos de reaccion (94 — 97 %) es el

calentamiento en presencia de acido sulfirico y 4cido acético glacial.?: 798081

O 8] ] 0
Ph
1)KOH/Piridina H,50, +  Hy0
A—
o 2) HOAc OH HOAe, A (o) Ph

(a) )\ (b) (c)
o Ph

Figura 25. Sintesis de flavonas por reordenamiento de Baker-Venkataraman.
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C. Sintesis de flavonas por la reaccion de condensaciéon de Allan-Robinson

Otra alternativa para la sintesis de flavonas, es la reaccion de Allan-Robinson, que consiste en la
condensacion entre 2-hidroxiacetofenonas con anhidridos de acidos aromaticos en presencia de la
sal del mismo &cido como catalizador de la reaccion, como se observa en la figura 26. Otros
catalizadores de la reaccion pueden ser bases como trimetilamina o piridina. La reaccion se lleva
a cabo en calentamiento, pero temperaturas muy altas pueden provocar la formacién de productos

secundarios, disminuyendo el porcentaje de rendimiento de esta.?:

(o) 0
L o
R 0 R
- i

RCO,Na, A R 0
OH 0 R

L]

Figura 26. Sintesis de flavonas por la reaccion de Allan-Robinson. R = grupo arilo.

d. Sintesis de flavonas asistida por ultrasonido

Otro método para la sintesis de flavonas consiste en la oxidacion de 2’-hidroxichalconas, usando
para dicho fin, cloruro de yodo en presencia de dimetilsulfoxido (DMSQO). El procedimiento
publicado en 2016 por Lahyani y Trabelsi se basa en el proceso de activacion sonoquimica, por
medio del ultrasonido a una frecuencia de 20 kHz y en condiciones de calentamiento medias (50
°C). La reaccion se completa en 30 minutos y genera la respectiva flavona sin la formacion de
productos secundarios, con rendimientos casi cuantitativos superiores al 90 %. A continuacion, en

la figura 27 se muestran las condiciones de esta reaccion:%?

ICI-DMSO

US, 30 min, 50 °C

Figura 27. Sintesis de flavonas asistida por ultrasonido. R = H, Cl, OCHjs. US: ultrasonido, frecuencia 20 kHz.
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4.3.3. Aplicaciones biologicas de las flavonas

De la misma forma que las chalconas, las flavonas son ampliamente estudiadas debido a su
actividad biolégica y farmacoldgica, actuando, por ejemplo, como antitumorales,
anticancerigenos, antiinflamatorios, antioxidantes, antimicrobianos, entre otros. Entre los
flavonoides mas importantes por sus aplicaciones terapéuticas se encuentran las 3-hidroxiflavonas
y las flavonas. Ambas familias de compuestos se encuentran extensamente distribuidas en el reino
vegetal y muchos otros de origen sintético, figuran en el limitado nimero de sustancias
internacionalmente aprobadas como complemento para algunos tratamientos médicos de
diferentes tipos de enfermedades. A continuacién, se mencionan diversos ejemplos de este tipo de

compuestos y sus aplicaciones:5°

Diversas flavonas, 3-hidroxiflavonas y compuestos similares han sido reportados como
potentes antioxidantes, ya que poseen la capacidad de disminuir o inhibir la oxidacion de distintas
biomoléculas, proceso que ocurre por la accion de radicales libres como superdxido, hidroxilo y
peroxilo, entre otros, sobre estas. Asi, compuestos como la miricetina, el kaempferol, la quercetina
(3-hidroxiflavonas) y la luteolina (flavona), estructuras mostradas en la tabla 2, fueron estudiadas
por Guohua y su equipo de trabajo, con el fin de determinar la capacidad antioxidante de los
flavonoides, usando para ello el metodo de la capacidad de absorcion de radical oxigeno (ORAC,
por sus siglas en inglés oxygen radical absorbance capacity). Las pruebas fueron realizadas frente
a los radicales peroxilo e hidroxilo, empleando como control positivo el antioxidante comercial
Trolox®, un analogo de la vitamina E. El equipo concluy6 que los flavonoides con un mayor
namero de grupos hidroxilo libres poseen mayor capacidad antioxidante, siendo la miricetina el
flavonoide mas sobresaliente de la serie estudiada. Por otra parte, el equipo observd que un patron
de sustitucion con grupos OH en las posiciones 3’ y 4°, incrementa la capacidad antioxidante de
los flavonoides. Posteriormente, Greeff junto con su equipo de trabajo reportaron un estudio
relacionado con la capacidad antioxidante de 2-fenilquinolin-4-onas, andlogos estructurales de las
flavonas, mostrados en la tabla 2, los cuales exhibieron muy buenos resultados frente al estandar
Trolox®, aln a concentraciones de 0.001 mM. Sin embargo, ninguno de estos ha sido aprobado
para ser utilizado como tratamiento clinico, pues existen diferencias significativas entre las pruebas
in vitro e in vivo, por lo que se hace necesario que se retornen a la fase experimental, en busca de

nuevos resultados.® 8384
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Tabla 2. Estructura quimica de algunos flavonoides que presentan actividad biolégica.

Flavonoide X Rl R2 R3 R4 RS 4] R7 R3 E9
Apigenina 8] H OH H OH H H H OH H
6-hidroxi-2- NH H H OH H H H H H H
fenilgninolinona
8-hidroxi-2- NH H H H H OH H H H H
fenilgninolinona
Miricetina 8] OH OH H OH H H OH OH OH
Kaempferol o OH OH H OH H H H OH H
Luteolina 8] H OH H OH H H OH OH H
Quercetina o OH 0H H OH H H 0OH OH H
Tricina? 8] H OH H OH H H Ohde OH Ohde

? Uno de los flavonoides extraidos de Arvtemisia givaldit

Algunos flavonoides anteriormente mencionados y otros como la apigenina han sido
incluidos en estudios relacionados con actividad anticancerigena. Por ejemplo, Knekt y su equipo
de trabajo condujeron una investigacion durante 24 afios, en torno a la influencia de la ingesta de
alimentos ricos en flavonoides, principalmente quercetina, sobre el desarrollo de cancer pulmonar.
Cerca de 10, 000 personas participaron del estudio realizado, en el que se dio seguimiento a la
dieta alimenticia de los mismos, que fueron categorizados por género, edad, fumadores o no
fumadores, con o sin antecedentes de problemas respiratorios crénicos. De este estudio se concluyd
que existe una relacion significativa entre la ingesta de alimentos con alto contenido de flavonoides
y el posterior desarrollo de cancer pulmonar, la cual es inversamente proporcional, es decir, a
mayor ingesta de flavonoides corresponde un menor riesgo de desarrollar este padecimiento. El
equipo de trabajo sefiald también, que el efecto es principalmente protector, pues las personas
categorizadas como fumadores y con padecimientos respiratorios previos disminuyeron en menor
grado la probabilidad de desarrollar este tipo de cancer. En una revision cientifica realizada por
Shukla y Gupta, se hace mencién de la actividad anticancerigena de la apigenina, estructura

mostrada en la tabla 2, y en la que también se informa sobre la accion de esta flavona en la
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prevencion del cancer pulmonar. De hecho, la apigenina se une a la proteina factor de crecimiento
endotelial vascular, VEGF (por sus siglas en inglés Vascular Endothelial Growth Factor),
impidiendo el proceso de angiogénesis o crecimiento capilar en los tumores asociados a este

cancer, y a su vez la propagacion de este.®% 8> 8

El uso de flavonas y 3-hidroxiflavonas como agentes antimicrobianos también ha sido
estudiado, demostrandose que varios flavonoides de origen natural y sintético son capaces de
inhibir el crecimiento de microorganismos. Zheng y su equipo de trabajo reportaron en 1995 el
aislamiento de tres diferentes flavonas de Artemisia giraldii, las cuales fueron probadas contra
diferentes cepas de bacterias y hongos, obteniéndose valores de concentracion minima inhibitoria
(MIC, por sus siglas en inglés Minimal Inhibitory Concentration) en rangos comprendidos entre
los 500 — 1000 pg/mL, siendo asi mas efectivas que algunos sesquiterpenoides de la misma planta.
Las estructuras de las flavonas aisladas se muestran en la tabla 2. Posteriormente, Guz y
colaboradores sintetizaron una serie de flavonas y flavonolignanos, cuya estructura se muestra en
la figura 28, que fueron sometidos a ensayos con el fin de determinar la capacidad de los mismos
para inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus; si bien, los compuestos ensayados fueron
capaces de inhibir en cierta medida el crecimiento S. aureus, lo hicieron en conjunto con el control
positivo, ya que al utilizarlos de forma independiente, se requeria de grandes concentraciones para

conseguir la inhibicion de crecimiento del mismo. 5% 878889

HO
0 n""“\ \D H

0 OMe MeO

OH

Q

Figura 28. Estructura de algunos flavonolignanos activos contra S. aureus.

A su vez, se han realizado estudios relacionados con la actividad antimicotica de algunos

flavonoides. La quercetina, una 3-hidroxiflavona, ha mostrado ser efectiva inhibiendo el
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crecimiento de Trichophyton rubrum, una especie de hongo dermatofito asociado a problemas
como el pie de atleta, con una concentracion minima inhibitoria de 125 pg/mL en comparacion
con antimicoticos de referencia como el fluconazol y cerulenin, con MIC de 63 y 125 pg/mL
respectivamente, tal como se publico en el estudio realizado por Takahasi y colaboradores. La
ventaja de la quercetina sobre los antimicéticos de referencia, es su accion especifica sobre
mecanismos bioquimicos propios del microorganismo, por lo que se ha sugerido la realizacion de
posteriores pruebas in vivo. Recientemente, Al Aboody y Mickymaray han publicado una larga
lista de mas de 50 flavonoides que poseen actividad antimicotica, ademas, se mencionan y
describen los principales mecanismos por los cuales los flavonoides son capaces de inhibir el
crecimiento de los hongos, entre los que se destacan el rompimiento de las membranas celulares,

inhibicion de la formacion de pared celular, division celular, sintesis de proteinas, y otros méas.%®
90,91

4.4. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE FLAVONOIDES

4.4.1. Aislamiento y purificacion de flavonoides

El aislamiento de flavonoides desde material vegetal o desde el seno de una reaccién quimica, es
una operacion de gran importancia para su caracterizacion y posteriores aplicaciones. Los
procedimientos para llevar a cabo dicha operacion pueden ser de tipo fisico o quimico, siendo
predominantemente usados los del primer tipo mencionado. Cuando se trata de flavonoides
sintetizados en el laboratorio, una técnica comun para separarlos de las impurezas o subproductos
formados durante la reaccion, es la recristalizacion, la cual puede efectuarse habiendo o no
realizado previamente una extraccion liquido-liquido. Sin embargo, la técnica considerada
universal para aislar flavonoides naturales o sintéticos es la cromatografia en columna de gel de

silice, la cual se describe a continuacién.®?

a. Cromatografia en columna de gel de silice

Consiste en la separacion de los componentes de una mezcla, al hacerlos pasar a travées de un sélido
poroso Y de area superficial alta, como el diéxido de silicio (conocido también como gel de silice)
previamente activado por una mezcla de solventes, que en conjunto conforman la fase estacionaria.
La separacién ocurre cuando la mezcla de los componentes de interés, disuelta en la mezcla de

solventes antes mencionada (llamada fase mavil) se hace pasar a través de una columna de gel de
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silice activado, entonces cada uno de los componentes comienza a ser eluido en funcién de la
afinidad de estos con la fase estacionaria, asi, los componentes con mayor afinidad a esta seran
retenidos una mayor cantidad de tiempo en la columna, en tanto que aquellos con menor afinidad
viajaran mas réapido a través de la misma. La correcta separacion de los componentes depende de
la uniformidad de la fase estacionaria y de la relacion de polaridad entre los componentes de la
mezcla y las diferentes fases. Cada componente separado que es eluido se recolecta en tubos de
ensayo, lo que conforma las distintas fracciones. Las fracciones de cada componente comdn se
unen en un solo frasco y se elimina el disolvente para obtenerlos de forma pura. A continuacion,

en la figura 29 se muestra un esquema del montaje de un equipo de cromatografia en columna.®

93
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Figura 29. Montaje de un equipo de cromatografia en columna. (1) Columna cromatografica, (2) Ubicacién de fase

estacionaria y recorrido de la fase movil, (3) Fracciones recolectadas.
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4.4.2. Caracterizacion de flavonoides

La caracterizacion estructural de los flavonoides es un proceso de mucha importancia para un gran
namero de aplicaciones, ya que el conocimiento exacto de la identidad de estos, es indispensable
para la comprension y estudio de sus propiedades fisicas y quimicas. En este sentido, el analisis
espectroscopico de los flavonoides se ha convertido en la opcién méas confiable y utilizada para
identificar la estructura de los mismos. Algunos de los métodos mas comunes son la espectroscopia
de resonancia magnética nuclear, la espectroscopia de infrarrojo y la espectroscopia de
ultravioleta-visible. Los fundamentos de las metodologias mencionadas se describen a

continuacion.%% %4

a. Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

La region infrarroja (IR) del espectro electromagnético cubre el intervalo previo a la region del
espectro visible (7.8 x 107 m) a aproximadamente 10 m, pero Gnicamente la porcién media desde
2.5x10%ma 2.5 x 10° m es utilizada por los quimicos organicos. Por lo regular las longitudes de
onda en la region IR se dan en micrometros y las frecuencias se dan en nimeros de onda en lugar
de Hertz. El nimero de onda es el reciproco de la longitud de onda en centimetros, y por lo tanto
se expresa en unidades de cm™. Por tanto, la region IR (til es de 4000 a 400 cm™, que corresponde
a las energias de 48.0 kJ/mol a 4.8 kJ/mol (11.5-1.5 kcal/mol). Cuando se irradia una molécula con
radiacion electromagnética, la energia se absorbe si la frecuencia de la radiacion coincide con la
frecuencia de la vibracion. El resultado de esta absorcion de energia es una amplitud incrementada
por la vibracion. Dado que cada frecuencia absorbida por una molécula corresponde a un
movimiento molecular especifico, se puede encontrar qué tipos de movimientos tiene una
molécula, midiendo su espectro en el IR. Al interpretar estos movimientos, se puede encontrar qué

tipos de enlaces (grupos funcionales) estan presentes en la molécula.

La espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés
Fourier-Transform Infrared Spectroscopy) resulta de gran utilidad para el analisis de diversos
compuestos quimicos, pues transforma las sefiales registradas por el equipo en un espectro
interpretable, el cual brinda informacion estructural sobre la muestra analizada. Dicha técnica se
basa en la combinacion de los haces de radiacion infrarroja, que previamente impactaron un divisor

de haz (interferometria), en uno solo, el cual incide sobre la muestra y genera una respuesta llamada
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interferograma, en el detector, la cual es decodificada mediante la aplicacién de la transformacion
matematica denominada transformada de Fourier. El interferograma decodificado da como
resultado un espectro que posee sefiales caracteristicas reconocibles por los analistas.®

b. Espectroscopia de Ultravioleta-visible (UV-Vis)

Los compuestos con dobles enlaces conjugados son comunes en la naturaleza, varios de los cuales
existen como pigmentos, siendo los responsables de los colores brillantes de las frutas y las flores.
La region del ultravioleta del espectro electromagnético se extiende del extremo de longitud de
onda corta de la region visible (4 x 107 m) al extremo de longitud de onda larga de la regién de
rayos X (10® m), pero el intervalo angosto de 2 x 10" ma 4 x 107" mes la porcion de mayor interés
para los quimicos organicos. Las absorciones en esta regioén se miden por lo regular en nanémetros
(nm). Por lo tanto, el intervalo de ultravioleta de interés es de 200 a 400 nm. Con la radiacion UV,
la energia absorbida corresponde a la cantidad necesaria para promover un electron de un orbital
a otro en una molécula conjugada. Se registra un espectro de ultravioleta irradiando la muestra con
luz UV cambiando continuamente su longitud de onda. Cuando la longitud de onda corresponde
al nivel de energia requerido para excitar un electrén a un nivel mas alto, se absorbe energia. Se
detecta esta absorcion y se muestra en una grafica que traza la absorbancia (A) en funcién de la
longitud de onda. La absortividad molar es una constante fisica caracteristica de la sustancia
particular que se observa y, por lo tanto, caracteristica del sistema electronico m particular en la
molécula. Los valores tipicos para los dienos conjugados estan en el intervalo de coeficiente de
absortividad molar (¢=10,000 a 25, 000). A diferencia de los espectros de IR y de RMN, los cuales
muestran varias absorciones, para una molécula dada, los espectros de UV frecuentemente constan
de un solo pico o sefial. Por lo regular, el pico es ancho y se identifica su posicion notando la

longitud de onda en la parte més alta de este (Amax).*®

C. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (NMR)

Varios tipos de nucleos atdbmicos con numero de protones y neutrones impar, es decir, espin
nuclear diferente de cero se comportan como si estuvieran girando alrededor de un eje, de manera
similar al movimiento de rotacion de la Tierra. Debido a que tienen carga positiva, estos nicleos
actGan como pequefios imanes en forma de barra e interactan con un campo magnético externo.
En ausencia de un campo magnético externo, los espines de los nicleos magnéticos se orientan al

azar; sin embargo, cuando se coloca una muestra que contiene estos nucleos entre los polos de un
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iman poderoso, los espines adoptan orientaciones especificas. Al girar, un nicleo de 'H o BC
puede orientarse de tal manera que su propio campo magnético se alinea con (paralelo a) o contra
(antiparalelo a) el campo magnético del iméan; sin embargo, las dos orientaciones no tienen la
misma energia y probablemente no son iguales. Si ahora se irradian los ndcleos orientados con
radiacion electromagnética de la frecuencia apropiada, éstos absorben energia y el estado de menor
energia invierte su espin al estado de mayor energia. Cuando ocurre la inversion del espin, se dice
que los nlcleos magnéticos estan en resonancia con la radiacién aplicada. La frecuencia exacta
necesaria para la resonancia depende de la fuerza del campo magnético externo y de la identidad
de los nucleos. Todos los nucleos en las moléculas estan rodeados por electrones. Cuando se aplica
a la molécula un campo magnético externo, los electrones que se mueven alrededor de los nicleos
aplican por si mismos pequefios campos magnéticos locales; estos campos magnéticos locales
actan en oposicion al campo aplicado de tal manera que el campo efectivo que actua sobre el
nucleo es un poco méas débil que el campo aplicado. Al describir este efecto de los campos locales,
se dice que los nucleos estan protegidos del efecto total del campo aplicado por los electrones que
lo rodean. Debido a que cada nucleo especifico en una molécula esta en un ambiente electronico
diferente y los campos magnéeticos efectivos en cada uno de ellos son diferentes también. Pueden
detectarse estas pequefias diferencias en los campos magnéticos efectivos experimentados por los
diferentes ndcleos y por tanto se puede observar una sefial distinta para cada uno de los nucleos de

13C y de H quimicamente distintos en una molécula.®

Cada una de las técnicas mencionadas anteriormente, entre muchas otras, aporta
informacion diferente y valiosa para determinar la estructura de los flavonoides. A continuacion,
en la tabla 3, se muestra informacion sobre los tipos de espectroscopia previamente descritas de

interés para la caracterizacion de distintos flavonoides.%? %
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Tabla 3. Sefales caracteristicas de algunos flavonoides en NMR, IR y UV-Vis.

TH-RMN 6 (ppm)* FTIR ¥ (co))° UV-Vis
Flavonoide Ha Hp 20H 30H 3H 3H: 3H{ =0 ¢ OH =CH Co* (::;h
715-823. 745807 , N
Chalcona 1=15-17  I=15-17 NA NA NA NA NA 1650- 1350 965 Na 220270
1685 1640 340-390
Hz Hz
7.15-823. 745807 .
2 1823 A 10.41- 1640- 1550 . . 220-280,
hidroxichalcona  © ‘Ifz‘l 7= ;fz 17 4353 NA NA  NA NA© ys70  1e40 DO 95 NA g0 s
6.3- 1640- 1580 800-  1050- 250-280,
Flavona NA Na NALONA gy N NA 1660 1660 ' 840 1150 304-350
2835, 25289, _ i
Flavanona NA NA NA NA NA J=13, I=3.17 1680 11?53% NA  NA 110155% ig%izg
17Hz Hz
L 5.91- 1652-  1660-  3400- 1050-  250-280,
3-hidroxiflavona  NA Na NA gy NA NA NA 1658 1680 3600 1150 360-400

Notas: * Desplazamientos quimicos &, reportados en unidades de partes por millén (ppm). ¥ bandas caracteristicas en el infrarrojo, reportadas como
mimero de onda (cm!), © tensién del grupo carbonilo, 4 tensién del doble enlace carbono-carbono, ¢ tension del grupo hidroxilo, T flexién del enlace
carbono-hidrégeno de sistema olefinico, & tension del enlace carbono-oxigeno en anillo de seis miembros, ® bandas de méxima absorcién en el
ultravioleta-visible reportadas en nanémetros (nm), ! protones axial v ecuatorial ubicados en el carbono 3 de las flavanonas, I Do: débilmente
observable. usualmente no se observa, NA: no aplica.

4.5. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LOS FLAVONOIDES

La capacidad de las sustancias quimicas para inhibir el crecimiento de hongos e incluso provocar
su muerte, se conoce como actividad antifingica o antimicética. Existe diversidad de métodos para
medir la actividad antifungica de compuestos quimicos aislados o desarrollados para tal fin, cada
uno de los cuales presenta ventajas especificas con respecto a la informacion que se desea conocer
y del tipo de hongo al que se le aplican las pruebas. Sin embargo, uno de los métodos mas
empleados es la determinacion de la concentracién minima inhibitoria (MIC) siguiendo protocolos
estandarizados internacionalmente, los cuales permiten conocer la minima concentracion
requerida para ocasionar la inhibicién del crecimiento de hongos después de un tiempo especifico
de incubacion. Los métodos estandarizados usados para determinar la MIC son los métodos de
microdilucién en caldo, denominados M27-A para levaduras, el M38-A para hongos filamentosos,
ambos pertenecientes a los métodos del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI
siglas en inglés para Clinical and Laboratory Standards Institute) y el método del Comité Europeo
de Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos (EUROCAST por su acronimo en inglés
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) empleado para levaduras
fermentadoras. Pese a la aceptacion de los métodos mencionados anteriormente, en la mayoria de
estudios de nuevos compuestos que pueden actuar como antiflingicos, se opta por la realizacion de

una prueba previa que permite concluir respecto a la necesidad de medir o no la concentracion
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minima inhibitoria. Una de estas pruebas es el método de difusion en disco, que se describe a

continuacion. %97

4.5.1. Método de difusion en disco M44-A

Se trata de un método estandarizado para la determinacion de la sensibilidad de especies de
levaduras a ciertos antifngicos. Es ampliamente utilizado para rutinas de comparacion entre
distintos laboratorios y como prueba preliminar a la medicion de la concentracion minima
inhibitoria. EI CLSI, en el afio 2003 estandariz6 este método, publicado preliminarmente como
documento M44-P. Posteriormente, en el afio 2004, la misma institucion public6 el documento
definitivo, conocido como M44-A para diferentes especies del género Candida, con altos grados
de correlacién entre esta prueba y las respectivas MIC al ocupar discos de fluconazol 25 pg y
voriconazol 1 pg. Sin embargo, una desventaja de este méetodo es la falta de correlacion para otras
especies, razon por la cual, se sigue modificando el mismo, con el fin de obtener resultados
reproducibles para un amplio nimero de especies de hongos, cabe mencionar que la difusion del
antifungico en el agar representa también un problema en ciertas ocasiones para el correcto

desarrollo de este. %6 97. 98,99

El método de difusion en disco se basa en la determinacion de la sensibilidad que presentan
las levaduras a los antifingicos de referencia y a aquellos que estan siendo evaluados como
potenciales nuevos antifingicos. Esto es posible cuando se realiza la medicion del halo de
inhibicion de los compuestos que se difunden en el medio sélido. Los halos de inhibicion son
comparados con los de los antifungicos de referencia, para establecer si son mas o menos efectivos
que estos inhibiendo el crecimiento de las levaduras. Si el grado de inhibicién del posible nuevo
antifangico es comparable con el generado por el antifingico de referencia, se procede a medir la
MIC para este; cuando se emplean levaduras y antifngicos estandar en las condiciones de trabajo
especificadas en el documento M44-A, existe mayor probabilidad para que los resultados de ambas
pruebas se puedan correlacionar satisfactoriamente. A continuacion, en la tabla 4 se muestran los
puntos de corte, que definen los limites de cada categoria de distincion clinica para ambos métodos,
y la correlacion entre los didmetros de inhibicion y la respectiva MIC para algunas especies de

Candida 96, 97, 98, 99
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Tabla 4. Puntos de corte y correlacidn entre los métodos M44-A 'y M27-A para Candida spp.

Carga Diametro (mm) M44-A MIC (ng/mL) M27-A
Antifingico  del disco R I g R I g
(ug)
Fluconazol 25 =14 15-18 =19 = 64 16 —32 =8
Voriconazol 1 =13 14 -16 =17 =4 2 =1
Caspofungina 3 = 10* - =11 » 2¥ - =2

R: resistents. I intermedio, S: zensible,  no senzible

Las condiciones detalladas en el documento M44-A y que deben seguirse para asegurar la
reproducibilidad de los resultados son utilizar como medio de cultivo el agar Mueller-Hinton + 2
% glucosa + 0.5 mg/mL azul de metileno, amortiguar hasta un pH comprendido entre 7.2 — 7.4, el
indculo debe ser 0.5 McFarland o equivalente a 1.5 x 108 UFM/mL, 35 °C como temperatura de
incubacion, tiempo de incubacion de 24 horas, extendiéndose a 48 horas para algunas especies de
Candida como C. glabrata y C. krusei y carga de discos impregnados con antifingico como los

mostrados en la tabla 4.°6 97 98,99

Descritos los aspectos tedricos relacionados con la investigacion, en las siguientes
secciones se describen los aspectos metodoldgicos sobre la sintesis, caracterizacion vy

determinacion de actividad antifungica de los flavonoides.
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5. METODOLOGIA
5.1. MATERIALESY EQUIPOS

5.1.1. Reactivos

Los reactivos empleados para la sintesis de flavanonas, 2’-hidroxichalconas y flavonas fueron la
2-hidroxiacetofenona, benzaldehido, 4-clorobenzaldehido y 4-(dimetilamino)benzaldehido, cuyas
estructuras se muestran en la figura 30, utilizados sin ninguin proceso previo de purificacion y

adquiridos de la casa comercial Sigma-Aldrich.
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Figura 30. Estructuras quimicas de los reactivos empleados para la etapa de sintesis. (A) 2-hidroxiacetofenona,
(B) benzaldehido, (C) 4-clorobenzaldehido y (D) 4-(dimetilamino)benzaldehido.

5.1.2. Instrumentos

A excepcion del equipo para la realizacion de los espectros de resonancia magnetica nuclear de
proton, que se encuentra en el Centro de Investigacion en Productos Naturales (CIPRONA) de la
Universidad de Costa Rica, todos los demas equipos se encuentran en la Escuela de Quimica de la

Universidad de El Salvador.

a. Punto de fusion
Los puntos de fusién se midieron en un aparato Fisher — Johns Melting-point de placa metalica.

De 0 — 300 °C. Los puntos de fusion se reportan en grados Celsius.
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b. Espectroscopia de Infrarrojo
Los espectros de IR se midieron en un equipo de FTIR con Unidad de Reflectancia Total Atenuada

(ATR) acoplada. SHIMADZU, modelo IRAffinity-1 con cristal de seleniuro de zinc. Los valores

de nimero de onda (vmax) S€ reportan en cm=.

C. Espectroscopia de Ultravioleta-Visible
Se utiliz6 un espectrofotometro SHIMADZU modelo UV-1700 Pharmaspec en el rango de los 200
a 400 nm. Los valores de longitud de onda de maxima absorcion (Amax) S€ reportan en nm para

cada compuesto disuelto en dimetilformamida (DMFA).

d. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Proton

Los espectros de *H-RMN se realizaron en un instrumento Brucker Ascend 600 (frecuencia de 600
MHZz). Los desplazamientos quimicos se reportan relativos al estandar tetrametilsilano (TMS) y
en unidades de partes por millon (ppm). Se empled cloroformo deuterado (CDCl3) como
disolvente, cuya sefial aparece a 7.26 ppm. Las constantes de acoplamiento se reportan en unidades
de Hz.

5.2. TECNICAS GENERALES

5.2.1. Filtracion al vacio
La filtracion se llevo a cabo empleando Kitazatos Pyrex de 250 mL a presion reducida, utilizando
bomba de vacio y trampa de gases. El esquema general del proceso de filtracion al vacio se muestra

en la figura 31.

| v
= C -"I \
[" [ e
5 4
/ \ Bomba de vacio
:’,"“ R (™) b

Figura 31. Esquema de filtracion al vacio. (A) Embudo Buchner, (B) Kitazato, (C) Trampa de gases.
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5.2.2. Cromatografia en capa fina

Todas las reacciones fueron monitoreadas por cromatografia de capa fina (TLC, por sus siglas en
inglés Thin — Layer Chromatography). Se utilizaron cromatofolios, o placas para cromatografia en
capa fina, de aluminio recubiertos con gel de silice 60 F2ss de 20 x 20 cm. Las placas fueron
reveladas observandose bajo luz ultravioleta. Las fases moviles empleadas se detallan a

continuacién en la tabla 5.

Tabla 5. Fases moviles utilizadas para realizar Cromatografia en capa fina.

Fase movil Proporcion
CH2Cl2/CeH12 1:1
B CH2Cl2/CeH12 7.5:2.5

53. METODOLOGIAS GENERALES DE SINTESIS

5.3.1. Sintesis de flavanonas

Meétodo Ai: se disolvieron en etanol cantidades equimolares de 2-hidroxiacetofenona y del
respectivo benzaldehido. Se agregd disolucion acuosa de KOH 10 % (200 pL/mmol de 2-
hidroxiacetofenona). La mezcla de reaccion se mantuvo con agitacion magnética durante 2 horas
a temperatura ambiente. Al finalizar la reaccion, se agrego hielo a la mezcla de reaccion. Se filtro,

lavé y seco el solido al vacio.

5.3.2. Sintesis de 2’-hidroxichalconas

Método Az: se mezclaron en un balon de fondo redondo cantidades equimolares de 2-
hidroxiacetofenona y el respectivo benzaldehido, utilizando etanol como disolvente. Se agreg6
disolucion acuosa de KOH 40 % (200 uL/mmol de 2-hidroxiacetofenona). Se dejo la mezcla de
reaccion con agitacién magnética durante 2 horas a temperatura ambiente. Se afiadié hielo a la

mezcla de reaccion. Se filtro y secé al vacio el s6lido obtenido.

Meétodo Bi: en un balon de fondo redondo se mezclaron 2-hidroxiacetofenona y el

respectivo benzaldehido en proporcion 2:1, disueltos en metanol. Se agregé NaOH en perlas (1.8
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mmol/mmol de 2-hidroxiacetofenona). Se calentd la mezcla de reaccion a reflujo (65 °C) durante
5 horas. Posteriormente, se enfrié la mezcla de reaccion hasta temperatura ambiente y se neutralizd
usando HCI 2 M, afiadiendo el &cido gota a gota mientras la mezcla permanecié en agitacion. El

solido obtenido se filtré y seco al vacio.

5.3.3. Sintesis de 3-hidroxiflavonas

Meétodo As: la flavanona o 2’-hidroxichalcona correspondiente se disolvio en etanol y se le agregd
disolucion acuosa de NaOH 10 % (580 pL/mmol de flavanona o 2’-hidroxichalcona). Luego, se
afiadio H202 30 % (1350 pL/mmol de flavanona o 2’-hidroxichalcona). Se mantuvo la mezcla de
reaccion con agitacion magnética en bafio de hielo (5 °C) durante 3 horas. Se vertié la mezcla de
reaccion en HCI 5 N con agitacion constante. El s6lido resultante se filtro y seco al vacio.

Meétodo B:: se disolvio la 2’-hidroxichalcona de partida en etanol y se agregd NaOH en
perlas (500 mmol/mmol de 2’-hidroxichalcona). Luego, se adicion6 H202 30 % (40 mL/mmol 2’-
hidroxichalcona) gota a gota. La mezcla de reaccion se mantuvo con agitacion magnética durante
15 horas a temperatura ambiente. Se filtro la mezcla de reaccion y se realizé extraccion liquido-
liquido a las aguas madres usando 2 porciones de CH2Cl. (25 mL cada una). Se seco la porcion
diclorometanolica con Na>SOs anhidro, se filtro y se evaporé el disolvente y se recolecto el

producto formado.

5.4. PROCEDIMIENTOS GENERALES DE SINTESIS

5.4.1. Procedimiento general para la sintesis de la 2-fenil-2,3-dihidro-4H-croman-4-ona (3)

O 8] (8]
|
@\)\ K@ KOH 10%. EtOH dj
+ -
OH llamb., 2 h 0 "*;@
1 5 3

Figura 32. Reaccion general para la sintesis de 2-fenil-2,3-dihidro-4H-croman-4-ona
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Para la sintesis de (3) se emple6 el método Azx: en un baldn de fondo redondo de 25 mL equipado
con agitador magnético se agregaron: 5 mL de etanol, 1.2 mL (10 mmol) de (1), 1 mL (10 mmol)
de (2) y ademas 2 mL de disolucién acuosa al 10 % de KOH. La mezcla de reaccién se dejé durante
dos horas en agitacion a temperatura ambiente. Se monitore0 la reaccién por medio de TLC usando
la fase movil A. Transcurridas las 2 horas, se agreg6 hielo a la mezcla de reaccién, obteniéndose
un precipitado de color amarillo que fue posteriormente filtrado y secado al vacio (729.6 mg, 32.6
%). La formacion del producto (3) se confirmé por medio de *H-RMN.

5.4.2. Procedimiento general para la sintesis de la 3-(4-clorofenil)-1-(2-hidroxifenil)-2-
propen-1-ona (5)

‘ | KOH 40%, E1OH . P
lamb., 2 h C O
OH Cl OH Cl

1 3 b

Figura 33. Reaccidn general para la sintesis de la 3-(4-clorofenil)-1-(2-hidroxifenil)-2-propen-1-ona

Para la obtencion del producto (5) se utilizo la metodologia Az: usando etanol como disolvente (5
mL), se disolvieron 1.2 mL (10 mmol) de (1), 1.4211 g (10 mmol) de (4) y 2 mL de KOH 40 %
acuoso. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente durante 2 horas y
fue monitoreada por TLC usando la fase mdvil A. Finalizada la reaccion, se agregé hielo a la
misma, formandose un sélido de color amarillo. El s6lido obtenido fue filtrado y secado al vacio
(1703.5 mg, 65.9 %). El espectro de 'H-RMN del solido obtenido permiti6 comprobar la

formacidn del producto (5).
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5.4.3. Procedimiento general para la sintesis de la 3-(4-dimetilaminofenil)-1-(2-
hidroxifenil)-2-propen-1-ona (7)

0 0 Q
| 1y NaOH, MeQH,
d 4 ﬁ 65°C,5h C = O
5 - . -
- 2PHCIZ M -~
OH f‘ll OH Pil

1 6 f

Figura 34. Reaccion general para la sintesis de (7), siguiendo la metodologia B1

Se empleo la metodologia B; para llevar a cabo la sintesis del producto (7). En un balén de fondo
redondo equipado con agitador magnético y utilizando metanol como disolvente se agregaron: 0.5
mL (4 mmol) de (1), 298.6 mg (2 mmol) de (6) y 295.1 mg (7.4 mmol) de NaOH. La mezcla de
reaccion se calentd a reflujo a una temperatura de 65 °C durante 5 horas y se monitored por TLC
empleando la fase movil B. Al finalizar la reaccion, se dejo enfriar la mezcla de reaccion hasta

temperatura ambiente.

Posteriormente, se neutralizo la mezcla de reaccion con 13 mL de HCI 2M, los cuales
fueron afiadidos gota a gota y midiendo constantemente el pH. Se formé un sélido de color rojo
brillante, a un pH de 7, el cual fue lavado usando etanol frio y luego filtrado y secado al vacio
(37.6 mg, 7.0 %). Se confirmo la formacion del producto (7) por medio de su espectro de H-
RMN.

5.4.4. Procedimiento general para la sintesis de la 3-hidroxi-2-fenil-4H-cromen-4-ona (8)

0 @ 1) NaOH 10%. Ho05 30%,
EtOH, 5°C, 3 h R
2)HCI5 N

O
3 8

Figura 35. Reaccion general para la sintesis de (8) siguiendo la metodologia As
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La metodologia empleada para la sintesis del producto (8) fue la As: en un balon de fondo redondo
equipado con agitador magnético y conteniendo etanol se disolvieron 109.4 mg (0.48 mmol) de
(3), luego se le agregaron 2.8 mL de NaOH 10 % y 650 pL de H20- 30 %. La mezcla de reaccion
se mantuvo en agitacion dentro de un bafio de hielo a una temperatura de 5 °C durante 5 horas. La

reaccion se monitored por medio de TLC usando la fase movil A.

Se finalizé la reaccién, vertiendo en 5 mL de HCI 5 N en agitacion la mezcla de reaccion.
El s6lido blanco que precipité se filtrd y secé al vacio (86 mg, 75.3 %). La formacion del producto

(8) se confirmd por medio del espectro de *H-RMN.

5.4.5. Procedimiento general para la sintesis de la 2-(4-clorofenil)-3-hidroxi-4H-cromen-4-

ona (9)
0 1) KOH 10%, H-0. 30%,
= EtOH,5°C,4h
C C 2)HCI5 N
OH Cl

Figura 36. Reaccidn general para la obtencién del producto (9) a partir de (5) aplicando la metodologia Az

Para realizar la sintesis del producto (9) se utilizé la metodologia As. Sin embargo, en este caso se
parti6 de la correspondiente 2’-hidroxichalcona (5), de la cual se disolvieron 129.9 mg (0.5 mmol)
en etanol dentro de un balén de fondo redondo equipado con agitador magnético. Dentro del
mismo, se agregaron también 2.8 mL de KOH 10 % y 650 pL de H>O2 30 % afadido gota a gota.
La mezcla de reaccion se mantuvo con agitacion y en bafio frio (5 °C) durante 4 h. Se monitore6
la reaccion por medio de TLC usando la fase mdvil A. La mezcla de reaccion se vertio en 10 mL
de HCI 5 N, encontrandose este en agitacion, formandose inmediatamente un sélido de color
crema, que posteriormente fue filtrado y secado al vacio (98.4 mg, 72.2 %). Se utiliz6 el espectro

de *H-RMN del solido obtenido para comprobar la formacion de (9).
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5.4.6. Procedimiento general para la sintesis de la 2-[4-(dimetilamino)fenil]-3-hidroxi-4H-
cromen-4-ona (10)

O 0
MaOH, H;O, 30%, EtOH

G g G
T.amb., 15h G |
OH N 0 g
| >

7 10 |

Figura 37. Reaccion general para la sintesis de (10) aplicando la metodologia B:

La sintesis del producto (10) se llevo a cabo siguiendo la metodologia B2. En un balon de fondo
redondo equipado con agitador magnético se disolvieron 13.2 mg (0.05 mmol) de (7) en etanol,
luego se le agregaron 1.0127 g (25.3 mmol) de NaOH en perlas y 2 mL de H>0> 30 % afiadido
gota a gota. La mezcla de reaccion se dejo en agitacion durante 15 horas, tiempo determinado por
el seguimiento de la reaccion con TLC, empleando la fase movil B. Se filtré la mezcla de reaccion,
pues se obtuvo una pequefa cantidad de un solido de color blanco que no se pudo recuperar tras
la filtracion. A las aguas madres se les realizd extraccion liquido-liquido con dos porciones de
CHxCl, (25 mL cada una). Se seco la porcion diclorometandlica con Na2SQO4 anhidro, se filtro y
se dejo evaporar el disolvente, obteniéndose un solido de color anaranjado (13.1 mg, 93.2 %). El

espectro de *H-RMN mostro la formacion del producto (10).

5.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LOS PRODUCTOS

5.5.1. Método de difusion en disco
La actividad biologica de los compuestos sintetizados fue determinada contra dos diferentes cepas

de hongos: Candida albicans y Aspergillus niger empleando el método de Kirby-Bauer o de
difusion en disco. Se prepararon disoluciones con 8 diferentes concentraciones (25, 40, 55, 100,
150, 200, 250 y 300 pg/mL) usando DMFA como disolvente, de acuerdo con las especificaciones
del método M44-A del CLSI.
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El control negativo consistié de un disco de papel Whatman N° 2 de 6 mm de diametro,
obtenido con un perforador, impregnado con DMFA.

Los discos vacios y esterilizados fueron impregnados con las disoluciones mencionadas
anteriormente y DMFA como control negativo. Una vez evaporada la mayor parte de la DMFA,
los discos fueron colocados en la superficie del medio empleado. Las cajas Petri se dejaron en
reposo a temperatura ambiente de tal forma que hubiera difusion previa a la incubacion, con el

objetivo de disminuir el efecto de la variacion en el tiempo entre la aplicacion de cada disolucion.

Como control positivo se emplearon los antifingicos Ketoconazol 70 % en etanol y
Cicloheximida 1 %. Después de la incubacion de las placas a 25 °C por 72 horas, se midieron los
didmetros de las zonas en que se observo total inhibicion del crecimiento de microorganismos
alrededor de cada disco (incluyendo el didmetro de este), midiendo el mismo en milimetros. Los
valores promedio se obtuvieron al realizar dos mediciones para cada compuesto, a cada una de las

concentraciones antes mencionadas, y para los controles positivos y negativos utilizados. 102

En la siguiente seccion se muestran los datos espectroscdpicos correspondientes a los

productos obtenidos tras la aplicacion de las metodologias experimentales previamente descritas.
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6. DATOS ESPECTROSCOPICOS DE LOS PRODUCTOS
6.1. Compuesto 2-fenil-2,3-dihidro-4H-croman-4-ona (3)

Estado fisico: solido

Ha Color: amarillo
Hy;
He' Formula molecular: C1sH1202
HB IE H".IEEE
Hy O % P.F. (°C): 67 1

FTIR (ATR) vmax (cm™): 3036.12 (Csps-H), 1686.73 (C=0), 1147.57 (C-O-C)
UV-Vis Amax (DMFA, nm): 317.8

IH-RMN (CDCls, 600 MHz, & ppm): 7.94 (dd, J =8.1, 1.7 Hz, 1H H;), 7.63-7.69 (m, 1H Hs), 7.52
(ddd, J=9.0, 5.4, 1.8 Hz, 2H Hs’, Hs’), 7.43-7.47 (m, 2H H,’, Hy’), 7.40 (ddd, J = 7.3, 3.8, 1.4 Hz,
1H Hy’), 7.07 (dd, J = 3.5, 1.1 Hz, 1H He), 7.06 (dd, J = 3.4, 1.1 Hz, 1H Hg), 5.50 (dd, J = 13.4,
2.8 Hz, 1H Hy), 3.10 (dd, J = 16.9, 13.4 Hz, 1H Haax), 2.91 (dd, J = 16.9, 2.9 Hz, 1H Hazy)

6.2. Compuesto 3-(4-clorofenil)-1-(2-hidroxifenil)-2-propen-1-ona (5)

Estado fisico: sélido

0 HE Ha '
Color: amarillo

G He. C Férmula molecular: CisH11CIO,

~OH Hj
P.F. (°C): 132.1 £ 2.3

FTIR (ATR) vmax (cm™): 1638.49 (C=0), 1562.62 (C=C), 1088.69 (C-Cl), 982.56 (=C-H)
UV-Vis Amax (DMFA, nm): 319.2

IH-RMN (CDCls, 600 MHz, & ppm): 12. 75 (s, 1H OH), 7.92 (dd, J = 8.1, 1.7 Hz, 1H He’), 7.87
(d, J = 15.5 Hz, 1H Hp), 7.64 (d, J = 15.5 Hz, 1H H,), 7.52 (ddd, J = 7.1, 6.1, 1.6 Hz, 1H Hs"),
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7.43-7.41 (m, 2H Hs, Hs), 7.33 (ddd, J = 8.6, 7.5, 1.9 Hz, 2H H>, He), 7.19 (d, J = 8.4 Hz, 1H Hy’),
6.96 (ddd, J=8.2,7.2,1.2 Hz, 1H Hx’)

6.3.  Compuesto 3-(4-dimetilaminofenil)-1-(2-hidroxifenil)-2-propen-1-ona (7)

He O HP Hg Estado fisico: sélido

Hs' 1 L
° G = ‘ 1 EH?H Color: rojo brillante
7
, HCI'. N-/L<1Ii

Ha OH Hs 7 Férmula molecular: C17H17NO;
Haq ”3 )\_H?
P.F. (°C): 173 % 1

FTIR (ATR) vimax (cm): 1620.20 (C=0), 1597.28 (C=C), 1433.67 (Car-N), 1377.86 (Cys-H),
1309. 12 (Csps-N), 988.13 (=C-H)

UV-Vis Amax (DMFA, nm): 400.0

IH-RMN (CDCls, 600 MHz, § ppm): 13.19 (s, 1H OH), 7.93 (d, J = 15.4 Hz, 1H Hg), 7.92 (d, J =
7.7 Hz, 1H Hy’), 7.58 (d, J = 8.9 Hz, 2H Hs, Hs), 7.47 (d, J = 15.2 Hz, 1H H,), 7.01 (d, J = 8.3 Hz,
1H Hs’), 6.93 (d, J = 7.3 Hz, 1H H3), 6.92 (d, J = 7.8 Hz, 1H Hs"), 6.71 (d, J = 8.8 Hz, 2H H, H),
3.07 (s, 6H Hy)

6.4. Compuesto 3-hidroxi-2-fenil-4H-cromen-4-ona (8)

Estado fisico: sélido

Color: blanco crema

Hs' )
Formula molecular: C1sH1003

P.F. (°C): 157.3% 1.6
FTIR (ATR) vmax (cm™): 3200 (OH), 1625 (C=0), 1530 (C=C), 1115 (C-O-C)

UV-Vis Amax (DMFA, nm): 345.0
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IH-RMN (CDCls, 600 MHz, & ppm): 8.27 (ddd, J = 4.4, 3.6, 1.5 Hz, 2H H.’, Hy’), 7.72 (ddd, J =
8.6, 7.1, 1.7 Hz, 1H Hy), 7.61 (d, J = 8.4 Hz, 1H He), 7.57-7.54 (m, 2H Hs’, Hs"), 7.56-7.55 (m,
1H Hs), 7.49 (dd, J = 8.3, 6.4 Hz, 1H Hy4’), 7.45-7.41 (m, 1H Hsg), 7.00 (s, 1H OH)

6.5. Compuesto 2-(4-clorofenil)-3-hidroxi-4H-cromen-4-ona (9)

Estado fisico: solido
Color: blanco crema

Formula molecular: C15sH9CIlO3

P.F. (°C): 183 + 6

FTIR (ATR) vimax (cm™t): 3275.64 (OH), 1615.14 (C=0), 1569.70 (C=C), 1094.41 (C-O-C), 759.46
(Car-Cl)

UV-Vis Amax (DMFA, nm): 347

IH-RMN (CDCls, 600 MHz, 5 ppm): 8.26 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H Hs), 8.24-8.21 (m, 2H Hs’, Hs"),
7.72 (ddd, J = 8.6, 7.1, 1.6 Hz, 1H Hy), 7.59 (d, J = 8.5 Hz, 1H Hg), 7.52-7.50 (m, 2H H,’, He"),
7.45-7.41 (M, 1H He), 6.52 (s, 1H OH)

6.6. Compuesto 2-[4-(dimetilamino)fenil]-3-hidroxi-4H-cromen-4-ona (10)

Estado fisico: sélido

Ha HEH

Color: anaranjado
Formula molecular: C17H1sNO3

P.F. (°C): 212.5 % 2.0

FTIR (ATR) vmax (cm): 3443.17 (OH), 1596.19 (C=0), 1556.89 (C=C), 1106.82 (C-O-C),
1286.94 (Ca-N), 1196.43 (Csa-N)
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UV-Vis Amax (DMFA, nm): 402.5

IH-RMN (CDCls, 600 MHz, § ppm): 8.23 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H Hy7), 8.21-8.18 (m, 2H H3’, Hs"),
7.65 (ddd, J = 8.6, 7.1, 1.7 Hz, 1H He), 7.56 (d, J = 8.5 Hz, 1H Hs), 7.38 (t, J = 8.0 Hz, 1H H),
7.40-7.36 (m, 2H Hy’, He"), 6.81 (s, 1H OH), 3.07 (s, 6H Ho)
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el objetivo de sintetizar distintos flavonoides se emplearon diferentes metodologias
experimentales, las cuales fueron descritas de forma general anteriormente. Dichas metodologias
se basan en las reacciones de Claisen-Schmidt y de Algar-Flynn-Oyamada, que constituyen los
procedimientos clasicos para la obtencion de este tipo de compuestos. Se han obtenido tres tipos
de flavonoides: flavanonas, 2’-hidroxichalconas y 3-hidroxiflavonas, por lo tanto, la discusion de
los resultados obtenidos, se basa en las metodologias desarrolladas para sintetizar cada uno de los

tipos de flavonoides mencionados.

7.1. SINTESIS DE FLAVANONAS

La sintesis de flavanonas se llevé a cabo aplicando una metodologia basada en la reaccion de
Claisen-Schmidt. Si bien, la reaccion es conocida por ser utilizada para sintetizar chalconas, las
2’-hidroxichalconas pueden facilmente ciclarse bajo las condiciones de esta reaccion, formando
las respectivas flavanonas. A continuacion, se describe la metodologia de sintesis utilizada para la

obtencidn de flavanonas.1%?

7.1.1. Sintesis de la 2-fenil-2,3-dihidro-4H-croman-4-ona (3)

|
@\)‘\ K@ KOH 10%, EtOH @\)‘j
+ -
OH Tamb., 2 h 0 Ty

g

Figura 32. Reaccién general para la sintesis de 2-fenil-2,3-dihidro-4H-croman-4-ona.

La reaccion se llevo a cabo siguiendo la metodologia general de sintesis Ai descrita en la seccion
5.3.1., y consistid en la condensacion alddlica entre cantidades equimolares de (1) y (2), figura 32,
variando el catalizador basico con respecto al empleado en la mayoria de metodologias reportadas

en la literatura, usandose disolucion acuosa de KOH 10 %. Se us6 KOH por su mayor fuerza
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béasica, en comparacion con el NaOH, asi, este sustrae con mayor facilidad un proton o de (1),
generandose el ion enolato que se une a (2) por medio de un ataque nucleofilico al carbono

carbonilo de este Gltimo.1

A continuacion, en la tabla 6, se muestran las condiciones de reaccion empleadas para la
obtencidn de (3).

Tabla 6. Condiciones de reaccion para la formacion de (3).

Entrada Reaccion Catalizador T (°C) t(h) Resultado
1 RADRO1 KOH 10 % 31 2 Producto sin aislar
2 RADRO2 KOH 10 % 33 2 Rendimiento 32.6 %

En el caso de la reaccion en laentrada 1 (RADRO1), tal como se muestra en la tabla anterior,
se utiliz6 como catalizador basico KOH 10 %. Transcurridas 2 horas, se finalizé la reaccion con
la adicion de hielo directamente a la mezcla de reaccion, precipitando una pequefia cantidad de
solido color amarillo. EI producto quedo retenido en los poros del papel filtro tras haber realizado
la filtracion del mismo desde la mezcla de reaccion. Se intento aislar este solido afiadiendo etanol
caliente al papel filtro, sin ningdn éxito. Adicionalmente, el KOH utilizado para llevar a cabo esta
reaccion presentaba sefiales de estar contaminado, ya que posteriormente se observo la aparicion

de coloracion anaranjada en el mismo.

Al observarse que el KOH utilizado se encontraba contaminado, se procedio a cambiar el
reactivo para llevar a cabo la reaccion de la entrada 2 (RADRO02) bajo las mismas condiciones
descritas en la reaccion de la entrada 1. En esta ocasion se obtuvo una mayor cantidad de sélido,

el cual fue posteriormente filtrado.

Los datos espectroscopicos del producto obtenido fueron utilizados para confirmar la
formacidn de (3). Asi, por ejemplo, la banda de maxima absorcion en el espectro de ultravioleta-
visible (Amax) fue consistente con lo reportado en la literatura consultada, cuyo rango para las
flavanonas es de 300-330 nm, el valor medido para el producto sintetizado fue de 317 nm (DMFA).

A su vez, el espectro IR permitio identificar bandas de interés para la caracterizacion del producto,
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siendo la mas importante la sefial correspondiente a la tension del enlace C-O a 1147.57 cm™, la
cual indica que el producto se encuentra ciclado, formando el anillo C, caracteristico de las

flavanonas.%?

A continuacidn, en la figura 38 se muestran los espectros UV-Vis e IR correspondientes al

producto (3).

T P — \rm--—“-«*\«YW" -
98+
= s : }I / A i
i 2 - A —-— N
: b4 fl l] [J'( {n 1 {‘. /
: \ f
90} r 1 ‘{ f \! ( ;r, {‘A‘-{
881 J ] | I} }JN | ﬂ
} | il i~ {'Ll‘
) ] e ] 1
i |
844 | - | 1 l
2 gl = ° [ g f
g i g I g |||l l
2w [ 5 s ‘ i 8 | u
5 1 =3 ] 1
: I | s [ | E P § | N
b 76+ IR K
5 AR YR LR
) —L 158 (5 /[ 3 kR
m'f g = 5|8 g @ 5 o
ol ® Sty §lI'sE |5 &
4 prilod - © -
i - 2
624
g04 C-0-C
58‘ - - - - = = = = = = = = i - = = = a " = - = = = pp— = - ve——
2000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Hdmero de Ondas (em-1)

(A)

Flavanona

0.3
045
0.4
035

=
L

0213

Absorbancia
=
(=]

015
0.1
005

200 250 300 350 400 450
2 (nm)

(B)
Figura 38. Espectros (A) FTIR y (B) UV-Vis (DMFA) obtenidos para el producto (3).
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Ademas, se confirmd la formacion del producto (3) por medio del respectivo espectro de
resonancia magnética nuclear de proton. En la figura 39 se muestra un segmento de dicho espectro,
en la que se pueden apreciar las sefiales correspondientes a los protones alifaticos ubicados en los

carbonos 2 y 3 del anillo C de la flavanona.

&.0 5.5 50 45 4.0 3.5 3.0 2.5
fi (ppm)

Figura 39. Segmento del espectro de *H-RMN (CDCls) del producto (3). Se observan las sefiales de los protones

enlazados a los carbonos 2 y 3.

Las sefiales mostradas en la figura 39 son consistentes con las esperadas para el producto

(3), asi como sus constantes de acoplamiento.?® 104

El proton H2 que es el que se encuentra unido al centro estereogénico, suele aparecer
cercano a los valores de las 6 ppm en los espectros de *H-RMN, presentando constantes de
acoplamiento J de aproximadamente 13.0 y 3.0 Hz. En tanto que el proton denominado Hzax por
encontrarse en la posicion axial del anillo C, aparece en valores de ppm intermedios entre el Hy y
el Hsgq, encontrandose su desplazamiento quimico & sobre las 3.0 ppm, con valores de J de
aproximadamente 17.0 y 13.0 Hz; en tanto que, el Hsgq aparece a 6 cercanos a las 2.8 ppm, con

valores de J de aproximadamente 17.0 y 3.0 Hz.1%410°

En relacion con lo mencionado anteriormente, para el caso del producto (3) el proton Hagq
se reporta a 6 = 2.91 ppm, siendo las constantes de acoplamiento de este las siguientes J = 16.9 y

2.9 Hz. Mientras que el Hzax se reporta a 6 = 3.10 ppm y las constantes de acoplamiento para el
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mismo son de 16.9 y 13.4 Hz. A su vez, el H; se reportaa & = 5.50 ppm con J = 13.4 y 2.8 Hz.1%
105

A pesar de la existencia de distintas metodologias para la sintesis de este tipo de productos,
la formacion de la flavanona (3), bajo las condiciones de la reaccién de Claisen-Schmidt, se explica
en términos del equilibrio quimico que existe entre las 2’-hidroxichalconas y sus respectivas

flavanonas, tal como se muestra en la figura 40,106 107, 108,109,110

Figura 40. Equilibrio quimico entre 2’-hidroxichalconas (A) y sus respectivas flavanonas (B).

Una gran cantidad de estudios han sido publicados desde la década de los 70, en los que se
han abordado los diversos factores que favorecen la formacion ya sea de 2’-hidroxichalconas o
flavanonas. Desde calculos computacionales hasta pruebas experimentales, los resultados de
dichos estudios concluyen que los factores que mayor efecto poseen sobre el equilibrio
mencionado son el pH, la cinética de la reaccion y los efectos electronicos que por resonancia
afectan la nucleofilicidad del ion fenoxido y la electrofilicidad del carbono f (figura 34, estructura
A), siendo asi que sustituyentes donadores de densidad electrénica en el anillo A y sustituyentes
sustractores de densidad electronica en el anillo B, favorecen el equilibrio hacia la ciclacion de la
2’-hidroxichalcona para producir la correspondiente flavanona. Este factor tiene importantes
consecuencias sobre el pH, que afecta el equilibrio entre ambas especies, principalmente por la
modificacion de los valores de pKa del proton B en la estructura A de la figura 34, siendo asi que
los valores de pH a los cuales existe de forma predominante una especie o la otra, dependen en

gran medida de los sustituyentes que se encuentren en el anillo B de la misma,10¢: 107, 108,109,110
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7.2.  SINTESIS DE 2’-HIDROXICHALCONAS

Se realizd la sintesis de 2’-hidroxichalconas, siguiendo metodologias basadas en la reaccion de
condensacion de Claisen-Schmidt entre benzaldehidos y 2-hidroxiacetofenona. En esta seccion se
utilizaron dos diferentes benzaldehidos como uno de los productos de partida, siendo estos el 4-
clorobenzaldehido y el 4-(dimetilamino)benzaldehido, estructuras (4) y (6) respectivamente. A
continuacion, se describen las metodologias empleadas con el objetivo de sintetizar las

correspondientes 2’-hidroxichalconas.

7.2.1. Sintesis de la 3-(4-clorofenil)-1-(2-hidroxifenil)-2-propen-1-ona (5)

En la figura 33, mostrada a continuacion, se aprecia la reaccion general utilizada para la obtencion
de (5), la cual es similar a la reaccion realizada para la obtencion de (3). Sin embargo, para esta
reaccion se vario la concentracion del catalizador basico, utilizando disolucion de KOH 40 %, de
acuerdo con las concentraciones de base sugeridas en la literatura, que son de entre 15 % - 60 %,

para la sintesis de chalconas. ! 12

, | KOH 40%, EIOH . P
e O
OH Cl OH Cl

1 3 5

Figura 33. Reaccidn general para la sintesis de la 3-(4-clorofenil)-1-(2-hidroxifenil)-2-propen-1-ona.

La metodologia empleada para la sintesis del producto (5) fue la denominada Az, la cual
consistio en la mezcla de cantidades equimolares de (1) y (4) disueltos en etanol y usando
disolucion de KOH 40 % como catalizador basico de la reaccion. El producto se obtuvo tras dos
horas de mantener en agitacion los materiales de partida. Posterior a ello, se realiz6 el work-up, o
aislamiento del producto, de la reaccion afiadiendo hielo a la misma. Las condiciones a las cuales

se llevé a cabo esta reaccion se describen a continuacion en la tabla 7.
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Tabla 7. Condiciones de reaccion para la formacion de (5).

Entrada Reaccion Catalizador T (°C) t(h) Resultados

Formacién de s6lido amarillo.
Rendimiento: 65.9 %

1 RADR0O3  KOH 40 % 32 2

Posteriormente, se procedié a analizar los diferentes espectros obtenidos para el producto
(5). Por ejemplo, la banda de maxima absorcion obtenida a partir del espectro UV-Vis para este
compuesto en DMFA fue identificada a una Amax de 319.2 nm, figura 41 B. En la literatura
consultada, el rango en el que se encuentra esta banda de absorcion para las 2’°-hidroxichalconas
es de 345 —435 nm. Sin embargo, la presencia de sustituyentes sustractores de densidad electrénica
ocasiona que esta banda experimente un desplazamiento hipsocrémico, es decir, a menores
longitudes de onda, lo que explica el valor de longitud de onda de maxima absorcion obtenido para
(5).%

Por otra parte, se buscaron las senales caracteristicas para la identificacion de 2’-
hidroxichalconas en el espectro IR obtenido para el producto (5), en la imagen 41 A, se muestra el
respectivo espectro, siendo las sefiales mas importantes, las asociadas con la formacion del doble
enlace, en el caso del producto (5), estas sefales fueron encontradas a 1552.62 cm® que
corresponde a la tension del doble enlace entre los 4&tomos de carbono a y B, asi como la senal
encontrada a 982.56 cm™ correspondiente a la flexion del enlace C-H para un sistema olefinico

con configuracion trans.®?

Ademas, la formacion del doble enlace, se determind mediante el espectro de *H-RMN del
producto (5). La seccion de dicho espectro que se muestra en la figura 42, permite observar las
sefales correspondientes a los desplazamientos quimicos de los protones a y B del producto
formado. El proton a aparece desplazado a campo mas alto con respecto al protén B, esto debido
al efecto de la polarizacion ocasionada por la presencia del grupo carbonilo. En el espectro las
sefiales se encuentran a 7.64 ppm (H,), mientras que el Hg aparece a campo mas bajo con un

desplazamiento quimico & = 7.87 ppm.®?
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Figura 41. (A) espectro IR del producto (5) y (B) espectro UV-Vis (DMFA) del producto (5).

La constante de acoplamiento entre los protones o y p obtenida a partir del espectro de *H-

RMN fue de 15.5 Hz, valor que es consistente con los encontrados en la literatura para un sistema
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olefinico cuya configuracion es trans (15 — 17 Hz). Asi, con la informacidbn mencionada

previamente se confirmé la formacion del producto esperado (5).%

750 7.85 750 775 7.70 765
f1 (ppm)

Figura 42. Segmento del espectro de *H-RMN (CDCls) del producto (5) en el que se aprecian los protones oy p.

7.2.2. Sintesis de la 3-(4-dimetilaminofenil)-1-(2-hidroxifenil)-2-propen-1-ona (7)

Con el objetivo de obtener el producto (7) se aplicaron distintas metodologias de sintesis, las cuales
se describen a continuacion. Los primeros intentos para obtener esta 2’-hidroxichalcona constaron
en la aplicacion de la metodologia A2, dados los resultados obtenidos previamente en la sintesis
de (5). A continuacion, en la figura 43 se muestra la reaccidn para la sintesis de (7) aplicando la

metodologia Ao.

0 o 0

CJ\)L K©\ KOH 40%, EtOH =
. . G O
OH N Tamb., 2h OH N

Figura 43. Reaccién general para la obtencién de (7) siguiendo la metodologia As.

Al igual que para el producto (5), se utilizd disolucion de KOH 40 % como catalizador

basico de la reaccidn, ademas de cantidades equimolares de los materiales de partida, tal como se
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puede apreciar en la tabla 8, donde se detallan las condiciones de reaccion empleadas para la
obtencion de (7), entradas 1 y 2.

Tabla 8. Condiciones de reaccion para la formacion de (7) siguiendo la metodologia A..

. ] ] Relacion
Entrada Reaccion Catalizador/Disolvente T (°C) | t (h) Resultados
molar

Aldehido

1 RADRO6 KOH 40 % / EtOH 33 1:1 24 )
impuro.
Aldehido

2 RADRO7 KOH 40 % / EtOH 33 1:1 )
impuro.

En el caso de la reaccion en la entrada 1, después de 2 horas de mantener en agitacion la
mezcla de reaccion, no se observo progreso en la misma, de acuerdo con las placas de TLC. Razon
por la cual se dejo el resto del dia, hasta completar las 24 horas, tiempo después del cual, se
suspendid la reaccion con la adicion de hielo, obteniéndose solamente el aldehido impuro. De
forma similar ocurrio con la reaccion de la entrada 2, como después de 2 horas no se observo
progreso en la reaccion (TLC) se suspendié la misma, obteniéndose nuevamente el aldehido

impuro.

Se decidio utilizar NaOH en estado solido en lugar de la disolucion de KOH empleada en
las entradas 1 y 2, para evitar la presencia de agua en la reaccion, esto con el objetivo de obtener
el producto esperado. La reaccion general que muestra las modificaciones realizadas a la

metodologia A2 se muestran en la figura 44.

0 0 8]
I NaOH, EtOH L
z :le N \T:j N
24h, T C O ~
-

N OH N

OH | |
1 6 7

Figura 44. Reaccion general para la obtencién de (7) modificando la metodologia A.. El tiempo de reaccion fue

primero de 24 horas a t.amb., mientras que luego fue de 24 horas a t.amb. mas 24 horas a 60 °C.
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En la tabla 9 se muestran las condiciones de reaccion utilizadas para modificar la

metodologia Ao.

Tabla 9. Condiciones de reaccion para la obtencion de (7) empleando la metodologia A2 modificada.

T t
Entrada Reaccion Catalizador/Disolvente ¢0) R.M. pHi/pH:  Resultados

(h)

Aldehido
(S) NaOH/EtOH 31 11 24 - _

impuro

1 RADRO09

Rendimiento:
(A) NaOH/EtOH 60 1:1 24 8.0/7.0

4.21 %

Nota: R.M: relacion molar entre (1) y (6), pHi: pH inicial, pHs: pH final, - (no se realizé medicién).

Atendiendo a los cambios realizados en la metodologia, la reaccion en la entrada 1 de la
tabla 9 (RADROQ9) se llevo a cabo inicialmente durante 24 horas a temperatura ambiente sin que
se obtuviese el producto (7). Razon por la cual, la mezcla de reaccion se dividié en dos porciones:
RADRO09;s) y RADRO9a). En el caso de la porcion RADRO09s), fue inicialmente filtrada,
obteniéndose un sélido amarillento, mientras que a las aguas madres se les realizd extraccion
liquido-liquido con CeH12, fue secada con NaxSOs4 anhidro, filtrada y se evaporé el disolvente,
obteniéndose un solido amarillento, el cual, junto con el obtenido previamente, resultaron ser el

aldehido impuro.

Por otra parte, a la segunda porcion, RADRO9(a) se le traté con 10 mL de MeOH frio y se
agregd nuevamente NaOH. En esta ocasion, la mezcla de reaccion se calent6 a reflujo (60 °C)
durante 24 horas. Las placas de TLC no mostraron avance de la reaccién, por lo que se decidio
finalizarla afiadiendo HCI concentrado, gota a gota, pues se encontro en la literatura que la adicion
de acido como operacion de work-up, aislamiento del producto, facilita la obtencién del mismo,
pues detiene la accion catalitica de la base al completarse la reaccion. Asi, se obtuvo un sélido de
color rojo brillante, cuyo punto de fusion (171-175 °C) fue similar con el reportado en la literatura
para el producto (7) (176-177 °C).113 114,115,116
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En vista de los resultados obtenidos en la reaccién anterior, se decidi® modificar

nuevamente la metodologia con el objetivo de aumentar su rendimiento, obtener reproducibilidad

y ademas verificar la misma. En este sentido, se montaron 3 nuevas reacciones de forma

asincronica, en las que se sustituyo el uso de EtOH por MeOH, el empleo de NaOH en perlas al

igual que en la reaccidn anterior, varidndose en esta ocasion la relacion estequiométrica de los

reactivos.

A continuacién, en la tabla 10 se muestran las condiciones de reaccion utilizadas,

modificando la estequiometria de la reaccién.

Tabla 10. Condiciones de reaccion para la sintesis de (7). Modificando relacion estequiométrica entre (1) y (6).

T t
Entrada Reaccion Catalizador/Disolvente R.M. ) pH: Resultados
Aldehido
104 NaOH/MeOH 60 11 35 7.0 )
impuro
1 RADR10
Rendimiento:
10p NaOH/MeOH 60 11
0.71 %
Rendimiento:
2 RADR11 NaOH/MeOH 60 221 35 7.0
1.52 %
Rendimiento:
3 RADR12 NaOH/MeOH 60 1.2 5
7.1%

Nota: R.M.: relacién molar entre (6) y (1), pHr: pH final, a y b fracciones en que se dividid la reaccion.

En el caso de la reaccion en la entrada 1 (tabla 10), se emplearon perlas de NaOH vy se

utiliz6 MeOH como disolvente, calentando a reflujo (60 °C) durante 3.5 horas. Después de este

tiempo, la reaccion se dividié en dos partes. La primera parte RADR10, se neutraliz6 afiadiendo

gota a gota HCI concentrado, obteniéndose nada mas el aldehido impuro. Por otra parte, la segunda

porcion se mantuvo a reflujo por un total de 6 horas, tiempo después del cual se neutralizd con



HCI concentrado, obteniéndose una mezcla de sélidos, los cuales fueron filtrados y posteriormente
lavados con EtOH frio, aislandose, asi, el producto deseado (7) como un sélido rojo de
caracteristicas similares al obtenido previamente, aunque con un menor porcentaje de rendimiento

en relacion con la reaccién anterior (entrada 1, tabla 9).

Luego, se trabajo con una relacion estequiométrica 2:1 (entrada 2, tabla 10) entre (6) y (1),
es decir, con un exceso de aldehido, manteniendo las demés condiciones de reaccion. Al neutralizar
la mezcla de reaccién afiadiendo disolucién de HCI gota a gota, después de 3.5 horas se obtuvo el
producto (7), del cual se recogié una segunda cosecha al filtrar nuevamente las aguas madres,
consiguiéndose aumentar ligeramente el rendimiento hasta un 1.52 % con respecto al 0.71 %

obtenido en la reaccién anterior (entrada 1).

Finalmente, se llevd a cabo la reaccion detallada en la entrada 3 (RADR12), en la que se
utilizd una relacion estequiométrica 1:2 entre (6) y (1), esta vez con un exceso de cetona. La
reaccion se mantuvo en calentamiento a reflujo por un periodo de 5 horas. Luego, se afadio
disolucion de HCI gota a gota para detener la reaccion, manteniendo en agitacion la mezcla de
reaccion, obteniéndose mayoritariamente el producto deseado (7) y una pequefia cantidad de
aldehido impuro que fue eliminado al realizar lavado con etanol frio. El sélido obtenido presentd
caracteristicas similares a las obtenidas previamente (entrada 1, tabla 9), siendo este un sélido de

color rojo brillante que fundi6 a 174 °C.

Se utilizé el producto obtenido de la reaccion en la entrada 3 (tabla 10) para realizar la
etapa de caracterizacion. Se obtuvo el espectro UV-Vis, del cual se identifico la Amax @ 400.0 nm,
el desplazamiento a mayores longitudes de onda con respecto al producto (5) se explica por la
presencia del grupo dimetilamino en la posicion 4 (anillo B) del producto, el cual es donador de

densidad electronica. El espectro UV-Vis se muestra en la figura 45.%2
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Figura 45. Espectro UV-Vis (DMFA) para el producto (7).

Las bandas caracteristicas del producto (7) en el IR son las que se identificaron a 1597.28
cm correspondiente a la vibracion de tension del doble enlace carbono — carbono y a 988.13 cm
! que corresponde a la flexion del enlace C-H en un sistema olefinico con configuracion trans. El

respectivo espectro IR para el producto (7) se muestra en la figura 46.
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Figura 46. Espectro IR para el producto (7).
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Ademas de la informacidn utilizada anteriormente, se empled el espectro de *H-RMN para
confirmar la formacion del producto. El proton B fue encontrado a 6 = 7.93 ppm, mientras que el
H. se identifico a & = 7.47 ppm. Ambos protones comparten una constante de acoplamiento J =
15.2 Hz, que podria indicar que estos se encuentran en la configuracion trans, en la figura 47 se

muestra la seccion del espectro en que se aprecian las sefiales para ambos protones. %?

T T T x T

79 78 76 75

7.7
f1 (ppm)

Figura 47. Seccion del espectro de *H-RMN (CDCIs) en que se muestran las sefiales correspondientes a los

protones oy B de (7).

No se logré aumentar el porcentaje de rendimiento con que se obtuvo el producto (7) a mas
de un 7 %. Se identificaron dos factores principales que afectaron el rendimiento de la reaccion.
El primero de ellos es el proceso de retrocondensacion del producto (7), el cual se ve favorecido
por la naturaleza del sustituyente en la posicion 4 del aldehido (6). La literatura consultada sugiere
que la formacién del nuevo enlace carbono-carbono se ve favorecida por la presencia de
sustituyentes sustractores de densidad electronica en la posicion 4 de los aldehidos de partida, en
tanto que los donadores de densidad electronica disminuyen la electrofilicidad del carbono
carbonilo del aldehido, dificultando el ataque del nucle6filo, asi, con la formacién del producto se
daba también su descomposicién, como se muestra en la figura 48. El segundo factor que pudo
influir en el bajo rendimiento de la reaccién fue la pureza del aldehido, ya que, si bien el punto de
fusion del mismo fue ligeramente menor (68 °C) en comparacion con el reportado en la literatura

(72-75 °C) y que las placas cromatograficas no mostraron la presencia de impurezas. Existe la

77



probabilidad que parte del mismo se hubiera descompuesto, dejando asi solamente pequefias
cantidades del aldehido disponibles para reaccionar.’

O 0 O

CL,. T S e
OH N~ OH N

Figura 48. Reaccion de retrocondensacion del producto (7).

Tomando en cuenta todos los aspectos mencionados anteriormente, se describié la
metodologia B1 para la sintesis del producto (7), la cual fue detallada en la seccion 5.3.2. y cuya

reaccion general se muestra en la figura 34.

0 0 0
| 1}Nal:]|'f_ MeOH,

, 65°C.5h G = G
" 2 .
N~ 2)HCI2 M OH N~

Figura 34. Reaccidn general para la sintesis de (7), siguiendo la metodologia Bi.
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7.3. SINTESIS DE 3-HIDROXIFLAVONAS

Posterior a la sintesis de las 2’-hidroxichalconas, se llevo a cabo la sintesis de 3-hidroxiflavonas
empleando metodologias basadas en la reaccién de Algar-Flynn-Oyamada, partiendo de dos
distintos sustratos: flavanonas y 2’-hidroxichalconas previamente sintetizadas. A continuacion, se

describen los procedimientos realizados para la obtencion de las mismas.

7.3.1. Sintesis de la 3-hidroxi-2-fenil-4H-cromen-4-ona (8)

La sintesis del producto (8) se realizé a partir de la oxidacién de (3) con H2O2 en presencia de
NaOH como catalizador basico de la reaccion, con una concentracion de 10 % en disolucién
acuosa. Se empleo la metodologia denominada As, siendo el agente oxidante (H20.) utilizado al
30 %, a una temperatura de 5 °C. Transcurridas 3 horas, se finalizo la reaccion, agregando la
mezcla de reaccion a un beaker conteniendo HCI 5 N en agitacion, precipitando el producto en
forma de un solido color blanco crema. A continuacion, en la figura 49, se muestra la reaccion

general y las condiciones para la obtencion de este producto.

o0 ~© 1) NaOH 10%, H205 30%,
EtOH,5°C. 3h _
2) HCI5 N, rendimiento 79.3%
o0

Figura 49. Reaccién general de sintesis del producto (8) siguiendo la metodologia Aas.

El producto se caracterizdé utilizando la informacion obtenida a partir de los
correspondientes espectros UV-Vis, IR y *H-RMN. A continuacién, en la figura 50 se muestran

los dos primeros espectros mencionados.
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Figura 50. Espectros (A) IRy (B) UV-Vis (DMFA) obtenidos para el producto (8).

En el espectro IR (figura 50 A) se han sefialado las bandas caracteristicas del producto (8).
Entre las que se encuentran: la sefial a 3200 cm™ correspondiente al grupo OH ubicado en la

posicion 3 (anillo C) de la flavona, asi como la sefial a 1530 cm™ correspondiente a la tension del
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doble enlace carbono-carbono y la sefial que corresponde a la tension del enlace C-O tipo éter a

1115 cm, la cual indica la presencia del anillo C en el producto. °2

Por otra parte, el espectro UV-Vis, permite observar la banda de méaxima absorcion a una
longitud de onda de 345.0 nm y una banda méas pequefia a 306.0 nm, caracteristico de este tipo de

compuestos.®?

El espectro de *H-RMN (figura 51) permitié confirmar la formacion del producto (8),
especificamente por la desaparicion de las sefiales correspondientes a la flavanona (3) (6 = 2.5 —
6.0 ppm) pertenecientes a los protones Hz, Hzax Y Hzeq, debido a la formacion del doble enlace
entre los carbonos 2 y 3 del anillo C presente en (8). Ademas, se confirmé la formacion de la 3-

hidroxiflavona por la aparicion de la sefial del grupo OH en la posicion 3 de (8) a & = 7.00 pmm.®?

“ Aparicién O-H |

'J’( / J Il

% 1 ¢ ] . ] L} I ., I LS |

6 5
f1 (ppm)

Figura 51. Seccion del espectro de *H-RMN (CDCI3) del producto (8) en rojo, al comparar con el espectro del
producto (3), en azul, Se aprecia que las sefiales entre 2.5 — 6 ppm (Hz y Hs) han desaparecido. Ademas, se observa

la aparicion de la sefial del OH a 7 ppm en el espectro rojo, cuya sefial no aparece en el espectro de (3).
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7.3.2. Sintesis de la 2-(4-clorofenil)-3-hidroxi-4H-cromen-4-ona (9)

La sintesis del producto (9) también se realiz6 aplicando la metodologia As, con la diferencia de
que el producto de partida en esta reaccion fue la 2’-hidroxichalcona (5), a continuacién, en la
figura 52, se muestra la reaccion general y las condiciones experimentales para la obtencion de

este producto.

Q 1) KOH 10%, Ho05 30%,
= EtOH,5°C.4h
G C 2YHCI 5 N, rendimiento 76.3%
OH Cl
5

Figura 52. Reaccion general de sintesis del producto (9) a partir de (5) aplicando la metodologia Aas.

Se aprecia en la figura 52 que las condiciones de reaccion para la obtencion del producto
(9) son similares a las utilizadas para la sintesis de (8), variando solamente el tiempo de reaccion,

que en este caso fue de 4 horas.

El producto se obtuvo al realizar work-up vertiendo la mezcla de reaccion lentamente sobre
HCI 5 N con agitacion, formandose un solido de color crema, el cual fue posteriormente
caracterizado utilizando los datos derivados de los correspondientes espectros IR, UV-Vis y tH-
RMN.

Respecto al espectro UV-Vis, la longitud de onda a la cual ocurrio la maxima absorcion se
identificé a 347.0 nm, mientras que otra banda fue registrada a 310.0 nm. El ligero desplazamiento
hipsocromico se debe a la presencia del cloro en la posicion 4 de (9). A continuacién, en la figura

53 se muestran los respectivos espectros IR y UV-Vis para este producto.®?
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Figura 53. Espectros IR (A) y UV-Vis (DMFA) (B) obtenidos para el producto (9).

En cuanto al espectro IR (figura 53 A) se han sefialado las bandas caracteristicas para el
producto (9). Siendo las mas importantes las correspondientes a la tension del doble enlace C-C,

que aparecid a 1569.70 cm™, mientras que la sefial que indica que la 2’-hidroxichalcona (5) se
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ciclé para la formar la correspondiente 3-hidroxiflavona (enlace tipo éter) fue identificada a un
valor de 1094.41 cm™. En tanto que la sefial de tension del OH aparece a 3275.64 cm™.%2

Por otra parte, en la figura 54, se muestran superpuestos los espectros de *H-RMN para el
producto (5) en color azul, y para el producto (9) en color rojo, observandose la desaparicion de
las sefiales correspondientes a los Hy a 7.64 ppm y Hga 7.87 ppm del doble enlace en (5). De esta

forma, se confirmd la formacion del producto (9).%

® ®

Ausencia He y Hp

Ay bl

(.

= Teihe Tt b, Tl it T ®
795 790 785 78 775 770 765 780
f1 (ppm)

Figura 54. Seccion de los espectros de *H-RMN (CDClIs) para los productos (5) (en azul) y (9) (en rojo). Se

aprecia la ausencia de las sefiales correspondientes al doble enlace de (5) en el espectro rojo.
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7.3.3. Sintesis de la 2-[4-(dimetilamino)fenil]-3-hidroxi-4H-cromen-4-ona (10)

Para realizar la sintesis del producto (10), se procedio a llevar a cabo la reaccion partiendo del
respectivo benzaldehido (6) y de la cetona (1) bajo las condiciones de reaccion detalladas en la
entrada 1 de la tabla 11.

Tabla 11. Condiciones de reaccién para la sintesis de (10) empleando distintas metodologias.

Entrada Reaccién Catalizador T (°C) t (h) Resultados
Aldehido
1 RADRO8 NaOH 5 4 )
impuro
Aldehido
2 RADR13 NaOH 5 22 )
impuro
Rendimiento
3 RADR14 NaOH 31 15
93.2 %

Se realizo la reaccion de la entrada 1, variando con respecto a las reacciones anteriores el
estado fisico del catalizador, que para esta reaccion se aplicé en forma de perlas de NaOH, para
evitar el exceso de agua en el medio y ademas los materiales de partida, utilizando en este caso la
cetona (1) y el aldehido (6). Transcurrido el tiempo de reaccion, después de neutralizar y purificar

se obtuvo el aldehido de partida impuro.

En vista de los resultados obtenidos en el primer intento para sintetizar el producto (10), se
plante6 modificar la metodologia As, variando el tiempo de reaccion. En la entrada 2, se mostraron

las condiciones de reaccion empleadas para la sintesis del producto (10) a partir de (7).

Finalizada la reaccion descrita en la entrada 2 al afiadir CH;COOH concentrado para
neutralizar la mezcla de reaccion, no se obtuvo ningun producto sélido. Por lo tanto, se procedi6 a
realizar extraccion liquido-liquido con CH2Cls, sin embargo, al evaporar el disolvente solamente

se obtuvo el aldehido impuro.

Se observo por medio de TLC que, con la neutralizacion de la mezcla de reaccion, se daba

la descomposicion del producto, por lo tanto, el siguiente intento para sintetizar el producto (10)
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consistié en una nueva metodologia modificada, la cual fue denominada B>, y que fue previamente
descrita en la seccion 5.3.3. En la figura 37 se muestra la reaccion general siguiendo dicha

metodologia.

NaOH, H,0; 30%, EtOH

T.amb., 15 h
OH N7

Figura 37. Reaccion general para la sintesis de (10) aplicando la metodologia B.

En la tabla 11, entrada 3, se han especificado las condiciones de reaccion ensayadas para

la sintesis de (10) usando la metodologia B..

Para la reaccion descrita en la entrada 3, se trabajo nuevamente con el producto (7) como
material de partida, dejando la mezcla de reaccion en agitacion a temperatura ambiente, empleando
H202 30 % como agente oxidante y perlas de NaOH como catalizador basico. Transcurridas las 15
horas, se observo la formacion del producto mediante TLC, por lo que se llevo a cabo la extraccion
liquido-liquido con CH2Cl> (2 x 25 mL) sin previa neutralizacion. La fase diclorometandlica se
secd con Na2S0O4 anhidro y se dejo evaporar el disolvente, obteniéndose el producto (10) como un

solido anaranjado.

Posteriormente, se utilizo la informacion derivada de los espectros correspondientes al
producto para confirmar la identidad del mismo. A continuacién, se muestra el espectro UV-Vis
(figura 55 B), en la que se observa que la Amax para el producto (10) se identificé a 405.0 nm, siendo

consistente con los valores esperados para una 3-hidroxiflavona.®?

En la figura 55 A, se muestra el espectro IR para (10) en el que se han sefialado las bandas
caracteristicas de este producto, como la tension del grupo OH a 3443.17 cm™, la tension del grupo
carbonilo a 1596.19 cm, la tension del enlace doble entre los atomos de carbono 2 y 3 a 1556.89
cm?y la sefial a 1106.82 cm™ que corresponde a la tension del enlace tipo éter (C-O-C) que indica

que el producto se encuentra ciclado. %2
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Finalmente, se confirmé por medio del espectro de *H-RMN la formacion del producto
(10) y se evidencio por la pérdida de los protones del doble enlace entre los carbonos o y . En la
figura 56 se han superpuesto los espectros de (7) en azul y de (10) en rojo, notandose la ausencia
de las sefales correspondientes a los protones antes mencionados en el espectro rojo. Indicando
que el producto respectivo es la 3-hidroxiflavona (10).%
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Figura 55. Espectro IR (A) y espectro UV-Vis (DMFA) (B) para el producto (10).
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Figura 56. Seccion del espectro de *H-RMN (CDClIs) de (7) en azul y de (10) en rojo en el que se aprecia la

ausencia de las sefiales correspondientes a los protones o y .

7.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

La determinacion de la actividad antifungica de los compuestos sintetizados se llevd a cabo
siguiendo una metodologia basada en el método oficial M44-A. Sin embargo, se vario la
temperatura de incubacion la cual se disminuyo a 25 °C, el tiempo de incubacidn se aumenté de
48 a 72 horas y la concentracion de control positivo Ketoconazol, que se uso al 70 % en etanol,
siendo la carga del disco para el método oficial de 50 pg. Los microorganismos empleados fueron

la levadura Candida albicans y el hongo filamentoso Aspergillus niger.10% 101

7.4.1. Actividad antifingica contra Candida albicans

En la tabla 12 se muestran los resultados de las pruebas realizadas. Se han colocado los halos de
inhibicion promedio para cada uno de los compuestos sintetizados a las diferentes concentraciones
ensayadas. También, se reportd un valor de inhibicién para el control negativo, DMFA, el cual fue
de 16.36 mm, en comparacién con los valores reportados para los controles positivos Ketoconazol

que fue de 62.13 mm y Cicloheximida cuyo didmetro de inhibicion fue de 12.05 mm. En vista de
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los valores obtenidos para los compuestos sintetizados, los didmetros de inhibicion sefialados en
color amarillo corresponden a aquellos que son mayores al valor obtenido para la DMFA, pues
todos los didmetros de inhibicién son menores a los del Ketoconazol y mayores a los de la
Cicloheximida.

Tabla 12. Diametros de inhibicion obtenidos para los compuestos sintetizados contra C. albicans.

Halos de inhibicién promedio para los compuestos

Concentracion . .
(ng/mL) sintetizados (mm)
3) (8) (3) 9 (7) (10)
25 14.28 16.11 16.51 18.64 15.88 15.01
40 13.85 15.19 15.66 18.64 15.8 15.79
55 16.62 15.03 15.58 19.4 17.04 15.83
100 13.47 16.18 14.66 15.29 15.62 15.41
150 15.44 14.83 15.75 14.78 15.94 17.74
200 15.1 14.51 14.03 15.22 14.81 16.69
250 15.22 15.62 15.26 14.5 14.1 18.14
300 15.28 13.8 13.8 15.32 14.42 16.62
DMFA 16.36
Ketoconazol 62.13
Cicloheximida -
(1%) 12.05

El mayor didmetro de inhibicion se reporta para el compuesto (9) con un valor de 19.4 mm
a una concentracion de 55 pug/mL, mientras que el valor minimo corresponde al producto (3) a una
concentracion de 100 pg/mL que generd un halo de inhibicién de 13.47 mm. La concentracion
para la que se obtuvo un mayor nimero de diametros de inhibicion mayores a los de la DMFA es
de 55 pg/mL, siendo 3 los valores que superan los del control negativo. EI compuesto que obtuvo
un mayor nimero de diametros de inhibicidbn mayores a los de la DMFA, o el compuesto mas
activo de la serie fue el producto (10) con cuatro valores superiores a los del control negativo,

seguido de (9) para el cual se reportan 3 valores.

7.4.2. Actividad antifingica contra Aspergillus niger
En latabla 13 se han colocado los didmetros de inhibicion promedio para los diferentes compuestos
sintetizados. En este caso, el control negativo, DMFA, también inhibi6 el crecimiento de este

microorganismo, cuyo didmetro de inhibicion fue de 12.73 mm, mientras que para los controles
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positivos Ketoconazol y Cicloheximida 1 % los didmetros de inhibicion fueron de 25.99 y 12.79
mm respectivamente. Se muestran en color amarillo los didmetros de inhibicion que son mayores
al obtenido para la DMFA y que a su vez son mayores al valor reportado para la Cicloheximida 1
%. Los valores que son mayores a los del control negativo pero menores a los de la Cicloheximida
1 % se muestran en color verde. Todos los didmetros de inhibicién fueron menores en comparacion

con el obtenido para el Ketoconazol.

Tabla 13. Diametros de inhibicion obtenidos para los compuestos sintetizados contra A. niger.

Halos de inhibicion promedio para los compuestos

Concentracion . .
(ng/mL) sintetizados (mm)
3) (8) (3) (9) (7) (10)
25 13.94 15.65 14.22 14.14 11.36 14.59
40 14.05 13.46 15.31 13.25 11.37 14.36
35 13.20 15.38 15.34 13.30 13.29 16.82
100 15.84 13.51 18.57 1241 13.83 16.42
150 12.71 13.10 12.87 11.35 12.03 12.08
200 11.86 12.95 13.51 11.91 12.48 11.90
250 11.81 13.24 14.01 12.84 12.22 12.06
300 11.92 13.42 14.37 13.45 12.75 12.26
DMFA 12.73
Ketoconazol 25.99
Cicloheximida
(1%) 12.79

Se observa en la tabla 13, que en general A. niger fue mas susceptible a los compuestos
ensayados, ya que la mayoria de diametros de inhibicion obtenidos para los mismos, son mayores
tanto en comparacion con el reportado para el control negativo como para el del control positivo
Cicloheximida 1 %. Tanto (5) como (8) resultaron ser los productos mas activos, inhibiendo el
crecimiento de este microorganismo a todas las concentraciones ensayadas, siendo todos sus
valores superiores a los de la DMFA y de la Cicloheximida 1 %. EI mayor didmetro de inhibicion
fue registrado para el producto (5) con un valor de 18.57 mm. Al igual que para el ensayo anterior,
la concentracion mas efectiva fue la de 55 pg/mL, pues todos los compuestos reportaron actividad
mayor a la de la DMFA vy la Cicloheximida 1 % a dicha concentracién. Solo se reportd un valor
que fue mayor comparado al de la DMFA, pero menor al de la Cicloheximida 1 %, que fue de

12.75 mm y corresponde a la 2’-hidroxichalcona (7).
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Sin embargo, a partir de los valores obtenidos y del proceso metodolégico empleado, se

derivan las siguientes observaciones:

1)

2)

3)

4)

El 79.2 % de los valores obtenidos para la prueba contra C. albicans son menores a los
obtenidos para el control negativo, en tanto que un 66.7 % de los valores registrados para A.
niger son mayores a los obtenidos para el control negativo y para uno de los controles positivos
(Cicloheximida 1 %).

A pesar de la observacion anterior, no se logré identificar al responsable de la actividad
antiflngica, ya que como se observa en las tablas 12 y 13 los didmetros obtenidos para cada
uno de los compuestos son similares al valor obtenido para la DMFA. Esto se debe a que los
discos impregnados con las disoluciones de los compuestos sintetizados, fueron colocados sin
permitir la total evaporacion del disolvente. Razon por la cual no se puede asegurar que la
actividad biologica depende exclusivamente de los productos o del disolvente.

Con motivo de lo anterior, no se modificaron los didmetros de inhibicion. Ya que, a pesar de
que la metodologia dicta restar el diametro del disolvente a los diametros de los productos
obtenidos, este paso no fue realizado, porque dificultaria el analisis de los datos, pues se
reportaria que todos los compuestos son menos efectivos que la DMFA inhibiendo el
crecimiento de los hongos utilizados en la prueba.

El problema del disolvente, se ve claramente reflejado en la ausencia de linealidad para los
resultados obtenidos, tal como se muestra en la tabla 14. Se calculo el valor del coeficiente de
determinacion para ambas series de datos, observandose que fue imposible establecer relacion

lineal entre la inhibicion del crecimiento y la concentracion de los productos.

Tabla 14. Coeficientes de correlacion lineal y determinacidn para los datos obtenidos.

Coeficiente de correlacion linea (v) y de determinacion ) para los productos obtenidos.

Microorganismo 3) (8) (5) (9) N (10)
; 0.27855 -0.6075 -0.4062 -0.7953 -0.83619 0.71399
C. albicans 0.07759 0.360 0.165 0.6324 0.69022 0.50978
A. nieger -0.71290902 -0.63754005 -0.34654879 -0 2§t}l 1028 0.20410016 -0.73959506
0.50823927 0.40645731 0.12009606 0.08203085 (0.04165688 0.54700086

Nota: los coeficientes de correlacién lineal se muestran en la columna superior y los coeficientes de determinacion se

muestran en las columnas inferiores para ambos microorganismos.
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Existen estudios realizados en torno a la relacion entre la actividad antifungica y la
estructura quimica de diversos flavonoides. Asi, por ejemplo, en el caso de las 2’-hidroxichalconas,
la introduccion de grupos donadores de densidad electronica en la posicion 4 del anillo B genera
productos con muy poca actividad antifingica, en tanto que, los que poseen grupos sustractores de
densidad electronica suelen presentar mayor actividad en comparacién con los anteriormente
mencionados. De acuerdo con los resultados de las tablas 12 y 13, se observa que dicha relacion
se cumple en mayor grado para la prueba realizada con A. niger, notandose que el producto (5), el
cual posee un sustituyente cloro (grupo sustractor de densidad electronica) en la posicién 4 del
anillo B, es mas activo que el producto (7) que posee en la posicion 4 del anillo B un grupo
dimetilamino (donador de densidad electronica). Algunos estudios apuntan que, esto se debe a que
las 2’-hidroxichalconas son capaces de inhibir la accién de enzimas como la Glutation-S-
transferasa (GST), enzima involucrada en procesos de defensa celular, por la formacion de aductos
de Michael entre extremos sulfhidrilo como los del glutatién reducido y el carbono B de las 2’-
hidroxichalconas, asi, mientras mas electrofilo sea el carbono 3 mas favorecida se ve la formacion
de este aducto y consecuentemente la inactivacion de la enzima, siendo los sustituyentes

sustractores de densidad electronica los que aumentan la electrofilicidad de este carbono. 8 110

En cuanto a la actividad de las 3-hidroxiflavonas, existe diversidad de métodos por los que
son capaces de inhibir el crecimiento de los hongos. Sin embargo, varios estudios demuestran que
las 3-hidroxiflavonas mas polares y con altos grados de hidroxilacion presentan mayor actividad
fungicida. Esta relacion no se cumplio en su totalidad para los compuestos sintetizados ya que las
3-hidroxiflavonas (8), (9) y (10) presentan actividad fungicida similar. Estudios demuestran que
algunos flavonoides naturales como la hesperitina, la quercetina, el hiperésido, la trifolina y la
3,5,6,7,3’,4’-hexametoxiflavona, cuyas estructuras se muestran en la figura 57, poseen gran
incidencia en algunos procesos enzimaticos por la formacién de complejos con los centros
metéalicos de algunas enzimas, interviniendo, por ejemplo, en el proceso de fosforilacion durante
los procesos metabdlicos y los mecanismos de replicacion del material genético, inhibiendo con

mayor facilidad el crecimiento de distintas especies de hongos. 120 121,122,123, 124
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8. CONCLUSIONES

Con base en la informacion consultada y los resultados obtenidos y presentados en el documento

se han elaborado las siguientes conclusiones:

Se desarrollaron 5 diferentes metodologias para la sintesis de flavonoides, las cuales estan
basadas en las reacciones de Claisen-Schmidt y de Algar-Flynn-Oyamada. Aplicando estas
metodologias, se obtuvieron 3 diferentes tipos de flavonoides: flavanonas, 2’-hidroxichalconas y
3-hidroxiflavonas. Los factores que tienen mayor incidencia en el progreso y rendimiento de las

reacciones son:

1) El pH, dado que se establecen equilibrios quimicos que dependen en gran medida del mismo,
principalmente para la sintesis de 2’-hidroxichalconas. En la cual, el pH favorece ya sea la
formacion de este producto o la formacion de flavanonas, e incluso puede facilitar la reaccion
de retrocondensacion.

2) Los efectos electronicos ocasionados por la presencia de distintos sustituyentes en los anillos
aromaticos de los reactivos, y la naturaleza de los mismos. Observandose que los grupos
sustractores de densidad electrénica en los aldehidos de partida favorecieron, en casi todos los

casos, las reacciones tanto de ciclacion, como las de formacion de 2’-hidroxichalconas.

La etapa de caracterizacion permitio identificar la formacion de los productos planteados,
utilizandose técnicas espectroscopicas para la realizacion de esta etapa. Las técnicas empleadas
fueron espectroscopia de ultravioleta-visible, de infrarrojo y de resonancia magnética nuclear de

proton. Confirmandose la formacidn de los siguientes productos:

- 2-fenil-2,3-dihidro-4H-croman-4-ona (3)

- 3-(4-clorofenil)-1-(2-hidroxifenil)-2-propen-1-ona (5)

- 3-(4-dimetilaminofenil)-1-(2-hidroxifenil)-2-propen-1-ona (7)
- 3-hidroxi-2-fenil-4H-cromen-4-ona (8)

- 2-(4-clorofenil)-3-hidroxi-4H-cromen-4-ona (9)

- 2-[4-(dimetilamino)fenil]-3-hidroxi-4H-cromen-4-ona (10).

Los problemas relacionados con la metodologia para la determinacién de la actividad

antifangica imposibilitaron la identificacion, de forma concluyente, de la accion fungicida
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exhibida por los compuestos sintetizados y el establecimiento de la relacion existente entre la
estructura de los mismos y su capacidad para inhibir el crecimiento de las especies de hongos
utilizadas en las pruebas. Sin embargo, de la serie de compuestos sintetizados, los mas activos
fueron (5) y (9), ambos compuestos poseen un atomo de cloro en la posicion 4’ y 4
respectivamente, siendo esto consistente con la informacién reportada en la literatura, en relacién
con el incremento de la actividad biolégica en flavonoides que contienen atomos sustractores de

densidad electrénica dentro de su composicion quimica, 18 119
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9.

RECOMENDACIONES

Algunas recomendaciones relacionadas con los aspectos metodoldgicos del trabajo realizado son:

1)

2)

3)

4)

Previo a la sintesis de 2’-hidroxichalconas, realizar un andlisis de los efectos electronicos
causados por los sustituyentes presentes en los aldehidos y cetonas de partida, ya que ambos
influyen en la termodindmica y cinética de cada reaccion. Paralelamente, se deben estudiar los
mecanismos de reaccion para garantizar que las operaciones de sintesis generen la mayor
cantidad de producto posible. En este sentido, con base en las experiencias de sintesis de los
productos obtenidos se recomienda que, para las sintesis en las que se utilicen aldehidos con
sustituyentes sustractores de densidad electrénica se afiada un exceso de cetona. Mientras que
para las sintesis que involucran aldehidos con grupos donadores de densidad electronica, se
sugiere controlar constante y meticulosamente el progreso de la reaccion para determinar el
momento 6ptimo de realizar la operacion de work-up, usualmente neutralizacion.

Respecto a la sintesis de 3-hidroxiflavonas, especialmente para aquellas en las que los
productos de partida poseen grupos donadores de densidad electronica, se sugiere realizar el
work-up de la reaccion por medio de extraccion liquido-liquido o cromatografia en columna
sin neutralizar la mezcla de reaccion.

Realizar nuevos estudios de la actividad antifungica de este tipo de productos, siguiendo los
métodos oficiales, para garantizar la reproducibilidad de los resultados con el fin de identificar
nuevos compuestos bioactivos.

Con base en las experiencias durante la sintesis de 2’-hidroxichalconas, se recomienda
controlar el pH, principalmente al momento de finalizar las reacciones, ya que se ha observado
que es uno de los factores con mayor influencia en la pureza de los productos y en el
rendimiento de la reaccion, siendo importante la neutralizacién de la mezcla de reaccidn, sobre
todo cuando se efectua la sintesis de 2’-hidroxichalconas con grupos donadores de densidad
electronica en la posicién 4 (anillo B). Siendo una opcion viable para la sintesis de estos

productos llevar a cabo las reacciones en medio &cido.
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11. ANEXO

A.1 Espectros de *H-RMN de los productos sintetizados.
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