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GLOSARIO
Actividad de una molécula: la concentracién requerida de una molécula para dar cierta

respuesta en una sustancia.

Chalconas: son cetonas aromadticas o,B-insaturadas de origen natural o sintético,
denominadas también como benciledenterpencetonas, estiril-fenil-cetonas,
benzalacetofenonas, diarilpropenonas o 1,3-difenil-2-propen-1-onas segun la IUPAC. Son

compuestos de una gran reactividad debido a la presencia de dos centros electrofilicos

ECso: Se define como la concentracién media maxima eficaz en relacién a la concentracién
de un farmaco, anticuerpo o téxico que induce una respuesta a medio camino entre la linea

de base y la maxima después de un tiempo de exposicidn especifico.

Reaccidn de Claissen Schmidt: Método clasico para la obtencién de chalconas que consiste
en un mecanismo de reaccion de condensacién, que es similar a la condensacion alddlica y
que comprende la adicidn nucleofilica de un ion enolato de éster al grupo carbonilo de una

segunda molécula éster.

Resistencia fuangica: resistencia adquirida que sdlo se establece en una poblacion
determinada que estd bajo el uso de un plaguicida de manera continua, produciendo una

pérdida de la sensibilidad de este en el patégeno.



INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

Tablas

Tabla 1: EStructura AlENTAOS. ......cuveeueie ettt sttt st b e s 20
Tabla 2: Resultados Pruebas BiOlOZICas.......cuuivieeeeieececieceeeeetet ettt eteste st se e e e s s aer s eas et saens 40
Figuras

Figura 1: ESTtruCtUIra GEIaNiol.....occuiiiieiieecece ettt et et te st st st st e e e s et et esseseaseatestesensantases 18
Figura 2 EStructura LIMONENO........ccccooiiiiirieiecie ettt et st st st sae et et sa s e s e e e saeseenae seesbe s 18
Figura 3 EStructura IMENTOL.............cooo e sttt r e e et st sbesresnneresneenees 18
Figura 4 EStructura PUIEEONA............cocuiiiiriieiecie ettt et st st st e bt se s e st st st e benessees 18
Figura 5 Estructura general de [as chalconas..............c.cuoieiviiiice e e 19
Figura 6 Columna CromatografiCa.............ccciviiiiiiiieerce ettt s st er e 34
Figura 7 Estructura (S,Z) -2-bencilideno-3-metil-6- (propan-2-ilideno) ciclohexano-1-0Na......ccceeveeune 37

Figura 8 Estructura (S,Z)-2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetileno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-

(0] 1 T T 37
Figura 9 Estructura (S,2)-2-(3,4-dimetoxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-ona

......................................................................................................................................................................... 38
Figura 10 Estructura (S,Z)-2-(4-hidroxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-ona.....38
Figura 11 Estructura (S,Z)-2-(3-metoxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexan-1-ona........ 38

Figura 12 Estructura (S, Z) -2- (4-metoxibencilideno) -3-metil-6- (propan-2-ilideno) ciclohexano-1-

Figura 14 Estructura (S,Z)-2-(3-hidroxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-ona)....39

Figura 15 Estructura (S,Z)-2-(4-hidroxi-3-metoxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-



RESUMEN

La producciéon y comercializaciéon de carozos a nivel mundial se ha visto afectada por
distintos factores que influyen en la precosecha, postcosecha o durante su
almacenamiento. Uno de ellos es la presencia de la Monilinia fructicola, hongo fitopatégeno
mas conocido por causar la enfermedad moniliasis, cominmente llamada “podredumbre
parda”. Su hospedero principal es el género de arboles Prunus spp. Los conidios se esparcen
durante la primavera para crear fuentes de inoculacién en cancros, frutos momificados y
ramillas atizonadas.

Para el control de esta plaga se usan fungicidas que tienen como ingrediente activo el
benzimidazol o Benomilo, que, si bien son utiles, a la actualidad ya se han presentado varios
casos a nivel mundial donde la Monilinia ha presentado resistencia especialmente a estos
ingredientes. Sumado a esto, es sabido que la M. fructicola tiene una alta variabilidad
genética, lo que generaria mas problemas en este ambito.

Cabe destacar que esta demostrado que el benzimidazol es téxico, ya que en diversos
estudios realizados en ratones les ha provocado nauseas, sensibilidad cutanea, dermatitis,
entre otros a corto plazo, asi mismo se demostrd que a largo plazo generaron en esta
hepatotoxicidad, aumento de proliferacién celular, y apariciones de tumores benignos.
También se ha evidenciado que en humanos es un potente teratégeno causando por
ejemplo leucemia y malformaciones como anoftalmia y/o craneoencefalias.

Debido a los grandes cultivos y la poca fiscalizacion del uso de elementos de proteccién
personal en agricultores y temporeros, no se sabe exactamente la magnitud del riesgo de
estar expuestos a estos fungicidas en realidad. En el pais, estudios demuestran que los hijos
de mujeres temporeras han tenido efectos neurotdxicos como un coeficiente intelectual
mas bajo, efectos genotodxicos y carcindgenos, ademas de un aumento del riesgo de 3a 4
veces mayor de tener cancer de mama; y un aumento en la incidencia de fisura de labio
palatina no sindrémica.

Tras lo expuesto anteriormente surge como posible solucion la investigacion vy
experimentacidn con plantas aromaticas y medicinales, ya que, sus principios activos tienen

como caracteristicas ser antioxidantes, antifungicos, antibacterianos entre otros. Estudios



describen que a moléculas derivadas de plantas como la pulegona se le atribuyen
propiedades carminativas, efectos antimicrobianos, y ademdas cuenta con ventajas
terapéuticas como menores efectos secundarios, menor vida media, e inhibicién el
crecimiento de la mayoria de las cepas en menores concentraciones en comparacién con

otros compuestos.

El propdsito de esta investigacidn es sintetizar, caracterizar y determinar la actividad
fungicida de los hibridos de pulegona contra Monilinia Fructicola en pruebas in vitro. En
primer lugar se realizé la sintesis de los hibridos a partir de pulegona y una serie de
aldehidos, luego mediante cromatografia en columna y en cromatografia en capa fina las
moléculas fueron separadas y purificadas y posteriormente fueron caracterizadas mediante
la técnicas espectroscopias complementarias de Infrarrojo (FT-IR), Resonancia Magnética
Nuclear (RMN), Masas (MS) y sus propiedades fisicas como punto de fusidn y rotacion
6ptica.

Finalmente, las moléculas fueron evaluadas en pruebas in vitro en carozos cuyos resultados
fueron favorables en los compuestos con valores de EC50 2,5 a 8,72 ug /mL, en donde se
comprobd que su actividad antifungica era capaz de actuar sobre la M. fructicola en rangos

de infeccion entre 75% y 100% sobre carozos.

Palabras claves: Carozos, podredumbre parda, fungicidas, benzaldehidos, pulegona,

actividad antifungica.



ABSTRACT

The production and marketing of stone fruit worldwide has been affected by different
factors that influence pre-harvest, post-harvest and storage. One of them is the presence
of Monilinia fructicola, a phytopathogenic fungus best known for causing the moniliasis
disease commonly known as "brown rot". Its main host is the tree genus Prunus spp. Conidia
spread during spring to create inoculation sources in cankers, mummified fruits and stunted
twigs.

To control this pest, fungicides with active ingredients such as benzimidazole or Benomyl
are used, which, although they are useful, there have already been several cases worldwide
where Monilinia has shown resistance to these ingredients. In addition to this, it is known
that M. fructicola has a high genetic variability, which would generate more problems in
this area.

It should be noted that it has been demonstrated that benzimidazole is toxic, since in several
studies carried out on mice it has caused nausea, skin sensitivity, dermatitis, among others
in the short term, and it was also demonstrated that in the long term it generated
hepatotoxicity, increased cell proliferation and the appearance of benign tumors in these
mice. It has also been shown that in humans it is a potent teratogen causing, for example,
leukemia and malformations such as anophthalmia and/or cranioencephaly.

Due to the large crops and the lack of control of the use of personal protective equipment
in farmers and seasonal workers, it is not known exactly the magnitude of the risk of being
exposed to these fungicides. In the country, studies show that the children of seasonal
women have had neurotoxic effects such as a lower IQ, genotoxic and carcinogenic effects,
as well as a 3 to 4 times higher risk of breast cancer, and an increase in the incidence of non-
syndromic cleft lip and palate.

After the above mentioned, research and experimentation with aromatic and medicinal
plants is a possible solution, since their active principles have the characteristics of being
antioxidants, antifungal, antibacterial and others. Studies describe those molecules derived

from plants such as pulegone are attributed carminative properties, antimicrobial effects,



and have therapeutic advantages such as lower side effects, shorter half-life, and inhibition
of the growth of most strains in lower concentrations compared to other compounds.

The purpose of this research is to synthesize, characterize and determine the fungicidal
activity of pulegone hybrids against Monilinia fructicola in in vitro tests. First, the hybrids
were synthesized from pulegone and a series of aldehydes, then by column
chromatography and thin layer chromatography the molecules were separated and purified
and subsequently characterized by complementary techniques of Infrared spectroscopy
(FT-IR), Nuclear Magnetic Resonance (NMR), Mass (MS) and their physical properties such
as melting point and optical rotation.

Finally, the molecules were evaluated in in vitro tests and in pits whose results were
favorable for all compounds with EC50 values (drug concentration that produces 50% of the
maximum effect) 2.5 to 8.72 ug /mL, where it was proved that their antifungal activity was

able to act on M. fructicola in infection ranges between 75% and 100% on pits.

Key words: stone fruit, brown rot, fungicides, benzaldehyde, pulegone, antifungal

activity.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

La alimentaciéon es parte fundamental de la vida del ser humano. Dentro de las
recomendaciones de la organizacién mundial de la salud para la prevencién de
enfermedades crdnicas no transmisibles, llevar una dieta saludable ayuda a prevenir la
malnutricién y las consecuencias de esta, como la diabetes, cardiopatias o accidentes

cerebro vasculares, entro otros [1,2].

Las dietas altas en frutas y verduras estan ampliamente recomendadas ya que constituyen
una fuente importante de nutrientes como vitaminas, minerales, antioxidantes y fibra [3],
influyendo favorablemente en la salud de las personas. Sin embargo, estos son productos
perecederos y susceptibles a microorganismos patdégenos, como lo son los hongos

fitopatdgenos que a través de diferentes mecanismos invaden a su huésped [4].

La produccién y comercializacion de frutas tiene una gran variedad de factores que influye
en el proceso de precosecha, postcosecha o durante su almacenamiento, disminuyendo
aun mas su vida util y provocando grandes pérdidas en los cultivos [4]. Aumentando su
precio comercial, dificultando su adquisicion por parte de la poblacidon y amenazando la

salud publica por la contaminacidn producida por estos microorganismos patdgenos [5,6].

Uno de estos hongos fitopatdgenos es la Monilinia fructicola, causante de la podredumbre
parda o moniliasis que afecta a las frutas con carozo alrededor del mundo, especificamente
en su hospedero principal Prunus spp. Este hongo se presenta en lugares donde existe una
alta humedad, lluvia frecuente y temperaturas calidas (sobre los 20°C) que favorecen su
aparicion y estadia [7], comienza en la primavera con los conidios que tendran su fuente de

inoculo en cancros en ramillas, frutos momificados y ramillas atizonadas [8].

El control de esta plaga depende de la utilizacién de fungicidas, pero estos no estan exentos
de fallas, se han registrado casos aislados de resistencia por parte de M. fructicola, como es
el caso de los benzimidazoles que por su uso prolongado en el tiempo provocd que se

desarrollara resistencia y por consiguiente pérdida de eficacia en el control [9]. Ademas M.
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fructicola sostiene una alta variabilidad genética logrando producir poblacién resistente o

de alta virulencia [7].

Este es un problema para la industria alimentaria ya que incluso puede provocar pérdidas
del total de la cosecha, pues afecta al cultivo produciendo atizonado de flores, muerte de
ramas y podredumbre de las frutas, dificultando el control de este fitopatdgeno si las

condiciones ambientales son favorables [10].

En Chile la llegada de esta plaga se detectd el afo 2009 y se registré el 2010 como Monilinia
fruticola causante de la moniliasis o la podredumbre parda/morena [11] y tiene el estado

de plaga cuarentenaria presente segun el Servicio Agricola y Ganadero (SAG).

Por otro lado, los pesticidas utilizados actualmente en agricultura se asocian a toxicidad

®II

como el Benzimidazol o “Benomilo™" [12] segln un estudio en ratas, con efectos agudos

como nauseas, sensibilidad cutanea, dermatitis, y efectos a largo plazo como
hepatotoxicidad, aumento en la proliferacién celular y apariciéon de tumores benignos;
ademas demostré6 que puede resultar en efectos teratégenos produciendo
craneoencefdlicas. En humanos también demostré ser teratogénico, segun un estudio
realizado en Costa Rica, se observo clara relacidn entre los progenitores y el desarrollo de
leucemia en su descendencia, y estudios realizados en Nueva Zelanda, Australia, Inglaterra
y Estados Unidos presentaron una preocupante tasa de malformaciones como anoftalmia

[13].

A pesar de existencia de politicas reguladoras que exigen el uso de elementos de proteccién
personal en la agricultura, debido a la escasa fiscalizacidn y grandes extensiones de cultivos
de la industria agronémica, no se conoce la magnitud del riesgo de exposicidn a pesticidas,
debido a la utilizacién de estos en los cultivos, ya que cada cierto tiempo se realiza un
cambio del componente activo de los pesticidas no pudiendo realizar estudios a largo plazo

para determinar su efecto en la poblacién [14].
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Sin embargo, algunos estudios realizados en Chile indican que estos tienen efectos
neurotoéxicos, como, por ejemplo, en nifios un coeficiente intelectual mas bajo a lo esperado
para su edad. Efectos genotdxicos y carcindgenos que se reflejan un riesgo entre 3 a 4 veces
mayor al grupo control para dafio genético y cdncer de mama. Y efectos reproductivos con

un riesgo seis veces mayor para malformaciones en hijos de mujeres temporeras [15].

Un estudio retrospectivo realizado en Chile analizé la incidencia de Fisura Labio palatina no
sindrdmica estudio los factores de la madre que prevalecian en la presencia de esta
patologia en sus hijos durante 12 aios. El estudio determino que en mujeres entre 21 a 39
afios, un 67,74% pertenecian al rubro agricola expuestos a pesticidas, por lo que pueden

ser las causas del desarrollo de fisura labio palatina en los hijos de estas mujeres [16].

Es de vital importancia la creacién de nuevas alternativas para combatir estos patégenos,
debido a que los tratamientos para los patégenos que afectan a las plantas suelen ser
daninos para la salud, ya que se acumulan en el cuerpo causando enfermedades vy
afecciones, sobre todo en las mujeres gestantes, que desarrollan disrupciones en la

embriogénesis.

Es por esto por lo que las plantas aromaticas y medicinales surgen como fuentes atractivas
de busqueda por su contenido de principios activos que exhiben bioactividades como la

antioxidante, antifungica, antibacteriana, entre otras [17].

A partir de las plantas se pueden obtener terpenos, que son compuestos de hidrofébicos
que participan en casi todas las interacciones bioldgicas: plantas y microorganismos o entre
las mismas plantas, actuando como fitoalexinas, antialimentarios de insectos o agentes de

defensa.

Un exponente de lo mencionado es que hay estudios que describen moléculas derivadas de
plantas, como la Pulegona, que tiene efectos antimicrobianos, y ademas cuenta con
ventajas terapéuticas como; menores efectos secundarios, menor vida media, e Inhiben el
crecimiento de la mayoria de las cepas en menores concentraciones en comparacion con

otros compuestos [18].
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1. Marco conceptual.

Desde a mediados del siglo XX que el reino fungico ha estado bajo observacién de multiples
investigadores y cientificos a nivel mundial debido a sus potentes caracteristicas.
Compuestos por células eucariotas capaces de formar estructuras tanto unicelulares
(levaduras) y multicelulares (hifas), con una alimentacion a base de sustancias carbonadas
que pueden desarrollarse en ambientes ricos en oxigeno diatémico, y de manera
extraordinaria sin estos [19]. Debido a esto y mds han sido organismos mas que

competentes para colonizar aguas, tierras e incluso el aire.

Este estudio se centrara en el hongo de interés patoldgico llamado Molinilia fructicola,
relacionandose la resistencia de este microorganismo a sus fungicidas. La M. fructicola es
un patégeno que afecta a carozos tales como duraznero, nectarin, ciruelo, cerezos, entre
otros. Estd ampliamente distribuida a nivel global, se caracteriza por marchitar, momificar
y destruir las flores y frutos de dichos arboles. Su ciclo de vida es a través de esporas,
conocidas como conidios que se transmiten por viento, a través de insectos o por la lluvia,
donde la proliferacion dependera de las condiciones favorables del ambiente, como lo son
la temperatura entre 4°C a 30°C, siendo la éptima a los 24°C, y con una humedad relativa
entre el 70%-85%, produciéndose la infeccién entre 3 a 6 dias y posterior descomposicion
de la fruta [20], presentandose un estado de latencia en frutos momificados siendo este

origen de inoculaciones futuras en cada ciclo productivo [21].

Perteneciente a la Clase Ascomycetes, Orden Helotiales, de la familia Sclerotiniaceae. Sus
principales hospedantes Prunus avium (Cerezo), Prunus domestica (Ciruelo), Prunus persica
(Duraznero), Prunus nucipersica (Nectarino), Prunus salicina (Ciruelo japonés), la
podredumbre parda produce en este dafio en los frutos como presencia de pudricion
acuosa, moho superficial de coloracién parda/marron o abundante esporulacién

parda/marroén [22].
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A nivel global se aplican distintos tipos de mecanismos de control para esta enfermedad,
principalmente se utilizan fungicidas quimicos, que son altamente tdxicos tanto para la
salud de los humanos, animales y el medioambiente. A su vez, a medida que pasa el tiempo
se ha implementado el uso de fungicidas biolégicos que funcionan a base de
microorganismos controladores, que, mediante la competencia nutricional, parasitismo o
secrecidon de metabolitos inhibitorios, como toxinas, ralentizan el crecimiento y/o generan
la muerte del patégeno [23]. La idea es seleccionar un hongo que no esté en el fruto,
introducirlo y de manera natural que desplace al mas perjudicial favoreciendo el control del

hongo causante de la podredumbre [24].

Otro mecanismo de control son los plaguicidas o pesticidas se pueden definir de diferentes
maneras por los usos y aplicaciones que tendra en el cultivo. En este estudio utilizaremos la
definicidon “compuesto quimico, organico o inorganico, o substancia natural que se utilice
para combatir malezas o enfermedades o plagas potencialmente capaces de causas
perjuicios en organismos y objetos” [25]. Estos se conforman de un grupo heterogéneo; se
puede clasificar segun, su formula quimica del principio activo, mecanismo de accién y
espectro de accién. Ademas, su actividad especifica de cada plaguicida se puede clasificar
en: insecticidas, raticidas, herbicidas, nematicidas, moluscocidas, acaricidas y fungicidas.

Con usos variados como en el dmbito agricola, sanitario o domésticos [14].

Al ser aplicados en hongos, el plaguicida o fungicida (compuesto natural o sintéticos)
pueden producir modificaciones en estructuras basicas de la célula fungica inhibiendo su

desarrollo y alterando su viabilidad.

En 1966 Chile reconoce la existencia de Monilinia en el valle central de Chile, desde la
provincia de Santiago hasta Valdivia [20]. El Servicio Agricola y Ganadero (SAG) ha
implementado un listado de fungicidas a utilizar para el control de la M.fructicola dentro de
los cuales se utilizan como ingrediente activo el trifloxytrobin, pyrimetanilo, tebuconazol,

fenhexamid, propiconazol, iprodiona, miclobutanilo, captan80 wp (o wg), boscalid,
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piraclostrobina, ciprodinilo, fludioxonil, clorotalonilo, azoxistrobina, difenoconazol,

fenbuconzol, Bacillus subtilis cepa qst713 [26].

Pero dado el uso continuo de los plaguicidas antifungicos se produce una problematica
relacionada a la resistencia fungica, que en este caso se clasifica como una resistencia
flingica adquirida ya que sélo se establece en una poblacién determinada que esta bajo el
uso de este antifungico de manera continua, produciendo una pérdida de la sensibilidad de
este, sobre el hongo patdgeno, reduciendo las posibilidades de controlar la plaga [27].
Segun la FRAC (Fungicide Resistance Action Committee 2019), clasifica a Monilinia sp. como

un patdgeno que presenta un riesgo medio en generar resistencia a los fungicidas.

Debido a la alta variabilidad genética que presenta la M. fructicola, el aumento de
frecuencia y dosis de fungicidas en ciertas temporadas del afio, han contribuido a Ia
aparicién de cepas resistentes que no tardaron en aparecer en paises como EE. UU. y China

[23].

Algunos de estos mecanismos de resistencia que interfieren en el mecanismo de accion de
los antifungicos son; alteracidén de las enzimas relacionadas con la sintesis del ergosterol y
la alteracién en las bombas de expulsion y facilitadores mayores [26], otras formas se
asocian con las mutaciones de genes especificos que se relacionan con las dianas de las
distintas clases de antifungicos. Existen grupos de fungicidas sistémicos (benzimidazoles,
dicarboximidas e inhibidores de la demetilacidn) utilizados para controlar la M. fructicola
en Espafia., para ello , se determind la resistencia al metiltiofanato (TM), iprodiona (1), y
ciproconazol (CPZ), en donde did como resultado mas del 95% de los aislados de
M.fructicola resultaron altamente resistentes a TM; mas del 50 % de los aislados de M.
fructicola resultaron resistentes a |; manteniéndose estas resistencias a lo largo de los cinco
afios de muestreo, y (c) algunos aislados resistentes a CPZ en la poblacién a partir de 2008

[28].
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Luego de 10 afios desde el primer caso detectado en Espafa, se estudié la diversidad
genética sobre la poblacion de M. fructicola resistente a becimidazoles, dicarboximidas e
inhibidores de la demetilacién. El estudio incluyé 110 aislados de M. fructicola que
presentaban diferentes fenotipos de resistencia a fungicidas. Los resultados mostraron
unos niveles de variabilidad inesperadamente altos para un patdgeno introducido hace
relativamente poco en Espafia. Existe evidencia sobre la recombinacion de fenotipos
resistentes que permitié que los aislados de M. fructicola combinaran y potenciaran su

resistencia, ya que habian desarrollado esta de manera independiente [28].

No hay datos existentes en la actualidad de variables resistentes en Chile, pero la evidencia
muestra que probablemente ocurra lo mismo, ya que se utilizan los mismos agentes activos

para el control de esta plaga [23].

El desarrollo de mecanismos de resistencia de M. fruticola ha llevado a buscar nuevas
alternativas contra el tratamiento de este fitopatégeno, por lo que para el desarrollo de
este experimento se utilizaron compuestos derivados de plantas que presentaran

actividades biolégicas.

En este sentido aparecen en la investigacién los terpenos, que tienen amplia actividad
antibacteriana, antifungica y antiprotozoaria. Estos compuestos son los responsables de dar
el aroma caracteristico de las plantas; geraniol (Figura 1), por ejemplo, se encuentra en la
mayoria de los citricos, al igual que el limoneno (Figura 2). Ambos corresponden a los
aromas caracteristicos de naranja y limén respectivamente. El mentol (Figura 3) es el

responsable de darle el aroma caracteristico a las plantas del género Mentha [29].

Dentro de este grupo podemos destacar la pulegona (Figura 4); una cetona
monoterpenoide ciclica derivada de los aceites esenciales de plantas como Mentha piperita
(menta), y Mentha pulegium (poleo). Investigaciones afirman que pulegona posee efectos
en la disminucién de las biopeliculas y de la MFC (concentracion minima fungicida) de

diversos hongos [30].
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Una de las fuentes de pulegona es Mentha pulegium (poleo) una hierba siempreverde que
mide entre 20 a 50 cm de altura, finamente vellosa y con aroma intenso caracteristico,
usada tradicionalmente para el tratamiento de trastornos del aparato digestivos como las
flatulencias, dispepsia, célicos intestinales y también usados como emenagogos y en los

trastornos del ciclo menstrual [31].

CHs;
\
OH
H3C CHsj /\ /_\
Figura 1. Estructura Geraniol Figura 2. Estructura Limoneno Figura 3. Estructura Mentol

Figura 4. Estructura pulegona



Esta planta posee altas propiedades antimicrobianas debido a que su aceite esencial posee
gran contenido de pulegona, que avala su empleo en productos de higiene bucodental,
desinfectantes ambientales o preservantes de alimentos, pero en dosis altas puede generar
efectos adversos como: epigastralgia, nauseas, vémitos, diarrea, letargo o agitacién, fiebre,
entre otros. Por esto no se recomienda su uso en el embarazo [31]. Estudios realizados en
ratas, mencionan que en dosis de 80 a 160 mg / kg de peso administradas, generaban
atonia, disminucién de la creatinina en sangre, peso corporal terminal y cambios
histopatoldgicos en el higado y sustancia blanca del cerebelo [32]. Por lo cual, podria
generar estos efectos a mediano y largo plazo en los seres humanos con la constante

administracion de pulegona.

Uno de los productos a obtener en la sintesis son las chalconas que son cetonas aromaticas
alfa — beta insaturadas con estructura: 1, 3 difenil, 2-propen, 1-ona en un sistema carbonilo
con dos anillos aromaticos. Estas moléculas constituyen a un subgrupo de metabolitos
secundarios que sintetizan las plantas para protegerse contra diversos patdgenos. Son
precursores de cadena abierta de flavonoides que forman parte de los mecanismos de
defensa de las plantas contra las especies reactivas del oxigeno (ion superdxido, ion
hidroxilo) con el fin de sobrevivir a situaciones de peligro para la planta, ya sea por insectos

o producto del ambiente [33].

Anillo B Anillo A

Figura 5. Estructura general de las chalconas
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Estas moléculas son formadas a través de la reaccion de Claissen Schmidt, que consiste en
un mecanismo de reaccidn de condensacién, que es similar a la condensacién aldélica y que
comprende la adicion nucleofilica de un ion enolato de éster al grupo carbonilo de una
segunda molécula éster. La diferencia de la reaccidn de Claissen Schmidt de una cetona con
un aldehido y la condensacién aldélica de una cetona y un aldehido es en el intermediario
tetraédrico, en donde en el resultado de la ultima es protonada para dar como resultado
un alcohol, mientras tanto que en la reaccién de Claissen Schmidt de una cetona y un
aldehido el intermediario tetraédrico en la reaccidn expulsa un grupo saliente alcéxido para
generar un producto de sustitucion en el grupo acilo, exactamente similar al

comportamiento en los esteres [34].

En la sintesis de hibridos de pulegona donde existe una modificacién o biotransformacién
de la estructura, permite mejorar el metabolismo de los productos naturales y/o
convertirlos en productos bioactivos con propiedades aumentadas y menor toxicidad [35].
Un ejemplo, es la biotransformacién de las cetonas a través de hongos filamentosos
obtenidos de la piel capaces de hidrogenar la cetona para obtener alcoholes quirales, un

método de generar fragancias [36].

Para esto es indispensable contemplar los aldehidos que intervendran en la sintesis de
hibridos de pulegona, estos (RCHO) son compuestos carbonilicos usados como
intermediarios en la sintesis de agentes farmacéuticos, en rutas bioldgicas y procesos
industriales, suelen utilizarse, ademas, como materias primas para preparar otros
compuestos [34]. Los aldehidos que seran de interés para nuestra investigaciéon son los
presentes en la Tabla 1: Benzaldehido (1.a), Piperonal (benzo[d][1,3]dioxol-5-carbaldehido)
(1.b), 3,4- dimetoxibenzaldehido (1.c), 4- hidroxibenzaldehido (1.d), M- anisaldehido (3-
metoxibenzaldehido) (1.e), P- anisaldehido o (4- metoxibenzaldehido) (1.f), 2-
metoxibenzaldehido (1.g), 3- hidroxibenzaldehido (1.h) y Vainillina (4-hidroxi-3-

metoxibenzaldehido) (1.i).

20



<

1.a Estructura Benzaldehido

O
\_..-o
1.b Estructura Piperonal

(benzo[d][1,3]dioxol-5-
carbaldehido)

OMe

OMe

1.c Estructura 3,4-
dimetoxibenzaldeido

Oé H
OH

1.d Estructura
4-hidroxibenzaldehido

1.e M- anisaldehido
(3- metoxibenzaldehido)

Oé H
OMe

OMe

1.f Estructura p- anisaldehido o
(4- metoxibenzaldehido)

0] H
T ,OMe

1.g Estructura
2-metoxibenzaldehido

1.h Estructura
3-hidroxibenzaldehido

O-; H
OH

OMe

OH

1.i Estructura Vainillina (4-
hidroxi-3-metoxibenzaldehido)

TABLA 1. ESTRUCTURAS ALDEHIDOS
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CAPITULO 2: OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo General

Determinar actividad fungicida de los hibridos de pulegona contra Monilinia fructicola en

pruebas in vitro.

2.1.1 Objetivos Especificos
e Sintetizar y caracterizar hibridos de pulegona.
e Evaluar la actividad antifungica de hibridos de pulegona en cepas de M. fructicola.

e Comparar la actividad antifungica de los hibridos de pulegona con los usados en el

mercado actual.
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2.2 Operacionalizacion de Objetivos

Variable Definicidn Dimensiones Indicadores Subindicadores
Objetivo 1 El objetivo de esta | Sintesis de hibridos de |® Cantidad 20 mg
investigacion es obtener | pulegona: obtenida de
Sintetizar y | un hibrido de pulegona |® Medio &cido/base: producto
caracterizar gue junto a un aldehido Ph e Espectros RMN,
hibridos de | determinado debe formar |® Temperatura IRy Masas
pulegona una chalcona. ® Reactivos
Las chalconas son cetonas |® Tipo de solvente
aromaticas o,B- |® Medio 4cido/base
insaturadas de origen de la reaccién
natural o sintético, |® Purificacion a
denominadas  también través de CCF

como
benciledenterpencetonas
, estiril-fenil-cetonas,
benzalacetofenonas,
diarilpropenonas o 1,3-
difenil-2-propen-1-onas
segun la IUPAC. Las orto-
hidroxichalconas son
precursores  para la
sintesis de flavonas 3,
pigmentos naturales
ampliamente difundidos.
(Awad, El-Neweihy vy

Selim, 1960). Algunas

chalconas presentan
actividad antimalarica,
antileishmaniasis,

antituberculosa,

Caracterizacion

de

hibridos de pulegona:

Ensayos

espectroscopicos
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antifdngica, antibacterial
y antitumoral. (Parvesh,
Amit y Vipan, 2014). Son
compuestos de una gran
reactividad debido a la
presencia de dos centros
electrofilicos, los cuales
pueden actuar como una
sola unidad o de manera
independiente lo que
permite para estos
sistemas el ataque de
nucledfilos y la posibilidad
de sufrir una adicion 1,2-
(adicion directa) o 1,4-

(adicidn conjugada)

Objetivo 2

Evaluar
actividad
antifingica de
pulegona en
Monilinia

fructicola

Antifiingico o
antimicético engloba
cualquier sustancia capaz

de producir una

alteracion _tal de las

estructuras de una célula

fungica que consiga
inhibir  su  desarrollo,

alterando su viabilidad o
capacidad de
supervivencia, bien
directa o indirectamente,
lo que facilita el

funcionamiento de los

Cepas

e  Molinilia fructicola

Actividad de las

moléculas, Hibridos de

pulegona:

® Propiedades
estructurales

® Propiedades

fisicoquimicas

EC50

Porcentajes

supervivencia

de
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sistemas de defensa del

huésped.

Actividad de una
molécula: la
concentracién requerida
de una sustancia para dar

una cierta respuesta.

Objetivo 3

Comparar la
actividad

antifungica de
los hibridos de
pulegona con
los usados en
el mercado

actual.

Antifiingico o
antimicético engloba
cualquier sustancia capaz
de producir una
alteracion tal de las
estructuras de una célula
fungica que consiga
inhibir  su  desarrollo,
alterando su viabilidad o
capacidad de
supervivencia, bien
directa o indirectamente,
lo que facilita el
funcionamiento de los
sistemas de defensa del

huésped.

Cepas:

- Monilinia

fructicola

Actividad antifungica
de los compuestos en
el mercado:

- MysticR

- BC-1000

EC50

Porcentajes

supervivencia.

de
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2.3 Hipotesis

Moléculas hibridas obtenidas a partir de la monoterpencetona pulegona y una serie de

benzaldehidos presentarian una potente capacidad antifungica ante el agente infeccioso

Monilinia fructicola.
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CAPITULO 3: MATERIAL Y METODO

3.1 Enfoque y alcance

El presente estudio posee un enfoque cuantitativo y de caracter experimental, ya que se
pretende realizar sintesis de moléculas hibridas de pulegona, a través de diferentes

técnicas, para luego evaluar su actividad contra Monilinia fructicola.

3.2 Diseiio general

Esta investigacidn tiene un disefio experimental exploratorio debido a que se centra en la
sintesis de moléculas hibridas de pulegona a través de diferentes técnicas. El propdsito de
esta investigacién es sintetizar, caracterizar y determinar la actividad fungicida de los
hibridos de pulegona contra Monilinia fructicola en pruebas in vitro. En primer lugar, se
realizé la sintesis de los hibridos a partir de pulegona y una serie de aldehidos, luego
mediante cromatografia en columna y en cromatografia en capa fina las moléculas fueron
separadas, purificadas y posteriormente fueron caracterizadas mediante las técnicas
espectroscopias complementarias de Infrarrojo (FT-IR), Resonancia Magnética Nuclear

(RMN), Masas (MS) y sus propiedades fisicas como punto de fusion y rotacién dptica.

3.3 Poblacion y muestra

Para la investigacién se utilizé una poblacion de 9 hibridos de pulegona y 9 aldehidos; los
cuales son: benzaldehido, 2 metoxibenzaldehido, meta-anisaldehido, P-anisaldehido,
piperonal, 3,4 dimetoxibenzaldehido, , 3 hidroxibenzaldehido, 4-hidroxibenzaldehido, y

vainillina, mas la pulegona.

La muestra utilizada para el estudio son 9 moléculas sintetizadas hibridas de pulegona, los
cuales son: 2-bencilideno-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-ona, 2-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetileno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-ona, 2-(3,4-
dimetoxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-ona, 2-(4-
hidroxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-ona, 2-(3-

metoxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexan-1-ona, 2-(4-metoxibencilideno)
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-3-metil-6- (propan-2-ilideno) ciclohexano-1-ona, 2-(2-metoxibencilideno)-3-metil-6-
(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-ona, 2-(3-hidroxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-
ilideno)ciclohexano-1-ona), 2-(4-hidroxi-3-metoxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-

ilideno)ciclohexano-1-ona.

Asimismo, se aplicaron criterios de inclusién y exclusiéon con los compuestos hibridos que
fueron sintetizados. Se excluyeron aldehidos que no reaccionaron con pulegona, a pesar de

utilizar diferentes métodos, por ejemplo, 2- hidroxibenzaldehido.

3.4 Fuentes de informacion

3.4.1 Unidad de estudio

Moléculas hibridas de pulegona y su actividad sobre hongo Monilinia fruticola.

3.4.2 Unidad informante

Informacién y datos recogidos durante la experimentacion.

3.4.3 Unidad referencial

Laboratorio de Productos Naturales y Sintesis Organica (LPNSO) en Facultad de Ciencias
Naturales y Exactas, Universidad de Playa Ancha, Subida Leopoldo Carvallo N° 270, Playa

Ancha, Valparaiso.

3.5 Instrumento/s de Recolecciéon de Datos

En esta investigacidn se recopilo informacion desde la experimentacién realizada en n el
Laboratorio de Productos Naturales y Sintesis Organica (LAPSO) en Facultad de Ciencias
Naturales y Exactas, Universidad de Playa Ancha. Ademas, se revisaron distintos articulos

cientificos y libros para orientar el trabajo en laboratorio.
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3.6 Consideraciones Eticas

La experimentacién de hemisintesis de pulegona se realizard solo en laboratorios y no en
otros hechos cientificos que involucren la praxis con seres vivos. Por esto, no se aplicaran

consentimientos informados. No existen conflictos de interés en esta investigacion.

3.7 Analisis de Datos

El andlisis es de tipo exploratorio ya que se estudia la probabilidad de que los hibridos de
pulegona tienen capacidad antifungica frente a Monilinia Fruticola y se realizara a través de

un software estadistico y andlisis de modelacion.

3.8 Materiales
A continuacion, se describirdn los materiales y métodos utilizados para la sintesis y

purificacion de hibridos de pulegona, junto con los métodos usados para su identificacidn.

3.8.1 Compuestos usados para la sintesis de los hibridos de pulegona
e (R-) pulegona.
e Aldehidos:
1) Benzaldehido
2) P-anisaldehido o (4- metoxibenzaldehido)
3) M- anisaldehido (3- metoxibenzaldehido)
4) 2- metoxibenzaldehido
5) Piperonal
6) 3,4- dimetoxibenzaldehido
7) 3- hidroxibenzaldehido
8) 4- hidroxibenzaldehido
9) Vainillina
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3.8.2 Reactivos y solventes utilizados para la sintesis y purificacion de hibridos de
pulegona

e Hexano

e Acetato de etilo

e Diclorometano

e Acetona

e Etanol

e Sulfato de sodio anhidro
e Acido sulfdrico

e Yodo para revelar

e Bicarbonato de sodio
e KOH en metanol

e Agua destilada

o Silica gel

3.8.3 Insumos utilizados para la sintesis y purificacién de hibridos de pulegona
e Guantes de procedimiento Top Glove®.
e Matraz balén de fondo plano de 50mLy 100 mL
e Balones de 250mL, 500mL y 1000mL
e Matraz de Erlenmeyer
e Morteros
e Espatulas
e Propipetas
e Pipetas de ImLy5mL
e Micropipeta Biopette®, modelos p10, p100 y p200
e Puntas micropipetas de 10, 100 y 1000 uL
e Embudos de decantacion
e Papel pH

e Embudos de vidrio
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e Columnas cromatograficas

e Silicagel

e Probetas de 10mL, 25mL, 50 mLy 100 mL
e Viales ambar.

e Viales transparentes

e Papel de aluminio

e (Camaras cromatograficas

e Placas para cromatografia en capa fina
e Soportes universales

e Capilares*

e Pipeta Pasteur

e Tubos ependorf

e Algoddn

e TermOmetro

e C(Cristalizador

3.8.4 Equipos utilizados para la sintesis y purificacidon de hibridos de pulegona
e Rotavapor
e Campana extractora de gases ESCO®
e Balanza analitica ML204 Mettler Toledo
e Ultrasonido
e Bombas de presion
e Placas de agitacion VELP® Scientifica
e Refrigerador PROGRESS 3100 Tenza®
e Revelador con luz UV Espectroline® Model CM10A

e Horno conveccidn mecanica Venticell® Eco line
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3.9 Métodos utilizados en la sintesis de hibridos de pulegona

3.9.1 Sintesis
En este estudio se realizaron diversos métodos para la sintesis de los distintos hibridos que

se evaluaron luego de cada reaccion. Se usaron los siguientes métodos:

Método A: En un baldn se agregan 1,0 equivalente molar de pulegona con 1,1 equivalentes
del aldehido sustituido y se adicionan 10 ml de solucién de hidréxido de potasio (KOH) en
metanol al 20% m/v, esto se realiza en proporcién 1:1:2 La Mezcla se agita por 48 hrs a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se neutraliza el medio de reaccidon usando
una solucion de HCl al 5%, y se extrae con acetato de etilo (EtOAc) (3x 50 mL) y la fase
organica es secada con sulfato de sodio anhidrido, filtrada y concentrada a presién reducida

y con rotavapor.

Método B: En un baldén se agregan 1,0 equivalente molar de acetofenona con 1,1
equivalentes del aldehido sustituido y se adicionan 10 ml de etanol y 0,5 equivalentes de
H2S04. La mezcla se agita por 48 horas a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se
neutraliza el medio de reaccién usando una solucion de NaHCO3 al 5%. Luego, se extrae con
EtOAc (3x50 mL) y la fase orgdnica es secada con sulfato de sodio anhidrido, filtrada y

concentrada a presiéon reducida con rotavapor.

Método C (triflato de iterbio): En un baldn se agregan pulegona, 3 hidroxibenzaldehido

(aldehido) y triflato de iterbio (Yb) en una proporcion de 1:2:0.5, sin solventes. La mezcla es
llevada a columna de reflujo y es agitada por 6 horas a 90°C. Transcurrido el tiempo, se
agrega agua destilada , se extrae con EtOAc (3x50 mL) vy la fase organica es secada con

sulfato de sodio anhidrido, filtrada y concentrada a presién reducida con rotavapor [37].
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3.9.1.1 Purificacion y separacion

Luego de haber realizado la sintesis de hibridos de pulegona, se procedié a la etapa de
purificacion y separacion de los compuestos. Para esto, se utilizéd cromatografia. Esta es una
técnica de separacién que data de 1903, siendo hoy en dia de uso muy comun. Existe una
gran variedad de técnicas cromatograficas, pero, todas se basan en conceptos de fase movil,
que es la mezcla por separar en un disolvente y fase estacionaria, que es un material
absorbente [38]. En esta investigacion se utilizé la cromatografia en capa fina (CCF) para

analizar las moléculas sintetizadas y cromatografia en columna para su purificacion.

3.9.1.2 Cromatografia en capa fina (CCF)

Técnica rdpida y sencilla utilizada para el monitoreo de reacciones y analisis de sus
componentes. En el caso de esta investigacion se utilizaron placas para CCF, que consisten
en una lamina de aluminio con silica gel actuando como absorbente y fase estacionaria. A
través de capilares se depositaron muestras del compuesto en la placa, para luego ser
llevada a una camara cromatografica con eluyentes como hexano y acetato de etilo en
concentraciones dependientes del aldehido, estos eluyentes ascienden funcionando como
la fase mavil de la técnica y que separan los compuestos segun su polaridad en la placa de
CCF. Se extrae la placa desde la camara para observar los compuestos separados en luz UV,
luego de esto es necesario revelar la placa cromatografica con reactivos como &acido
sulfurico y/o yodo, aplicando calor para carbonizarla.

Como resultado se observan diversas manchas de colores, correspondientes a compuestos
y elementos de la reaccidon, donde se esperaba encontrar e identificar el hibrido de

pulegona sintetizado [39].

3.9.1.3 Cromatografia en columna

Esta técnica de purificacion consiste en un recipiente de vidrio vertical llamado columna
que puede ser de diversos tamafios (Figura 6), a esta se le adiciona un algodén en el fondo
para que el absorbente, en este caso silica gel, no filtre. Este absorbente tiene como funcién
ser la fase estacionaria para la purificacion de la sustancia, se vierte en la columna la

cantidad de silica gel que requiera la muestra, y se compacta debido a que la elucion debe
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ser uniforme, para esto se utiliza una bomba de aire. En la parte superior, es puesta la
mezcla a separar, preparada como una papilla seca en silica gel o liquida en un disolvente.
En esta investigacidn, para la elucion se utilizaron los disolventes hexano y acetato de etilo
en gradientes que descendian a través de la columna, separando los compuestos. Estos
fueron recogidos en viales rotulados para su posterior analisis por medio de cromatografia

en capa fina.

Figura 6. Columna cromatografica

3.9.1.4 Cromatografia en capa fina preparativa

Técnica de purificacion que se realiza con mayores tamafios de placa de CCF. En el caso de
esta investigacion, se utilizaron placas de silica gel de 20x20 cm donde se depositaron
mayores cantidades de muestra para luego ser llevadas a una cdmara cromatografica de
mayor tamano con eluyentes como acetato de etilo y hexano. Se observo esta placa en luz
ultravioleta marcando con lapiz los distintos compuestos de interés para luego ser barridos
con una espatula de la placa de CCF. La silica gel extraida de estas zonas fue puesta en un
embudo con papel filtro para extraer el compuesto con acetona. Estos fueron recogidos en

viales para su analisis con cromatografia en capa fina.
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3.9.2 Identificacion

Estos métodos permiten establecer la pureza, identificar y caracterizar los hibridos de

pulegona que se obtuvieron a través de las reacciones y posterior purificacion.

3.9.2.1 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica muy usada en
quimica para la determinacion estructural de las moléculas organicas. Ademas, las técnicas
de espectroscopia de masas y de infrarrojo que sirve para determinar grupos los funcionales
de las moléculas, junto con RMN realizan un mapeo de la estructura de carbono — hidrogeno

de la molécula [38].

3.9.2.2 Espectroscopia infrarroja (FT - IR)

Es una técnica usada en la quimica orgdanica para determinar la estructura de una molécula.
Las moléculas poseen energia y estan en constante movimiento, en donde sus enlaces se
estiran y contraen, y ocurren otras vibraciones moleculares. Estas contracciones y energias
no son variables de forma continua, por lo que poseen frecuencias especificas que
corresponden a niveles de energias fijos. Entonces al irradiar la molécula por medio de
radiacion electromagnética, la energia se absorbe si la frecuencia de la radiacién coincide
con la frecuencia de vibracion. Cada frecuencia absorbida por una molécula corresponde a
un movimiento molecular especifico, por lo que esto puede determinar un enlace o grupo
funcional en especifico midiendo su espectro IR [34]. La regidon infrarroja (IR) cubre el
intervalo de entre 7,8 x 10*-7 m a aproximadamente 107-4 m, pero su porcidon media que

va desde 2,5 x 107-6 m a 2,5 x 107-5 m es utilizada en la quimica orgdnica [34].
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3.9.2.3 Espectroscopia de Masa (EM).

Esta técnica es utilizada para medir la masa molecular de la muestra estudiada obteniendo
en el proceso mas informacion de ella. Los espectrémetros de masa tienen 3 partes
esenciales: una fuente de ionizacién para la molécula, un analizador de masas donde se
separan los iones por su relacién de masa a carga y un detector en el que se registran los
iones separados [34]. De esta forma, se puede determinar la masa molecular, la estructura

de la molécula, la presencia de unidades estructurales y una formula molecular posible [33].

3.9.2.4 Punto de fusion

Este es considerado un método fisico que establece un claro criterio de pureza sobre el
compuesto a evaluar ya que, la técnica se basa en establecer un equilibrio entre la fase
solida y liguida a una presién y temperatura determinada, sumado a que cada compuesto
tiene un cambio de estado a una determinada temperatura/presidn y este se ve afectado

cuando existen impurezas en el compuesto.

3.9.3 Pruebas bioldgicas

La bibliografia encontrada nos revelaba una alta capacidad antifungica por parte de la
pulegona, pero se desconocia la posible actividad de los hibridos de pulegona que se
sintetizaron en la investigacion por lo que las pruebas bioldgicas se realizaron para
determinar la actividad de las moléculas sintetizadas a partir de pulegona frente al

patdégeno Monilinia fructicola.

Las pruebas para realizar en esta ocasidén son pruebas in vitro con Monilinia fruticola, estos
estudios son realizados fuera del organismo, es decir a través de la manipulacién con el
material de laboratorio como placas Petri, tubos de ensayo, bandeja de cultivo celular, o
cualquier otro recipiente usado, siempre y cuando contenga el organismo de interés
intacto. Luego de esto el compuesto a probar sintetizado en esta investigacion, es decir, los

hibridos de pulegona, se ponen en contacto con un sistema bioldgico [40].
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CAPITULO 4: RESULTADOS

Las moléculas sintetizadas se demuestran con sus estructuras en la siguiente grafica: (S, 2)
-2-bencilideno-3-metil-6- (propan-2-ilideno) ciclohexano-1-ona (Figura 7), (S,2)-2-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetileno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-ona (Figura
8), (S,2)-2-(3,4-dimetoxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-ona
(Figura 9), (S,Z)-2-(4-hidroxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-ona
(Figura 10), (S,2)-2-(3-metoxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexan-1-ona
(Figura 11), (S, Z) -2- (4-metoxibencilideno) -3-metil-6- (propan-2-ilideno) ciclohexano-1-
ona (Figura 12), (S,Z2)-2-(2-metoxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-
ona (Figura 13), (S,Z)-2-(3-hidroxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-
ona) (Figura 14) vy (S,2)-2-(4-hidroxi-3-metoxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-

ilideno)ciclohexano-1-ona (Figura 15).

Figura 7. Estructura de (S, Z) -2-bencilideno-3-metil-6- (propan-2-ilideno) ciclohexano-1-ona

4]

X 0

Figura 8. Estructura (S,Z)-2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetileno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-ona
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Figura 9. Estructura (S,2)-2-(3,4-dimetoxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-ona

Figura 10. Estructura (S,Z)-2-(4-hidroxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-ona

OMe

Figura 11. Estructura (S,Z)-2-(3-metoxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexan-1-ona
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Figura 12. Estructura (S, Z) -2- (4-metoxibencilideno) -3-metil-6- (propan-2-ilideno) ciclohexano-1-ona

OMe

Figura 13. Estructura (S,Z2)-2-(2-metoxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-ona

OH

Figura 14. Estructura (S,Z2)-2-(3-hidroxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-ona)
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Figura 15. Estructura (S,Z)-2-(4-hidroxi-3-metoxibencilideno)-3-metil-6-(propan-2-ilideno)ciclohexano-1-ona

4.1 Pruebas Bioldgicas en Monilina fruticola
Los resultados obtenidos luego de las pruebas bioldgicas son los siguientes:

Tabla 2: Resultados pruebas bioldgicas.

Compuesto Monilinia fruticola Conidias EC 50 ug/mL
EC50 ug/mL
Figura 7 40,11 50
Figura 8 35,35 <10
Figura 9 6,71 <10
Figura 10 6,69 <10
Figura 11 2,5 <10
Figura 12 8,72 <10
Figura 13 7,22 <10
Figura 14 7,15 50
C + MysticR 8,38 <10
C+ BC- 1000 10,55 110

Las moléculas se entregaron para pruebas bioldgicas en carozos cuyos resultados fueron
favorables en los compuestos 7.5 A (EC50 2,5 ug /ml); 7.6 A (EC50 8,72 ug /ml)-7.7 A (EC50

7,22 ug /ml) -7.9 A (EC50 7,15 ug /ml), en donde se comprobd que su actividad antifiingica
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era capaz de actuar sobre la M. Fructicola en rangos de infeccidn entre 75% y 100% sobre

carozos.
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CAPITULO 5: DISCUSION Y CONCLUSIONES

5.1 Discusion

Lo obtenido en esta investigacion fue el resultado de los analisis de diferentes métodos de
sintesis y purificacién en general, el mecanismo de reaccién es Claissen Schmidt; método

clasico para la sintesis de chalconas.

Fueron probados cuatro métodos distintos, estos se obtuvieron de la bibliografia
disponible, donde finalmente se escogio el método B y C para aldehidos hidroxilados y el
método A para no hidroxilados y los metoxilados, por presentar mejor rendimiento y/o

menor tiempo de reaccion.

El cambio de método fue debido a que los compuestos hidroxilados debido a que, en los
compuestos hidroxilados, el método B y C entregaron mejores resultados y rendimientos
comparados con el método A, ya que en el método B y C se usaba un medio dcido en ves
del basico, lo cual al monitorear la reaccién daba un rendimiento mayor, y, por ende, mayor
masa al separarlos. Sin embargo, al tener un tiempo de reaccién de 48 hrs, hacia mas lento

el proceso de purificacién posteriormente.

En cuanto a la neutralizacion del medio de la reaccién, para las del método A y B, se
neutralizaban mejor al usar en primera instancia agua corriente y luego agregando acido

clorhidrico o bicarbonato de sodio respectivamente.

En el caso de la sintesis con el benzaldehido, esta reaccidn no requirid llevar a cabo una
columna, debido a que, al realizar la neutralizacién, Work Up y posteriormente su reduccion
por medio de un rotavapor, esta arrojo un precipitado, para lo cual determinamos que la
molécula se encontraba en un estado puro y pudimos obtener un mejor rendimiento de
reaccidon, mucho mayor a las demas reacciones, las cuales se tuvo que separar mediante

columna cromatografica.

Respecto a la purificacion, la técnica de eleccidn es cromatografia en columna, la cual en

una primera instancia presenta distintas dificultades con respecto a la purificacién teniendo
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que ser corregida la calidad de los solventes y del absorbente con el objetivo de obtener

mejor purificacion de los compuestos.

El rendimiento de la purificacién cromatografica puede verse alterado a causa del solvente,
para este caso, un factor determinante en la obtencién de los resultados esperados fue el
tratamiento de los solventes con sulfato de sodio anhidro como desecante por sus
propiedades hidroscdpicas, ya que estos contenian un porcentaje de hidratacidn, y al ser
solventes inmiscibles en agua alteraron el resultado de la cromatografia, generando que los
compuestos no pudiesen ser purifiquen, obligando a repetir el procedimiento de

cromatografia.

Se tomaron medidas adicionales en contra de los agentes delicuescentes, entre ellos el
precalentado del absorbente silica gel a utilizar en columna, a 40°C durante 20 minutos
sumado a la destilacién de los solventes utilizados en este caso hexano y acetato de etilo
para luego ser tratados con sulfato de sodio anhidro, de esta forma aseguramos la

obtencién y purificacidn del compuesto esperado.

Luego, para mejorar la calidad de la muestra objetivo; las moléculas obtenidas fueron
adicionalmente purificadas a través de cromatografia en columna preparativa, lo que
permitio alcanzar mejores resultados de espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN). Sin embargo, esta técnica no podia ser usada con mds de 40 mg de muestra, por lo
gue, los rendimientos usando cromatografia en columna preparativa significa una mayor

purificacion, pero menor masa obtenida del compuesto puro.

La purificacién de los compuestos metoxilados fue de mejor rendimiento que la de los
hidroxilados, dado que su purificacién era desde los gradientes 1 al 20% aproximadamente
de acetato de etilo / Hexano, comparada con los compuestos hidroxilados que la mayoria
aparece desde el 30% de gradiente acetato de etilo / Hexano, esto debido a su polaridad,
ya que estos tendian a ser mas polares que los metoxilados. Sin embargo, debido a la
problematica presenciada por los solventes hidratados, significo un retraso en la sintesis y

purificacion de los compuestos, ya que estos no se separaban.
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Ademas, dentro de la experimentacién se intentaron distintos procedimientos para una
mejor observacién y analisis de los compuestos a través de CCF. Por ejemplo, este fue el
caso del compuesto derivado de la sintesis de pulegona y 3 hidroxibenzaldehido. En un
principio, al momento de realizar las placas de CCF para observar la purificacién de los
compuestos, se utilizaban eluyentes a un gradiente del 30% de acetato de etilo y 70% de
hexano, depositando la placa solo una vez dentro de la cdmara cromatografica. Pero, se
observd un mejor resultado de separacion de las muestras al realizar este procedimiento
dos veces con un gradiente de 15% de acetato de etilo. Esto permitié determinar cual era
el compuesto buscado, pudiendo diferenciarlo del aldehido en la mezcla para poder
proceder con su purificacién.

Con respecto a las pruebas in vitro de los compuestos sintetizados durante la investigacion,
se determind su actividad antifungica mediante pruebas in vitro, de los cuales resultaron
gue el compuesto mas efectivo fue con el aldehido 3 metoxibenzaldehido, el cual generé
respuesta en una dilucion de 2,5 ug/| (revisar) comparado con sus controles C + Mystic R
gue es un fungicida en formato de suspensién concentrada, con dos componentes activos,
el pirimetanilo y trifloxistrobina usado para el control preventivo de enfermedades flngicas
en manzanos, perales, durazneros, durazneros conserveros, nectarinos, entre otros [38], y
C + BC + 1000, que es un bactericida y fungicida de origen natural a base de citricos, que
posee muy baja toxicidad para el humano y los animales, es usado generalmente como
control de Botritys cinerea en la vid, berries, tomate, pimentén y hortalizas, sus
componentes son mayoritariamente 50% de extracto de semillay pulpa de citricos (2,5%p/v

equivalente de acido ascdrbico) [41].

Para evaluar la capacidad antifungica de los compuestos sintetizados, se evalué el EC 50 o
concentracion eficaz media maxima que es la concentracién del farmaco o compuesto
quimico que produce el 50% de la respuesta mdaxima, que codifica la actividad del farmaco,

es decir, la concentracidn eficaz para obtener una respuesta del 50% [39].
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Es por esto por lo que es de vital importancia hacer una revisiéon sistemdtica amplia de la
bibliografia disponible, con el propésito de contar con la mayor informacién posible para
experimentar o mejorar los métodos que se utilizan en el proceso de obtencion de la

molécula objetivo.
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5.2 Conclusién

Luego de realizar la investigacidon y las pruebas en laboratorio, se puede concluir que estos
compuestos poseen gran actividad biolégica para eliminar el hongo M. fructicola y detener
la propagacién de la enfermedad. Estos, pueden ser utilizados como un antifungico efectivo
derivado de compuestos naturales, que, ademas, ayudaran a la preservacién de las
cosechas, a tener una buena produccidon y menores perdidas por moniliasis mejorando las
ventas y rendimientos en las empresas productoras, beneficiando de igual manera a las

familias que consumen estas frutas en su dieta diaria.

Ademas, concluimos que con las caracteristicas estructurales del hongo M. fruticola, los
compuestos serian efectivos igualmente en diferentes hongos fitopatégenos como
Monilinia laxa. Sumado a esto, M. fruticola es del filo Ascomycota, el cual, posee
caracteristicas sexuales, morfoldgicas y estructurales similares a hongos como Candida
albicans y Aspergillus fumigatus, hongos patégenos para el ser humano los cuales se suelen
asociar a pacientes inmunodeprimidos o con compromiso inmunolégico, por lo cual, los
hibridos de pulegona pueden ser usados posteriormente en formulaciones farmacoldgicas
en seres humanos tales como: farmacos de uso respiratorio, endovenoso o tdpico para las

micosis orales, vaginales, cutaneas, y sistémicas.

Por eso por medio de esta investigacion de que los hibridos de pulegona son potentes

antimicdticos contra hongos fitopatdgenos y también contra hongos que causan micosis en

los seres humanos.
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