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RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium tuberculosis
(MTB), donde la pirazinamida (PZA) es un farmaco de primera linea utilizado en su
tratamiento. Nuevas propuestas de fa&rmacos son urgentes, dada la mayor resistencia a
antimicrobianos como la PZA. En este trabajo, hemos sintetizado y caracterizado la N'-
[(1E)-(2-Hidroxi-3-metoxibencilideno) pirazina-2-carbohidrazida (C3), para evaluar su
actividad antituberculosa in vitro en MTB H37Rv (cepa sensible) y DM97 (cepa
resistente a PZA). El compuesto C3 fue sintetizado y caracterizado por Analisis
elemental, UV-Vis, FT-IR y RMN *H/*3C. El compuesto C3 es una hidrazona derivada
de PZA. En el ensayo de microplaca de tetrazolio (TEMA) realizado en MTB Hz7Rv a
pH 6,0 y 6,8, se encontré que PZA tiene mayor actividad antituberculosa que C3 en
H37Rv, sin embargo, en DM97, C3 (MIC = 64 pg/mL a pH 6,0; MIC =256 ng/mL a pH
6,8) presentd mayor actividad antituberculosa que PZA (MIC > 800 pg/mL a pH 6,0;
MIC > 800 pg/mL a pH 6,8), lo que demuestra el potencial antituberculoso de C3 frente
a esta cepa resistente a PZA.
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SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND IN VITRO
STUDY OF N'-[(1E)-(2-HYDROXY-3-
METHOXYBENZYLIDENE)PYRAZINE-2-
CARBOHYDRAZIDE AGAINST MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS H37Rv AND DM97

ABSTRACT

Tuberculosis is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis (MTB),
where pyrazinamide (PZA) is a first-line drug used in its treatment. New drug proposals
are urgently needed, given the increased resistance to antimicrobials such as PZA. In this
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work, we have synthesized and characterized N'-[(1E)-(2-Hydroxy-3-
methoxybenzylidene)pyrazine-2-carbohydrazide (C3), to evaluate its in vitro
antituberculosis activity in MTB H37Rv (sensitive strain) and DM97 (PZA-resistant
strain). C3 was synthesized and characterized by elemental analysis, UV-Vis, FT-IR and
'H/*3C NMR. The compound C3 is a hydrazone derivative of PZA.

In the tetrazolium microplate assay (TEMA) performed on MTB H37Rv at pH 6.0 and
6.8, PZA was found to have greater antituberculosis activity than C3 in H37Rv, however,
in DM97, C3 (MIC =64 pg/mL at pH 6.0; MIC = 256 ug/mL at pH 6.8) presented greater
antituberculosis activity than PZA (MIC > 800 pg/mL at pH 6.0; MIC > 800 ug/mL at
pH 6.8), which demonstrates the antituberculosis potential of C3 against this PZA-
resistant strain.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, antituberculosis, hydrazone, TEMA.

INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una infeccion causada por Mycobacterium tuberculosis (MTB).
Segun el informe del afio 2023 dado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
sobre la tuberculosis, el numero de personas tratadas contra la tuberculosis ha aumentado
de 10,3 millones en el 2021 a 10,6 millones en el 2022. Aproximadamente 1,3 millones
de personas que padecian tuberculosis en todo el mundo murieron en el 2022. La
tuberculosis es considerada la enfermedad infecciosa mas peligrosa del mundo ®. Una de
las causas del aumento de los casos de tuberculosis ha sido la aparicién de la tuberculosis
multirresistente (MDR-TB) y la tuberculosis extremadamente resistente a los farmacos
(XDR-TB), lo que ha dejado a muchos pacientes sin otras opciones de tratamiento?. Segun
el Ministerio de Salud de Peri (MINSA), en el 2019 se reportaron 23282 casos de
morbilidad de TB, 20546 nuevos casos de TB, 1147 nuevos casos de MDR-TB y 76
nuevos casos de XDR-TB3. La pirazinamida (PZA) es un profarmaco y un analogo
estructural de la nicotinamida, utilizado como farmaco de primera linea en el tratamiento
de la tuberculosis, debido a su excelente efecto esterilizante sobre los bacilos tuberculosos
en estado semilatente o latente*. Se sabe que la PZA se convierte en su forma activa, el
acido pirazinoico (POA), por la accién de la enzima pirazinamidasa (PZasa). Sin
embargo, el mecanismo de accién y la resistencia a la PZA no estan completamente
dilucidados. Se han documentado muchas mutaciones en el gen pncA, responsable de la
sintesis de PZasa, que es probablemente la principal razon de la resistencia frente a PZA%,
Las hidrazonas son bases de Schiff (-CH-N-NH-C=0-) que han atraido especial atencion
de los investigadores en los Gltimos afios debido a su conocida capacidad de quelacion y
flexibilidad estructural®, asi como a sus actividades bioldgicas y farmacol6gicas en
algunas enfermedades, incluida la tuberculosis. Teniendo en cuenta la alta resistencia a la
PZA que existe en el tratamiento de la TB, existe la necesidad de evaluar nuevos farmacos
frente al estado latente de la MTB. En el presente trabajo, se realizo la sintesis y
caracterizacion del N'-[(1E)-(2-Hidroxi-3-metoxibencilideno)pirazina-2-carbohidrazida
(C3), un derivado de PZA unido covalentemente a un grupo hidrazona. Ademas, se
realizaron pruebas biologicas in vitro frente a cepa sensible (MTB H37Rv) y cepa
resistente (MD97) para evaluar su actividad en MTB. Es importante mencionar que Wang
en el 2019 sintetizo6 y cristaliz6 el compuesto C3 monohidratado por otra metodologia de
sintesis, realizo estudios de DR-X de monocristal mostrando la estructura tridimensional,
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pero no realizd la caracterizacion espectroscopica, ni evalu6 su actividad antituberculosa
para cepas sensibles H37Rv (ATCC 27294) o cepas resistentes (DM97)°.

PARTE EXPERIMENTAL

Todos los productos quimicos fueron comprados a Sigma-Aldrich. Los solventes eran de
grado espectroscdpico. Los puntos de fusion se determinaron con el kit Thermo Fisher
Scientific 1A9100. El anlisis elemental se determiné utilizando un analizador elemental
EAIl Exeter Analytical CE-440. Los espectros electronicos se registraron en un
espectrofotdbmetro UV-Vis Shimadzu UV1800 utilizando una celda de cuarzo de 1 cm a
temperatura ambiente en un rango de 200-400 nm. Los espectros infrarrojos se registraron
con granulos KBr en el rango de 4000 a 400 cm™ en un espectrofotometro Shimadzu FT-
IR Prestige 21. El espectro de RMN-'H y RMN-*C se obtuvo utilizando un
espectrometro Bruker Ascend de 500 MHz con dg-dimetilsulféxido (DMSO-ds) como
disolvente y tetrametilsilano (TMS) como patron interno (dH=0,0 ppm) a temperatura
ambiente.

Sintesis de pirazin-2-carbohidrazida (2)

Se afiadi6 hidracina monohidratada (1,77 mL, 1,81 g, 36,2 mmol) a una solucion etandlica
de 5 mL de metilpirazina-2-carboxilato (1) (0,5 g, 3,62 mmol). La mezcla se agit6 durante
2 h a temperatura ambiente. El disolvente se retir6 a presion reducida y el residuo se
purifico mediante lavado con Et,0 frio (20 mL) para obtener el producto (2) sélido’.

Sintesis de N'-[(1E)-(2-Hidroxi-3-metoxibencilideno)pirazin-2-carbohidrazida (C3)

La pirazina-2-carbohidrazida (2) (0,138 g, 1 mmol) se disolvié en 10 mL de etanol, luego
se afadieron lentamente 5 mL de solucion etandlica de 2-Hidroxi-3-metoxibenzaldehido
(0,152 g, 1 mmol) y 4 gotas de H.SO4 6 M y la mezcla se calentd a 40 °C durante 2 horas.
Posteriormente, se dejo enfriar hasta la precipitacion de un sélido insoluble (C3), luego
se filtrd, lavo con etanol y se recristalizd con DMF, este procedimiento de sintesis es
diferente al reportado por Zhaodong (2019)*.

Evaluacién antimicrobiana

La prueba de susceptibilidad a la pirazinamida (PZA) de las cepas de MTB H37Rv y
DMQ97 se realiz6 en un laboratorio de bioseguridad de nivel Il utilizando el ensayo de
microplaca de tetrazolio (TEMA) para la viabilidad celular (Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5difenil-tetrazolio) (Aldrich Chemical Co., Milwaukee, Wis.), que
se basa en el cambio de color de amarillo a azul mediante la reduccion de bromuro de
tetrazolio en células viables®. Mediante esta técnica, se determind la concentracion
minima inhibitoria (CMI) de los farmacos por triplicado a pH 6,0 y 6,8. Las soluciones
de PZA y C3 se esterilizaron por filtracion (22 um) y se mezclaron con el medio 7HO.
Los controles fueron cultivos de MTB no tratados. Para el inoculo se prepard la
suspension de MTB a partir de un cultivo primario en medio agar 7H10 previamente
incubado durante 3-4 semanas. La masa bacteriana se cosecho en un tubo de vidrio con
100 pL. de Tween 80 al 10% y perlas de vidrio de 3 mm de diametro. Después de la
homogeneizacion con vortex, la turbidez se ajustd a la escala McFarland #1 (3 x 108
UFC/mL) con medio 7H9. Finalmente, la cepa McFarland #1 se diluy6 1:25 en medio
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7HO. Por cada pozo se transfirieron 100 uL de suspension MTB 1:25. Las microplacas se
colocaron en bolsas Ziploc y se incubaron a 37 °C durante 6 dias para el cultivo a pH 6.8
y 10 dias para el cultivo a pH 6. Se afiadieron cincuenta microlitros de un tetrazolio a un
pocillo de control. Las placas se reincubaron a 37 °C durante 24 h. Si el pocillo de control
se volvia azul, la mezcla de reactivos se afiadia a todos los pocillos de la microplaca. Las
microplacas las incubamos durante 24 h adicionales a 37 °C, y se registraron los colores
de todos los pocillos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis del compuesto C3

El compuesto C3 se obtuvo por la condensacion de pirazina-2-carbohidrazida con 2-
hidroxi-3-metoxibenzaldehido (Figural).

OCH,
HO
N\ O/CH3 N\ N/NHz N\ N/N\
‘ (a) | H (b) E H
P = Z —_— =
N N N
1 2 C3

Figura 1. Condiciones de sintesis; a) Hidracina monohidrato (98%), EtOH y b) 2-Hidroxi-3-

metoxibenzaldehido, EtOH, H2SO4 (6 M).
Fuente: Elaboracion propia

Pirazin-2-carbohidrazida (2)

Soélido blanco. 85% de rendimiento. Punto de fusion 158-159°C. IR (KBr): 3382, 3087,
3060, 1718, 1638, 1262 cm-1. RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds) &(ppm): 4,56 (s, 2H,
NH2):; 8,69 (dd, 1H, J= 1,5y 2,6 Hz, H-5); 8,82 (d, 1H, J = 2,6 Hz, H-6); 9,12 (d, 1H, J
= 1,5 Hz, H-3); 10,11 (s, 1H, CONH). RMN-C (500 MHz, DMSO-ds) 8(ppm): 143,7
(C-5); 144,0 (C-3); 145,4 (C-2); 147,8 (C-6); 162,0 (CONH).

N'-[(1E)-(2-Hidroxi-3-metoxibencilideno)pirazin-2-carbohidrazida (C3)

Solido amarillo. 89% de rendimiento. Punto de fusién 186-187 °C. IR (KBr): 3476, 3424,
3264, 3066, 3013, 1671, 1608, 1574, 1530, 1361, 1410, 1250, 1149 cm™. RMN-H (500
MHz, DMSO-de) & (ppm): 3,82 (s, 3H, CHs); 6,87 (t, 1H, J = 7,9 Hz); 7,05 (dd, 1H, J =
1,4 Hz); 7,12 (dd, 1H, J = 7,9 Hz); 8,80 (dd, 1H, J = 2,45 Hz); 8,85 (s, 1H); 8,93 (d, 1H,
J =245 Hz); 9,28 (d, 1H, J = 1,5Hz); 10,98 (s, 1H, OH); 12,60 (s, 1H, CONH). RMN-
13C (500 MHz, DMSO-ds) &(ppm): 159,93; 150,71; 148,44: 148,41: 147,84; 144,78;
144,67; 143,85; 121,49; 119,55; 119,26; 114,52; 56,00.

El compuesto C3 es soluble en dimetilsulfoxido (DMSO) y dimetilformamida (DMF),
pero insoluble en disolventes polares como el agua, el metanol y el etanol. Las
propiedades fisicas y analiticas se observan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Propiedades fisicas y analiticas del C3.

i Punto de Andlisis elemental encontrado
Formula  Rendimiento

. Color fusion (calculado)
empirica (%) .
(°C) %C %H %N
Amarillo 54,27 4,46 19,15
CigH12N4Os 89 186-187
claro (55,35) (4,44)  (20,08)

Espectroscopia UV-Visible

El espectro de absorcion UV-Vis del compuesto C3 (Figura 2) presenta dos bandas de
absorcion. La primera, alrededor de 264 nm (n —> transicion 7*), corresponde a la
excitacion de los electrones del grupo carbonilo (C=0) y al anillo aromaético de la pirazina
(C=N). El segundo pico alrededor de 308 nm (transicion n = x*) corresponde a la
excitacion de los electrones no enlazantes del &tomo de O (grupo carbonilo) y del atomo
de N (pirazina en anillo). La sefial de esta ultima transicion se extiende hasta alrededor
de 400 nm, debido a la presencia de la transicion n = n* del grupo hidrazona (NN=C)%2°,

404
3.5
30 |
25

2.0 1

Absorbancia

300 )
Longitud de onda (nm)

Figura 2. Espectro UV-Vis del compuesto C3

Espectroscopia infrarroja

El espectro FT-IR (Figura 3) muestra un pico ancho en el rango de 3300 a 3600 cm™ que
corresponde a la tension O-H del fenol, otro grupo importante es la presencia de un pico
estrecho de intensidad media a 3264 cm™ que corresponde a la tension del enlace N-H,
asi mismo se observa que el carbonilo de la amida (N-C=0) se observa como un pico
agudo y estrecho a 1671 cm™. También se observa otras sefiales importantes a menor
nimero de onda, a 1608 cm™ se observa una sefial de intensidad media propio de la
tension C=N del grupo hidrazona, a 1530 cm™ se observa una sefial intensa producto de
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la tension C=C del grupo fenol y a 1250 cm™ otra sefial intensa que corresponde a la
tension C-O del grupo fenol. Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente
en la literatura para moléculas de similar estructura’.

v (C=C), v (C=N)
Anillo pirazina

100 v (N-H) —

Tension

v (O-H)
Tension
——

v (C-H)

95 - .y
Flexion

s
© v -H
§ o0 (Cp-H) v (C=N)
g Tensién ~— ||”]
= v (N-N)
85 v (C:O) »
Tension T v (C-0)
v(Cc=C) Fenol
80 + Tension
4000 I 35IOD I SOIDO I 25IOD I EDI[}D I 15ID[} I 1GIOD

Numero de onda (cm-1)

Figura 3. Espectro FT-IR del compuesto C3

Resonancia Magnética de Nuclear del compuesto C3

El espectro RMN-H del compuesto C3 (Figura 4) muestra a campo bajo las sefiales del
proton del grupo hidrazona (8 = 12,60 ppm, *H) y del proton del grupo OH del fenol (5 =
10,98 ppm, H), en ambos casos se observd un singlete porque no tiene atomos de
hidrogeno cercanos con los que pueda acoplarse. El anillo pirazina muestra tres sefiales
caracteristicas a 9,28 ppm (H-3), 8,80 ppm (H-5) y 8,93 ppm (H-6), el cual guarda
relacion con las N-acilhidrazona ya reportadas *.

El analisis cuidadoso de los espectros de RMN-'H del compuesto C3 indicé la
diastereoselectividad de la etapa de condensacion, el cual se evidencia por la presencia
de una sola sefial de iminohidrégeno (N = CH) para el derivado de N-acilhidrazona (6 =
8,85 ppm, 1H), que se atribuyé al diasteroisomero (E) debido a que esta sefial
caracteristica sale en el rango de 8,32 a 8,82 ppm*2. Ademas, es importante mencionar
que este tipo de derivado de la N-acilhidrazona tiene mayor estabilidad al formar el
diasteredmero tipo (E)*'*. La tabla 2 muestra los desplazamientos quimicos (§),
multiplicidad, integral y constante de acoplamiento (J) que le corresponden a las diez
sefiales mostradas del espectro de RMN-1H.
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Figura 4. Espectro de RMN-tH del compuesto C3 (DMSO-ds, 500 MHz).
Fuente: Elaboracion propia

Tabla 2. Sefiales obtenidas en RMN-!H para el compuesto C3 (500 MHz, ppm, DMSO-
ds,J HZ)

OCHs
9
Ho 8
o 10
2 N 7
6 ¢ XX NERR 1
H 12
5 A3
N
4

Numeracion de los hidrégenos presentes en el compuesto C3
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N° -
. 6 (ppm) Multiplicida

H : H I I

' idrogen Experimental  d J (Hz) ntegra

N-H 12,603 Singlete - 1H

O-H 10,989 Singlete - 1H
9,284 -

3 9281 Doblete AJn3hns = 1,50 1H
8.937

6 8933 Doblete 3JHe,H5 = 2,45 1H

N=CH 8.853 Singlete - 1H
8,805

5 8,802 Doble 3J|—|5,H6 =245
8,800 Doblete 4JnsH3 = 1,50 1H
8,797
7,134

10 7,131 Doble 3JH10,H11 =7,90 1H
7,118 Doblete 4Jn10H12=1,40
7,115
7.064

12 7.061 Doble 3JH12,H11= 7,90 1H
7,047 Doblete 4JH12,H10 = 1,40
7,045
6,892 :

11 6,876 Triplete :j“”’”“’: ;’gg 1H
6,860 H11,H12 = /,

-CHs 3,825 Singlete - 3H

En el espectro RMN-C (Figura 5) se observan 13 sefiales correspondientes a los
carbonos del compuesto C3. El carbono que aparece en el campo inferior (6 = 159,93
ppm) es del grupo carbonilo (C = 0) %3,

Las sefiales de C-9 y CH=N, asi como C-3 y C-2, aparentemente tienen el mismo
desplazamiento quimico, sin embargo, al expandirse podemos diferenciar claramente
ambas sefiales, donde el carbono de CH=N (6 = 148,41 ppm) esta ligeramente mas
protegido que el carbono C-9 (6 = 148,44 ppm), y el carbono C-3 (6 = 144,78 ppm) esta
menos protegido que el C-9 (6 = 144,67 ppm). Las sefiales obtenidas del espectro RMN-
13C se resumen en la Tabla 3 y son datos caracteristicos para compuestos tipos N-
acilhidrazona 1+,
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Figura 5. Espectro RMN-C del compuesto C3 (DMSO-ds, 500 MHz)
Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3. Sefales obtenidas en el RMN-C para el compuesto C3 (500 MHz, ppm,
DMSO-ds)

OCHj
g 19
5 HO 10
. 7
6 N\2 (TS 1
H 12
5 A3
N

4

Numeracién de los carbonos presentes en el compuesto C3
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N° carbono Desplazamiento quimico (ppm)
C=0 159,93
8 150,71
9 148,44
C=N 148,41
5 147,84
3 144,78
2 144,67
6 143,85
7 121,49
12 119,55
11 119,26
10 114,52
-CHs 56,30

Evaluacion antimicrobiana

De acuerdo con los resultados de prueba TEMA (Figura 6), la CMI para PZA disminuye
de 100 a 3,125 pug/mL cuando el pH disminuye de 6,8 a 6,0 para H37Rv. Mientras que

para DM97 tienen una CMI

de 64 pg/mL y 128 pg/mL para H37Rv a pH 6,0 y 6,8,

respectivamente. La CMI de C3 en DM97, tanto a pH 6,0 (MIC = 64 pg/mL) como a pH
6,8 (MIC = 256 ug/mL) muestran concentraciones mas bajas en comparacion con la PZA

(MIC > 800 pg/mL).*>1,

mPZA m(C3 800 800
256
128
, o 100 64 l
- m B -
pH 6,0 pH 6,8 pH 6,0 pH 6,8
H37RV DM97

Figura 6. Concentracion inhibitoria minima (CMI) de PZAy C3apH 6,0y 6,8 para MTB H37Rv y
DM97. Fuente: Elaboracion propia
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CONCLUSIONES

N'-[(1E)-(2-Hidroxi-3-metoxibencilideno)pirazina-2-carbohidrazida (C3) se prepard por
condensacion entre pirazina-2-carbohidrazida con 2-Hidroxi-3-metoxibenzaldehido con
un rendimiento del 89%. La caracterizacion quimica (UV-Vis, FT-IR, RMN-'H y RMN-
13C) permiti6 corroborar la estructura propuesta por Zhaodong (2019). Por otro lado, los
estudios in vitro permitieron encontrar una CMI mas bajo en la DM97 de MTB para C3
apH 6,0 (CMI = 64 pg/mL) y pH 6,8 (CMI = 256 ug/mL) en comparacion con la PZA
(MIC > 800 pg/mL a pH 6,0 y 6,8). Al ser MTB DM97 resistente a PZA, esta hidrazona
derivada de PZA arroja nueva luz sobre el uso de hidrazonas para el desarrollo de
farmacos asociados con la resistencia a los antimicrobianos.
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