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Resumen

El presente estudio describe la sintesis, caracterizaciéon y evaluacién de la actividad antimicrobiana del
2-(1-{3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]fenil }etilideno)hidracinacarboxamida (5), el cual se disefi¢ y sintetizd
aplicando una estrategia de hibridacion molecular, considerando dos porciones farmacoféricas: 7-cloro-4-
aminoquinolinay semicarbazona; ambas fracciones se han relacionado con la actividad antimicrobiana exhibida
por una serie de derivados sintetizados. El compuesto 5 se caracterizé empleando estudios de RMN 'H, RMN
BC y espectrometria de masas con ionizacion por electrospray (ESI-EM). La evaluaciéon biolégica demostro
que el compuesto posee una actividad antimicrobiana contra la bacteria Gram (-) Pseudomona aeruginosa,
comparable con las actividades correspondientes a la amikacina, ampicilina-sulbactam y la ofloxacina.

Palabras clave: semicarbazona, 7-cloro-4-aminoquinolina, actividad antimicrobiana, hibridacién molecular.

Synthesis, characterization and antimicrobial activity of a 7-chloro-4-
aminoquinolinesemicarbazone derivative

Abstract

This study describes the synthesis, characterization and antimicrobial activity evaluation of
2-(1-{3-[(7-chloroquinolin-4-yl)amino]phenyl}ethylidene)hydrazinecarboxamide (5), which was designed and
synthesized applying a molecular hybridization strategy, considering two pharmacophoric portions: 7-chloro-
4-aminoquinoline and semicarbazone; both fractions have been related to antimicrobial activity exhibited by
a series of derivatives synthesized. Compound 5 was characterized using ‘H NMR, 3C NMR and Electrospray
Ionization Mass Spectrometry (ESI-MS) studies. Biological evaluation showed that compound 5 exhibited
antimicrobial activity against bacteria Gram (-) Pseudomona aeruginosa, comparable with the activities
corresponding to Amikacin, Ampicillin/Sulbactam and Ofloxacin.

Keywords: semicarbazone, 7-chloro-4-aminoquinoline, antimicrobial activity, molecular hybridization.
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Introduccion

La Quimica Medicinal posee como objetivo
central la identificacion, diseno, sintesis y desarrollo
de nuevos compuestos con potencial uso terapéutico.
Dentro de la gran variedad de compuestos organicos
estudiados existe un grupo con un alto perfil
farmacologico y aplicaciones clinicas como es el
caso de las semicarbazonas.

Las semicarbazonas han sido motivo de interés
en el area farmacéutica debido a sus propiedades,
principalmente de tipo antimicrobiana (1-5).
Sin embargo, también han mostrado actividad
antichagasica (6),anticonvulsivante (7)yantitumoral
(8). Estas propiedades se han adjudicado al grupo
semicarbazona como farmaco6foro fundamental y
al hecho de que también pueden ser precursoras
de otros compuestos con igual o distinta actividad
bioldgica. En la actualidad las semicarbazonas han
cobrado relevancia al ser consideradas ligandos en
la sintesis de complejos de coordinacion, los cuales
son capaces de potenciar su actividad por algin
efecto sinérgico con el metal (9,10).

Por otra parte, los derivados de quinolina también
son conocidos porsu potencial actividad antibacterial
y antifangica (11-14). Estudios como la sintesis de
derivados de 7-cloro-4-aminoquinolinas (15,16) con
prometedoras actividades antimicobacterianas son
el enfoque de este estudio, considerandose como
otro farmaco6foro de importancia en el diseno de
compuestos con potencial actividad antimicrobiana.

La necesidad de progresar en el desarrollo
de nuevas drogas antimicrobianas que permitan
disminuir los eventos de resistencia y aumentar
la eficacia, ha llevado a la generacion de diversas
propuestas metodoldgicas de diseno de drogas. Una
de estas estrategias es la hibridacion molecular,
basada en la combinacion de restos farmacofoéricos
de diferentes sustancias bioactivas para producir
un nuevo compuesto hibrido con afinidad y eficacia
mejoradas, en comparacion con los compuestos
originales (17).

En tal sentido, resulta interesante el disefio y
sintesis de compuestos que incluyan los fragmentos
farmacoféricos 7-cloro-4-aminoquinolinico
semicarbazona (hidracinacarboxamida), con la finalidad
de evaluar su potencial actividad antimicrobiana. En
este articulo se presentan la sintesis, caracterizacion
y evaluacion de la actividad antimicrobiana del
2-(1-{3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]fenil }etilideno)
hidracinacarboxamida (5), compuesto novel que
posee en su estructura quimica ambas porciones
farmacoforicas (ver figura 1).

Materiales y métodos

Todos los reactivos y solventes empleados
fueron de grado analitico. Los solventes se
sometieron a previos procesos de secado mediante
métodos estandares. La pureza de los compuestos
sintetizados se evalu6é por cromatografia de capa
fina (CCF o TLC), usando placas de Gel de Silice
60 con indicador fluorescente UV, una lampara
ultravioleta y un sistema de solvente adecuado.
Todos los puntos de fusién se midieron empleando
un fusiometro digital Stuart Scientific modelo SMP3
(Sigma-Aldrich) y no fueron corregidos.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) se tomaron empleando dos espectrometros,
uno de marca JEOL ECLIPSE y otro de marca Bruker
AVANCE II, de 270 MHz y 300 MHz para RMN 'H
y con potencia de 67,9 MHz y 75,47 MHz para RMN
BC, respectivamente. Se utiliz6 DMSO-d6 como
solvente. El desplazamiento quimico (8) se reportd
en ppm y las constantes de acoplamiento (J) en Hz,
empleando como referencia trazas de TMS, como
estandar interno.

La espectrometria de masas por ionizacion
electrospray (ESI-EM), se emple6 para identificar
el ibn molecular precursor del compuesto novel 5,
usando un espectrometro de masas de la serie TSQ
Quantum con triple cuadrupolo (marca Thermo
Scientific) acoplado a un sistema de cromatografia
de liquidos (CL), bajo las siguientes condiciones
de funcionamiento: voltaje de spray, 3.5-5kV;
temperatura del capilar, 200-350°C; gas envolvente
(N2), 1.9-20 pl/min. La muestra se solubilizdé en
DMSO a una concentracién de 1 mM.

Los bioensayos sobre la actividad antimicrobiana
se realizaron en el Departamento de Biologia Celular
dela Universidad Simén Bolivar, Caracas-Venezuela.

Procedimiento para la obtencion del
derivado 7-cloro-4-aminoquinolinsemicar-
bazona (5): La obtencion del compuesto novel
2-(1-{3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]fenil }etilideno)
hidracinacarboxamida (5) se realizO en dos
pasos, iniciando con la sintesis del intermediario
3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]acetofenona (3),
mediante un procedimiento reportado previamente
(18). Seguidamente, el intermediario 3 se someti6 a
una reacciéon de adicion nucleofilica para obtener el
derivado 5, segin el esquema mostrado en la figura 1.

Sintesis de 3-[(7-cloroquinolin-4-il)ami-
nolacetofenona (3): En un balén de reacciéon
de tres bocas, provisto de un sistema de agitacion
y calentamiento, se prepar6 una mezcla de los
reactivos en una relaciébn molar 1:1, disolviendo
0,5 g (2,5 mmol) de 4,7-dicloro-quinolina (1) en
etanol seco (25 mL) para posteriormente agregar
0,37 g (2,75 mmol) de la 3-aminoacetofenona (2),
sometiendo la mezcla a calentamiento en reflujo
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(80-85°C) durante 9 horas, manteniendo agitacion
constante y monitoreando el transcurso de la
reaccion por TLC. El solido obtenido se filtro, se lavo
con etanol y éter dietilico y se recristalizo a partir de
una mezcla de etanol-metanol (2:1).

Sintesis de 2-(1-{3-[(7-cloroquinolin-4-il)
amino]fenil}etilideno)hidracinacarbo-
xamida (5): En un balén de reaccion de tres bocas,
provisto de un sistema de agitaciéon y calentamiento,
se prepar6 una mezcla de los reactivos en una
relacion molar 1:1, disolviendo 0,42 g (1,42 mmol) de
la 3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]acetofenona (3)
en metanol seco (20 mL) hasta obtener una solucién
transparente. Posteriormente, se agregd 0,158 g
(1,42 mmol) de clorhidrato de semicarbazida (4) y
0,116 g (1,41 mmol) de acetato de sodio, sometiendo
la mezcla a calentamiento en reflujo (65-70°C),
manteniendo el pH entre 4,0-5,0; bajo agitacion
constante y monitoreando el transcurso de la
reaccion por TLC. El s6lido obtenido se filtro, se lavo
con metanol por triplicado, se recristalizo a partir de
una mezcla de DMF-metanol (1:5) y finalmente se
volvib a lavar con éter dietilico.

Actividad antimicrobiana

Los bioensayos se realizaron utilizando el método
de difusion sobre placas de agar (19). Se prepard
una suspension de cada compuesto en la mezcla de
solventes H,O/DMSO/EtOH/Acetona 40:40:10:10
(C= 2-3 mg/mlL, 5ul). Las referidas suspensiones
se colocaron en discos de papel absorbente (@ =
5 mm). La actividad bioldgica se evalué contra los
microorganismos Gram (+): Staphylococcus aureus
(American Type Culture Collection [ATCC] 25923) y
Bacillus cereus (ATCC 14579), los microorganismos
Gram (-): Escherichia coli (ATCC 35218) vy
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Se evalud
la actividad antimicotica utilizando la levadura
Candida tropicalis MLDM 345611. P. aeruginosa,
B. cereus y C. tropicalis fueron incubados a 30 °C,
mientras que E. coli y S. aureus fueron incubados a

37 °C.

Como controles positivos se utilizaron los
antibi6ticos comerciales: Amikacina (AN), Ampi-
cilina-Sulbactam (AS), Ofloxacina (O), y Tilmicosin
(TIL) (BBL-Sensi-Disc); como control negativo se
emple6 la mezcla de solventes (S) utilizada para

solubilizar las muestras. Los cultivos microbianos
(0,1 mL) crecidos en placas LB preparado en el
laboratorio (20), y ajustados en soluciéon salina
(0,85 %v/v) a la concentracion correspondiente al
Standard de McFarland N° 0.5, fueron sembrados
en superficie en agar Mueller-Hinton (Merck
1.05437). En el caso de Candida tropicalis se utilizo
una placa de YPD para la evaluacion, ya que las
levaduras crecen mejor en este medio. Sobre el
césped microbiano se colocaron los discos de papel
de filtro con las diferentes muestras y los controles.

Resultados y discusiéon

El derivado 7-cloro-4-aminoquinolinsemicar-
bazona (5) se sintetiz6 a través de dos pasos, como
se muestra en la figura 1.

=

4

a) Reflujo en EtOH seco a 80-85°C por 9h
b) Reflujo en MeOH seco a 65-70°C / acetato de
sodio / pH 4-5

Figura 1. Esquema de Sintesis de
2-(1-{3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]fenil }
etilideno)hidracinacarboxamida (5)

El intermediario quinolinacetofenona (3)
se sintetiz6 a partir de la reaccion entre la
4,7-dicloroquinolina (1) y la 3-aminoacetofenona
(2), a través de un mecanismo de sustitucion
nucleofilica aromatica (SNAr). En esta reacciéon
se controlaron variables como la temperatura y
tiempo de reaccion, a fin de obtener los mejores
rendimientos. A continuacion se presentan las
propiedades fisicas y caracteristicas espectrales
del intermediario 3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]
acetofenona (3), las cuales se resumen en la tabla 1.
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Tabla 1. Propiedades fisicas y caracteristicas espectrales del intermediario
3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]acetofenona (3)

Estado Fisico

Punto de fusiéon

Soélido amarillo palido

294 °C (Lit. [21] p.f. 250 °C).

RMN 'H (270MHz, DMSO-d,), [6 ppm, (multiplicidad, integral, asignacion)]

2.62 (s, 3H, CHB); 6.87 (d, 1H, H3, J%: 6.9 Hz); 7.75 (m, 2H, H4,,6,); 7.90 (dd, 1H, H,, J5,6: 9.2 Hz, J ;1 1.97
Hz); 8.01 (t, 1H, H_,J:7.4 Hz); 8.04 (s, 1H, H,); 8.21(d, 1H, H, J, ,: 2.2 Hz); 8.55 (d, 1H, H,, J, .: 6.9 Hz);

8’ 76,8° 27 T 2,3°

8.95(d,1H, H, J_.: 9.2 Hz); 11.39 (s ancho, 1H, NH)

RMN C (75,47MHz, DMSO-d6), [6 ppm, (asignacién)]

27.3 (CHS); 102.8; 119.0; 121.9; 124.3; 125.1; 125.8; 127.2; 127.9; 130.4; 134.8; 138.7; 141.4; 148.4; 149.8;
152.2 (C-aromaticos); 198.2 (C=0).

En un segundo paso el derivado 7-cloro-4-
aminoquinolinsemicarbazona (5) se obtuvo a través
de una reaccion de adicion nucleofilica entre el
clorhidrato de semicarbazida (4) con el intermediario
quinolinacetofenona (8). Debido a que el potencial
nucledfilo semicarbazida se encuentra bajo la forma de
clorhidrato, se agregd acetato de sodio en presencia del
compuesto carbonilico para liberar el reactivo nucleofilico,
ajustando el medio de la reaccién a un pH de 4,0-5,0; lo
cual se requiere para protonar el compuesto carbonilico
sin afectar apreciablemente la concentracion de la

semicarbazida libre. La reaccién se control6 modificando
variables como temperatura y tiempo de reaccion,
encontrandose que las mejores condiciones de reaccion
son aquellas donde se emplea una relacion estequiométrica
electrofilo / nucletfilo de 1:1, a una temperatura entre 65-
70°Cyaun tiempo nosuperior de 2 horas para completarla
reaccion. A continuacion se presentan las propiedades
fisicas y caracteristicas espectrales del compuesto final
2-(1-{3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]fenil}etilideno)
hidracinacarboxamida (5), las cuales se resumen en
la tabla 2.

Tabla 2. Propiedades fisicas y caracteristicas espectrales del derivado
2-(1-{3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]fenil}etilideno)hidracinacarboxamida (5)

Estado Fisico

Punto de fusiéon

Solido fino amarillo palido

250 °C

RMN 'H (270MHz, DMSO-d,), [6 ppm, (multiplicidad, integral, asignacion)]

2.22 (s, 3H, CH3); 6.42 (s ancho, 2H, NH)); 6.79 (d, 1H, H,J,,7.04 Hz); 7.44 (d,1H, Hg ", J,;5.9:0 Hz);
7.54 (t, 1H, H,,J:9.0 Hz); 7.80 (dd, 1H, H,.); 7.83 (dd, 1H, H,); 7.99 (t, 1H, H,., J: 2.7 Hz); 8.22 (d, 1H, H,
Jggt 2.06 Hz); 8.47 (d, 1H, H,, J,,17.06 Hz); 8.94 (d, 1H, H,J_ 9.16 Hz); 9.36 (s, 1H, N-NH-CO); 11.25 (s

ancho, 1H, Ar-NH-Ar).

RMN 3C (75,47MHz, DMSO-d6), [6 ppm, (asignacion)]

13.1 (CHS); 100.3; 115.8; 119.0; 122.6; 124.8; 124.9; 126.1; 127.0; 129.5; 137.0; 138.1; 139.0; 140.0; 142.9;
143.1 (C-aromaticos); 154.8 (C=N); 156.8 (C=0)

Espectro de Masas (ESI-MS), [Ion: m/z]

[M+H]* = C18H16C1N5O + H: 354.21 (i6n molecular precursor)

Cabe destacar que la purificacion de los
compuestos se realiz6 con dificultades debido a las
bajas solubilidades en la mayoria de los solventes
organicos comunes.

En relacibn a la actividad antimicrobiana,
los resultados obtenidos de los bioensayos del
intermediario quinolinacetofenona (3) y del
derivado  7-cloro-4-aminoquinolinsemicarbazona
(5), se muestran en la figura 2.
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Figura 2. Actividad microbiana de los compuestos evaluados 3y 5 (C = 2-5 mg/mL).
Controles: Amikacina (AN, 30 ng), Ampicilina-Sulbactam (AS, 20 pg), Ofloxacina (O, 5 pg),
Tilmicosin (TIL, 15 pug) y Mezcla de solventes (S). (-) = No hay inhibicion.

A partir de los resultados obtenidos, se corrobor6
que ninguno de los microorganismos Gram (+)
y Gram (-) mostraron sensibilidad frente a la
mezcla de solventes. Por otra parte, los antibioticos
empleados demostraron tener actividad biologica
especifica contra los microorganismos empleados,
inclusive contra Candida tropicalis.

El intermediario quinolinacetofenona (3) solo
fue activo contra Staphylococcus aureus, una
bacteria Gram (+); tal como se ha reportado en
algunos estudios con derivados fenilactofenonas
(22) y alquilacetofenonas (23). Por otra parte, el
derivado  7-cloro-4-aminoquinolinsemicarbazona
(5), mostr6 ser activo solo contra Pseudomonas
aeruginosa, presentando en este estudio una
actividad comparable con las correspondientes a
la amikacina, ampicilina-sulbactam y la ofloxacina.
La Pseudomona aeruginosa, es una bacteria Gram
(-) que causa infecciones con una alta tasa de
mortalidad y resulta sumamente resistente a una
gran cantidad de antibi6ticos comerciales (24,25),
de alli la importancia de esta actividad presentada
por el compuesto 5, el cual puede ser un candidato
para ser evaluado como posible ligando en sintesis
de complejos, los cuales pudieran incrementar la
potencia de la actividad antimicrobiana por algin
efecto sinérgico con el metal empleado.

Conclusiones

Se sintetizo el 2-(1-{3-[(7-cloroquinolin-4-il)
amino]fenil}etilideno)hidracinacarboxamida (5),
compuesto cuya estructura presenta dos porciones
farmacoéforicas relacionadas con actividad
antimicrobiana: la 7-cloro-aminoquinolina y la
semicarbazona, bajo una estrategia de diseno
basada en la hibridacién molecular. El compuesto
sintetizado en este estudio mostré una actividad
antibacterial contralabacteria Gram (-) Pseudomona
aeruginosa, presentando una actividad comparable
con las correspondientes a la amikacina, ampicilina-
sulbactam y la ofloxacina. Este resultado permite
proponer al compuesto 5 como un posible ligando
para la sintesis de complejos con la finalidad de
evaluar una posible sinergia con el metal central que
pudiera potenciar la actividad antibacterial.
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