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RESUMEN: Fueron sintetizadas y evaluadas in vitro, 11 diacilhidrazinas de icidos
grasos. Algunas de ellas fueron derivatizadas por oxidacién a diacildiazenos o
ciclizadas utilizando acetato de mercurio como inico reactivo. Mientras que las
diacilhidrazinas resultaron activas frente a microorganismos Gram-negativos, los
diacildiazenos y la diimida mercirica ciclica de la sym—hexanoilhidrazina amplian
el espectro hacia Gram—positivos y hongos. Es de destacar la actividad de la sym-
decanoilhidrazina frente a Pseudomonas aeruginosa.

SUMMARY: A series of fatty acid diacylhydrazines (I) and analogs have been
prepared and tested in vitro in a search for more effective germicides. Derivatization
of (I) with CO; Ag, - Celite afforded the corresponding diacyldiazenes. It was
found that the reaction of (I) with mercuric acetate afforded directly mercuric
cyclic diimides. While diacylhydrazines showed activity against Gram-negative
microorganisms, diacyldiazenes and mercuric cyclic diimide extended the antibac-
terial spectrum to Gram-positive and fungi. Sym-decanoylhydrazide showed the
highest activity against Pseudomonas aeruginosa.

INTRODUCCION

Son pocas las hidrazidas, aril o he-
teroil sustituidas que han sido reconoci-
das por su actividad antimicrobiana 12,
destacindose entre ellas la Isonicotinhi-
drazida por su potencia y selectividad
frente al Mycobacterium tuberculosis 3 .
El estudio reciente de hidrazidas N’-piri-
donioacetilsustituidas conteniendo al
subgrupo amidocarbamoilo (-CO-NH-
NH-CO-) ha despertado considerable in-
terés acerca de su actividad antimicro-

biana, selectividad y baja toxicidad 4-7.
En esta publicacién se describe el
estudio de compuestos simples contenien-
do la funcién amidocarbamoilo como
son las diacilhidrazinas de 4cidos grasos
(I-XI), conocidas por su participacion
como intermediarios en la formacion de
heterociclos®*'® mas que por sus posibles
acciones biolbgicas. Como apertura a la
sintesis de nuevas estructuras derivadas
de la anterior, se oxidé la funcién amido-
carbamoilo transformando diacilhidrazi-
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nas en diacildiazenos (XII-XIV) o se in-
corpord un itomo de mercurio para ob-
tener diimidas merciiricas ciclicas (Es-
quema 1). La diimida mercirica de la

sym-hexanoilhidrazina (XV) fue obtenida
modificando el método clasico de Sto-
116! al usar ventajosamente acetato de
mercurio como @nico reactivo.
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Todos los compuestos obtenidos
fueron evaluados in vitro utilizando la
técnica de difusion en medio sélido ino-
culado con microorganismos sensibles!?;
los resultados de este ensayo expresado
como halos de inhibicion se encuentran
descriptos en la Tabla 1.

PARTE EXPERIMENTAL

Los compuestos inéditos fueron
identificados por anilisis elemental cuan-
titativo (AEC) y espectroscopico (IR y
RMN). Los puntos de fusion, exceptuan-
do los de diacildiazenos, fueron determi-
nados usando tubos capilares en un apa-
rato Biichi, valores que no fueron corre-
gidos. Los espectros infrarrojo y de reso-
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nancia nuclear protonica fueron efectua-
dos en un Perkin—Elmer A-700 y un Va-
rian A-60, respectivamente. El cloruro de
benzalconio (cloruro de alquilbencildi-
metilamonio) fue provisto por Merck-
Schuchardt (art. 821944}, con una pure-
zadel 95%.

Preparacion de diacilhidrazinas (1-
XI): Todas fueron preparadas por el
método general de Schotten-Baumann
previamente descripto’® y el procedi-
miento se ejemplifica con la obtencion
del compuesto V.

N-HexanoilN’-octanoilhidrazina (V): A
2,60 g (0,02 moles) de hexanoilhidrazina en
40 ml de benceno se agregan 4 ml (0,025

moles) de cloruro de octanoilo (p. e.ismm =
839C). Se calienta a reflujo durante 2 hs y
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Actividad Antimicrobianal

Cton® Ry R, p.- £ °C Datos Analiticos
_ . S.a E.c. C.a. Ps.a,

I C3H, C3H, 167-8 — 8,0 — 7,0

I C4Hy CsHy 162-3 - 8,3 — 8,0

111 CsHy; CsHyy 159-60 — 8,9 — 8,0

v C4H,g C,H; 149-50  — 89 — 85 AEC; Iik; RMN

v CsHyy C;H,;s 1434 - 8,6 — 8,5 AEC; IR; RMN

VI CsHys CsHys 1545 — 9,3 — 9,0

VI C7H15 Cngg 140-1 - 8,9 and 8,0 . AEC; IR; RMN

VIII CgHyg CoHyo 152-3 — 9,2 - 12,0

IX Ci1Hos Cy1Hjs 149-50 - 9,5 — 9,2

X Ci3Hjyq Ci3Hyq 147-8 — 10,2 - 9,0

XI CisHa, Ci1sHa 146-7 — 8,5 — —

X1l CgHyg CoHyo 38-40 7,7 10,0 - 12,0 AEC; IR; RMN

XIII Ci11Has Cyi1Hpz 41-2 . 8,0 10,0 7,7 10,5 AEC; IR; RMN

XIvV C13 H27 C13 H27 54-5 8,5 11,0 8,0 10,5 AEC; IR: RMN

XV CsHy, CsHyy 239-40 11,1 9,8 - 10,0 AEC; IR; RMN

Cloruro de benzalconio 17,0 14,1 17,4 12,5

1 La actividad antimicrobiana se expresa como el dismetro de la zona de inhibicién, en mm.
S.a = Staphylococcus aureus ATCC 6538p; E.c = Escherischia coli ATCC 8739-2; C.a = Candtda
albicans; Ps.a = Pseudomonas aeruginosa ATCC 27.853.

Tabla 1. Propiedades fisicas y actividad antimicrobiana de diacilhidrazinas y anilogos

luego se enfria, precipitando un sblido blanco
que es filtrado y secado a temperatura am-
biente. Recristaliza de EtOH-H20. Peso: 3,88 g
(Rto. 75,8%). P.F.: 143-40C, Anilisis para Cy4
H28N202 calculado (o) C 65 62 H 10 93 N
10,93;hallado (%) C 65,70, H11,02, N 10,97. IR
(BrK) 3.200-3030 cm™* (NH); 1590-1480 cm’!
(OCN); 1420 cm™' (CH,activado). RMN
(DMSO-dg): 1: b: 6H (CHs); 1,5: m: 16H
(CHa); 2,2: b: 4H (CH,CO); 9,7: s: 2H (NH).

Diacildiazenos (XII-XIV): - Los
productos, sélidos blancos de aspecto
amorfo, fueron obtenidos por oxidacion
directa de la diacilhidrazina correspon-
diente, utilizando CO; Ag, absorbido en
Celita'. El punto de fusién se determi-
n6 en un aparato FBR con platina de ca-
lentamiento.

Preparacion del reactivo: ‘Se punﬁca la
Celita (tierra de dlatomeas) lavandola varias ve-
ces con CIH al 10% en metanol y finalmente
con agua destilada hasta pH neutro, llevando a
sequedad a 120 °C. La Celita asi purificada (30
g) se agrega agitando a una solucién de 34 g(0,2
moles) de NO3 Ag, en 200 ml de agua destila-

da. Se obtiene asi una suspensién homogénea
a la que, continuando con la agitacién, se agre-
gan 30 g(0,105 moles) de CO3Na,.10 H,O en
300 ml de agua destilada. Luego de 10 minu-
tos el precipitado verde amarillento se filtra y
se deja secar en un evaporador rotatorio a 50-
600C durante varias horas. 0,57 g de CO3 Ag,-
Celita equivalen a 0,001 mol de COj;Ag,.

Didecanoildiazeno (XII): A 3,38 ¢
(0,02 moles) de sym-decanoilhidrazina
disuelta en 100 ml de benceno, se agre-
gan 6 equivalentes de COj; Ag,-Celita.
Luego de calentar 6 hs a reflujo en B.M.
se filtra en caliente; se evapora a fondo y
el residuo blanco ceroso recristaliza de
éter etilico. (p. f.: 38-400C, Rto.: 89,9%).
Analisis para C,oH3g N, O, : calculado (%)
C 71,01; H 11,24; N 8,28; hallado (%) C
71,15; H 11,45; N 8,40. IR (Cl CH):

'2940-2880 cm™ (CH); 1750 cm’! (CO).

RMN (Cls CD): 0,8: b: 6H (CHs ); 1,5:
masim : 28H (CH, ); 2,3: m: 4H (CH, CO).

Dilauroildiazeno (XIII): Siguiendo
el procedimiento anterior, a partir de
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1,82 g (0,005 moles) de sym-lauroilhi-
drazina, se obtuvo 1,7 g. Recristalizado
de éter-cloroformo, p.f.: 41-2 ©C. Anili-
sis para CyyHseN,0,, calculado (%) C
73,09; H 11,67; N 7,10; hallado (%) C
72,98; H 11,73; N 7,15. IR (Cl; CH):
2940-2875 cm™ (CH); 1740 cm™ (CO).
RMN (Cls CD): 0,8: b: 6H (CHs); c.a.
1,25: masim : 36H (CH,); 2,3: m: 4H
(CH,CO).

Dimiristildiazeno (XIV). Por igual
procedimiento, a partir de 2,25 g se llega
a 2,15 g (Rto.: 95,5%). p.f.: 54-55 ©C.
Anélisis para C,3Hs4N,O,, calculado (%)
C 74,76; H 12,44; N 6,22; hallado (%) C
74,52; H 12,50, N 6,32. IR (Cl; CH):
2950-2870 cm™* (CH); 1730 cm™ (CO).
RMN (Cls CD): 0,8: b: 6H (CHs); 1,5:
masim : 44H (CH, ); 2,2: m: 4H (CH, CO).

Diimida mercurica de la sym-hexa-
noilhidrazina (XV): 1 g (0,0043 moles)
del compuesto III se disuelve a tempera-
tura ambiente en 50 ml de metanol;
manteniendo el sistema en agitacion se
agregan 0,02 moles de acetato de mercu-
rio disuelto en 200 ml de metanol. Inme-
diatamente precipita un sdlido blanco; se
completa la reaccion agitando durante
30 minutos y se filtra. El filtrado se lava
con solucién de icido acético al 30% y
se seca en estufaa 20 mm entre 20-25°C.,
Recristaliza de AcH-H,O. p.f.: 239-40
OC c¢/d. Anélisis para Cy,H,,N,HgO,,
calculado (%) C 33,76; H 5,16; N 6,56;
Hg 47,02; hallado (%) C 33,39;H 5,50; N
6,73; Hg 46,97. IR (BrK): 2950-2900
em™ (CH);1570-1420 cm™ (OCN). RMN
(TFA): 0,5: b: 6H (CHs); 1,0: masim:
12H (CH, ); 2,1: t: 4H (CH,CO).

El compuesto (XV) es practica-
mente insoluble en agua, alcoholes, DM
SO, cloroformo y solventes no polares.
Es soluble en soluciones diluidas de AcH.

Actividad antimicrobiana: Como
ensayo preliminar in vitro se utilizé el
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método del disco-placa’?. Los microor-
ganismos usados en este ensayo fueron:
Staphylococcus aureus ATCC 6538p,
conservado en medio para ensayos de an-
tibioticos N© 1 (Oxoid CM 327); Pseudo-
monas aeruginosa ATCC 27.853; Esche-
richia coli ATCC 8739-2, ambas mante-
nidas en digerido papainico de soja-di-
gerido pancreatico de caseina- agar (SBA
Difco) y Candida albicans, mantenida en
Sabourau-Dextrosa-agar (Difco). El i-
néculo se prepard a partir de un cultivo
de 18-24 hs. De una suspension de turbi-
dez adecuada, en solucibn fisiologica, se
siembra un volumen de 0,5 a 1 ml por
cada 100 ml de medio de cultivo fundido
y enfriado. Para estudiar la actividad
frente a microorganismos Gram-positivos
se sembrd S. aureus en medio Antibioti-
cos NO 11 (Oxoid) mientras que los mi-
croorganismos Gram-negativos y C. Albi-
cans fueron sembrados en medio SBA-
Difco. Dada la escasa solubilidad en agua
de los compuestos en estudio, los deriva-
dos (I-XIV) fueron disueltos en clorofor-
mo y el compuesto (XV) en 4cido acéti-
co, todos en concentracién al 1% P/V.
Con las soluciones preparadas extempo-
rineamente se impregnaron discos de
papel Whatman N© 3 vy, previo secado
para evitar toda posible influencia del
solvente, se aplicaron al medio inocula-
do.

Las placas se incubaron a 37°C
durante 24 hs para bacterias y para C.
albicans se incubd 2 6 3 dias a tempe-
ratura ambiente. Los halos de inhibicion
se midieron con un calibre efectfiandose
los ensayos por duplicado. El cloruro de
benzalconio se utiliz6 como patrdn de
referencia (Tabla 1).

RESULTADOS:
Hemos encontrado que la forma-
cion de diimidas mercaricas ciclicas



(XV) ocurre directamente cuando se
emplea como reactivo acetato de mercu-
rio. Esta modificaci6n al método clasico
de Stollé!! tiene 2 ventajas: evita la uti-
lizacion del etoxido de sodio como agen-
te tautomerizante y mejora el rendimien-
to a un 80-90%

Los resultados microbioldgicos
descriptos en la Tabla I, muestran que la
actividad antimicrobiana de las diacilhi-
drazinas (I-XI) esta limitada al espectro
de microorganismos Gram - negativos,
destacandose la potencia de la sym-deca-
noilhidrazina (VIII) frente a Pseudomo-
nas aeruginosa, potencia que es similar,
en las condiciones de este ensayo, al clo-
ruro de benzalconio utilizado como refe-
rencia.
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La derivatizacion de la funcién

amidocarbamoilo en compuestos mas
lipofilicos (XII-XV) amplia el espectro
hacia microorganismos Gram-positivos y
hongos. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos por otros investigado-
res'**!¢ confirmando que es posible, pa-
ra una serie particular de compuestos,
modificar el espectro antibacteriano por
farmacomodulacién.
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