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RESUMEN

Se Comparo la accion antibacteriana de complejos metalicos unidos a un ligando base
Schiff que contenga cefalexina y 1,6 hexanodiamina, sobre bacterias utilizando cepas E.
coli (ATCC 25922), K. pneumoniae (ATCC 700603), P. aeruginosa (ATCC 27853), S.
aureus (ATCC 25923) y S. epidermidis. (ATCC 14990), certificadas por la Coleccion
Americana de Cultivos y Tipos (ATCC) utilizando la técnicas de difusion en discos;
para la sintesis de complejos se formo una base de Schiff [(Hcefa-hexa)] mediante la
reaccion entre la cefalexina comercial y la 1,6 hexanodiamina, la cual se hizo reaccionar
con metales de la primera serie de transicion para obtener los complejos [M(cefa-
hexa)(H,0):].PFs, donde M= Mn**, Co**, Ni*", Cu*" y Zn*". La base de Schiff y los
complejos fueron caracterizados mediante andlisis elemental, conductancia molar,
susceptibilidad magnética, espectroscopia infrarroja y espectroscopia UV-Visible. La
base Schiff se comporté como un ligando tridentado monoaniénico y los complejos
muestran ser de alto espin, probablemente octaédricos. La actividad antibacteriana de los
compuestos sintetizados fue ensayada frente a las la cual evidenci6 que todos los
complejos metalicos sintetizados mostraron una actividad antibacteriana mayor que la
manifestada por la cefalexina libre, a excepcion del [Mn(cefa-hexa)(H,0)s].PFg,
[Zn(cefa-hexa)(H,0);].PF¢ sobre la cepa S. epidermidis (ATCC 14990) y [Ni(cefa-
hexa)(H,0);].PF¢ y [Co(cefa-hexa)(H,0);].PFs ante K. pneumoniae (ATCC 700603). A
través de la prueba de sensibilidad por difusion en agar a diferentes concentraciones se
determin6 que la mayoria de los complejos sintetizados alcanzaron una concentracion
minima inhibitoria (CMI) de 100 pg/disco mientras que la cefalexina comercial mostrd
una CMI de 400 pg/disco frente a las cepas ensayadas y nula actividad antibacteriana
contra P. aeruginosa (ATCC 27853). El complejo [(Hcefa-hexa)] no mostrd actividad

frente a las cepas utilizadas en las dos técnicas aplicadas.

Palabra y/o Frases Claves: Cefalexina, complejos metélicos, ligando base de Schiff,

dimetilsulfoxido
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INTRODUCCION

Uno de los principales triunfos de la ciencia médica en el siglo XX fue la casi
total erradicacion de muchas enfermedades infecciosas, gracias al descubrimiento de
sustancias con efectos selectivos en contra de microorganismos, sin que se lesionaran

los tejidos organicos (Gomez et al., 1997).

La quimioterapia como ciencia se inicia con Paul Erlich al experimentar con
compuestos organicos que poseian la capacidad para atacar de forma selectiva a los
microorganismos infecciosos sin afectar negativamente al organismo de las personas;
es asi, como formula los principios de toxicidad selectiva y es reconocido como el
pionero en demostrar las relaciones quimicas especificas entre parasitos y los
antimicrobianos, el desarrollo de resistencia a los medicamentos y el papel de la
terapéutica combinada para combatir su desarrollo. Estos experimentos condujeron al

primer triunfo importante en la quimioterapia (Jawest et al., 1981).

Otro gran avance fue el realizado por Alexander Fleming en 1928, cuando
anunci6 el descubrimiento de un hongo que formaba un anillo verde en los cultivos
de Staphylococcus aureus que detenia el desarrollo de bacterias patogenas; la
sustancia bactericida era un derivado del hongo Penicilium notatum, de alli su
nombre, penicilina. Este hecho di¢ lugar, posteriormente, al descubrimiento de la
tiritricina en 1939, por Dubos y la estreptomicina, en 1943 por Waksman (Goddman
et al., 1991). En 1940, Chain y Florey demostraron que la penicilina descubierta por
Fleming podia convertirse en una sustancia quimioterapéutica efectiva, al producir
este compuesto en masa y utilizarlo para ensayos clinicos limitados (Jawes et al.,

1981; Pumarola et al., 1991).

En 1947, Waksman definio los antibidticos como sustancias antimicrobianas



producidas por microorganismos originados en seres animales o vegetales (Joklik et
al., 1995). En la practica el término se designa para aquellas sustancias de baja masa
molecular, producidas como metabolitos secundarios por ciertos grupos de
microorganismos, utilizados en el tratamiento de las infecciones y que pueden tener
efecto bacteriostatico o bactericida frente a otros microorganismos (Davis et al,

1984).

El antibacteriano empleado con fines quimioterapéuticos debe poseer ciertas
propiedades: a) La toxicidad selectiva es esencial, ya que el antibacteriano debe
inhibir o destruir el patdégeno sin dafiar al huésped, b) Debe tener una accion
bactericida mas que bacteriostatica. Los agentes bactericidas matan a los
microorganismos, en tanto que los bacteriostaticos solo actuan como inhibidores de
su desarrollo y se basan en los mecanismos del huésped para la erradicacion final de
la infeccion. Esta diferencia entre los agentes bactericidas y bacteriostaticos es
particularmente importante cuando las defensas del huésped estdn comprometidas, c)
El agente quimioterapéutico ideal es aquel para el cual los microorganismos
susceptibles no se vuelven genética o fenotipicamente resistentes, d) Es deseable que
sea efectivo contra un amplio espectro de los microorganismos que se encuentren con
mayor frecuencia en la préctica clinica, €) No debe ser alergénico ni tampoco causar
efectos colaterales adversos por la administracion continua de grandes dosis, f) Debe
permanecer activo en presencia de plasma, liquidos corporales o exudados, g) Ser
hidrosoluble, estable y los niveles bactericidas en el organismo deben alcanzarse con

rapidez y mantenerse por periodos prolongados (Joklik ef al., 1995).

Existe una abundante clasificaciéon de los antibidticos, la mas comun esta
basada sobre la estructura quimica y los mecanismos de accion propuestos. Tenemos
asi: a) Los agentes que activan la sintesis de enzimas que interrumpen la biosintesis
de las paredes de la célula bacteriana, b) Agentes que actian en forma directa sobre la

membrana celular de los microorganismos, c¢) Los agentes que afectan la funcion de
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los ribosomas para causar una inhibicion reversible de la sintesis proteica, d) Agentes
que se unen a las subunidades ribosomales 30S y alteran la sintesis de proteinas, €)
Agentes que afectan la sintesis de los 4cidos nucléicos, f) Los antimetabolitos que
bloquean pasos metabdlicos importantes y especificos que son esenciales para los
microorganismos y g) Analogos de los acidos nucleicos que se unen a las proteinas
que son esenciales para la sintesis del acido desoxirribonucleico, deteniendo asi su

replicacion (Mandell et al., 1985).

Entre los antibidticos cuya accion primaria se efectiia sobre la biosintesis de la
pared celular, se encuentran los B-lactdmicos. En esta categoria se incluyen:
penicilinas, cefalosporinas, clavamas (acido clavuldnico), monobactamas vy
carbapenemas. Todos los antibidticos de este grupo contienen un anillo B-lactamico
(figura 1) que esta constituido por tres atomos de carbono y un atomo de nitrégeno

(Mandell et al., 1985).

NH

/

@]
Figura 1. Anillo betalactamico.

En el campo de la medicina las cefalosporinas son los farmacos de primera

eleccion para un gran nimero de enfermedades infecciosas (Goddman ef al., 1991).

Las cefalosporinas son agentes antibacterianos que poseen un anillo
betalactdmico fusionado con un anillo dihidrotiazinico, constituyendo el nucleo
cefem (figura 2), del cual derivan todas las cefalosporinas al poseer distintos grupos

quimicos en las posiciones R; y R, (Neu, 1986).
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Figura 2. Nucleo de las cefalosporinas.

En términos microbioldgicos, estos compuestos se caracterizan por su actividad
bactericida, la cual es maxima cuando la concentracion plasmatica del antibacteriano
es mayor que la concentracion minima inhibitoria del in6culo bacteriano (Zelmelman
et al, 1987; Turnidge, 1998). Poseen amplio espectro de actividad que incluye
bacterias aerobias Gram positivas, Gram negativas y anaerobios (Neu, 1983;
Zemelman et al., 1987; Turnidge, 1998). Por otra parte, dada sus caracteristicas:
actividad bactericida, parametros farmacocinéticos y parametros antibacterianos son
utilizadas como agentes de primera eleccion en el tratamiento de una serie de
infecciones comunitarias y hospitalarias (Neu, 1983; Adu y Armour 1995). Fueron
descubiertas en 1945 por el profesor Giuseppe Brotzu, al aislar un hongo del agua

salada denominado Cephalosporium acremonium (Busch, 1993).

Las cefalosporinas, al igual que el resto de los antibidticos betalactamicos,
ejercen su actividad antibacteriana inhibiendo las sintesis de peptidoglicano, principal
constituyente de la pared celular, produciendo finalmente la lisis bacteriana
(Turnidge, 1998). El mecanismo de accion deriva de la unién covalente del
betalactdmico al sitio activo de las enzimas denominadas proteinas de union a la
penicilina (PBP) del inglés Penicillin binding proteins. Esta reaccion se explica
porque los betalactamicos poseen una estructura quimica similar a los ultimos

aminoacidos del pentapéptido (D-alanina-D-alanina) que une las moléculas de
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peptidoglicano; ademas, este grupo de antimicrobianos produce una activacion de
autolisinas bacterianas que destruyen el peptidoglicano (Neu, 1983; Neu, 1986;

Tomasz, 1986; Zemelman et al., 1987; Adu 'y Armour 1995; Turnidge, 1998).

Las cefalosporinas pueden ser clasificadas por su estructura quimica, por la
resistencia a las [-lactamasas o por sus espectros antibacteriales. De manera
tradicional se han dividido en grupos o generaciones, basandose en las caracteristicas

generales de la actividad antimicrobiana (Klein y Cunha, 1995).

Las cefalosporinas de primera generacién presentan mejor actividad sobre
cocos Gram positivos y su actividad sobre bacilos Gram negativos es limitada (Neu,
1983); son de administracion oral y parenteral. Este grupo de antibacterianos incluye
sustitutos de la benzoacetil penicilina, que son resistentes a las penicilinasas de los
estafilococos, por tanto tienen una buena actividad contra bacterias aerobias Gram
positivas (con excepcion de enterococos, Staphylococcus resistentes a la meticilina,
Staphylococcus epidermidis y neumococos resistentes a penicilina), y algunos
organismos Gram negativos adquiridos en la comunidad (Proteus mirabilis,

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Moraxella catarrhalis) (Ianes, 1996).

Las cefalosporinas de segunda generacion tienen actividad contra la mayoria de
los microorganismos destruidos por agentes de la primera generacidon, pero su
cobertura es mas extensa, ya que incrementan su actividad contra microorganismos
Gram negativos (Martin et al., 2002). La caracteristica microbioldgica definitiva de
las cefalosporinas de segunda generacion es su actividad sobre Haemophylus

influenzae, Moraxella catarrhalis, Neisseria meningitidis y Neisseria gonorrhoeae

(Zemelman et al., 1993).

Las cefalosporinas de tercera generacion surgieron como una necesidad ante la
presencia de bacilos Gram negativos productores de [-lactamasas, tanto
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cromosomicos como plasmidicos (Martin et al., 2002), capaces de inactivar los B-
lactdmicos en uso. Estas cefalosporinas constituyen uno de los grupos de
antimicrobianos de mayor uso en la actualidad. Los compuestos de esta generacion se
caracterizan por presentar las siguientes caracteristicas: en el carbono 7 del nucleo
cefem la presencia de un anillo 2-aminotiazolil como cadena lateral, lo que eleva su
actividad sobre miembros de la familia Enterobacteriaceae, Haemopylus influenzae,
Neisseria spp., Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae y Pseudomona
aeruginosa (Lopez y Garrido, 1989). Todo este grupo de tercera generacion es
extremadamente activo contra la mayoria de las bacterias Gram negativas (excepto

Enterobacter spp. y Citrobacter spp.) (Rivas et al., 2002).

En las cefalosporinas de cuarta generacion se presenta un balance entre sus
cargas positivas y negativas en los rangos de pH encontrados in vivo (Barradell y
Bryson, 1994). Esta caracteristica quimico estructural explica por qué estas
cefalosporinas presentan una penetracion a través de las porinas que le permiten
alcanzar altas concentraciones en el espacio periplasmico de bacilos Gram negativos
(Pitout er al., 1997). Las cefalosporinas de esta generacion suelen resultar mas
eficaces in vitro frente a los bacilos Gram negativos y frente a los cocos Gram
positivos, (excepto Staphylococcus aureus) que los farmacos de primer y segunda

generacion (Rivas et al., 2002).

La cefalexina (figura 3), es una cefalosporina que posee buena actividad contra
bacterias Gram positiva y baja actividad contra bacilos Gram negativos (Busch,
1993). El mecanismo de accidon es, como para todas las lactamasas, de tipo
bactericida. El antibidtico interfiere en las sintesis de la pared celular, dando lugar a
la aparicion de formas osmoéticamente sensibles que sufren lisis inmediatamente

(Sanders, 1992).
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Figura 3. Estructura de la cefalexina.

La cefalexina ha mostrado ser activa contra la mayoria de las cepas de los
siguientes microorganismos tanto in vitro como en infecciones clinicas: a) cocos
Gram positivos: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
pneumoniae 'y Streptococcus pyogenes. b) bacterias Gram negativas: Escherichia coli,
Haemophylus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Moraxella catarrhalis y Proteus

mirabilis (Goddman et al., 1991).

Los seres vivos habitan en un espacio esencialmente inorganico y por lo tanto
resulta logico suponer que, a través de las distintas etapas de su evolucion, se han
debido adaptar y han conseguido las maneras de aprender a utilizar para su mejor
desarrollo las variadas posibilidades que ese entorno les ofrece. Es asi como durante
su larga evolucidn han logrado no sélo aprovechar aquellos sistemas inorganicos mas
abundantes, desechando en forma gradual a los mecanismos que los hacian
dependientes de elementos dificilmente accesibles; sino que también, lograron
seleccionar, dentro de los més abundantes, a los mas efectivos y adecuados para sus
fines. Es decir, la seleccion de los elementos quimicos llevo finalmente a sistemas de
alta especificidad y eficiencia, con los cuales los organismos pueden obtener el

maximo provecho y rendimiento (Anacona y Osorio, 2008).

La eficiencia y especificidad de los sistemas bioinorganicos parece estar

controlada también en gran medida por las porciones de proteina o moléculas que
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coordinan a un sitio metalico determinado. Vale decir, no so6lo son importantes las
caracteristicas del metal en si, sino también el tipo, la geometria de la coordinacion y

todo el entorno en el cual el complejo metalico esta sumergido (Sorenson, 1982).

Se debe también, llamar la atencion al hecho de que debido a la creciente
industrializaciéon de nuestro mundo moderno, se viene produciendo un aumento
alarmante de contaminacion metalica, de manera tal que muchos elementos pesados
empiezan a adquirir, artificialmente, una concentracion elevada y, por ende, pueden
llegar a competir con los elementos esenciales. No es descabellado suponer que a
través de este camino de adaptacion otros nuevos elementos lleguen a convertirse en
esenciales. Es probable que en los casos del vanadio, el cromo y el niquel (y tal vez
también para el cadmio y el estaio) estemos realmente ya en presencia de ejemplos

de este tipo (Prestayko ef al., 1980).

Varios metales que forman complejos (o compuestos de coordinaciéon) son
relevantes tanto toxicoldgica como farmacologicamente. El metal mas investigado en
este aspecto ha sido el cobre que es usado en el tratamiento de enfermedades tales
como la tuberculosis, ulceras géstricas, artritis reumatoide y cancer (Sorenson, 1982).
El cisplatino es ampliamente usado en la terapia del cancer (Prestayko et al., 1980).
El éxito en la administracion de este complejo de platino (II) ha estimulado el interés
por la preparacion de nuevos complejos metalicos para usarlos como terapéuticos
modernos, de diagndstico o como agentes radiofarmacéuticos. Por ejemplo,
complejos de plata (I) son comunmente usados como antimicrobianos, complejos de
bismuto (III) en el tratamiento de las ulceras, complejos de oro (I) como agentes
antiartriticos, complejos de Gadalinio(III), manganeso(Il) y hierro(Ill) como agentes
contrastantes de imagen en resonancia magnética y los isétopos de tecnecio (*’Tc) y
escandio (*'Sc) se utilizan como agentes radiofarmacéuticos. Definitivamente, el
efecto de los iones metalicos sobre la actividad de las drogas y biomoléculas ha sido

confirmado por variados estudios (Sorenson, 1976).
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La adriamicina, nombre comercial de la doxorrubicina, es un antibidtico de la
familia de las antraciclinas ampliamente utilizado en la quimioterapia del cancer, su
mecanismo de accion es complejo y atn no estd plenamente esclarecido, aunque se
piensa que actia mediante intercalacion en el acido desoxirribonucléico. Se ha
observado que el complejo de adriamicina con platino (II) es mas activo contra
ciertos tumores que el farmaco libre, mientras que, el complejo con paladio (II)
reduce la actividad antitumoral. Similares comportamientos de modificacion de la
actividad, han sido observados en complejos metalicos que contienen antibidticos.
Los complejos metalicos de cefalexina, cefazolina, cefepime, entre otros, han
mostrado mayor actividad antibacteriana que los mismos antibidticos libres (Anacona
y Alvarez, 2002; Anacona y Serrano, 2003; Anacona y Rodriguez, 2004; Anacona y
Gil, 2005; Anacona y Rodriguez, 2005; Anacona y Estacio, 2006). Aunque la
influencia de los iones metélicos sobre la farmacocinética y la biodisponibilidad de
diferentes antibiodticos, especialmente las tetraciclinas son muy bien conocidas en
general, hay poca informacion relacionada con la influencia de los iones metalicos
sobre la farmacocinética de las cefalosporinas, de manera que existe la necesidad de

su estudio en el futuro.

Dentro del proceso de adaptacion y sobrevivencia, las bacterias pueden
experimentar mutaciones para evitar ser destruidas por los agentes bactericidas que
son capaces de penetrar su barrera superficial y fijarse sobre un receptor (Comegna et
al., 2000). Como producto de las mutaciones son capaces de producir nuevas enzimas
aptas para paralizar la accion de los antimicrobianos, también pueden cambiar la
estructura de las porinas de sus paredes para impedir la entrada de ciertos
antimicrobianos, son capaces de modificar sus sistemas de transporte y, ademas,
pueden alterar drasticamente sus nucleos para bloquear la accion de un medicamento

(Conde, 2008).

La interaccion entre bacterias, metales y cefalosporinas ha sido poco estudiada
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y la busqueda de nuevas cefalosporinas es constante, debido a que ciertos
microorganismos poseen la capacidad de producir enzimas como las B-lactamasas
que inactivan las cefalosporinas desarrollando asi, resistencia a los antimicrobianos
(Martin et al., 2003). La busqueda de nuevos antibidticos se orienta actualmente al
hallazgo de antimicrobianos sintetizados por microorganismos productores y a la
obtenciéon de preparados semi-sintéticos, introduciendo o modificando radicales
quimicos en moléculas conocidas. Esta ultima via permite aumentar el espectro de
accion y la actividad del compuesto, asi como mejorar la farmacocinética y disminuir

su toxicidad (Jones, 1998).

Las bases de Schiff son compuestos que contienen en su estructura un grupo
azometino o imino (R;R2C=NR3) y son formados por la condensacion entre una
amina primaria y un grupo carbonilo activo. Son llamadas de esta manera en honor a

Hugo Schiff, quien fue el primero en reportar este tipo de compuestos en el ano 1864.

La reaccion de formacion de la base Schiff es reversible, procediendo a través

de la formacién de una carbolamina intermediaria (Collinsom y Fenton, 1996).

La formacion de complejos metélicos utilizando bases de Schiff que contienen
cefalosporinas podria constituir un interesante campo de estudio. Para tal efecto, la
reaccion entre la cefalexina con la 1,6-hexanodiamina form6 una base Schiff que fue
estudiada con diferentes iones metalicos, donde se caracterizo la estructura quimica
de los compuestos sintetizados y se determino la actividad de ambos frente a cepas
bacterianas certificadas por la Colecciéon Americana de Cultivos y Tipos (ATCC),
Gram positivas como Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 14990), y aerobios Gram negativos entre los cuales se mencionan
Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), y

Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853), estas dos ultimas son productoras de
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betalactamasas utilizadas con la finalidad de evaluar si la presencia del metal en los

complejos hace menos efectivo el ataque de las enzimas al anillo betalactamico.

El presente estudio constituye una continuacion de los proyectos de
investigacion que se vienen realizando en el Departamento de Quimica de la
Universidad de Oriente, especificamente en la sintesis, caracterizacion y actividad

antimicrobiana de complejos metalicos con cefalosporinas y sus derivados.
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METODOLOGIA

Sintesis de la base de Schiff y de los complejos metélicos

Para la sintesis de la base de Schiff y de los complejos metalicos se emple6 una
cefalosporina de primera generacion como lo es la cefalexina y la 1,6 hexanodiamina.
En la sintesis se utilizaron sales metalicas en forma de acetatos hidratados: acetato de
niquel tetrahidratado (CH3CO;);Ni.4H,O, acetato de cobre tetrahidratado
(CH3CO,),Cu.4H,0, acetato de cobalto tetrahidratado (CH3CO,),Co0.4H,0, acetato
de zinc tetrahidratado (CH3CO;),Zn.4H,0O y acetato de manganeso tetrahidratado
(CH3CO,),Mn.4H,0. La reaccioén de la cefalexina con el 1,6-hexanodiamina y los
acetatos se realizd a diferentes relaciones estequiométricas, temperatura, pH, tiempo
adecuado y necesario, hasta lograr las condiciones Optimas para la sintesis de los
complejos. Para la sintesis de los compuestos de coordinacion se llevaron a cabo una

serie de pasos que se muestran a continuacion.

Preparacion de la base de Schiff (cefalexina y 1,6-hexanodiamina)

El antibiotico cefalexina se puso en agitacion con una mezcla 1:1 de agua y éter
durante media hora, para extraer todos los excipientes que contiene la muestra
comercial. Seguidamente, se filtr6 la solucion resultante y se coloco en un desecador.
Se disolvio en agua destilada 1 mmol del producto sélido obtenido, con una solucion
de hidroxido de sodio (NaOH) 0,5 mol-I"". Posteriormente, se disolvié 1 mmol de la
1,6-hexanodiamina en 5 ml de agua destilada. Se mezclaron ambas soluciones y se
acidifico con acido clorhidrico (HCI) 0,5 mol-1" hasta alcanzar un pH entre 7,5-8,0,
luego se sometio6 a agitacion constante durante un periodo de tiempo aproximado de 4
horas a temperatura ambiente, tiempo necesario para que se observara la aparicion de

un precipitado de color amarillo. La base Schiff obtenida (figura 4), se filtr6 al vacio,
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se lavo con agua y éter y luego se seco en un desecador (Anacona y Osorio, 2008).

CHj3

S \ COOH \
COOH

S
— N
+ HoN — - N
) \/\/\/\NHZ
\O 4'\
_NH 1,6-Hexanodiamina N
co _NH
| co
CH |
“NH, CH
“NH,
Cefalexina Base de Schiff
H,N

Figura 4. Esquema de formacion del ligando [(Hcefa-hexa)]

Preparacion de los complejos metélicos

Se prepararon compuestos de manganeso, cobalto, niquel, cobre y zinc,
utilizando la base de Schiff que contiene 1,6-hexanodiamina y cefalexina comercial,
para ello se pesaron 1 mmol de cada una de las sales Mn(CH;COO), 4H,0,
Co(CH3COO0),-4H,0, Ni(CH3;COO),-4H,0, Cu(CH3C00),.4H,0 y
Zn(CH3C0O0),.4H,0, y se disolvieron en 5 ml de agua destilada. Cada una de las
soluciones se mezcld por separado con 1 mmol de la base Schiff, y se le adicion6
hexafloruro de fosfato de sodio (PF) para facilitar la precipitacion del complejo
metalico (figura 5), con agitacion en un vaso de precipitado de 50 ml por un tiempo
de 20 minutos, necesario para observar la aparicion de un precipitado. Los
precipitados se filtraron y se lavaron sucesivamente con agua y éter etilico.
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Finalmente, se secaron a temperatura ambiente y se depositaron en viales estériles

pequenos.

S
(|3H—|(‘T—NH
NH, O
N g,
H2CO)6 COOH
NH, .
M(AC)Z
_ o
S
(l_‘,H—l(_“l,—NH
NH, O
N/ / CH3 M(AC)Z
/
H2C)e COO-

Figura 5. Esquema de formacion de los complejos

Descripcion y caracterizacion de la estructura quimica de los complejos

metalicos sintetizados

Empleando técnicas especificas se caracterizaron las posibles estructuras de los

diferentes complejos metalicos:
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Andlisis elemental

Se realizaron los analisis de los compuestos sintetizados para determinar los
porcentajes de carbono (C), nitrégeno (N), azufre (S) e hidrogeno (H) utilizando un

analizador elemental marca LECO, modelo CHNS 932 (Skoog ef al., 2001).

Medidas de susceptibilidad magnética

Para calcular el momento magnético de los compuestos sintetizados se
realizaron medidas a temperatura ambiente empleando una balanza de susceptibilidad
magnética marca Johnson Matthey, modelo 436, perteneciente al Laboratorio 306 del
Departamento de Quimica de la Universidad de Oriente. La balanza se calibrd
utilizando muestras pulverizadas de susceptibilidad conocida de sulfato de cobre
(CuSOy). A partir de las medidas reportadas en el equipo se calculé el momento
magnético de los complejos sintetizados para determinar el niimero de electrones

desapareados presentes en el compuesto (Skoog et al., 2001).

Espectroscopia Ultravioleta - visible

Esta técnica mide por absorcién, a que frecuencias se producen las
transiciones electronicas entre niveles de energia de la molécula. Se midid las
absorbancias en un espectrofotometro Perkin Elmer, modelo Lambda 11 que se
encuentra en el Laboratorio 331 del Departamento de Quimica de la Universidad

de Oriente (Mechan et al., 1981).
Espectroscopia infrarroja
Se evalud la presencia de grupos funcionales y se determinaron los sitios de

union del antibidtico al metal, empleando la técnica de espectroscopia infrarroja,
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la cual se realizO en pastillas de bromuro de potasio (KBr) en un
espectrofotometro Perkin Elmer, modelo Spectrum 2000 con transformada de

Fourier (Colthup et al., 1990).

Conductividad molar

Se prepararon soluciones de los complejos sintetizados a concentraciones de
1x10” mol-1" en dimetilsulfoxido y las mediciones se hicieron en un conductimetro
Orion 5 Star, perteneciente al Departamento de Oceanografia del Instituto
Oceanografico de la Universidad de Oriente. La naturaleza de estas medidas permite
determinar la presencia de iones disociables en el compuesto sintetizado
considerando la capacidad del electrolito para transportar corriente eléctrica (Russell,

1965).

Ensayo microbioldgico

Una vez caracterizada la base de Schiff y los complejos metalicos, se evalud la
accion antibacteriana de estos a través de las técnicas de sensibilidad por difusion en
agar y sensibilidad por difusion en agar a diferentes concentraciones con cepas
bacterianas certificadas por la Coleccion Americana de Especies y Tipos (ATCC),
nombradas a continuacién: E. coli (ATCC 25922), K. pneumoniae (ATCC 700603),
P. aeruginosa (ATCC 27853), S. aureus (ATCC 25923), S. epidermidis. (ATCC
14990).

Prueba de sensibilidad por difusion en disco

A partir de los cultivos de 24 horas de crecimiento de cada cepa bacteriana, se
prepar6 un indculo en 5 ml de solucion salina fisiologica (SSF) estéril, hasta que se
alcanz6 la turbidez correspondiente al patron de Mc Farland 0,5 (1,5x 10°
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microorganismos viables por ml). Posteriormente se procedié a impregnar un hisopo
estéril en cada suspension y se rotd varias veces, ejerciendo una ligera presion sobre
las paredes internas del tubo, eliminando el exceso de liquido. Se sembro sobre la
superficie del agar Mueller Hinton, contenido en una placa de Petri, pasando el
hisopo sobre toda la superficie del medio en tres direcciones perpendiculares. Cada
placa se coloco en una estufa a 37°C, durante 10 minutos, para que se secara antes de
colocar los discos. Se seleccion6 al azar del lote preparado de placas, 10 de ellas y se
incubaron a 37°C por un lapso de 24 horas, descartando asi cualquier posible

contaminante de los medios utilizados.

Se prepararon taxos a una concentracion 400 pg/disco. Para obtener esta
concentracion se prepard una soluciéon de 40 mg/ml de cada complejo y de la
cefalexina, para lo cual se pesaron 20 mg de los so6lidos y se disolvieron en 0,5 ml de
dimetilsulfoxido. Se impregnaron los discos de papel Whatman n°3 de 5 mm de
didmetro, estériles, con 10 pl de las suspensiones los cuales con ayuda de una pinza
estéril se colocaron en la superficie del agar de cada cultivo de las diferentes cepas.
Las placas se incubaron a 37°C, por 24 horas, en ambiente de aerobiosis, al transcurrir
este periodo de tiempo, se evalud la actividad antibacteriana con la aparicion de halos

de inhibicion alrededor del disco (Lynch et al., 1980; Koneman et al., 2004).

Para la lectura de los halos de inhibicion se utiliz6 una regla graduada y los

valores se expresaron en milimetros.

Prueba de sensibilidad por difusion en disco a diferentes concentraciones

A partir de los cultivos puros de 24 horas de crecimiento se tomod un inoculo y
se suspendid en SSF estéril hasta alcanzar la turbidez correspondiente a un patron
Mac Farland 0,5. Cada cepa se sembro sobre agar Mueller Hinton utilizando un
hisopo estéril impregnado de la suspension respectiva.

24



Se impregnaron discos de papel Whatman N° 3 de 5 mm de didmetro con 10 pl
de cefalexina y cada uno de los complejos sintetizados en suspensiones de
concentracion 40, 20, 10, 5, y 2,25 mg/ml para asi obtener una proporcioén de 400,
200, 100, 50, y 25 pg/disco, respectivamente. Para obtener estas concentraciones se
procedié de la siguiente manera, se prepard una solucion madre de 40 mg/ml de
cefalexina y cada uno de los complejos, para lo cual se pesaron 20 mg de los solidos
y se disolvieron en 0,5 ml de dimetilsulfoxido (DMSO). A partir de esta solucion
madre se tomaron 250 pl que se mezclaron con 250 pul de DMSO para tener una
solucion 2 de concentracion 20 mg/ml. A partir de esta solucion se tomaron 250 pl
que se mezclaron con 250 pl de DMSO para obtener una solucion 3 de concentracion

10 mg/ml, y asi sucesivamente.

Finalmente se colocaron discos sobre la superficie del agar Mueller Hinton con
ayuda de una pinza estéril. Posteriormente, se incubaron las placas por 24 horas en la

estufa a 37°C.

La presencia de actividad antibacteriana de los compuestos sintetizados se
detectd por la aparicion de halos de inhibicion alrededor del disco. Estos ensayos se
realizaron por triplicados y las lecturas del halo de inhibicion se realizaron con una
regla graduada y se reportaron los valores en milimetros (Lynch et al, 1980;

Koneman et al., 2004).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis elemental

Los resultados obtenidos en el andlisis elemental que se muestran en la tabla 1,

permiten inferir que la base de Schiff y los complejos sintetizados muestran una

buena correspondencia entre los valores calculados (entre paréntesis) y los

experimentales para cada uno de los complejos sintetizados, asegurando la

confiabilidad de los mismos.

Tabla 1. Analisis elemental de los complejos metalicos obtenidos de la cefalexina,

(porcentajes).
Complejos % C % H % N %S %M
[(Hcefa-hexa)] 60,18 - 15,23 --- -
(59,32) (6,96) (15,73)  (7,19) ---
[Mn(cefa-hexa)(H,0);].PF¢ 36,07 5,33 9,22 4,58 7,85
(37,77) (5,58) (10,01)  (5,78) (8,29)
[Co(cefa-hexa)(H,0);].PFg 35,22 5,30 10,25 4,79 8,84
(34,18) (5,55) (10,49)  (4,56) (8,38)
[Ni(cefa-hexa)(H,0);].PFg 37,55 5,30 9,95 4,79 8,35
(37,57) (5,55) (9,96) (4,56) (8,84)
[Cu(cefa-hexa)(H,0);].PFg 34,92 5,30 9,52 4,76 9,52
(33,93) (5,50) 9,89 (4,53) (8,97)
[Zn(cefa-hexa)(H,0)3].PFs 37,31 5,27 10,05 4,53 9,65
(37,22) (5,25) (9,86) (4,51) (9,21

%C: porcentaje de Carbono; %H: porcentaje de Hidrogeno; %N: porcentaje de Nitrogeno; %S:

porcentaje de Azufre; %M: porcentaje del Metal

Esto confirma que en la base de Schiff, la relacion molar de la cefalexina con
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1,6 hexanodiamina es 1:1; de igual manera, sucede en la formacion de los complejos

en donde la proporcion molar metal-ligando es 1:1.

Estudios realizados por Anacona y Rodriguez sobre complejos metalicos con
cefalexina, corroboran los resultados obtenidos donde el ligando presente guarda similar

relacion estequiométrica en los complejos sintetizados (Anacona y Rodriguez, 2004).

Medidas de susceptibilidad magnética

En la tabla 2 se muestran los valores de susceptibilidad magnética del capilar
con la muestra (R), la susceptibilidad magnética del capilar sin la muestra (Ro), la
longitud del capilar (I), la susceptibilidad especifica medida por gramos (Xg), la
susceptibilidad molar calculada (Xm), tomando en cuenta las correcciones
diamagnéticas del ligando utilizando las constantes de Pascal, y la diferencia entre el

peso del capilar vacio con el capilar con muestra (Am).

C.1(R-Ro)
Am x 10°

Tabla 2. Medidas de susceptibilidad magnética de los complejos metalicos de la
cefalexina.

Complejos (mg) XRop XR I(cm) Xg Xm

[Mn(cefa-hexa)(H,0)s] PFs 36,0 -59 405 1,6 20,6x10° 13672,5x10°
[Co(cefa-hexa)(H,0);] .PFs 58,8 -59 501 1,7 16,2x10° 8 786,1x10°
[Ni(cefa-hexa)(H,0);] PFs 49,4 -57 183 1,7 825x10°  5502,7x10°
[Cu(cefa-hexa)(H,0);] .PFs 98,8 -57 123 1,5 2,73x10° 1 550,6x10°®

[Zn(cefa-hexa)(H,0);] PFs 409 -57 -52 1,6 0,19x10° 127,0x10°

XR,: susceptibilidad magnética del tubo vacio; XR: susceptibilidad magnética del tubo con muestra;
mg: peso de la muestra.
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Momentos magnéticos

Los momentos magnéticos fueron calculados a partir de las medidas de
susceptibilidad magnética y se muestran en la tabla 3. El momento magnético
efectivo (Uerr) €s una medida de considerable interés para la caracterizacion de los
complejos preparados. Conociendo este valor, se puede saber, segun sea el caso, el
estado de oxidacion del metal, el nimero de electrones desapareados que presenta el
metal y posible geometria molecular. El momento magnético efectivo experimental se

calcula con la siguiente ecuacion:
Heff (eXp)= 2,84 (XMCOrr)l/zT]/z
Donde:

Xn " susceptibilidad molar corregida utilizando las constantes de Pascal.

T: temperatura (K).

2,84: constante, para una sustancia constituida por centros paramagnéticos que
no influyen reciprocamente (como en los compuestos de coordinacion en que los
ligandos aislan los iones del metal entre si), la susceptibilidad magnética sigue la ley

de Curie, la cual establece:
Xm=C/T,
Donde C es la constante de Curie. Si la XM de un compuesto obedece a esta
ley, el momento magnético efectivo (en magnetones de Bohr) puede ser calculada a
partir de la siguiente expresion:

peff=(3K . Xu. T/N . B%) * =2,84 (Xy. T) ™"
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Donde, K es la constante de Boltzmann, B es el magneton de Bohr, N es el

nimero de Avogadro y T es la temperatura absoluta.

La ecuacion empleada en el calculo del momento magnético teorico,

considerando solo la contribucion de espin, es la siguiente:

Ues(teOrico) = V n (n+2)
Donde:
n: numero de electrones desapareados que posee el i6n metélico. Se asume que

no hay contribucion del momento magnético orbital.

De acuerdo al momento magnético efectivo (LLefr), se puede sugerir segun sea el
caso, el estado de oxidacion del metal y el nimero de electrones desapareados que
presenta el mismo. Esto permite predecir una posible geometria octaédrica de acuerdo

al valor de p.s obtenido (Angelici, 1979).

Tabla 3. Momentos magnéticos (L) de los complejos metalicos de la cefalexina.

Complejos pef uef Electrones pef
calculados tedricos Desapareados  observados
[Mn(cefa-hexa)(H,O)s;].PFs 5,80 5,91 5 5,7-6,0
[Co(cefa-hexa)(H,0);].PFs 4,59 3,87 3 43-5.2
[Ni(cefa-hexa)(H,0);].PFs 3,74 2,83 2 2,9-39
[Cu(cefa-hexa)(H,0);].PFe 2,12 1,73 1 1,9-2,1
[Zn(cefa-hexa)(H,0)3].PFs 0,89 0,00 0 0,0-0,0

Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-visible)

En la tabla 4 se resumen las transiciones de los espectros UV-visible de la
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cefalexina y algunos complejos metélicos representativos. Los espectros fueron

tomados en suspensiones de dimetilsulfoxido.

En esta tabla se aprecia que las transiciones electronicas de la base Schiff
también se muestran en el ligando, dichas transiciones estan ligeramente desplazadas
por efecto de la coordinacion del metal. Los complejos de [Ni(cefa-hexa)(H,0);].PFs
y [Cu(cefa-hexa)(H,0);].PFs son los que muestran transiciones electronicas en el
metal. Las transiciones en el complejo [Co(cefa-hexa)(H,0);].PF¢ no fueron
detectadas probablemente por ser muy débiles y quedan fuera de la sensibilidad del

equipo.

Tabla 4. Resumen de los espectros UV-visible de la cefalexina y algunos compuestos
metalicos.

Complejos Transiciones electronicas (nm)
En el ligando En el metal
[(Hcefa-hexa)] 308-369-422 -
[Mn(cefa-hexa)(H,0)3].PFs 311-369-422 -
[Co(cefa-hexa)(H20);].PFs 300-380—-440 -
[Ni(cefa-hexa)(H,0)3].PFs 312-363-410 465
[Cu(cefa-hexa)(H0)3].PF 304 — 437 575 - 666
[Zn(cefa-hexa)(H,0);].PFs 310-358-420 -

Los complejos de [Mn(cefa-hexa)(H,0);].PFs y [Zn(cefa-hexa)(H,0);].PFs no
manifestaron transiciones electronicas debidas al metal ya que ambos no presentan
estados electronicos de igual multiplicidad que el estado fundamental; °A; y 'S,

respectivamente.

Los espectros del ligando y los complejos sintetizados se pueden apreciar desde

la figura 6 a la 12.
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200 450 700 900 A(nm)

Figura 6. Espectro UV-visible de la cefalexina

200 450 700 900  A(nm)

Figura 7. Espectro UV-visible de la base Schiff [(Hcefa-hexa)]
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200 450 700 900  \(nm)

Figura 8. Espectro UV-visible del [Mn(cefa-hexa)(H,0);].PFs

.

200 450 700 900 M(nm)

Figura 9. Espectro UV-visible del [Co(cefa-hexa)(H,0)3].PFs
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200 450 700 900  M(nm)

Figura 10. Espectro UV-visible del [Ni(cefa-hexa)(H,0);].PF¢

S

200 450 700 900  A(nm)

e

Figura 11. Espectro UV-visible del [Cu(cefa-hexa)(H,0);].PFs
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200 450 700 900 \(nm)
Figura 12. Espectro UV-visible del [Zn(cefa-hexa)(H,0);].PF¢

Espectroscopia infrarroja

En la tabla 5 se resumen las principales bandas IR de la cefalexina y los complejos

sintetizados; los espectros relacionados se muestran desde la figura 13 ala 19.

Tabla 5. Principales bandas IR de la cefalexina y sus complejos (cm™).

Y(C=0)  y(C=0) y(C=0) v(COO) v(COO) Ay(COO)

Complejos Lactamico amida imino asimétrico simétrico
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)

Cefalexina 1755 1700 - = e e
[(Hcefa-hexa)]  -——- 1676 1644 - e e
[Mn(cefa-hexa)(H,O);].PFs  ----- 1667 1644 1611 1422 189
[Ni(cefa-hexa)(H,0)3;].PF¢ ~  --—-- 1677 1644 1611 1401 210
[Co(cefa-hexa)(H,0);].PFg ~ ----- 1677 1644 1611 1389 222
[Cu(cefa-hexa)(H,O);].PFg ~  ----- 1666 1644 1611 1411 200
[Zn(cefa-hexa)(H,0);].PFs ~  --—-- 1677 1644 1 600 1388 212

y: frecuencia; Ay: diferencia de frecuencia.
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La cefalexina presenta una banda intensa de absorcion a 1 755 cm™ debido al
modo vibracional de estiramiento del grupo C=0 lactamico, la cual desaparece en el
espectro IR de la base de Schiff, sugiriendo que la formacion del enlace imino C=N
ha procedido a través de ese grupo carbonilo. Los complejos metalicos que
reaccionan con la base de Schiff, obviamente, tampoco presentan esa banda de

absorcion IR.

La formacion del enlace imino C=N se refleja en la absorcion IR que presenta
la base de Schiff, [(Hcefa-hexa)], alrededor de 1 644 cm'l, debida al estiramiento del
enlace C=N y que aparece levemente desplazada en el espectro IR de los complejos a

1 644 cm™ debido a que el atomo de nitrogeno estaria enlazando al i6n metalico.

El grupo carboxilato COQO°, presenta dos absorciones debidas a los
estiramientos de los enlaces O-C-O, uno antisimétrico (1 611 cm™) y otro simétrico
(1400 cm™) que al enlazar al i6n metalico se separan con una diferencia de 200 cm’,
lo cual sugiere que la coordinacién del grupo COO al metal es monodentada, es decir,

por un solo atomo de oxigeno (Nakamoto, 1986).

YT

4000 2000 1000

Figura 13. Espectro IR de la cefalexina-H,O
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Figura 14. Espectro IR de la base Schiff [(Hcefa-hexa)]
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4000 2000 1000

Figura 15. Espectro IR del [Mn(cefa-hexa)(H,0);].PF
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4000 2000 1000

Figura 16. Espectro IR del [Co(cefa-hexa)(H,0);].PFs

T

4000 2000 1000

Figura 17. Espectro IR del [Ni(cefa-hexa)(H,0);].PFs
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4000 2000 1000

Figura 18. Espectro IR del [Cu(cefa-hexa)(H,0);].PFs

YT

4000 2000 1000

Figura 19. Espectro IR del [Zn(cefa-hexa)(H,0);].PFs
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Los resultados obtenidos permiten sugerir una posible estructura para los

complejos, la cual es mostrada en la figura 20.

H,O
Figura 20. Estructura sugerida para los complejos. [M= Mn*", Co”", Ni*", Cu*" y Zn*"].

Conductividad

En la tabla 6 se observa la conductividad que presentan los compuestos
metalicos sintetizados utilizando dimetilsulféxido como solvente. Para ésto se
. . ., . 3

prepararon soluciones de los compuestos de coordinacion a concentraciones de 1x10

mol-1"" en dimetilsulfoxido.

Tabla 6. Conductividad que presentan los compuestos metalicos sintetizados.

Complejo Conductividad Resistividad T°C
(Q/cm) (Q/cm)

[(Hcefa-hexa)] 37,90 0,026 28,8
Dimetilsulfoxido 28,30 0,024 28,8
[Co(cefa-hexa)(H,0);].PFe 40,10 0,025 27,3
[Ni(cefa-hexa)(H,0);].PFs 26,21 0,038 28,1
[Cu(cefa-hexa)(H»0)3].PF 20,89 0,048 27,6
[Zn(cefa-hexa)(H,0);].PFs 19,96 0,050 28,2
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Los valores de conductividad molar obtenidos muestran que los compuestos se
comportan como electrolitos 1:1, es decir en solucion, se disocian en el anion PFg y
en el complejo catidnico. Estas medidas confirman la presencia de PF¢ en la
estructura. Las medidas observadas concuerdan con los valores sugeridos por Geary

para electrolitos 1:1 en dimetilsulfoxido (Geary, 1971).

Actividad biologica

Los resultados obtenidos de los ensayos para determinar posible actividad
bioldgica de la cefalexina y de los complejos metélicos sintetizados, segiin el método
de difusion en agar, permite afirmar que algunos de los complejos poseen actividad

antibacteriana sobre determinadas cepas.

La actividad antibacteriana presentada por la cefalexina y sus complejos
metalicos, frente a distintas cepas bacterianas, utilizando el método de difusion en

agar se muestra en la tabla 7.

La cefalexina comercial mostrd actividad contra cuatro de las cinco cepas
ensayadas, las cuales fueron S. aureus, S. epidermidis, E. coli y K pneumoniae,
presentando una actividad maxima sobre S. aureus con un halo de inhibicion de 30
mm y una minima actividad contra E. coli con un halo de 25 mm y K pneumoniae
con 10 mm; el significado de este halo representa la capacidad que tiene el antibidtico
de inhibir las cepas bacterianas. Al evaluar los complejos sintetizados y ensayados
frente a S. aureus encontramos que [Mn(cefa-hexa)(H,0O);].PFs mostré un halo de 33
mm y el [Cu(cefa-hexa)(H,0);].PFs de 31 mm; 1 y 3 mm mayor que el manifestado
por la cefalexina comercial (figura 22). A su vez en [Ni(cefa-hexa)(H,0);].PF¢ y el
[Zn(cefa-hexa)(H,0);].PF¢ presentan un halo de inhibicidon de igual diametro que la

cefalexina comercial (figura 21-22).
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Tabla 7. Halos de inhibicion en mm producidos por la cefalexina y los complejos
sintetizados ante las especies bacterianas ensayadas.

33 . g N 3 3
o3 3 S 3 S S
= ab v “is3 © ESES R B
S = N ~= I S N
oo S NS Q ~
S§ 5 2 3
Cefalexina 30 22 25 10 _
[(Hcefa-hexa)] 21 _ 1 _ B
[Mn(cefa-hexa)(H,0);].PF¢ 33 B 28 17 B
[Co(cefa-hexa)(H,0)3].PFe 29 _ 23 1 15
[Ni(cefa-hexa)(H,0);].PFs 30 26 30 9 _
[Cu(cefa-hexa)(H,0);].PFe 31 35 27 16 26
[Zn(cefa-hexa)(H,0);].PF¢ 30 B 29 16 B

Figura 21. Halos de inhibicion de la cefalexina, [Ni(cefa-
hexa)(H,0);].PFs],[ Co(cefa-hexa)(H,0);].PFs], frente a la cepa S. aureus (ATCC
25923).
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Figura 22. Halos de inhibicion de, [Mn(cefa-hexa)(H,0);3].PFs], [Cu(cefa-
hexa)(H,0);].PFs], [Zn(cefa-hexa)(H,0);].PF¢] frente a la cepa S. aureus (ATCC
25923).

E. coli frente al complejo [Ni(cefa-hexa)(H,0);].PF¢ demostré un halo de 30
mm, 5 mm mayor que el alcanzado por la cefalexina, seguido del [Zn(cefa-
hexa)(H,0);].PF¢ con un tamafio de 29 mm, [Mn(cefa-hexa)(H,0)3].PF¢, con 28 mm
y el [Cu(cefa-hexa)(H,0)3].PFs 27 mm respectivamente, todos los compuestos
manifestaron mayor actividad inhibitoria que la mostrada por la cefalexina comercial

(figura 23-24); con excepcion del [Co(cefa-hexa)(H20);].PF¢] y la base de Schiff.

Figura 23. Halos de inhibicion de la cefalexina, [Ni(cefa-hexa)(H,0);].PF¢],
[Co(cefa-hexa)(H,0);].PF¢], frente a la cepa E. coli (ATCC 25922).



Figura 24. Halos de inhibicion de [Mn(cefa-hexa)(H,0);].PFs], [Cu(cefa-
hexa)(H,0);].PFs], [Zn(cefa-hexa)(H,0);].PFs] frente a la cepa E. coli (ATCC
25922).

S. epidermidis ante la cefalexina evidenci6 un halo de 22 mm, el cual fue
superado por el compuesto de [Cu(cefa-hexa)(H,0)3].PF¢ con 35 mm, marcando 13
mm de diferencia en comparacion a la respuesta obtenida por parte del taxo preparado

con la cefalexina comercial, figura 25.

Figura 25. Halos de inhibicion de la cefalexina, [Ni(cefa-hexa)(H,0)3].PF¢],
[Co(cefa-hexa)(H20);].PF¢], frente a la cepa S. epidermidis. (ATCC 14990).

En la cepa K. pneumoniae se distingui6 un halo de 10 mm el cual fue superado
por los complejos metalicos [Mn(cefa-hexa)(H,0)s].PF¢, [Cu(cefa-hexa)(H,0)3].PFq,
y [Zn(cefa-hexa)(H,0)3].PFs (figuras 26 y 27).
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Figura 26. Halos de inhibicion de la cefalexina, [Ni(cefa-hexa)(H,0);].PF¢],
[Co(cefa-hexa)(H,0);].PF¢], frente a la cepa K. pneumoniae (ATCC 700603).

Figura 27. Halos de inhibicion de [Mn(cefa-hexa)(H,0)3].PFs], [Cu(cefa-
hexa)(H,0);].PFs], [Zn(cefa-hexa)(H,0)3].PF¢] frente a la cepa K. pneumoniae
(ATCC 700603).

En P. aeruginosa la cefalexina comercial no presentd muestra de inhibicion
bacteriana, sin embargo; el [Cu(cefa-hexa)(H,0O);].PF¢ y el [Co(cefa-
hexa)(H,0);].PF¢ destacaron halos de 26 mm y 15 mm respectivamente (figura 28-
29); Es importante mencionar que, esta cepa bacteriana presenta resistencia natural a
las cefalosporinas debido a su propiedad de producir enzimas que degradan el anillo
betalactdmico caracteristico de estos antibidticos inactivando el mecanismo de accion

del mismo. Luego de obtener dichas respuestas podemos afirmar que, los compuestos
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sintetizados reportan resultados satisfactorios ya que muestran cierta actividad
antibacteriana al ataque de las enzimas betalactamasas de estas bacterias, cualidad

que no es observada ante el antibiotico comercial.

Estudios realizados por Anacona y Rodriguez sobre cefalexina concuerdan con
los resultados obtenidos por esta investigacion donde la base Schiff se comporta
como un ligando tridentado monoanidnico y los complejos muestran ser de alto espin,
probablemente octaédrico, sin embargo se carece de estudios donde se apliquen
pruebas antimicrobianas frente a esta cefalosporina de primera generacion,
impidiendo comparar estos resultados con trabajos anteriores, a su vez el mismo sirve

como soporte para investigaciones futuras (Anacona y Rodriguez, 2004).

Figura 28. Halos de inhibicion de la cefalexina, [Ni(cefa-hexa)(H,0)3].PF¢],
[Co(cefa-hexa)(H,0);].PF¢], frente a la cepa P. aeruginosa (ATCC 27853).
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Figura 29. Halos de inhibicion de [Mn(cefa-hexa)(H,0);].PFs], [Cu(cefa-
hexa)(H,0);].PFs], [Zn(cefa-hexa)(H,0);3].PF] frente a la cepa P. aeruginosa (ATCC
27853).
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Tabla 8. Halos de inhibicion en mm de la cefalexina y complejos sintetizados
utilizando discos a diferentes concentraciones frente a las especies bacteriana
ensayadas.

1%} = - “
5 8 g . 8 S
= E5 wiS wisw WS MIY¥ q¥s
g O o S = S Q 5
) = R, S 3
O O X S
400 30 22 25 10 _
Cefalexina 200 21 _ _ _ _
100 20 _ _ _ _
50 _ _ _ _ _
25 _ _ _ _ _
400 21 _ 1 _ _
[(Hcefa-hexa)] 200 _ _ _ _ _
100 _ _ _ _ _
50 _ _ _ _ _
25 _ _ _ _ _
400 33 _ 28 17 _
[Mn(cefa-hexa)(H,0)s3].PF¢ 200 23 _ 17 B _
100 14 _ 13 _ _
50 _ _ _ _ _
25 _ _ _ _ _
400 29 23 23 1 15
[Co(cefa-hexa)(H,0);].PF¢ 200 18 20 14 _ _
100 11 13 1 _ B
50 _ _ _ _ _
25 _ _ _ _ _
400 32 26 30 9 _
[Ni(cefa-hexa)(H,0);].PFe 200 22 _ 17 _ _
100 14 _ 11 _ _
50 8 _ 1 _ _
25 _ _ _ _ _
400 31 35 27 16 26
[Cu(cefa-hexa)(H,0)s].PFs 200 19 26 18 _ _
100 13 23 11 _ B
50 _ _ _ _ _
25 _ _ _ _ _
400 30 _ 29 15 _
[Zn(cefa-hexa)(H,0);].PFs 200 13 _ 13 _
100 _ _ 1 _ _
50 _ _ _ _
25

-2 sin inhibicién de crecimiento.
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En la tabla 8 se pueden apreciar los resultados obtenidos para la prueba de
sensibilidad por difusién en agar a diferentes concentraciones. Inicialmente se
observd que la cefalexina comercial presentd actividad antibacteriana a las
concentraciones de 100 pg/disco frente a la cepa S. aureus. E. coli, S. epidermidis y
K. pneumoniae mostraron inhibicion a una concentraciéon de 400 pg/disco mientras

que P. aeruginosa no manifesto inhibicion alguna.

[Mn(cefa-hexa)(H,0)3].PFs mantuvo inhibicidén bacteriana a 100 pg/disco con
las bacterias S. aureus y. E. coli, en K. pneumoniae a 400 pg/disco con halos
superiores a los alcanzados con la cefalexina libre y nula actividad en P. aeruginosa 'y

S. epidermidis.

El [Zn(cefa-hexa)(H,0)3].PFs] mostrd una relevante inhibicion en la cepa E.
coli con halos superiores a los alcanzados por el antibidtico comercial, hasta una
concentracion de 100 pg/disco, a su vez con la cepa de K. pneumoniae la inhibicion a

400 pg/disco fue 5 mm mayor que la alcanzada por la cefalexina.

Los complejos [Cu(cefa-hexa)(H,O);].PFs y [Co(cefa-hexa)(H,0)s].PFg
manifestaron un comportamiento similar con una CMI a 100 pg/disco ante S. aureus,

S. epidermidis y E. coli; en P. aeruginosa y K. pneumoniae una CMI a 400 pg/disco.

El complejo [Ni(cefa-hexa)(H,0)3].PFs demostré una actividad antibacteriana
hasta los 50 pg/disco ante la cepa de S. aureus y E. coli, lo cual evidencia la mayor
eficacia del complejo sobre estos microorganismos, a su vez pone de manifiesto la
capacidad de inhibiciébn a una concentracion menor que la alcanzada por el

antibiotico comercial ensayado.

Es importante mencionar que la base Schiff sintetizada [H(cefa-hexa)] mostro
baja o nula actividad antibacteriana frente a las diferentes cepas ensayadas en
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comparacion a la representada por los complejos metalicos. Por tal motivo se puede
afirmar que, la misma se desempefi6 en la reaccion como un modelo cefalo-amino
que aport6 un sitio activo para el ion metdlico y a su vez estabilizo los complejos
sintetizados brinddndoles un Optimo mecanismo de accién frente a las cepas

utilizadas (Figuras 30 a la 38).

Figura 30. Halos de inhibicion de la cefalexina ante la cepa S. aureus (ATCC 25923)
a diferentes concentraciones.

Figura 31. Halos de inhibicion del [Ni(cefa-hexa)(H,0);].PF; ante la cepa S. aureus
(ATCC 25923) a diferentes concentraciones.
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Figura 32. Halos de inhibicion del [Cu(cefa-hexa)(H,0);].PF¢] frente a la cepa E.
coli (ATCC 25922) a diferentes concentraciones.

Figura 33. Halos de inhibicion del [Ni(cefa-hexa)(H,0);].PF; ante la cepa E. coli
(ATCC 25922) a diferentes concentraciones.

Figura 34. Halos de inhibicion del [Mn(cefa-hexa)(H,0);].PF¢ ante la cepa E. coli
(ATCC 25922) a diferentes concentraciones.
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Figura 35. Halos de inhibicion del [Co(cefa-hexa)(H,0);].PF¢ ante la cepa E. coli
(ATCC 25922) a diferentes concentraciones.

Figura 36. Halos de inhibicion del [Zn(cefa-hexa)(H,0);].PF; ante la cepa E. coli
(ATCC 25922) a diferentes concentraciones.

Figura 37. Halos de inhibicion del [Mn(cefa-hexa)(H,0);].PF; ante la cepa K.
pneumoniae (ATCC 700603) a diferentes concentraciones.
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Figura 38. Halos de inhibicion del [Cu(cefa-hexa)(H,0);].PF¢ ante la cepa K.
pneumoniae (ATCC 700603) a diferentes concentraciones.
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Figura 39. Halos de inhibicion en mm producidos por la cefalexina comercial y los
complejos sintetizados utilizando el método de difusion en agar.

La respuesta obtenida por la cefalexina se observa en el primer conjunto de
barras del grafico presentado, mostrando asi la diferencia entre la misma y los

complejos sintetizados que en su mayoria, reflejaron una actividad antibacteriana mas
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elevada que la obtenida por la cefalexina comercial, ésto se puede deber al hecho de
que al formarse la base Schiff y ésta servir como puente de enlace al idn metalico, se
aumento el tamafio de la molécula sintetizada lo que pudo de una manera u otra
dificultar la degradacion del mismo por parte de los microorganismos
experimentados. De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede afirmar que los
complejos sintetizados mostraron en la mayoria de los casos mayor efectividad al

momento de inhibir el crecimiento bacteriano frente a las cepas ensayadas.
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CONCLUSIONES

Se sintetizo la base de Schiff [(Hcefa-hexa)] mediante la reaccion entre la
cefalexina comercial y la 1,6-hexanodiamina, la cual se hizo reaccionar con metales
de la primera serie de transicion para obtener los complejos [M(cefa-

hexa)(H,0)3].PFs, donde M= Mn*", Co*", Ni**, Cu** y Zn*",

La base de Schiff y los complejos fueron caracterizados mediante analisis
elemental, conductancia molar, susceptibilidad magnética, espectroscopia
infrarroja y espectroscopia UV-Visible. La base Schiff se comporta como un
ligando tridentado monoanionico y los complejos muestran ser de alto espin,

probablemente octaédricos.

La actividad antibacteriana de los compuestos sintetizados fue ensayada frente a
las cepas E. coli (ATCC 25922), K. pneumoniae (ATCC 700603), P. aeruginosa
(ATCC 27853), S. aureus (ATCC 25923) y S. epidermidis (ATCC 14990),
certificadas por la Coleccion Americana de Cultivos y Tipos (ATCC) utilizando la

técnica de difusion en agar.

La técnica de difusion en agar evidencid que, todos los complejos metalicos
sintetizados mostraron una actividad antibacteriana mayor o igual a la manifestada
por la cefalexina libre a excepcion del [Mn(cefa-hexa)(H,0);].PFs, v [Zn(cefa-
hexa)(H,0);].PF¢ sobre la cepa S. epidermidis (ATCC 14990).

Utilizando la prueba de sensibilidad por difusion en agar a diferentes
concentraciones se determind que los complejos [Mn(cefa-hexa)(H,O);].PFg,
[Cu(cefa-hexa)(H,0);].PFs y [Co(cefa-hexa)(H,0);].PF¢ alcanzaron una CMI de 100

ng/disco mientras que la cefalexina comercial mostr6 una CMI de 400 pg/disco
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frente a las cepas ensayadas, a excepcion de S. aureus (ATCC 25923) donde mantuvo
una inhibicion hasta los 100 pg/disco y nula actividad antibacteriana ante P.
aeruginosa (ATCC 27853). El complejo [(Hcefa-hexa)] no mostrd actividad frente a

ninguna de las cepas utilizadas en las dos técnicas aplicadas.
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