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RESUMEN

Se sintetiz0 una base de Schiff monoprotonada mediante la reaccion entre la
penicilina V (fenoximetilpenicilina) comercial y la 1,2 fenilendiamina. La base se
hizo reaccionar con metales de la primera serie de transicion para la obtencion de los
complejos mononucleares [Co(Schiff)Ac(H,0),], [Ni(Schiff)Ac(H,0)],
[Zn(Schiff)Ac(H,0),], [Fe(Schiff)SO4(H,0)s] y los complejos polinucleares
[Cuy(Schiff)CI(H,0)s],  [Cus(Schiff)(Cl)2(H20)3]  y  [Sns(Schiff)(OH)s]. La
caracterizacion de los complejos sintetizados se realizd utilizando técnicas de
espectroscopia infrarroja, espectroscopia Ultravioleta-visible, conductividad molar,
susceptibilidad magnética, analisis térmico y elemental. Las pruebas de
susceptibilidad antibacteriana de cada complejo se realizaron en cepas de
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Streptococcus viridans (cepa salvaje), Enterococcus sp. (cepa salvaje) y
Staphylococcus aureus meticilino resistente (SARM) (cepa salvaje), utilizando las
técnicas de difusion en agar y dilucién en disco a diferentes concentraciones. La
actividad de los complejos resultd efectiva para algunas de las bacterias estudiadas,
como es el caso del complejo de [Fe(Schiff)SO4(H,O)s] contra la cepas de
Streptococcus viridans y Enterococcus sp.; de igual manera, los complejos de
[Ni(Schiff)Ac(H,0),], [Fe(Schiff)SO4(H,0)s] y [Cuz(Schiff)Cl(H,0)s] contra la cepa
de Staphylococcus aureus meticilino resistente, a pesar de ser esta, resistente al
antibiotico comercial. Los complejos [Cus(Schiff)(Cl),(H20)s] y [Sn3(Schiff)(OH)s]
no mostraron actividad antibacteriana alguna contra las cepas ensayadas.

Palabra y/o Frases Claves:

Vi



INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas han causado la muerte de millones de seres
humanos a lo largo de la historia de la humanidad. Con el descubrimiento de los
antibioticos, esta realidad comenzé a ser modificada y, en los afios ochenta, podia
hablarse de wuna victoria practicamente total frente a las infecciones por
microorganismos. La historia de los antibidticos comienza con la utilizacion de
compuestos organicos para el tratamiento de enfermedades infecciosas. El hombre
utilizaba indistintamente extractos de plantas en el tratamiento topico de ciertas
infecciones, pero desconocia la base cientifica del beneficio de tal proceder. En el
siglo XIX, el prestigioso cientifico francés Louis Pasteur descubri6 que algunas
bacterias saprofitas podian destruir gérmenes del antrax. Justo al finalizar el siglo, en
1900, el bacteridlogo aleman Rudolf Von Emmerich aislé una sustancia que podia
destruir los gérmenes del colera y la difteria en un tubo de ensayo, pero fue incapaz

de hacerlo en el tratamiento de las enfermedades (Jawetz et al., 1992).

Paul Erlich, fisico y quimico alemén, ensayo en los primeros afios del siglo XX
la sintesis de unos compuestos capaces de atacar de manera selectiva a los
microorganismos infecciosos sin lesionar a los tejidos del huésped; es asi como
formula los principios de toxicidad selectiva y es el pionero en reconocer las
relaciones quimicas especificas entre microorganismos y los antimicrobianos, el
desarrollo de la resistencia a los medicamentos y la funcion de la terapéutica
combinada (Jawetz et al., 1992; Prescott et al., 2004). Sus experiencias permitieron la
preparacion del salvarsan, en 1909, Unico tratamiento selectivo contra la sifilis hasta
la popularizacion de la penicilina. Otro avance de gran relevancia llega afios mas
tarde, de la mano de Alexander Fleming, durante un estudio sobre las mutaciones de
determinadas colonias de Staphylococcus, comprob6 que uno de los cultivos habia

sido accidentalmente contaminado por un microorganismo procedente del aire



exterior. El descubrimiento de un hongo posteriormente identificado como
Penicillium notatum no solo abri6é una nueva era para la medicina, sino que también

estimuld la busqueda de otros antibidticos (Goodman et al., 1996; Koneman et al.,

2004).

En 1942, Waksman propone el término antibiotico para definir aquellas
sustancias quimicas producidas por microorganismos que, a bajas concentraciones,
inhiben el desarrollo o destruyen la vida de otros microorganismos. Habia comenzado
la era antibidtica, que tendria su eclosion a partir del descubrimiento de la
configuraciéon molecular de la penicilina, punto de partida para el desarrollo de

numerosos antibioticos semisintéticos (Davis et al., 1984).

La clasificacion mas comun de los antibidticos se basa en sus mecanismos de
accion, propuestos del modo siguiente: a) los que activan la sintesis de enzimas que
interrumpen la formacion de las paredes de la célula bacteriana para producir la
pérdida de viabilidad y, con frecuencia, la lisis celular, b) los que actuan en forma
directa sobre la membrana de la célula del microorganismo, afectando la
permeabilidad de ella y conduciendo a la filtracién de los compuestos intracelulares,
¢) los que afectan la funcion de los ribosomas para causar una inhibicion irreversible
de la sintesis proteica, d) los que se unen a las subunidades ribosomales 30S y alteran
la sintesis de proteinas, lo cual lleva eventualmente a la lisis; y e) los que afectan el
metabolismo de los acidos nucleicos, de los antimetabolitos y, de analogos de los

acidos nucleicos (Neu, 1983; Goodman et al., 1991; Lansing et al., 2004).

Los antibidticos también se pueden clasificar dependiendo de su estructura
quimica en: betalactdmicos, quinolonas, aminoglucésidos, sulfamidas y macroélidos.
Los antibioticos mas utilizados, los betalactdmicos se subdividen en dos grandes
grupos, a saber, las penicilinas y las cefalosporinas (Katsumy, 1991). Las penicilinas

son el grupo de antibidticos mas amplio, importante y usado. Se caracterizan por
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tener buena distribucion en el organismo, baja toxicidad y ser muy eficaces. Aunque
se han producido muchos otros agentes antimicrobianos desde que se dispuso de la
primera penicilina, estos antibidticos todavia son ampliamente utilizados y nuevos
derivados del nucleo basico de la penicilina se estan produciendo cada afio (Goodman

etal., 1991).

Quimicamente, todas las penicilinas derivan de la estructura bésica del 4cido 6-
aminopenicilanico, el cual estad constituido por un anillo de tiazolidina enlazado a un
anillo betalactamico, que a su vez, lleva un grupo amino secundario en la cadena
lateral (figura 1), la cual determina muchas de las caracteristicas antibacterianas y
farmacoldgicas de un tipo particular de penicilina (Prescott et al., 2004). La
integridad estructural del ntcleo basico, el dacido 6—aminopenicilanico, es
indispensable para la actividad bioldgica de las penicilinas. Si el anillo betalactamico
es hidrolizado enzimaticamente por la betalactamasa bacteriana, el producto

resultante, el acido penicildnico, carece de actividad antibacteriana.

R, NH — S CHs
| CHa
[ S,
yZ
o/\ OH

Figura 1. Estructura basica de las penicilinas.

Aunque el conocimiento del mecanismo de accion de la penicilina es
incompleto, se cree que actiia en el Ultimo paso en la biosintesis del péptidoglicano,
constituyente de la pared celular. La conformacion estructural de la penicilina es muy
similar a la de la D-alanil D-alanina que se encuentra en la cadena lateral peptidica de

la subunidad del péptidoglicano. Es probable que la transpeptidasa sea acetilada por
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la penicilina; es decir, parece formarse la peniciloil-enzima, con rompimiento del
enlace —C(=0O)-N del anillo betalactdmico, lo que bloquearia la sintesis de un
péptidoglicano completo con todos sus enlaces transversales y lo llevaria a la lisis

osmotica (Waxman et al., 1980).

Aunque es de importancia la inhibicion de la transpeptidasa ya descrita, existen
blancos adicionales y relacionados para la accion de las penicilinas, a los cuales se les
asigna el nombre colectivo de proteinas de union a las penicilinas (PBP) que actiian
como: carboxipeptidasa, transpeptidasa y endopeptidasas, implicadas en la fase final
de la formacion de la pared celular. Las PBP también tienen la funcion de reorganizar
la pared durante el crecimiento y la division celular (Spratt, 1975). Una vez unida la
molécula de penicilina a estos receptores, se produce la activacion de autolisinas

bacterianas causando la lisis de la célula (Brock, 1973, Jawetz et al., 1992).

Las penicilinas clinicamente importantes se agrupan principalmente de la
siguiente manera: 1) Las de mayor actividad contra microorganismos Gram positivos,
espiroquetas y algunos otros, pero susceptibles a hidrélisis por betalactamasas y
labiles a los 4acidos, por ejemplo la bencilpenicilina (penicilina G). 2) Las de
resistencia relativa a betalactamasas, pero menor actividad contra microorganismos
Gram positivos e inactivas contra Gram negativos, tal como la nafcilina. 3) Las de
actividad relativamente grande contra microorganismos Gram positivos y Gram
negativos pero destruidas por betalactamasas, entre las que tenemos la ampicilina y
piperacilina. 4) Las de estabilidad relativa al 4acido géstrico y adecuadas para
administrar por via oral, como son: la fenoximetilpenicilina (penicilina V),
cloxacilina y amoxicilina (Jawetz et al., 1992). Otros constituyentes del grupo de las
penicilinas como la carbenicilina y mezlicilina que extienden su espectro de accion
para incluir especies de Pseudomonas, Enterobacter y Klepsiella entre otros

microorganismos Gram negativos (Gilman et al., 1991).
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Figura 2. Férmulas estructurales de las penicilinas mas conocidas.

Se entiende por resistencia bacteriana a la poca o nula sensibilidad de una
bacteria a un antimicrobiano. Médicamente y de una forma préctica, también se
considera que hay resistencia cuando una bacteria no es inhibida por las
concentraciones de antibidtico que se alcanza en el lugar donde la bacteria esta
produciendo una infeccion (Gilman et al., 1991). Existen bacterias con resistencia
natural, que aparece de forma preestablecida al carecer de la diana adecuada
(micoplasmas y betalactdmicos) y que no plantea problemas clinicos. La mas
importante y trascendente es la resistencia adquirida, aquella que aparece en bacterias

que previamente eran sensibles (Koneman et al., 2004).

La multirresistencia de los “nuevos patdégenos”, la resistencia a meticilina y
vancomicina de S. aureus, S. epidermidis y otros estafilococos coagulasa negativos, a
glucopéptidos en enterococos y a las penicilinas en S. pneumoniae, constituyen el

principal problema terapéutico en microorganismos Gram positivos. La presencia de



infecciones en pacientes comprometidos estd asociada con elevadas tasas de

mortalidad (Waxman et al., 1980).

Los frentes de actuacién ante este fendémeno son multiples y a diferentes
niveles. Los “nuevos” antimicrobianos de familias conocidas son analogos
estructurales de los antimicrobianos existentes, en general, de mayor espectro o mas
adaptados a las necesidades de la etiologia imperante y que soslayan los mecanismos
de resistencia habituales. El método clasico de obtencion, y que mejores resultados ha
dado hasta la fecha, es la modificacion quimica de la estructura basica y la definicion
de las relaciones estructura-funcion. En los ultimos veinte afios, se han sintetizado
moléculas analogas a las de los antimicrobianos existentes con capacidad de actuar
sobre las dianas modificadas por la apariciéon de resistencias o que muestran una

mayor afinidad por ellas (Moellering, 1995).

Son diversos los mecanismos de resistencia que han desarrollado las bacterias
frente a las penicilinas, algunos de estos estan relacionados con la modificacion de las
PBP, sobre las cuales actian estos antibidticos. Este tipo de resistencia la
encontramos fundamentalmente en bacterias Gram positivas en diferentes maneras:
adquisicion de una proteina de baja afinidad al antibidtico, recombinacién de una
PBP sensible con una resistente o mutaciones puntuales que disminuyen la afinidad

de la PBP por el antibidtico betalactamico. (Georgopapadacou, 1993).

Otra manifestacion de la resistencia a las penicilinas lo constituye la escasa
cantidad del antibiotico que pueda acceder al sitio de accion. Puede producirse por
una disminucion en la entrada del antibidtico al interior de la bacteria por problema
de permeabilidad, como es el caso de las bacterias Gram negativas, ya que presentan
una estructura compleja con una membrana externa que funciona como una barrera
impenetrable, resultando dificil la llegada de los antibidticos a sus sitios de union

(Kobayashi et al., 1982).



La resistencia por modificacion, alteracion o inactivacion del antibidtico
también constituye una medida de resistencia aplicada por la bacteria y estd
representada basicamente por la produccion de las betalactamasas, las cuales son
enzimas que hidrolizan el anillo betalactdmico de los antibidticos, de esta manera
destruyen el sitio activo del antibiotico betalactdmico e impiden su actividad
(Livermore, 1996). Las betalactamasas se caracterizan por su capacidad de inhibir
determinados subgrupos de betalactimicos; es por esto; que algunas
subclasificaciones las denominan, penicilinasas, cefalosporinasas o carbapenemasas,
dependiendo de la familia de betalactdmicos que tenga mayor susceptibilidad a ser

atacadas por la enzima (Ambler, 1980; Bush et al., 1995, Ragnar, 1995).

Las betalactamasas plasmidicas de Gram negativos producen un alto nivel de
resistencia y estdn muy extendidas sobre todo entre las enterobacterias, algunas son
de amplio espectro y confieren resistencia en la practica a la totalidad de los
antibioticos betalactamicos. Desde que se puso de manifiesto la importancia de las
betalactamasas, se buscaron inhibidores de estas enzimas incluyéndose en este
término diferentes compuestos quimicos, entre los que destacan acido clavulanico,
sulbactam y tazobactam; sin embargo, se han detectado otras clase de betalactamasas

que confieren resistencia a estos inhibidores (Gémez et al., 1992).

En los inicios del tratamiento con antibidticos, la eleccion de uno de ellos era
relativamente sencilla, los microorganismos patogenos estaban totalmente definidos y
delimitados, la etiologia de la infeccion era “clara”, el nimero de antimicrobianos era
restringido y las resistencias adquiridas eran “raras”. Sin embargo, de un tiempo a
esta parte, la situacion se ha hecho muy diferente debido a la apariciéon de un gran
numero de infecciones oportunistas y al descubrimiento de nuevos patdogenos
emergentes con resistencias intrinsecas a muchos antimicrobianos. Esta situacion ha
producido un incremento en las tasas de resistencia de los “patogenos clasicos”, hasta

el punto de encontrarnos sin recursos en el tratamiento de algunos cuadros
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infecciosos (Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, vancomicina y otros
antimicrobianos, Enterococcus sp. multirresistentes, Pseudomonas aeruginosa,

Acinetobacter sp. y Mycobacterium tuberculosis) (Moellering, 1995).

El aumento del perfil de resistencia era previsible, ya que los microorganismos
poseen una gran plasticidad genética (mutacidén, intercambio genético), que
condiciona una enorme capacidad de adaptacion y lleva a la evoluciéon y a la
diversificacion. Esta cualidad se manifiesta no s6lo en la aparicion de cambios en la
sensibilidad a los antimicrobianos; sino también, en la capacidad de infectar a nuevos
huéspedes y en la aparicion de modificaciones en la patogenicidad, hechos que
complican mas la situacion. En el futuro, los antimicrobianos actuales podrian estar
obsoletos y ser insuficientes para hacer frente a esta nueva situacion (Chopra et al.,

1997).

La interaccion entre iones metalicos y fArmacos constituye un atractivo campo
de estudio; los iones metalicos pueden ser enlazados por los farmacos, al igual que las
proteinas, enzimas y otros bioligandos para formar complejos metélicos; la formacion
de los mismos, es una manera simple de modificar las propiedades de un firmaco
(Kunin, 1993). La efectividad de las penicilinas podria mejorarse, aprovechando los
cambios observados en su propiedades farmacocinéticas, al sustituir diferentes grupos
quimicos en el anillo betalactdmico. Este cambio de efectividad también se ha
observado en antibidticos betalactamicos al enlazar iones metalicos, formando
complejos metalicos (Bravo y Anacona, 1998; Anacona, 2001). En algunos estudios
se ha podido observar el aumento, hasta un 60%, de la efectividad bactericida
utilizando compuestos sintetizados que contienen betalactdmicos unidos a metales

(Anacona y Alvarez, 2002; Anacona y Osorio, 2008).

Entre las primeras publicaciones, relacionadas con este tema (complejos de

penicilinas), se puede citar el estudio realizado utilizando la ampicilina unida a
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metales de transicion. En este trabajo los complejos fueron caracterizados por
técnicas de andlisis y métodos espectroscopicos, proponiendo estructuras dinucleares
basadas en iones metalicos hexacoordinados octaédricamente (Bravo y Anacona,
1998). En otra investigacion, se hizo reaccionar la penicilina G con diversos iones
metalicos tales como: niquel(Il), cadmio(II), mercurio(Il), y hierro(Ill), para formar
complejos metélicos, a los cuales se les evaluo su actividad antibacteriana frente a
cepas de Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Los complejos de hierro(IIT) y mercurio(II) mostraron mejor
actividad antibacteriana que la penicilina G libre (Anacona y Figueroa, 1999). Las
técnicas espectroscopicas sugirieron que la penicilina G actia como un ligando
tridentado monoanidnico, que forma complejos que presentan estructura octaédrica

distorsionada (figura 3).

Posteriormente, se hizo reaccionar una base de Schiff, sintetizada con
amoxicilina y salicilaldehido, con los iones metalicos niquel(Il), cobre(Il), zinc(Il) y
plata(Il) (Marpa, 2011). Los complejos mostraron un comportamiento
espectroscopico y fisicoquimico que sugieren la presencia de estructuras octaédricas,
donde la base actia como un ligando pentadentado dianidnico (figura 4). Los
complejos sobrepasaron la actividad de la amoxicilina comercial frente a cepas S.

aureus 'y E. coli.

Las bases de Schiff son compuestos que contienen en su estructura un grupo
azometino o imino (-R-C=N-) y se forman por la condensacion entre una amina
primaria y un grupo carbonilo activo, mediante una reaccion reversible. Detalles del
mecanismo se pueden observar en la figura 5. En el presente caso, la amina primaria
la proporciona la 1,2-feniléndiamina y el grupo carbonilo la penicilina V. La
reaccion de formacion de la base de Schiff es reversible, procediendo a través de la

formacion de una carbolamina intermediaria (Pass y Sutcliffe, 1979).
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Figura 3. Formulas estructurales sugeridas para los complejos de penicilina.
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Figura 4. Férmula estructural de los complejos de amoxicilina que contienen la base
de Schiff amoxicilina — salicilaldeido.
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Figura 5. Mecanismo de formacion de una base de Schiff.

Las bases de Schiff, han jugado un papel importante en el desarrollo de la
quimica de coordinaciéon y en la formaciéon de complejos sumamente estables que

pueden utilizarse como modelos sintéticos de enzimas que poseen sitios activos para

iones metalicos (Pass y Sutcliffe, 1979).

Por lo antes expuesto, continuando con los intentos de avanzar en el
conocimiento de la interaccion de los metales con las penicilinas, la presente
investigacion evalud la actividad bactericida de complejos metalicos que contienen

una base de Schiff, formada por penicilina V (fenoximetilpenicilina) y 1,2

fenilendiamina, frente a un grupo de bacterias indicadoras.
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METODOLOGIA

Para la sintesis y obtencion de la base de Schiff fue utilizado un antibidtico del
grupo de las penicilinas, la fenoximetilpenicilina, cominmente llamada penicilina V,
unida a la 1,2 fenilendiamina. Para la formacion de los complejos se utilizaron sales
metalicas: acetato de niquel (II) tetrahidratado (Ni(CH3COO)2-4H20), acetato de
zinc(Il) dihidratado (Zn(CH3COO)2-2H20), cloruro de cobre(I) (CuCl), acetato de
cobalto(Il) tetrahidratado (Co(CH3COO)2-4H20), sulfato de hierro(Ill) (Fe2(SO4)3)
y cloruro de estafio (SnCl2). Con la finalidad de optimizar las condiciones para la
sintesis de la base y de los complejos, fueron controlados los factores que determinan
la reaccion tales como pH, temperatura, relacion molar metal-ligando y tiempo de

reaccion.

Preparacion del ligando base Schiff que contiene penicilina V y 1,2

fenilendiamina.

Para la formacion de la base de Schiff, inicialmente se pulverizo una tableta de
penicilina V comercial, de donde se peso la cantidad de 350 mg correspondiente a un
1 mmol del antibidtico, disuelto posteriormente en 10 ml de hidroxido de sodio de
concentracion 0,05 mol I-1. La solucién se colocod en agitacién por un lapso de 60
minutos con la finalidad de lograr disolver la mayor cantidad del antibidtico,
eliminando los excipientes tras un procesos de filtrado. Una vez obtenida la solucion
de penicilina V, se regul6 el pH entre 6 y 7 con una solucion de &cido clorhidrico 0,5
mol I-1. Paralelo a este procedimiento se pesaron 104 mg, equivalentes a 1 mmol, de
1,2 fenilendiamina, y se disolvieron en 10 ml de etanol. Una vez preparadas estas
soluciones fueron mezcladas y dejadas reaccionando con agitacion hasta la aparicién

del color amarillo caracteristico del ligando base de Schiff (Anacona y Figueroa,

1999).
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Solo se trabajo con base de Schiff en solucion, ya que el producto resultante de
la mezcla de penicilina V y 1,2 fenilendiamina, una vez que se dejo secar a
temperatura ambiente o al vacio, se presenta como un producto pastoso que capta
humedad una vez secado. En busca de mejorar las condiciones de la muestra, se lavd
con cantidades de 3 — 5 ml de etanol, seguido de sesiones de calentamiento suave. En
vista de que la muestra no mostraba apariencia de polvo se opto por utilizar la base de
Schiff en forma liquida haciendo distribuciones del volumen total de la muestra, en
volimenes equivalentes a 1 mmol manteniendo asi la relacion estequiométrica 1:1.

En la figura 6 se puede apreciar el esquema sugerido para la formacion del ligando
base de Schiff.

L J

(@]

CH
Y /M uN NH, o ’
(0] ’:— / y CH3
Jon + — N
O ’
/> oH
(0]
Penicilina V 1,2 fenilendiamina Ligando de base de Schiff

Figura 6. Esquema sugerido para la formacion del ligando base Schiff.

Sintesis de los complejos metélicos con la base de Schiff
Una vez formada la base Schiff monoprotonada, producto de la reaccion entre

la penicilina V y la 1,2 fenilendiamina, la solucidn resultante se mezclé con 1 mmol

de cada wuna de las sales metidlicas empleadas (Ni(CH3COO),-4H,0,
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ZH(CH3COO)2'2H20, CO(CH3COO)2'4H20, CuCl , FCQ(SO4)3 y SnClz) disueltos en
15 ml de agua destilada.

La soluciones obtenidas dieron como resultados una serie de precipitados
coloreados, caracteristicos para cada una de las sales, siendo la mayoria de ellos de
aparicion inmediata. En el caso de aquellas reacciones donde los precipitados no se
dieron de forma instantanea, como fue el caso de los complejos de cobre y estafio, las
soluciones fueron concentradas con ayuda de una bomba al vacio, para reducir el
solvente, hasta la aparicion de los precipitados.

Finalmente cada precipitado fue filtrado, lavado con abundante agua, con la
finalidad de eliminar los excesos de las diferentes sales y secados al vacio.
Posteriormente se almacenaron en viales secos y estériles, previamente rotulados
(Anacona y Figueroa, 1999). La figura 7 muestra la reaccion de formacion de los

complejos sintetizados.

/o
o NH 5 CHa
y cH, T M M2 - Complejo
H,N N e

Figura 7. Esquema sugerido para la formacion de los complejos base de Schiff (M =
metal).
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Caracterizacion de la estructura quimica de los complejos metéalicos

sintetizados:

Empleando técnicas especificas se caracterizaron las posibles estructuras de los

diferentes complejos metalicos:

Anadlisis elemental

Se realizo el analisis de los compuestos sintetizados para determinar los
porcentajes de carbono (C), nitrogeno (N), hidrogeno (H) y azufre (S), utilizando un
analizador elemental marca LECO, modelo CHNS 932 (Skoog et al., 2001). Estos
analisis se llevaron a cabo en el Instituto Tecnolégico Venezolano de Petroleo,

Compatfiia Anonima (INTEVEP, C.A).

Analisis térmico

Se pesaron muestras solidas de los compuestos preparados y fueron calcinados
alrededor de 1 100°C, por una hora en presencia de oxigeno atmosférico en un horno
marca Thelco, modelo 17 (Skoog et al., 2001). Se asume la formacion de 6xidos de

tipo MO, para conocer el contenido del metal.

Medidas de susceptibilidad magnética

Para la obtencion de los momentos magnéticos especificos se empled una
balanza de susceptibilidad magnética marca Johnson Matthey, modelo 436,
perteneciente al Laboratorio 306 del Departamento de Quimica de la Universidad de
Oriente. A partir de las medidas reportadas en el equipo se calculd el momento

magnético de los complejos sintetizados (Drago, 1965, Skoog et al., 2001).
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Medidas de conductividad molar

Para las mediciones de conductividad molar se prepararon soluciones de cada
uno de los complejos a una concentracion de 1x10 mol.I" utilizando metanol como
solvente. Para su lectura se utiliz6 un conductimetro marca Orion 5 Star perteneciente
al Departamento de Oceanografia del Instituto Oceanografico de la Universidad de

Oriente (Russell, 1965; Geary, 1971).

Espectroscopia Ultravioleta-visible

Esta técnica mide por adsorcion, a que frecuencia se producen las transiciones
electrénicas entre niveles de energia de la molécula.Se midi6 la absorbancia de las
soluciones de los complejos preparados, de concentracion 1x10™ mol.I", utilizando
metanol como solvente. Las lecturas se realizaron 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 posibles
sitios de union del antibidtico al metal, empleando la técnica de espectroscopia
infrarroja, la cual se realizd en pastillas de bromuro de potasio (KBr) en un

espectrofotometro Perkin Elmer, modelo Spectrum 2000 con transformada de Fourier

(Nakamoto,1986).

Medidas de susceptibilidad antimicrobiana

Una vez realizados los analisis que permitieron caracterizar cada complejo

formado, se evalud la actividad bactericida de ellos a través de métodos de
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susceptibilidad antimicrobiana por difusion en agar y susceptibilidad antimicrobiana
por dilucion en discos (Bauer et al., 1966) sobre la serie de bacterias seleccionadas,
pudiéndose mencionar las siguientes cepas certificadas por la Colecciéon Americana
de Especies y Tipos (ATCC): Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus
faecalis ATCC 2942, y las cepas no certificadas de. S. viridans (cepa salvaje) y S.

aureus meticilino resistente (cepa salvaje) y Enterococcus sp.

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana por difusion en agar

A partir de los cultivos de 24 horas de crecimiento de cada cepa bacteriana, se
prepard un inoculo en 5 ml de solucion salina fisiologica (SSF) estéril, hasta alcanzar
la turbidez correspondiente al patréon de Mc Farland 0,5 (1,5x 10® microorganismos

viables por ml).

Posteriormente se procedid a impregnar un hisopo estéril en cada suspension
rotando varias veces, ejerciendo una ligera presion sobre las paredes internas del
tubo, eliminando el exceso de liquido. Se sembrd 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 fue colocada en una estufa

a 37°C, durante 10 minutos, para secar antes de colocar los discos.

Se prepararon taxos que contenian 400 pug de compuesto por disco. Para obtener
esta concentracion se prepararon soluciones de 40 pg/ul de cada complejo, asi como
de la penicilina V comercial, para lo cual se pesaron 20 mg de cada sélido y se
disolvieron en 0,5 ml de dimetilsulfoxido (DMSO). Se utilizaron 10 pl de cada
solucion para impregnar discos de papel Whatman n°3 de 5 mm de diametro, estériles
y con ayuda de una pinza estéril, se colocaron de manera uniforme y con distancia no
menor de 25 mm entre disco y disco en la superficie del agar de cada cultivo de las

diferentes cepas empleadas (Bauer et al., 1966).
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Finalmente se evalu¢ la actividad antibacteriana con la aparicion de los halos de
inhibicion alrededor del disco. La lectura de los halos de inhibicion se realizd
utilizando una regla graduada y los valores fueron expresados en milimetros. (Lynch
et al., 1980; Koneman et al., 2004).Los puntos de corte recomendados para la
difusion en discos de la penicilina son: sensible, S > 15 mm y resistente, R < 14 mm,
para las diferentes cepas de Enterococcus incluida las cepas de E. faecalis; sensible, S
> 29 mm y resistente, R < 24 mm para las cepas de Staphylococcus, (CLSI, 2011).

Para las cepas de SARM y S. viridans este manual no establece puntos de corte.

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana por dilucion en discos

A partir de los cultivos de 24 horas de crecimiento de cada cepa bacteriana, se
prepard un inoculo en 5 ml de solucion salina fisioldgica (SSF) estéril, hasta alcanzar
la turbidez correspondiente al patrén de Mc Farland 0,5 (1,5x 10® microorganismos

viables por ml) (Bauer et al., 1966).

Posteriormente se impregnaron discos de papel Whatman N° 3 de 5 mm de
diametro con 10 pl de penicilina V y de cada uno de los complejos sintetizados de
soluciones de concentracion 40, 20, 10, 5, y 2,5 pg/ul, para asi tener depositada una
cantidad equivalente a 400, 200, 100, 50, y 25 pg por disco, respectivamente. Para la
obtencion de estas concentraciones se procedid de la siguiente manera: se prepard
una solucion madre de 40 pg/ul de penicilina V y cada uno de los complejos, para lo
cual se pesaron 20 mg de cada solido y se disolvieron en 0,5 ml de DMSO. A partir
de esta solucion madre se tomaron 250 pl que se mezclaron con 250 ul de DMSO
para tener una solucidon 2 de concentracion 20 pg/ul. 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 pg/ul, y asi sucesivamente.

Finalmente se evaluo la actividad antibacteriana con la aparicion de los halos de
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inhibicion alrededor del disco. La lectura de los halos de inhibicion se realizo
utilizando una regla graduada y los valores fueron expresados en milimetros. (Lynch

et al., 1980; Koneman et al., 2004).

19



RESULTADOS Y DISCUSION

Los complejos sintetizados con la base de Schiff preparada a partir de penicilina
V y 1,2 fenilendiamina fueron caracterizados a temperatura ambiente y la
composicion de ellos fue deducida a partir del andlisis de sus componentes. La
formula molecular sugerida se aprecia en las distintas tablas y es la considerada en las

distintas técnicas aplicadas.
Analisis Elemental

Los resultados obtenidos en el analisis elemental se observan en la tabla 1, los
complejos sintetizados muestran una buena correspondencia entre los valores
calculados (entre paréntesis) para las féormulas moleculares propuestas y los valores

experimentales para cada uno de los complejos sintetizados.

Tabla 1. Analisis elemental de los complejos metalicos.

Complejos %C %N %H %S
[Co(Schiff)Ac(H,0),] 48,3 9,1 5,4 5,7
C24H3,CoN4OsS (48,5) 9,4) (5,3) (5,4)
[Ni(Schiff)Ac(H,0),] 49,0 9,7 5,6 5,0
Cy4H3NiN4OgS (48,5) 9,4) (5.,3) 5.4)
[Zn(Schiff)Ac(H,0),] 48,3 9,0 5,0 5,1
Cy4H31ZnN4OgS (48,0) 9,3) (5,2) (5.,3)
[Fe(Schiff)SO4(H,0)s] 354 7,7 5,4 8,4
CHyoFeN4O46S, (35,9) (7,6) (5.5) (8,7)
[Cu,(Schiff)CI(H,0)s] 37,9 7,8 5,3 5,1
CH34CICu,N,O9S (38,1) (8,1) 4,9 (4,6)
[Cus(Schiff)(Cl),(H,0)s] 34,8 7,3 3,8 3,9
C22H30C12CU3N407S (35,0) (7,4) (4,0) (4,2)
[Sn3(Schiff)(OH)s]. 29,6 6,8 3,7 3,2
CoH59Sn3N409S (30,0) (6,4) (3,3) (3,6)

%C: porcentaje de Carbono; %H: porcentaje de Hidrogeno; %N: porcentaje de Nitrogeno; %S:
porcentaje de Azufre.
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Andlisis térmico

En la tabla 2 se muestran los resultados del andlisis térmico realizado a una
temperatura de 1 000 °C, los cuales revelan una buena correspondencia entre los
valores medidos y los esperados del contenido metalico en los complejos,
considerando la formacion de ¢xidos metdlicos del tipo MO que confirman la
relacion molar 1:1 metal/base Schiff, con excepcion de los complejos de
[Cu2(Schiff)CI(H20)5], [Cu3(Schiff)(C])2(H20)3] y  [Sn3(Schiff)(OH)5] que

muestran posibles relaciones estequiométricas 2:1 y 3:1 metal/base Schiff.

Tabla 2. Analisis térmico de los complejos metalicos.

Complejos Masa inicial ~Masa final % metal % metal

(mg) (mg) medido calculado
[Co(Schiff)Ac(H20) ] 26,4 4,1 11.0 10,1
[Ni(Schiff)Ac(H,0),] 26,4 3.4 10,1 10,1
[Zn(Schiff)Ac(H,0);] 26,6 3,5 10,6 11,1
[Fe(Schiff)SO4(H,0)s] 26,4 2,6 7,6 7,7
[Cuy(Schiff)Cl(H,0)s] 26,2 5,5 18,6 18,7
[Cus(Schiff)(Cl),(H,0)s] 26,6 7,8 26,4 25,7
[Sn3(Schiff)(OH)s]. 26,5 14,4 41,4 40,8

% = porcentaje; mg: miligramos

Medidas de susceptibilidad magnética

El grado de magnetizacion de una muestra se mide a través de la susceptibilidad

magnética expresada en gramos, Xg, utilizando la expresion siguiente:

v C.lER —Ro}
9="am. 10°

En donde: C es la constante de la balanza = 1,1322, R es la susceptibilidad
magnética del capilar con la muestra, Ro es la susceptibilidad magnética del capilar

sin la muestra, 1 es el largo de la muestra y Am es la diferencia entre el peso del
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capilar vacio y el peso del capilar con muestra. La susceptibilidad magnética molar es

calculada a partir de Xg y la masa molecular (X = Xg x Masa Molecular). La

Corr

susceptibilidad molar Xy es corregida, Xy~ , tomando en cuenta las correcciones

diamagnéticas del ligando utilizando las constantes de Pascal. Las medidas de X"

se muestran en la Tabla 3. Ellas permiten el calculo de los momentos magnéticos.

Tabla 3. Medidas de susceptibilidad magnética de los complejos metalicos.

Compuestos (mg) Ro R L(cm) Xg X"
[Co(Schiff) Ac(H,0),] 310 51 215 17  1651x10°  9596x10°
[Ni(Schif Ac(H:0),] 714 -51 141 18 548 x10° 3 184x10°
Zn(Schiff)Ac(H,0),] 102,2  -51 0 2,0 1,12 x10° 664 x10°
[Zn(

[Fe(Schif)SO4(H,0)s)] 310 -52 272 1.8  2129x10° 15396 x10°
[Cuy(Schiff)C1(H,0)s] 1094 -51 23 20 1,53 x10° 1041 x10°
[Cus(Schiff)(CDa(H:0)s] 1042 -51 162 2,0  4,65x10° 3 448 107
[Sns(Schiff)(OH)s]. 1046 52 0 20  112x10° 975 x10°°

mg: peso de la muestra; Ro: susceptibilidad magnética del tubo vacio; R: susceptibilidad magnética del tubo con
muestra; L: longitud de la muestra en el tubo (cm); Xg: susceptibilidad especifica medida por gramos; X"
susceptibilidad molar corregida.

Momentos magnéticos

Cualquier particula cargada genera un momento angular orbital y un momento
angular de espin, la suma de ambos da lugar al momento magnético especifico. Para
los elementos de la primera serie de transicion el momento magnético orbital esta
anulado y vale cero por lo que el momento magnético especifico viene dado solo por
el momento magnético de espin. Las ecuaciones para el célculo de los momentos

magnéticos especificos de muestran a continuacion.

El momento magnético efectivo experimental se calcula con la siguiente
ecuacion:

tetr (exp)= (3k P/ N) (Xn " T)"* = 2,838 (X" T) 12

Donde:
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Xum™™: susceptibilidad molar corregida utilizando las constantes de Pascal, T:
temperatura absoluta. k es la constante de Boltzmann, 3 es el magneton de Bohr, N es
el nimero de Avogadro. La constante 2,838, es 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 molar sigue la ley de Curie, la cual establece: Xy " = C/T,

donde C es la constante de Curie.

La ecuaciéon empleada en el célculo del momento magnético tedrico,

considerando solo la contribucion de espin, es la siguiente:

Heff(teériCO) = [n (1’1+2)] 12

Donde n: nimero de electrones desapareados que posee el i6n metéalico. Se

asume que no hay contribucién del momento magnético orbital.

Los momentos magnéticos especificos calculados a partir de las medidas de
susceptibilidad magnética se muestran en la tabla 4. De acuerdo al momento
magnético efectivo (Uerr), se puede sugerir, segun sea el caso, el estado de oxidacion
del metal y el niimero de electrones desapareados que presenta. Ademads, permite
predecir la posible geometria de acuerdo al valor de perrobtenido (Angelici, 1979). En
este caso, la buena correspondencia entre los valores medidos con los valores
observados en compuestos octaédricos, sugiere que los complejos mononucleares
sintetizados poseen geometria octaédrica en torno al metal. En los complejos
polinucleares no es posible correlacionar los valores e medidos con la estructura,
que en el caso de los complejos de Zn(II) y Sn(II) sugieren la presencia de formacioén

de radicales estabilizados por el metal.
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Tabla 4. Momentos magnéticos especificos (Ls) de los complejos metalicos.

Compuestos Wett Weft Electrones Wefr
medidos teorico desapareados observado
[Co(Schiff)Ac(H,0),] 4,87 3,89 3 43-52
[Ni(Schiff)Ac(H,0),] 3,85 2,83 2 2,9-39
[Zn(Schiff)Ac(H,0):] 1,51 0 1 0
[Fe(Schiff)SO4(H,0)s] 6,10 5,92 5 5,7-6,0
[Cua(Schiff)CI(H20)s] 1,82 2,83 2
[Cus(Schiff)(Cl),(H,0)3] 3,10 3,89 3
[Sn3(Schiff)(OH)s]. 1,73 0 1 0

Uegr Observado (Drago, 1965).

Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-visible)

La espectroscopia de Ultravioleta-visible, involucra la absorcion de radiacion
ultravioleta-visible por una molécula, causando la promociéon de un electron de un
estado fundamental a un estado excitado. La excitacion corresponde a los electrones
de enlace, por ello los picos de absorciéon pueden correlacionarse con los tipos de
enlaces. Por este motivo la espectroscopia UV—visible es valida para identificar

grupos funcionales en una molécula (Mechan et al., 1981).

En la tabla 5 se expresa de forma resumida las transiciones electronicas de los
espectros UV-visible de los diferentes complejos disuelto en metanol utilizando
concentraciones de 1x107 mol. 1. La presencia de transiciones electronicas similares
debidas al ligando sugeririan la presencia de la base de Schiff en los complejos
sintetizados. Las bandas d-d en los complejos atribuidas a los metales, son de menor
intensidad que las bandas debidas al ligando y sugieren la presencia de estructuras
octaédricas. Los espectros electronicos de los complejos sintetizados con la base de

Schiff se pueden apreciar desde la figura 8 a la 14.
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Tabla 5. Transiciones electronicas UV-visible de los complejos metalicos.
Transiciones electronicas (nm)

Complejos En el ligando En el metal
[Co(Schiff)Ac(H,0),] 325-368 472-750
[Ni(Schiff)Ac(H,0),] 315-423 550-650
[Zn(Schiff)Ac(H,0):] 316-430 -
[Fe(Schiff)SO4(H20)s] 325-351 452
[Cuy(Schiff)CI(H,0)s] 325-359 444, 625-750
[Cus(Schiff)(Cl),(H,0)s] 326-360 450
[Sn3(Schiff)(OH)s]. 325-344 415

nm

Figura 8. Espectro UV — visible de [Co(Schiff)Ac(H,0),].
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Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja es una técnica que nos permite observar los modos
vibracionales de los grupos funcionales presentes en una determinada molécula, tras
la absorcion de radiacion infrarroja de una determinada longitud de onda permitiendo

la caracterizacion de la misma (Silverstein et al., 1981).

Los principales valores observados correspondientes a la penicilina V y los
complejos metalicos se detallan en la tabla 6. Los espectros relacionados se muestran

desde la figura 15 a la figura 22.

El espectro IR de la penicilina V, que se muestra en la figura 15 presenta
bandas de absorcion a 1 780 cm-1 correspondientes a la vibracion stretching del
enlace C=0 del anillo lactdmico. De igual manera, se evidencia una banda de
absorcion que se encuentra a los 1 670 cm-1 correspondiente al stretching del enlace

C=0 del grupo amida del antibidtico.

Tabla 6. Principales bandas IR de la penicilina V y de los complejos metalicos en
-1
cm .

Complejos v(C=0) v(C=0) v(C=N) v(COO) v(COO) Av
Lact. Amida Imino Asim. Sim. (CO0)
Penicilina V 1 780 1670 -- -- -- --
[Co(Schiff)Ac(H,0)] -- 1670 1 640 1 600 1400 200
[Ni(Schiff)Ac(H,0),] -- 1670 1 640 1 600 1400 200
[Zn(Schiff)Ac(H,0),] -- 1670 1 650 1 600 1400 200
[Fe(Schiff)SO4(H,0)s] -- 1670 1 640 1 600 1400 200
[Cuy(Schiff)C1(H,0)s] -- 1670 1 640 1 600 1480 120
[Cus(Schiff)(Cl),(H,0)s] -- 1670 1 640 1610 1480 130
[Sn3(Schiff)(OH)s] -- -- - 1 600 1450

--: sin banda aparentes dentro del espectro infrarrojo; v = frecuencia; Av = diferencia de frecuencia;
Lact. = Lactamico; Asim. = Asimétrico; Sim. = Simétrico.
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La desaparicion de la banda perteneciente al grupo lactdmico de la penicilina V,
en los complejos, sugiere que la formacion del enlace imino C=N en la base Schiff se
realiza a través de ese grupo carbonilo. En general los complejos metalicos presentan
bandas semejantes en los espectros infrarrojos con algunas diferencias en la
intensidad, junto con un ligero desplazamiento hacia la zona de menor energia al
producirse la coordinacion del ligando al metal. Esto se debe a que las frecuencia

vibracionales activas en el infrarrojo del ligando varian cuando coordina al metal.

Las bandas correspondientes al estiramiento asimétrico y simétrico del grupo
carboxilato (COO)~, muestran desplazamientos en los compuestos de coordinacion.
La diferencia entre los nimeros de onda de ambos estiramiento es de alrededor 200
cm-1, lo que sugiere (Nakamoto, 1986), que la coordinacion del grupo carboxilato
presente en la base de Schiff al metal es monodentada, es decir, que el metal se
encuentra enlazado a un solo atomo de oxigeno del grupo carboxilato. Los complejos
de [Cu2(Schiff)CI(H20)5] y [Cu3(Schiff)(C])2(H20)3] presentan una diferencia
menor de 200 cm-1 lo que sugiere que la base Schiff presenta al grupo carboxilato
coordinando en forma bidentada, es decir, los metales se encuentran unido a los dos

atomos de oxigeno del grupo.
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Figura 17. Espectro IR del complejo de [Ni(Schiff)Ac(H,0),].

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1200 1800 1400 1200 1000 200 &00

cm !

Figura 18. Espectro IR del complejo de [Zn(Schiff)Ac(H,0),].
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Figura 22. Espectro IR del complejo de [Sn3(Schiff)(OH)s].
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Medidas de conductividad molar

En la tabla 7, se muestran los valores de conductividad molar medidos para los
complejos metélicos utilizando metanol como solvente. Los valores de conductividad
molar reflejan que los complejos de [Co(Schiff)Ac(H,0),] y [Sn3(Schiff)(OH)s]
sintetizados conducen la corriente eléctrica cuando estan disueltos en metanol; es
decir, se comportan como electrolitos 1:1 y 1:3 respectivamente. Esto revela que
dichos complejos poseen en su esfera de coordinacion iones disociables, en estos
casos iones acetato o iones cloruro, que pueden ser desplazados desde la esfera de
coordinacion, por el solvente utilizado. Los complejos [Ni(Schiff)Ac(H,0),],
[Zn(Schiff)Ac(H,0):], [Fe(Schiff)SO4(H,0)s], [Cua(Schiff)CI(H,0)s] y
[Cus(Schiff)(Cl)2(H20)3] son no electrolitos considerando los bajos valores de
conductividad eléctrica en solucion, atendiendo a los valores sugeridos por Geary

(Geary, 1971).

Tabla 7. Conductividad molar de los complejos metalicos.

Complejos A (S.cm”.mol™) T(°C) Tipo de
electrolito
[Co(Schiff)Ac(H,0),] 113,7 24,0 Conductor (1:1).
[Ni(Schiff)Ac(H,0);] 39,2 24,5 No conductor
[Zn(Schiff)Ac(H,0),] 30,7 23,0 No conductor
[Fe(Schiff)SO4(H,0)s] 23,5 25,5 No conductor
[Cuy(Schiff)C1(H,0)s] 27,5 24,0 No conductor
[Cus(Schiff)(Cl),(H,0)s] 30,1 25,0 No conductor
[Sn3(Schiff)(OH)s]. 178,9 22,9 Conductor (1:3).

Am: conductividad molar, T: temperatura, S: siemens (ohm™).

Férmula estructural

La figura 23 detalla la posible férmula estructural de los complejos metélicos

mononucleares con la base de Schiff obtenida de la condensacion de penicilina V' y
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1,2 fenilendiamina. La base de Schiff actia como un ligando tridentado
monoanionico, coordinando el metal a través de los nitrégenos de la 1,2
fenilendiamina y un oxigeno proveniente del grupo carboxilato. El metal se encuentra
hexacoordinado con posible simetria octaédrica. La carga positiva del metal se
encuentra neutralizada por la carga negativa del grupo carboxilato de la base y la
carga negativa proveniente del anién, X = acetato o sulfato, segun sea el caso,
coordinados directamente al i6n central. La esfera de coordinacion es completada con
dos moléculas de agua. Los datos fueron insuficientes para sugerir estructura de los

complejos polinucleares.

Figura 23. Formula estructural sugerida para los complejos sintetuizaaos M = Co(II),
Ni(II), Zn(II), X= acetato; Fe(III), X= sulfato.

Actividad bioldgica

Los resultados obtenidos de las pruebas realizadas para determinar la posible
actividad biologica de la penicilina V y de los compuestos sintetizados, segin el

método de difusion en disco, permiten afirmar que de los siete complejos
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sintetizados, so6lo cinco, poseen accion antibacteriana sobre determinadas cepas de las
bacterias utilizadas. Los resultados para este ensayo se muestran en la tabla 8. Los
complejos [Cus(Schiff)(Cl)2,(H20)s] y [Sns(Schiff)(OH)s] no presentan alguna
actividad antibacteriana frente a las cepas ensayadas. La penicilina V mostrd
actividad frente a cuatro de las cinco bacterias utilizadas dentro de ellas S. aureus, E.
faecalis, S. viridans, y Enterococcus sp. (tabla 8) presentando su mayor actividad
ante la cepa de S. aureus, con un halo de inhibicion de 45 mm (figura 24),

observandose una resistencia marcada en la cepa de SARM.

Tabla 8. Halos de inhibicion en mm producidos por la penicilina V y los complejos
sintetizados, frente al grupo de bacterias ensayadas.

Complejos 400 ug/disco SARM S.aureus  E.faecalis S.viridans Enterococcus

sp.
Penicilina V -- 45 36 19 36
[Co(Schiff)Ac(H,0)s] - 16 — - -
[Ni(Schiff)Ac(H,0),] 18 36 27 10 40
[Zn(Schiff)Ac(H,0),] - 7 - - -
[Fe(Schiff)SO,(H20)s] 15 25 22 20 30
[Cux(Schiff)CI(H,0)s] 15 7 -- - 36

-- sin actividad, SARM: Staphylocccus aureus resistente a meticilina.

El complejo base Schiff de [Co(Schiff)Ac(H20),] no manifestdé mayor
actividad antibacteriana, resultd negativo en la mayoria de las bacterias evaluadas,
con excepcion de la cepa de S. aureus que mostré un halo de 16 mm, menor que el

antibiotico comercial que presentd un halo de 45 mm para esta bacteria (figura 24).

El complejo de [Ni(Schiff)Ac(H,0),] resultd activo para las cinco bacterias en
estudio, notandose mayor actividad antibacteriana en las cepas de, Enterococcus sp.
con un halo de 40 mm y SARM con halos de 18 mm, superando la actividad de la
penicilina V que mostré halos de 36 mm para Enterococcus sp. y total resistencia
para SARM.
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El complejo de [Fe(Schiff)SO4(H,O)s], manifestd actividad antibacteriana
frente a todas la cepas empleadas, resultando menor a la del antibiotico comercial en
las cepas S. aureus con halos de 25 mm (figura 24), E. faecalis con halo de 22 mm
(figura 25), S, viridans, y Enterococcus sp. con halos de 20 y 30 mm respectivamente,

obteniéndose resultados satisfactorios en la cepa de SARM con un halo de 15 mm.
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Figura 24. Halos de inhibicion de la penicilina V, complejos de
[Fe(Schiff)SO4(H20)g], [Ni(Schiff)Ac(H,0):] y [Co(Schiff)Ac(H,0),] frente a S.
aureus para 400 pg/disco .

La actividad del complejo base Schiff de [Cuy(Schiff)CI(H,0)s] se manifesto
activo ante la cepa de Enterococcus sp. notandose un halo con diametro de 36 mm;
de igual forma, se evidenci6 actividad en la cepa de SARM con halos de 15 mm, para

la cepa de S. aureus la actividad fue menor, con halo de 7 mm.

El complejo [Sn3(Schiff)(OH)s] no presento actividad alguna frente a las cepas
ensayadas, mientras que el complejo [Zn(Schiff)Ac(H,0),] presentd una minima
actividad frente a la cepa S. aureus con halo de 7 mm (figura 26), por lo tanto estos

complejos no mostraron resultados satisfactorios.

Figura 25. Halos de inhibicion de la penicilina V, complejo de
[Fe(Schiff)SO4(H,0)s], [Ni(Schiff)Ac(H,0),] ante la cepa de E. faecalis a una
concentracion de 400 pg/disco.
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Figura 26. Halo de inhibicion del complejo de [Zn(Schiff)Ac(H,0),] ante la cepa de
S. aureus a una concentracion de 400 pg/disco.

En la tabla 9 se pueden observar los resultados obtenidos para la prueba de
susceptibilidad antimicrobiana por difusion en agar a diferentes concentraciones de los

compuestos sintetizados, y las figuras relacionadas se muestran desde la 27 a la 33.

Para este ensayo la actividad antibacteriana de la penicilina V se mantuvo hasta
una concentracion de 25 pg/disco (figuras 27, 28), para la mayoria de la bacteria
utilizadas, exceptuando la cepa de S. viridans que mostré una minima concentracion
de 100 pg/disco con un halo de 10 mm, manteniendo una resistencia marcada para la

cepa de SARM.

Figura 27. Halos de inhibion de la penicilina V para la cepa de S. aureus a diferentes
concentraciones.
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Tabla 9. Halos de inhibicion en mm producidos por la penicilina V y los complejos
sintetizados empleando discos a diferentes concentraciones.

Complejos
o
o . 3
= o o
: 2 L g = 5
el < @ . ” =
= n w L wn L
Penicilina 400 -- 45 36 19 35
200 -- 40 31 18 30
100 - 38 30 12 29
50 - 36 25 10 25
25 - 35 23 - 22
[Co(Schiff)Ac(H,0),] 400 -- 15 -- -- -
200 - 14 - - -
100 - 14 - - -
50 -- 13 -- - -
25 - - - - -
[Ni(Schif)Ac(H,0),] 400 18 37 27 10 40
200 17 33 23 3 36
100 13 28 -- -- 32
50 11 25 - - 30
25 -- 20 -- -- 30
[Fe(Schiff)SO4(H,0)s] 400 15 18 22 20 30
200 15 14 22 15 28
100 10 6 - 7 25
50 8 -- -- 3 18
25 - - - - -
[Cuy(Schiff)CI(H,0)s] 400 15 -- -- -- 36
200 13 -- -- -- 23
100 10 -- -- - 22
50 - - - 13
25 - - - -

Conc.: Concentracion, SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina.
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Figura 28. Halos de inhibicion para la pencilina V ante la cepa de E. faecalis a
diferentes concentraciones.

El complejo de [Co(Schiff)Ac(H,0),] presentd actividad solo para la cepa de S.
aureus mostrando su actividad hasta una concentracion de 50 pg/disco con un halo de

13 mm (figura 29).

Figura 29. Halos de inhibicion para el complejo de [Co(Schiff)Ac(H,0),] ante la
cepa de S. aureus, hasta una concetracion de 50 pg/disco.

El comportamiento del complejo de [Ni(Schiff)Ac(H,0),] result6 satisfactorio
en vista que mostr6 actividad antibacteriana para todas las cepas ensayadas,
manteniendola hasta una concetracion minima de 25 pg/disco para S.aureus con un
halo de 20 mm (figura 30) y Enterococcus sp. con un halo de de 30 mm, para la cepas
de E. faecalis y S. viridans la concentracion alcanzada fue de 100 ug/disco con halo

de 23 y 3 mm respectivamente. La mayor efectividad de este complejo se manifestd
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con cepa de SARM con una minima concentracion de 50 pg/disco representada con

un halo de 11 mm.

//"u.

Figura 30. Halos de inhibicion para el complejo de [Ni(Schiff)Ac(H,0),] frente a la
cepa de S. aureus.

En el ensayo realizado para el complejo de [Fe(Schiff)SO4(H2O)s], los
resultados obtenidos evidencian una buena actividad antibacteriana frente a todas las
cepas utilizadas, mostrando diversidad en cuanto a las concentraciones minimas
alcanzadas. La cepa de S. aureus a una concentracion minima de 100 pg/disco mostrd
un halo de 6 mm (figura 31). Para la cepa de SARM la minima concentracion se
manifestd a los 50 pg/disco con un halo de 8 mm, de la misma forma para cepa de
S.viridans, con halo de 3 mm y Enterococus sp. con halo 18 mm, en la cepa de E.
faecalis el complejo de [Fe(Schiff)SO4(H,0)s] se mantuvo activo hasta la

concentracion de 100 pg/disco mostrando un halo de 22 mm.

Figura 31. Halos de inhibicion de complejo de [Fe(Schiff)SO4(H,0)s] para la cepa
de S. aureus a diferentes concentraciones.

El complejo de [Cuy(Schiff)CI(H,O)s] reflejo actividad para la cepa de
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Enterococcus sp. con un halo de 13 mm para una concentracion de 50 pg/disco y 10

mm para una concentracion minima de 100 pg/disco en el caso de SARM.

Los complejo de [Cuy(Schiff)CI(H,0)s] y [Zn(Schiff)Ac(H,0),] , en un primer
ensayo mostraron una minima actividad antibacteriana para la cepa de S. aureus con
un halo de 7mm solo para la concentraciéon de 400 pg/disco, este ensayo se
complement6 con una segunda prueba con la finalidad de evaluar el comportamiento
de este complejo a mayores concentraciones, para ellos se incorporaron
concentraciones de 600 y 800 pg/discos solo para estos dos complejos, de los cuales
se obtuvieron para el caso de [Cuy(Schiff)Cl(H,O)s] halos de 15 mm para 600
ng/disco y halo de 20 mm para la concentracion de 800 pg/ disco (figura 32), para el
[Zn(Schiff)Ac(H>0),] los halos fueron de 21 y 35 mm para las concentracione de de
600 y 800 ng/disco respectivamente (figura 33).

Figura 32. Halos de inhibicion del complejo de [Cuy(Schiff)CI(H,0)s] para la cepa
de S. aureus a concentraciones de 400, 600 y 800 pg/disco.

Figura 33. Halos de inhibicion del complejo de [Zn(Schiff)Ac(H,0),] a
concentraciones de 400, 600 y 800 pg/disco, frente a la cepa de S. aureus.
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A pesar que la penicilina V limita su espectro de accidon a microorganismos
Gram positivos sensibles, a través de presente ensayo quedd demostrado
experimentalmente, que la sustitucion de grupos quimicos en el principio activo de la
molécula de penicilina, mediante interacciones con iones metalicos mejora
considerablemente la efectividad del antibidtico. Tomando en cuenta los resultados
obtenidos en la evaluacion de la actividad antimicrobiana por difusidon en agar y
dilucion en disco de los complejos metalicos sintetizados, se afirmar que los

complejos poseen accion antibacteriana sobre la mayoria de las cepas estudiadas.

Los puntos de corte utilizados para definir la sensibilidad o la resistencia de las
diferentes especies bacterianas a cada antimicrobiano han sido recomendados por el
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) y segun los valores mostrados en la
tabla numero 9, se puede establecer que las cepas de Enterococcus sp. y E. faecalis se
muestra sensible para los complejos de [Fe(Schiff)SO4(H20)g], [Ni(Schiff)Ac(H,0),]
, [Cua(Schiff)CI(H,0)s] y las concentraciones de penicilina V empleadas para este
ensayo, estableciendo comparaciones representativas entre la penicilina V y los
complejos inclusive a concentraciones menores a los 400 pg/discos, tal es el caso del
complejo de [Ni(Schiff)Ac(H»0),] que a una concentracién de 25 pg/ disco donde la

actividad de mismo se vio reflejada con un halo 30 mm de didmetro.

La cepa de S. aureus se mostro sensible para el complejos de
[Ni(Schiff)Ac(H,0),] y [Fe(Schiff)SO4(H,0)s], con halos mayores a 29 mm hasta
concentraciones de 200 pg / disco, considerandolos satisfactorios en vista de que el
complejo mantiene su efectividad aun cuando se le disminuye la concentracion en los

disco.

Para las cepas SARM y E. viridans, no se establece sensibilidad o resistencia ya
que el CLSI no muestra puntos de corte para estas cepas bacterianas. susceptibles a

meticilina, sin embargo, tomando en consideracion los valores obtenidos de las
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concentraciones de penicilina V empleadas para este ensayo se podria decir que la
cepa de SARM se mostro sensible para los complejos de [Ni(Schiff)Ac(H,0),] ,
[Fe(Schiff)SO4(H20)s] y [Cux(Schiff)Cl(H,O)s], dado que la penicilina mostrd
resistencia marcada para esta cepa, mientras que cepa de E. viridans, muestra
sensibilidad para [Ni(Schiff)Ac(H,0O);] hasta una concentraciéon de 25 pg/ disco y
[Cuy(Schiff)Cl(H20)s] a una concentracion de 400 pg/discos.
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CONCLUSIONES

Se sintetizaron complejos mono y polinucleares utilizando metales de la
primera serie de transiciones y un ligando base de Schiff obtenido por condensacion
de penicilina V y 1,2 fenilendiamina. Los complejos mononucleares sintetizados
presentan  las  siguientes  formulas  moleculares  [Co(Schiff)Ac(H,0),],
[Ni(Schiff)Ac(H20),], [Zn(Schiff)Ac(H,0);] 'y  [Fe(Schiff)SO4(H20)s]. Los
complejos polinucleares son [Cuy(Schiff)CI(H2O)s], [Cus(Schiff)(Cl),(H,O)s] vy
[Sn3(Schiff)(OH)s].

De acuerdo a su caracterizaciéon espectroscopica y fisicoquimica de puede
sugerir que el ligando base de Schiff se comporta como un ligando tridentado

monoanionico que forma complejos metalicos con una posible estructura octaédrica.

Las técnicas de susceptibilidad antimicrobiana por difusiébn en agar y
susceptibilidad antimicrobiana por diluciéon en disco a diferentes concentraciones,
establecen que los complejos poseen actividad antibacteriana frente la mayoria de las

cepas bacterianas ensayadas.

La mayor eficacia de los complejos fue reflejada por los complejos de hierro y
niquel frente a la cepa bacteriana de S. aureus. Los complejos de niquel, hierro y
cobre mostraron actividad frente a la cepa de SARM, cromosdmicamente resistente a

meticilina y a los betalactamicos.

El ensayo para los complejos de zinc y cobre a concentraciones de 600 y 800
png/disco demostraron que se puede evaluar la actividad antibacteriana de los
complejos a mayor concentracion sin alterar su difusion en el medio de cultivo o la

absorcion en el disco.
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