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INTRODUCCION

Con el nombre de Desacetoxicefalosporinas se conoce una familia de
antibidticos que tienen como niicleo comin el 4cido 7-Aminodesacetoxicefa-
losporanico, diferencidandose unas de otras en la cadena lateral.

Mediante transformacién de anillo tiazolidin de la bencilpenicilina en
anillo de tiazina, se obtiene la 7-Fenilacetamidodesacetoxicefalosporina (7-
FADC). Por hidrélisis de la cadena lateral del 7-FADC se obtiene el acido
7-Aminodesacetoxicefalospordnico (7-ADCA) y por acilacién de éste con dife-
rentes radicales se producen las distintas desacetoxicefalosporinas. La 7-D(-)a
Aminofenilacetamidodesacetoxicefalosporina (Cefalexina) es una de las desa-
cetoxicefalosporinas de mayor interés terapéutico por ser sensible tanto a
gérmenes gram-positivos como a gram-negativos.

El objeto del presente trabajo es estudiar el posible efecto catalitico del
buffer de TRIS sobre la descomposicién de las desacetoxicefalosporinas, re-
presentadas por el 7-FADCK y la Cefalexina.

Se ha realizado este trabajo en primer lugar por el interés que tiene en si,
dada la falta de informacién sobre la estabilidad de las desacetoxicefalospori-
nas en las condiciones de nuestro estudio y en segundo término porque puede
contribuir a esclarecer los problemas sobre las alergias a las cefalosporinas,
pensando en un posible paralelismo con las penicilinas, pues es un hecho
conocido que en la alergia de las penicilinas el principal determinante antigé-
nico es el grupo Peniciloilo formado por la reaccién de las penicilinas con el
grupo€-amino de las proteinas.
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MATERIAL Y METODOS

Caracteristicas de los productos utilizados:

Para la preparacion de los reactivos se han empleado productos puros
«reactivos andlisis de la casa Merck».

La 7-FADCK, ha sido cedida por el departamento de investigacién de
Antibiéticos, S. A. y posee una pureza del 95 % determinada por el método
hidroxdmico.

La Cefalexina monohidrato empleada posee una actividad de 940 pg/ mg
y una humedad del 5,2 %.

Con el fin de poder fijar el pH en cada experimento y mantenerlo cons-
tante durante el proceso de descomposicion de las cefalosporinas, se han
empleado en todos los casos disoluciones reguladoras de TRIS-CIH, a pH
variables entre 7,0 y 9,2, y fuerza iénica constante 0,5 (CI Na).

Datos cinéticos:

En todos los ensayos se ha seguido el procedimiento que transcribimos a
continuacién:

312,5 mg de cefalosporina, se disuelven a 40° C en 250 ml de disolucién
reguladora apropiada. Seguidamente se coloca la disolucién en un bano a la
temperatura de 40° C * 0,1. A intervalos adecuados se toman muestras de 20
ml y se neutralizan a pH 6,5, quedando congelada en este momento la reac-
cién.

Se ajusta el volumen a 25 ml con agua destilada en una matraz aforado y
se guarda en nevera a 3° C para su posterior andlisis.

Valoracion de Cefalexina en presencia de sus productos de degradacién:

Para la valoracién de la Cefalexina se ha seguido el método de hidroxila-
minad,

Para contrastar la validez del método hidroxdmico en el estudio de la
cinética de degradacién de la Cefalexina en disolucién acuosa, fue necesario
estudiar sus limites de validez cuando estan presentes los productos de degra-
dacién. Con ese objeto se prepararon una serie de disoluciones que contenian
proporciones diferentes de Cefalexina y de sus productos de degradacién en
medio bésico.

La disolucién de los productos de degradacion de Cefalexina se obtuvo
pesando 500 mg y disolviéndolos en 250 ml de agua destilada, anadiendo 200
ml de NaOH (0,1 N) y dejandolo a 35° C durante 55 minutos. Se neutralizé a
pH 6,5 con CIH (2 N) y se enrasé a 500 ml en un matraz aforado. Una vez
comprobado que toda la cefalexina estaba desactivada, se mezclaron partes
alicuotas de esta disolucién con distintos volimenes de otra que contenia 1 mg
de Cefalexina por ml de disolucion.
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Los resultados obtenidos se recogen en la siguiente tabla:

Cefalexina puesta mg/ml ..... 1,00 0,80 0,60 0,40 0,20
Cefalexina degradada mg/ml 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80
Cefalexina hallada mg/ml .... 0,99 0,78 0,60, 0,39 0,20,

Cefalexina recuperada % .... 99,00 98,00 101,00 99,00 103,00

De igual forma se ha comprobado la validez del método hidroxdmico para
valorar 7-FADC en presencia de sus productos de degradacién.

RESULTADOS

Determinacién del pK de las desacetoxicefalosporinas:

Para poder hallar la forma disociada o indisociada en que se encuentran
las disoluciones de 7-FADCK y Cefalexina a los pH de nuestro estudio, ha sido
necesario determinar experimentalmente el valor de los correspondientes pK
en las condiciones de nuestro trabajo.

El método seguido para la determinacién de los pK ha sido el potenciomé-
trico? habiéndose encontrado los siguientes resultados en disolucién acuosa,
fuerza i6nica 0,5 y 40° C:

T-FADCK oo pK ,93 £ 0,0
Cefalexing ....oeveeeereriniraeieae e pK, = 3 01 + 0, 12
pK, = 6,89 % 0,02

Orden de las reacciones de descomposicién:

Los resultados obtenidos indican que a 40° C, fuerza iénoca 0,5 y pH
constante, la hidrélisis del 7-FADCK y de la Cefalexina siguen una reaccién de
seudoprimer orden respecto a la concentracién de desacetoxicefalosporina.

Constantes de velocidad de degradacién del 7-FADCK y Cefalexina:

En cada uno de los experimentos realizados, la constante de velocidad de
descomposicién se ha calculado como el valor medio de las constantes de
velocidad especificas, obtenidas para cada tiempo siguiendo el método de
integracion.

Los porcentajes de desacetoxicefalosporinas activas empleados en el cél-
culo de estas constantes han sido los valores correspondientes tomados de la
recta interpolada, al representar a escala semilogaritmica las concentraciones
de las desacetoxicefalosporinas activas en funcién de los intervalos de tiempo
correspondientes.

El conjunto de estas rectas correspondientes a la cinética de degradacién
del 7-FADCK y de la Cefalexina a los distintos pH estudiados se recogen en las
figuras 1 y 2 respectivamente.

Efecto catalitico de la disolucion reguladora de TRIS sobre la descomposi-
cion de desacetoxicefalosporinas:

- 19 -



1004 100f
80 801
1 1 < 0o
804 804 = 200
] ] .300
: 5 . 400
[
Q * Q
< <
w w
~ -
® ®
201 20{
PH =82
20 40 80 tiempo 20 40 ) tiempo
horas 5 p
oras
100}
804
80
X
(]
40
Q
<
%
~
o
201
PH =717
50 100 180 200 250 300 360 tiempo
horas
Fig. 1

En la descomposicién hidrolitica de las desacetoxicefalosporinas, ademas
del efecto especifico del i6n hidréxilo, hemos detectado que las especies
quimicas de la disolucién reguladora de TRIS producen también efectos catali-
ticos.

Para estudiar el efecto catalitico de las especies quimicas de la disolucién
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reguladora de TRIS se han determinado las constantes de degradacién, es-
tando presentes cada una de ellas, pero variando su concentracién total y
manteniendo constantes el pH, la temperatura, la concentracién de desaceto-
xicefalosporina y la fuerza iénica en cada serie.

Representando las constantes de velocidad de seudoprimer orden halladas
frente a la concentracién total de disolucién reguladora se obtiene para cada
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pH una linea recta, cuya pendiente nos mide la actividad catalitica de Ia
disolucién reguladora empleada en cada caso.

Las pendientes positivas obtenidas nos indican el efecto catalitico de la
disolucién reguladora de TRIS sobre el 7-FADCK y la Cefalexina (Fig. 3).

EFECTO CATALITICO DE LA DISOLUCION REGULADORA SOBRE :
7-FADCK CEFALEXINA
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DISCUSION

Cinética y mecanismo de degradacién de desacetoxicefalosporinas en me-
dio alcalino:

El anillo B-lactama de penicilinas y cefalosporinas es especialmente ines-
table; mucho mas que las lactamas y amidas ordinarias. Esta reactividad se
puede justificar debido a que las estructuras B-lactamas-tiazolidin en las
penicilinas y las B-lactamas-tiazin en las cefalosporinas no son coplanarias
originandose la supresién de la resonancia tipica de las amidas simples, con el
resultado de que el B-lactama adquiere una reactividad mucho mayor®.

El ejemplo mas sencillo de ataque nucleofilico sobre las B-lactamas es la
reaccion con los iones hidréxilos.

De los resultados experimentales obtenidos se deduce que la concentra-
cién de iones hidréxilos influye en la velocidad de degradacién, asi como que
la disolucién reguladora de TRIS ejerce un efecto catalitico. Con objeto de
aislar el primero de estos efectos se extrapola el valor de la constante de
velocidad a concentracién cero de disolucién reguladora.
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De esta forma se han obtenido los valores de k’j a cada pH, a temperatura
de 40° C y fuerza iénica 0,5.

Los resultados obtenidos para la Cefalexina y el 7-FADCK comparativa-
mente con los obtenidos de la bibliografia (4) para la Ampicilina (ésta a 35° C y
fuerza i6nica 0,5) estdn recogidos en la tabla siguiente:

CEFALEXINA 7-FADCK AMPICILINA
pH k’g he™? pH K, hr! pH Ky hr?
7,0 0,0015 7,1 0,0010 7,6 0,002
8,0 0,0100 8,2 0,0045 8.4 0,015
8,7 0,0117 9,2 0,0112 9.4 0,124
9,2 0,0145

Como puede observarse a pH préximos a la neutralidad los valores de los

k
k%
ampicilina, mientras que a pH mas alcalino (superiores a 9) la constante de

son significativamente mayores en las desacetoxicefalosporinas que la

velocidad para la ampicilina es mucho mayor. Esto nos pone de manifiesto por
un lado que el ataque puramente hidrolitico es mas importante en las desace-
toxicefalosporinas que en las penicilinas, y por otro que la accién de los iénes
hidréxilo es mucho mds acentuada sobre la B-lactama de la ampicilina que
sobre las desacetoxicefalosporinas.

Es de resaltar también la poca influencia que ejerce la cadena lateral
sobre la velocidad de hidrélisis de las desacetoxicefalosporinas. No obstante la
diferencia de reactividades puede deberse a que en el caso de la Cefalexina
estdn implicados un ataque nucleofilico, intra o intermolecular, del grupo
amino de la cadena lateral.

Descartamos la reaccién intermolecular debido a que la velocidad de
hidrélisis para un pH dado es independiente de la concentracién de B-lactama.
Segiin esto, los mecanismos de degradacién del 7-FADCK y de la Cefalexina
serian distintos.

Segun el esquema de la figura 4, en la hidrélisis del 7-FADCK se produci-
ria fundamentalmente un ataque de los iones hidroxilo al carbonilo de la
B-lactama produciéndose la apertura de ésta, dando lugar al dcido desacetoxi-
cefalosporoico inestable', mientras que en la hidrélisis de la Cefalexina se
produciria un ataque nucleofilico intramolecular del g-amino de la cadena
lateral sobre el carbonilo de la B-lactama, para producir probablemente la
Piperacina-2-5-diona.

Compuestos de este tipo han sido aislados recientemente a partir de
ésteres de cefalosporinas®. No obstante a pH fuertemente alcalino muy
probablemente tenga més importancia el ataque directo de los iones hidroxilo
sobre la forma aniénica de la Cefalexina.
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En contra de lo que podria suponerse, la Ampicilina no sigue un meca-
nismo de degradacién semejante a la Cefalexina, debido a que en las penicili-
nas existe un impedimento estérico causado por el grupo gem-dimetil y/o el H
del C-3, mientras que en las desacetoxicefalosporinas no existe este impedi-
mento estérico para el ataque intramolecular del grupo amino de la cadena
lateral.

Efecto catalitico de la disolucién reguladora de TRIS sobre las desacetoxi-
cefalosporinas:

Ademas del efecto de los iones hidroxilo se ha comprobado la existencia
de una ligera actividad catalitica de la disolucién reguladora de TRIS sobre la
degradacién del 7-FADCK.

A los pH estudiados (7,0 a 9,2) la 7-Fenilacetamidodesacetoxicefalosporina
se encuentra en forma aniénica mientras que las especies quimicas de la
disolucién reguladora de TRIS pueden estar en las formas de grupo amino
libre (T) y protonizada (T").

La velocidad total de la reacciéon de hidrélisis serd la suma de las siguien-
tes reacciones parciales:

C- + —ko—)productos
C-+ T __)kT productos

C + T &)productos

donde C™ representa al 7-FADC en forma aniénica.
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La velocidad total del sistema asi formado sera igual a la suma de todas
las reacciones particulares que lo integran:

dl€) — 1 () + Kk, (C) (T + Kk, (CT)(T) = K (C)
dt
dividiendo por (C7): k' = ky + k. (T) + k, (T*)
Teniendo en cuenta el equilibrio de disociacién del TRIS y llamando

(TRIS)T a la concentracién total de TRIS se obtiene la expresién:

(TRIS)r -K
(H) K

(TRIS)T -(H")
(H") + K

+ kT+

K=k +k, *)

La representacién grafica de las constantes de velocidad observadas (k')
frente a la concentracién total de TRIS segiin la ecuacién (*) nos tiene que dar
una recta para cada pH, tal como se refleja en la figura 3, que representa los
valores hallados experimentalmente en las condiciones de nuestro trabajo.

De acuerdo con la ecuacién (*) la pendiente de la recta obtenida al
representar k’ frente a (TRIS)T para cada pH sera

kr K + kny (H")
(HH) + K

pendiente =

Sustituyendo en la ecuacién (*) para cada uno de los pH los valores
hallados de la k’ para una determinada (TRIS)T arbitraria, k, por el valor de la
ordenada en el origen correspondiente y K por la constante de disociacién del
TRIS (= KT1RIS) en las condiciones de nuestro trabajo, podremos facilmente
deducir los valores de los correspondientes coeficientes cataliticos que han
resultado ser:

k. = 0,043 hr 17" mol

ky, = 0,00

I

La influencia de la disolucién reguladora de TRIS sobre la descomposi-
cién de la Cefalexina se estudié esencialmente del mismo modo que para el
caso del 7-FADCK.

La representacién grafica de las constantes de velocidad k’ frente a las
concentraciones respectivas de disoluciéon reguladora, para cada uno de los pH
estudiados nos da una serie de lineas rectas (Fig. 3) que nos ponen de
manifiesto, con sus pendientes positivas, que al menos algunas de las especies
quimicas de la disolucién reguladora ejercen un efecto catalitico sobre la
velocidad de descomposicién de alguna de las formas de la Cefalexina.

Teniendo en cuenta las formas de la Cefalexina C* v C~y del TRIS T+y
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T que pueden existir entre los pH 7 a 9,2 de nuestro estudio, las reacciones
posibles son:

C=x ——) productos

c —— ) productos

C++ T ———) productos

C+ + T* — 3y productos

C" + T —— ) productos

C™ + T*———) productos
a pH 9,2 la Cefalexina estd toda practicamente en forma aniénica y el TRIS
estd en un 97,4 % en forma de amina (no protonizada), luego a este pH el
efecto catalitico observado es debido exclusivamente a la accién de la forma no
iénica del TRIS sobre la Cefalexina aniénica:

J—ddtc) =k, (C7) + k., (C) (T)

k'=k, + k. (T)

La pendiente de la recta obtenida al representar k’ frente a la concentra-
cién total de disolucién reguladora (practicamente igual a la de la forma T) nos
permite hallar el coeficiente catalitico de la forma no iénica del TRIS (T) sobre
la forma aniénica de la Cefalexina, que resulté ser kt = 0,14 hr ™' 17! mol.

Si representamos los valores de k’ obtenidos a pH 8,0 frente a las concen-
traciones de TRIS en forma de amina, se obtiene una recta de pendiente muy
semejante a la encontrada para pH 9,2 lo que nos indica que la forma protoni-
zada del TRIS no ejerce practicamente accién catalitica sobre la forma anié-
nica de la Cefalexina:

kc/ T =0

La pequefia pendiente que muestra la recta obtenida para pH 7,0 nos
indica que el buffer de TRIS tiene un escaso efecto catalitico sobre la degra-
dacién de la forma dipolar de la Cefalexina. Con los datos de que disponemos,
una sola recta y dos posibles coeficientes cataliticos, no podemos hallar cada
uno de ellos.

En la actualidad continuamos trabajando para poder determinar cada uno
de estos efectos cataliticos.

RESUMEN

Se estudia las hidrélisis de la 7-Fenilacetamidodesacetoxicefalosporina
(7-FADC) y de la 7-D (-) Aminofenilacetamidodesacetoxicefalosporina (Cefale-
xina) en buffer de TRIS a la temperatura de 40° C y fuerza iénica constante
0,5 (CINa) y a los pH comprendidos entre 7,0 y 9,2, habiéndose determinado
los correspondientes valores de k, para cada uno de los pH estudiados me-
diante extrapolacién a concentracién de TRIS igual a cero.
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Se ha encontrado que la forma no protonizada del buffer de TRIS ejerce
un ligero efecto catalitico sobre el anién del 7-FADC y una acciéon catalitica
mayor sobre la forma aniénica de la Cefalexina; por el contrario, la forma
protonizada del TRIS practicamente no ejerce accién catalitica sobre las
formas aniénicas del 7-FADC ni de la Cefalexina. Se ha detectado también una
ligera accién catalitica del buffer de TRIS sobre la forma dipolar de la Cefale-

xina.

SUMMARY

A study has been made of the hydrolysis of 7-phenylacetamidodeace-
toxycephalosporin (7-FADC) and of 7-D(-)a aminophenilacetamidodeacetoxi-
cephalosporin (Cephalexin) in a TRIS buffer at temperature of 40° C and with
a constant ionic strength of 0.5 (NaCl) and pH values of between 7.0 and 9.2.
The k, values have been determined for each od the pH values studied by
extrapolation to TRIS concentration = 0.

It was observed that the non-protonized form of the TRIS buffer has a
slight catalytic effect on the anion of 7-FADC and a grater catalytic action on
the anionic form of Cephalexin, but that the protonized form of TRIS has
hardly any catalytic effect on the aionic forms of 7-FADC or Cephalexin. A
slight catalytic action of the TRIS buffer on the dipolar form of Cephalexin was
also detected.
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