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RESUMEN

Para formar los complejos metalicos de ceftazidima (Hceftaz), se hizo reaccionar la
ceftazidima pentahidratada comercial con diversas sales que contenian iones
metalicos como: Mn?*, Zn**, Fe**, Cu®*, Ni**, Cd**, Cr**, Ag"*, Co®" y Hg*" en
proporcién equimolar. La caracterizacion de los complejos se realiz6 utilizando las
técnicas de espectroscopia infrarroja, espectroscopia UV-visible, susceptibilidad
magnética, analisis elemental y resonancia paramagnética de spin, las cuales sugieren
la formacion de los compuestos de coordinacion [M(ceftaz)(H,O)CI] (donde M=
Mn%*, Cu®*, Fe?*, Co?*, Ni?*, y Cd®") de estructura polimérica y geometria octaédrica
en torno al metal. A estos complejos se les determind la actividad antibacteriana por
los métodos de difusion en agar y concentracion minima inhibitoria frente a las cepas
certificadas por la ATCC, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, K. pneumoniae, B.
subtilis y por la CDC en el caso de la S. enteritidis. La ceftazidima presenta mejor
actividad antibacteriana que los compuestos sintetizados en todas las cepas
ensayadas. La excepcion fue el complejo de [Cd(ceftaz)(H,O)CI] que result6 mas

efectivo que la ceftazidima comercial ante la cepa de B. subtilis.



INTRODUCCION

Desde los inicios del siglo XX, hubo marcado interés por buscar sustancias
dotadas de efectos selectivos sobre microorganismos sin que lesionaran los tejidos
organicos, fue entonces cuando se descubrid que el Penicillium (hongo aéreo) inhibia
el crecimiento de los estafilococos, por lo que se cultivo este hongo y se pudo aislar la
sustancia inhibidora producida por dicho hongo. Finalmente, la industria farmacéutica
logré producir la penicilina en suficiente cantidad para generalizar su empleo (1). De
esta forma, se inicia la era de los antibioticos, los cuales representan los inicios de la
quimioterapia controlada. Este siglo se caracterizo por el rapido progreso cientifico

abriéndose las puertas al desarrollo de vacunas y antibiéticos (2).

Los antibidticos son sustancias de bajo peso molecular, producidas como
metabolitos secundarios por ciertos grupos de microorganismos o semisintéticamente,
utilizadas en el tratamiento de las infecciones y que pueden tener efecto

bacteriostatico o bactericida frente a otros microorganismos (3).

La clasificacion mas comdn de los antibidticos estd basada sobre los
mecanismos de accidn propuestos del modo siguiente: 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; los que actian en
forma directa sobre la membrana de la célula del microorganismo, afectando la
permeabilidad y llevando a la filtracion de los compuestos intracelulares; los que
afectan la funcion de los ribosomas para causar una inhibicién ireversible de la
sintesis proteica; los que se unen a las subunidades ribosomales 30S y alteran la
sintesis de proteinas, lo cual lleva eventualmente a la lisis; los que afectan el
metabolismo de los acidos nucleicos, de los antimetabolitos y, de analogos de los

acidos nucleicos. Es probable que surjan categorias adicionales a medida que se



diluciden mecanismos mas complejos. Los antibi6ticos se pueden clasificar también
en funcion de su estructura quimica, diferenciando asi: betalactamicos, quinolonas,

aminoglucosidos, tetraciclinas, macrolidos, sulfamidas u otras (5,6).

Las penicilinas constituyen uno de los mas importantes grupos de antibiéticos.
Aunque se han producido muchos otros agentes antimicrobianos, desde que se
dispuso de la primera penicilina, estos antibidticos todavia son importantes y
ampliamente utilizados. Muchos de ellos tienen ventajas propias, debido a que los
sustituyentes quimicos adicionales les confieren diferencias en actividad
antimicrobiana, en la susceptibilidad a la hidrdlisis acida y enzimatica, y en la
biodisponibilidad, permitiendo asi que miembros de este grupo de antibidticos sean

los farmacos de eleccion para un gran numero de enfermedades infecciosas (4).

Todas las penicilinas derivan del acido 6-aminopenicilanico y contienen un
anillo betalactdmico (figura 1) que es esencial para su actividad antibacteriana (7).
Los betalactamicos se caracterizan por tener en su estructura el anillo betalactamico
gue estd compuesto por tres atomos de carbono y un atomo de nitrégeno. En esta
categoria se incluyen: penicilinas, clavanas (&cido clavulanico), cefalosporinas,

monobactamas y carbapenemas (8).
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Figura 1. Anillo betalactdmico.

Las cefalosporinas son agentes antibacterianos que poseen un anillo

betalactamico 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, (9).
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Figura 2. Nucleo de las cefalosporinas.

En términos microbioldgicos, estos compuestos se caracterizan por su actividad
bactericida dependiente del tiempo (su maximo efecto bactericida se logra cuando en
una proporcién importante del intervalo interdosis, la concentracion plasmatica del
antibacteriano se encuentra sobre la concentracion minima inhibitoria), del indculo
bacteriano y de la fase de crecimiento bacteriano (10,11). Poseen amplio espectro de
actividad que incluye bacterias Gram positivas, Gram negativas y anaerobios (9-12).
Por otra parte, dada sus caracteristicas, actividad bactericida, pardmetros
farmacocinéticos, penetracion a diferentes parénguimas, baja toxicidad y sinergia con
otros antibacterianos, las cefalosporinas son utilizadas como agentes de primera
eleccion en el tratamiento de una serie de infecciones comunitarias y nosocomiales
(12,13).

Las cefalosporinas, al igual que el resto de los antibioticos betalactamicos,
ejercen su actividad antibacteriana inhibiendo la sintesis del peptidoglucano, principal
constituyente de la pared celular, produciendo finalmente la lisis bacteriana (11). El
mecanismo de accion deriva de la union covalente del betalactamico al sitio activo de
las enzimas denominadas proteinas de unién a la penicilina (PBP) del inglés
Penicillin binding proteins. Esta reaccion se explica porque los betalactamicos poseen



una estructura quimica similar a los ultimos aminoécidos del pentapéptido (D-
alanina-D-alanina) que une las moléculas de peptidoglucano; ademas este grupo de
antimicrobianos produce una activacion de autolisinas bacterianas que destruyen el

peptidoglucano (9-14).

Existen diferentes formas de clasificar las cefalosporinas, pudiéndose encontrar
estos compuestos agrupados de acuerdo a sus propiedades estructurales,
microbiologicas y desarrollo historico, siendo esta ultima, desde el punto de vista
clinico, la clasificacion mas utilizada y la cual agrupa a las cefalosporinas en
generaciones que van de la primera a la cuarta, de acuerdo al orden de aparicion en el
mercado (12).

Las cefalosporinas de primera generacion presentan mejor actividad sobre
cocos Gram positivos y su actividad sobre bacilos Gram negativos es limitada
(12). Las cefalosporinas de primera generacion son de administracion oral y
parenteral. Las orales son llamadas fenilglicinas o derivados hidroxifenilglicinas que
incluyen la cefalexina, cefadroxilo y cefradina (15); entre las parenterales se cuenta
con la cefalotina, cefazolina, cefradina (también de administracion oral) y cefapirina.
Este grupo de antibacterianos incluye sustitutos de la penicilina G, 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)

(5).

Todas estas cefalosporinas tienen actividad contra la mayoria de los

microorganismos destruidos por agentes de la primera generacion, pero su cobertura



es mas extensa, ya que incrementan su actividad contra microorganismos Gram
negativos. La caracteristica microbiolégica definitiva de la cefalosporinas de segunda
generacion es su actividad sobre Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,
Neisseria meningitidis y Neisseria gonorrhoeae (15). En este grupo se encuentran los
siguientes antibioticos: cefamandol, cefuroxima, cefonicid, ceforanida, cefaclor,

cefoxitina y cefotetan.

Las cefalosporinas de tercera generacién 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 C-7 del nacleo Cefem, la
presencia de un anillo 2-aminotiazolil, como cadena lateral, - elevada actividad sobre
miembros de la familia Enterobacteriaceae, Haemophilus influenzae, Neisseria spp.,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae y Pseudomona aeruginosa
(16,17). Las cefalosporinas de tercera generacion son el tratamiento de eleccion en la
meningitis por bacilos Gram negativos y se utilizan también para combatir otras
infecciones por bacilos Gram negativos. Todo este grupo de tercera generacion es
extremadamente activo contra la mayoria de las bacterias Gram negativas (excepto

Enterobacter sp. y Citrobacter sp).

En otro contexto, las cefalosporinas de cuarta generacién presentan un balance
entre sus cargas positivas y negativas en los rangos de pH encontrados in vivo (18).
Esta caracteristica quimico estructural explica por que estas cefalosporinas presentan
una penetracién a través de las porinas que le permite alcanzar altas concentraciones
en el espacio periplasmico de bacilos Gram negativos (19). Las cefalosporinas de esta
generacion suelen resultar més eficaces in vitro frente a los bacilos Gram negativos y
frente a los cocos Gram positivos, excepto Sthaphylococcus aureus) que los farmacos

de primera y segunda generaciones.



Nuevas cefalosporinas que integran el grupo de la cuarta generacién se estan
produciendo en forma constante, con las cuales se ha logrado minimizar la
resistencia bacteriana y los efectos adversos al huésped. Su amplio espectro
antimicrobiano contra microorganismos Gram positivos y Gram negativos es
ventajoso en el tratamiento de una variedad de infecciones, desde las moderadas hasta
las potencialmente fatales. También son altamente ventajosas en el tratamiento

empirico de infecciones nosocomiales graves (20).

La ceftazidima, perteneciente al grupo de la tercera generacion, es altamente
eficaz contra casi todas las enterobacterias. En comparacion con la concentracion
sérica alcanzable, la concentracion inhibitoria medida in vitro es sumamente baja,
situandose como promedio, entre 0,06 y 0,25 mg/l, por lo que son comparables con
las de la cefotaxima y latamoxef. La ceftazidima carece de eficacia frente a Gram
positivos. Asimismo, la escasa eficacia frente a anaerobios limita su utilidad en

infecciones mixtas, especialmente a nivel abdominal (21).

La ceftazidima ( figura 3), es resistente a la hidrolisis de las betalactamasas
TEM-1, TEM-2 y SHV-1, las cuales son betalactamasas de amplio espectro mediadas
por plasmidos, predominantes en los bacilos Gram negativos (21). Esta tiene una
vida media de eliminacién sérica de 1,6 horas, como promedio. La eliminacion se
efectlia casi exclusivamente por via renal, detectandose el 70-90% de la dosis en
orina en las primeras 24 horas después de la administracion (21).
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Figura 3. Estructura quimica de la ceftazidima.



El uso creciente de cefalosporinas se ha asociado en forma progresiva al
aislamiento de bacterias resistentes, adquiriendo cada vez mayor importancia los
bacilos Gram negativos multiresistentes productores de betalactamasas (22,23). La
busqueda de nuevos antibidticos se orienta actualmente al hallazgo de
antimicrobianos sintetizados por microorganismos productores y a la obtencion de
preparados semi-sintéticos, introduciendo o modificando radicales quimicos en
moléculas conocidas. Esta Gltima via permite aumentar el espectro de accion y la
actividad del compuesto, asi como mejorar la farmacocinética y disminuir su
toxicidad (22). A partir del hongo Cephalosporium acremonium se aislaron tres
sustancias antimicrobianas, la primera llamada cefalosporina P, un esteroide con
actividad contra bacterias Gram positivas; la segunda Ilamada cefalosporina N, con
actividad contra Gram negativas, pero que mas tarde se demostrd que era una
penicilina con una cadena lateral aminocarboxibutilo y por lo cual fue renombrada
como penicilina N; y la tercera llamada cefalosporina C que es menos activa que la
penicilina N contra Salmonella typhi y estafilococos, pero que no era destruida por las
penicilinasas de los estafilococos y de Bacillus cereus y era resistente al acido, por lo
cual se transformé en la base de las cefalosporinas actuales (24). A partir de ella se
obtiene el &cido 7-aminocefalosporanico (7-ACA), que ha sido modificado con
diferentes cadenas laterales, dando lugar a cuatro generaciones bien diferenciadas.
Las variaciones introducidas en C7 del 7-ACA modifican su actividad antibacteriana,
la sustitucion en la posicion 3 del anillo dihidrotiazinico origina modificaciones de
caracter farmacocinético, y la presencia del grupo metiltiotetrazol, en la posicién 3
del anillo dihidrotiazolidinico, esta relacionado con efectos adversos concretos:
alteraciones de la coagulacion e intolerancia al alcohol. Las moléculas con un grupo
metoxi en posicion 7 del 7-ACA constituyen el grupo de las cefamicinas. Se esta
ensayando producir cefalosporinas con efecto antibacteriano dual, las cuales resultan
quimicamente estables y han demostrado tener una gran actividad contra un amplio
numero de bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas cefalosporinas de accion

dual se crean enlazando quinolonas (ejemplo: ciprofloxacina) a la posicion 3’ de la



cefalosporinas a través de un enlace éster, a una funcion carbonato o a una union a

través de un nitrégeno cuaternario (25,26).

Las bacterias sufren mutaciones para evitar ser destruidas por el
antimicrobiano, el cual es capaz de penetrar su barrera superficial y fijarse sobre su
receptor. Las bacterias son capaces de producir 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 o modificar sus sistemas
de transporte y, ademas, pueden alterar drasticamente sus nucleos para bloquear la
accion del medicamento (27). En las bacterias, el mecanismo de resistencia mas
importante, desde el punto de vista clinico, es la produccién de p-lactamasas, éstas
son enzimas que cumplen una funcién fisiolégica en el metabolismo intermediario de
la pared celular de la bacteria, contribuyendo, a través de la sintesis de
peptidoglucano, al mantenimiento de la integridad estructural y de la forma de la
bacteria (28). Estas enzimas rompen el anillo B-lactdmico y anulan el efecto del
antimicrobiano, ellas se encuentran tanto en microorganismos Gram positivos como

en Gram negativos (28,29).

Actualmente la resistencia a ciertos antibidticos por parte de las bacterias y
aprovechando los cambios en las propiedades farmacocinéticas de las cefalosporinas
al sustituirles radicales; se han desarrollado investigaciones basadas en la busqueda
de compuestos con propiedades bactericidas, a partir de antibioticos betalactamicos
unidos a iones metalicos (30-33). En estudios anteriores se ha podido alcanzar hasta
un 60% mas de efectividad para suprimir bacterias patdgenas utilizando compuestos
sintetizados a partir de cefalosporinas e iones metalicos (34-36).

Basados en estudios anteriores y estimulados por la creciente resistencia

bacteriana a los antibidticos, se estudid, a través de este trabajo, la actividad



antibacteriana de compuestos sintetizados a base de ceftazidima y sales metélicas,
caracterizando la estructura quimica de los compuestos y estableciendo
comparaciones entre la actividad de la ceftazidima comercial y los complejos de

ceftazidima frente a cepas bacterianas Gram positivas y Gram negativas.



METODOLOGIA

Sintesis De Los Complejos Metalicos De Ceftazidima

Para la sintesis de los complejos metalicos de ceftazidima, se empled
ceftazidima pentahidratada de laboratorios vitalis y sales metéalicas: NiCl,.6H,0O,
ZnCl,, CoCl,.6H,0, CdCl,.H,0, CuCl,.H,0, FeCl;,.4H,0, MnCl,.4H,0,
CrCl3.6H,0, HgCl, y AgNOs.

La reaccidn de la ceftazidima con las sales se realiz6 a diferentes relaciones
estequiométricas, temperatura, pH y tiempo adecuado y necesario, con lo cual se
logré las condiciones mas dptimas en la sintesis de los complejos.

Los compuestos se prepararon en proporcion equimolar, para ello se procedio a
pesar 0,5 mmol de ceftazidima y 0,5 mmol de cada una de las sales, se disolvieron,
por separado, en 5 ml de agua bidestilada y se afiadieron en un balén aforado de 25
ml. Estas soluciones se mantuvieron en agitacion constante por un tiempo de 24 h,
tiempo suficiente para observar la aparicion de los precipitados, de colores variables,
de acuerdo a la sal metalica empleada. Los precipitados se filtraron y seguidamente se
lavaron con agua, metanol y éter etilico. Finalmente, se secaron al vacio y se

almacenaron en viales a temperatura ambiente.

Caracterizacion De La Estructura Quimica De Los Complejos

La estructura quimica de los complejos metalicos se determind a traves del
empleo de técnicas de analisis fisicoquimicas y espectroscopicas entre las que

cuentan:
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Andlisis Elemental

El porcentaje de carbono, azufre, hidrégeno y nitrégeno se determind utilizando

un analizador elemental marca LECO, modelo CHNS 932.

Medidas De Susceptibilidad Magnética

Se midid la susceptibilidad magnética de los compuestos mediante el empleo de
una balanza de susceptibilidad magnética marca Johnson Mathey, las medidas se
realizaron a temperatura ambiente con muestras pulverizadas de los complejos vy, a

partir de las medidas reportadas, se calculé el momento magnético de los complejos.

Espectroscopia Infrarroja

Se evalud la presencia de grupos funcionales y se determinaron los sitios de
unién del antibidtico al metal, empleando la técnica de espectroscopia infrarroja, la
cual se realiz6 en pastillas de KBr en un espectrofotometro Perkin Elmer, Modelo

Spectrum 2000, con transformada de Fourier.

Espectroscopia UV-Visible

Se prepararon soluciones de cada uno de los complejos sintetizados a una
concentracién de 1x10° mol/l, y se midieron las absorbancias en un
espectrofotometro Perkin Elmer, modelo Lambda 11, en el Departamento de Quimica
de la Universidad de Oriente, Laboratorio 331.
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Espectroscopia De Resonancia Paramagnética Electrénica (RPE)

Se tomaron espectros a los compuestos sintetizados en estado sélido a
temperatura ambiente. El espectrometro utilizado es de marca Bruker, modelo ESC
106, utilizando la banda X de frecuencia de 9,77 GHz.

Actividad Antimicrobiana

Una vez caracterizados los complejos metalicos de ceftazidima, se evalud la
accion antibacteriana de dichos complejos a través de técnicas de difusion en agar y
concentracion minima inhibitoria (CMI) en cepas bacterianas nombradas a
continuacion: E. coli (11775), K. pneumoniae (23357), P. aeruginosa (27853), S.
aureus (29213) y B. subtilis (6051) certificadas por la Coleccién Americana de
Especies y Tipos (ATCC) y en S. enteritidis (64) certificada por el Centro de
Enfermedades Infecciosas de Atlanta (CDC).

Metodo De Difusion En Agar

A partir de los cultivos de 24 horas de crecimiento de cada cepa bacteriana, se
prepard un inéculo en 5 ml de solucién salina fisioldgica (SFS) estéril, hasta que se
alcanz6 la turbidez correspondiente al patrén Mc Farland 0,5 (1,5x10°

microorganismos viables por ml).

Posteriormente se procedio a impregnar un hisopo estéril en cada suspension y
se roto 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 se coloco en una estufa a 37°C,
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durante 10 minutos, para que la superficie del agar se secara antes de colocar los
discos (30). Se seleccion6 al azar del lote preparado de placas, 10 de ellas y se incubd
a 37°C por un lapso de 24 horas, descartando asi cualquier posible contaminante de
los medios utilizados. Se prepararon taxos a una concentracion de 400 pg/disco. Para
obtener esta concentracién se prepar6 una solucion de 40 mg/ml de cada complejo y
de la ceftazidima, para lo cual se pes6 20 mg de los sélidos y se disolvi6 en 0,5 ml de
nujol. Se impregnaron discos de papel Whatman n°® 3 de 5 mm de diametro, estériles,
con 10 ul de las suspensiones y se colocaron sobre la superficie del agar de cada
cultivo de las diferentes cepas con la ayuda de una pinza estéril. 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

inhibicién alrededor del disco.

La lectura de los halos de inhibicion se realiz6 utilizando una regla graduada y
los valores se expresaron en milimetros. Estos ensayos se efectuaron por triplicados y
los resultados se reportaron como valores promedios, con los cuales se pudo
establecer la comparacion entre la capacidad bactericida de la ceftazidima comercial
y la capacidad bactericida de sus complejos metalicos frente a los mismos

microorganismaos.

Método De Concentracion Minima Inhibitoria

A partir de los cultivo puros de 24 horas de crecimiento se tomé un inoculo y se
suspendio en SSF estéril hasta alcanzar la turbidez correspondiente a un patron Mac
Farland 0,5. Cada cepa se sembrd sobre agar Mueller Hinton, en placa de Petri,
utilizando un hisopo estéril impregnado de la suspension respectiva. Los disco de
papel Whatman n°® 3 de 5 mm de diametro fueron impregnados con 10 ul de
ceftazidima y de cada uno de los complejos sintetizados en suspensiones de

concentracion 40, 20, 10, 5, y 2,5 mg/ml para asi obtener una proporcion de 400, 200,
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100, 50 y 25 pg/disco, respectivamente. Para obtener estas concentraciones se
procedié de la siguiente manera, se prepar6 una solucion madre de 40 mg/ml de
ceftazidima y de cada de los complejos, para lo cual se pesé 20 mg de los solidos y se
disolvié en 0,5 ml de nujol. A partir de esta solucion madre se tomaron 250 ul que se
mezclaron con 250 pl de nujol para tener una solucién 2 de concentracion 20 mg/ml.
A partir de esta solucion se tomaron 250 ul que se mezclaron con 250 ul de nujol
para tener una solucion 3 de concentracion 10 mg/ml, y asi sucesivamente.
Finalmente se colocaron discos impregnados de las soluciones preparadas con ayuda
de una pinza estéril sobre la superficie del agar Mueller Hinton. Posteriormente se
incubaron las placas por 24 horas en la estufa a 37°C (30). La presencia de actividad
antibacteriana de la ceftazidima y de los compuestos se detectd por la aparicion de
halos de inhibicion alrededor del disco. Estos ensayos se realizaron por triplicado y la
lectura de los didmetros se realizd utilizando una regla graduada reportando los
valores en milimetros. Todos los complejos resultaron ser insolubles en solventes
organicos e inorganicos, por lo que se hizo necesario desarrollar suspensiones de los

complejos en nujol.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis Elemental

Los resultados del analisis elemental demostraron que los iones metalicos
forman complejos con la ceftazidima deprotonada (ceftaz) en una relacion
estequiométrica 1:1. El analisis elemental de los complejos sintetizados se muestra en
la tabla 1, en la cual se puede apreciar la buena correspondencia entre valores
experimentales y calculados (entre paréntesis). Solo se lograron resultados
satisfactorios para los iones Mn?*, Fe**, Co?*, Ni**, Cu** y Cd*".

Tabla 1. Analisis elemental de los complejos metalicos obtenidos de la ceftazidima.

Complejos C% H% N% S%
[Mn(ceftaz)(H,0)Cl] 40,7 (403)  36(38)  12,8(128) 9,5 (9,8)
[Fe(ceftaz)(H,0)Cl]  40,5(402)  34(38)  12,9(12,8) 9,4 (9,8)
[Co(ceftaz)(H,0)CI]  39,8(400)  36(38)  123(127) 9,6 (9,7)
[Ni(ceftaz)(H,0)CI] 40,4 (40,1)  38(38)  12,8(12,7) 9,3 (9,7)
[Cu(ceftaz)(H,0)CI] 39,6 (39,8)  34(38)  123(126) 9,9 (9.,6)
[Cd(ceftaz)(H,0)Cl] ~ 37,4(370)  38(35)  116(118) 8,5 (9,0)

ceftaz: ceftazidima deprotonada; %: porcentajes
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La buena correspondencia entre los valores calculados y los valores
experimentales ratifican la confiabilidad en la composicion de los complejos
sintetizados. Los complejos resultaron  ser insolubles en agua y solventes

organicos comunes (etanol, acetona, metanol, DMF, acetonitrilo y DMSO).

Medidas De Susceptibilidad Magnética

En la tabla 2 se aprecian los valores de susceptibilidad magnética (X) medidas
por unidad de volumen (R), la susceptibilidad especifica medida por gramos (Xg) y la
susceptibilidad molar (Xm) calculada, tomando en cuenta las correcciones

diamagnéticas del ligando.

Tabla 2. Medidas de susceptibilidad magnética de los complejos metélicos de la
ceftazidima.

Complejos (mg) XRo XR  L(cm) Xg xXm

[Mn(ceftaz)(H,0)Cl] 56,5 -30 600 15 34,89x10°  551x10°

[Fe(ceftaz)(H.O)CI] 90,9 30 400 1,6  1579x10°  2,89x107

[Co(ceftaz)(H,0)CIl] 65,7 30 460 15  23,34x10°  4,29x10°°

[Ni(ceftaz)(H,O)CI] 54,2 30 140 15  9,81x10° 1,56x10°

[Cu(ceftaz)(H,O)Cl] 434  -30 180 14 14,13x10°  2,26x10°

[Cd(ceftaz)(H,0)CI] 48,0 -30 -40 1,6  6953x10° -130,02x10°
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XRo: susceptibilidad magnética del tubo vacid; XR: susceptibilidad magnética del tubo con muestra;

mg: peso de la muestra
Momentos Magnéticos

La tabla 3 muestra los momentos magneticos calculados a partir de medidas de
susceptibilidad magnética. EI momento magnético efectivo (peff) es una medida
de considerable interés para la caracterizacion de los complejos preparados.
Conociendo este valor, se puede saber, segln sea el caso, el estado de oxidacion del

metal, y el nimero de electrones desapareados que presenta el metal.

El momento magnético efectivo experimental se calcula con la siguiente

ecuacion:
Her(exp) = 2,84(Xn<O")Y2 T2
Donde:
2,84: constante
Xm®": susceptibilidad molar corregida utilizando la constante de Pascal

T: temperatura (K)

La ecuacion empleada en el calculo del momento magnético tedrico,

considerando solo la contribucion de spin, es la siguiente:

Hef(tedrico) =V n (n+2)
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Donde:

n: numero de electrones desapareados que posee el i6n metalico. Se asume que

no hay contribucion del momento magnético orbital.

Tabla 3. Momentos magnéticos (pef) de los complejos metélicos de la ceftazidima.

Complejos pef pef Electrones
calculados tedricos desapareados
[Mn(ceftaz)(H,O)CI] 3,63 5,72 5
[Fe(ceftaz)(H,O)CI] 2,63 4,65 4
[Co(ceftaz)(H,O)CI] 4,12 3,87 3
[Ni(ceftaz)(H,O)CI] 3,17 2,83 2
[Cu(ceftaz)(H,O)CI] 2,22 1,73 1
[Cd(ceftaz)(H,O)CI] 0 0 0

El Mn* en el complejo [Mn(ceftaz)(H,0)Cl] deberia tener un momento
magnético de 5,72, el cual es compatible con los sistemas d° de alto spin con cinco
electrones desapareados. El valor calculado (3,63) esta proximo del valor sugerido
para tres electrones desapareados, ello implica que el Mn** posee spin intermedio y
es probable que refleje un equilibrio entre sistemas de alto spin (5 electrones

desapareados) y sistemas de bajo spin (1 electron desapareado).

El Fe?* tiene un comportamiento similar al Mn?*. El momento magnético
medido es de 2,63 lo que corresponde a un sistema d? de spin bajo con dos electrones

desapareados.
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Dado que el valor experimental obtenido para el momento magnético de Co**
es 4,12, mientras que, el valor tedrico para un d’ de spin alto es de 3,87, se sugiere
que el Co®* en el complejo [Co(ceftaz)(H,O)CI] se encuentra en presencia de un

entorno octaédrico.

El valor experimental obtenido para el Ni** en el complejo
[Ni(ceftaz)(H,O)CI], es de 3,17, el cual esta cerca del valor esperado para un ién d®

de spin alto con geometria octaédrica.

El momento magnético experimental para el Cu® en el complejo
[Cu(ceftaz)(H,O)CI], es de 2,22, mientras que el momento magnético tedrico
indicado para un i6n d° es igual a 1,73, lo que sugiere la presencia de impurezas en el

complejo y/o contribucién del momento magnético orbital.

El i6n Cd**, en el complejo [Cd(ceftaz)(H,0)CI], es un i6n que presenta todos
sus orbitales llenos, sin electrones desapareados, razén por la cual no presenta

momento magnético.

Espectroscopia Ultravioleta — Visible (UV- Visible)

En la tabla 4 se resumen las transiciones de los espectros UV- visible de la
ceftazidima y algunos complejos metalicos representativos. Los espectros fueron
tomados en suspensiones de nujol, ya que los compuestos son insolubles. Los picos
debido a las transiciones d-d son extremadamente débiles.
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Tabla 4. Resumen de los espectros UV-visible de la ceftazidima y algunos
compuestos metalicos.

Transiciones electrénicas (nm)

Complejos en el ligando en el metal
ceftazidima 255-270 300-310 370 -
[Co(ceftaz)(H,O)Cl] 255-270 300-310 370 480
[Ni(ceftaz)(H,O)CI] 255-270 300-310 370 560-580

El espectro de absorcion UV-visible de la ceftazidima y de sus complejosl,
mostraron picos maximos en 255-270 nm, asignado a la transicién n—n, debido a
los niveles de energia de los orbitales moleculares originardos en el anillo
betalactamico. La banda observada en la regién 300-310 nm esta relacionada con la
transicion n—n del grupo tiazol de la ceftazidima. Otra banda se observé en la
region que va de 360-380 nm, la cual se atribuye, de acuerdo a la literatura, a las

transiciones n—7_ de los 4tomos de azufre presente en la ceftazidima (26).

Debido a la instauracion de la ceftazidima, la intensa absorcion en la region UV
tiene una cola en la region del visible, lo que dificulta la observacién de las
transiciones de los metales, hecho por el cual el espectro de absorcion para los
complejos [Co(ceftaz)(H,O)CI] y [Ni(ceftaz)(H,O)CI] se hizo en la region del
visible, observandose una absorcién méaxima para el compuesto de Co®* a 480 nm,
mientras el compuesto de Ni** mostré una banda de absorcién en el rango 560-580
nm atribuible a la transicién electrénica d-d. Los espectros UV-visible se pueden

apreciar desde la figura 4 a la figura 6.
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Los espectros infrarrojos se muestran desde la figura 8 a la figura 14. El
espectro infrarrojo de la ceftazidima (figura 8) presenta una banda a 1750 cm™,
correspondiente a la vibracion stretching C=0 del anillo lactdmico, una banda a 1630
cm™, correspondiente al stretching C=0 del grupo amida. Ademés, presenta una
banda a 1570 cm™, correspondiente al stretching asimétrico del grupo carboxilo
(COO0), y otra a 1370 cm™, perteneciente al stretching simétrico del grupo carboxilo
(COO). Los complejos metalicos presentan bandas de absorcion muy cercanas a la de
la ceftazidima comercial, debido a las variaciones en las frecuencias vibracionales del

ligando durante la coordinacion del metal.

El grupo C=0 lactdmico aparece en la banda 1750 cm™ en el espectro de la
ceftazidima, en tanto que, para los complejos la banda se muestra alrededor de 1660-
1700 cm™. La banda del carbonilo de la amida aparece a 1630 cm™, mientras que para
los complejos esta banda se muestra en torno a 1610-1650 cm™, lo que sugiere mas la
coordinacion del primer grupo con los iones metalicos que del segundo grupo.

La banda a 1570 cm™ corresponde al estiramiento asimétrico del grupo
carboxilo, se desplaza a mayores niimeros de onda (1580-1610 cm™) después de la
complejacion con los iones metalicos, lo que indica que el grupo carboxilo esta
coordinando. Las bandas del grupo carboxilo simétrico también cambian como
resultado de la coordinacion. Las diferencias entre las frecuencias del grupo carboxilo
asimétrico y simétrico resultaron ser igual o mayor a 200 cm™, lo que indica una

unién monodentada para el grupo carboxilo.

Estructura De Los Complejos
La ceftazidima posee varios posibles atomos donantes, pero, debido a sus

limitaciones estéricas, puede proporcionar un maximo de cuatro a cualquier centro

metalico. El supuesto de que la coordinacion de la ceftazidima se produce a través del
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grupo carboxilo, el carbonilo del nicleo lactamico y la amina del grupo tiazol parece
un probable modelo molecular. Es posible que los iones metalicos en el complejo
[M(ceftaz)(H,O)CI] sean hexacoordinados debido a que contienen un anién cloruro,
originando, probablemente, una geometria octaédrica, donde M es igual a Mn?*, Fe*",
Co*", Ni?*, cu?* y Cd** (figura 7).
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Figura 7. Estructura sugerida para los compuestos metélicos de ceftazidima.
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Espectroscopia De Resonancia Paramagnética Electréonica (EPR)

La resonancia del spin electronico o resonancia paramagnética electronica
(EPR) es una técnica que se centra en el estudio de todas aquellas especies que
presentan uno o mas electrones desapareados. El origen de esta técnica reside en el
spin del electron desapareado y su momento magnético asociado que interaccionan
con un campo magnético aplicado. La condicion resonante es hv= g p3.B de donde:

g=hv /yp B, h: cte de Planck, pg: magneton de Bohr, v: frecuencia utilizada.

El valor del factor g se determiné desde el espectro, considerando la intensidad
del campo magnético B (en Gauss) y la frecuencia utilizada en el espectrometro (v en
GHz). Los valores de g calculados para Cu® son los siguientes: g 1= 2,12y g1=2,07,
mientras que en el espectro del complejo de Mn?* se observa una sola banda ancha
centrado en G 3200, sin estructura hiperfina, debido al spin nuclear (1=5/2).

Los espectros EPR se muestran en la figura 15 y en la figura 16. La forma
caracteristica de los espectros de EPR para los complejos [Cu(ceftaz)(H,O)CI] y
[Mn(ceftaz)(H,O)CI] ratifican la presencia de los metales en los complejos.

Los espectros EPR observados para el [Cu(ceftaz)(H,O)CI] y el
[Mn(ceftaz)(H,O)CI] no muestran sefiales provenientes de la presencia de radicales
libres, los cuales pudieran formarse por oxidacion parcial del antibiético y

estabilizados por el metal, como se ha observado en complejos de SN?* con cefradina.
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Actividad Biologica

La actividad antibacteriana presentada por ceftazidima y sus complejos metalicos, frente a
distintas cepas bacterianas, utilizando el método de difusion en agar se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Halos de inhibicion en mm producidos por la ceftazidima y los complejos sintetizados ante las
especies bacterianas ensayadas.

3 o »

Complejos S 3 § = = S g =
ST 2 it > 3 2 S

¥ o @

Ceftazidima 400 23 40 23 35 35 37
[Mn(Ceftaz)(H,O)CI] 400 0 19 8 19 8 18
[Fe(Ceftaz)(H,0)Cl] 400 0 22 6 18 11 18
[Co(Ceftaz)(H,O)CI] 400 6 28 6 23 19 23
[Ni(Ceftaz)(H,0)Cl] 400 15 28 14 22 15 25
[Cu(Ceftaz)(H,O)CI] 400 15 28 15 24 16 25
[Cd(Ceftaz)(H,O)CI] 400 23 29 36 24 21 25

Los resultados obtenidos de los ensayos para determinar posible actividad bioldgica de la
ceftazidima y de los complejos metélicos sintetizados, segin el método de difusion en agar, permite

afirmar que algunos de los complejos poseen accion antibacteriana sobre determinadas cepas.

La ceftazidima presentd actividad contra las seis cepas bacterianas ensayadas, presentando una
actividad maxima sobre Escherichia coli, con un halo de inhibicién de 40 mm y una minima actividad
ante Sthaphylococcus aureus y Bacillus subtilis con un halo de inhibicion de 23 mm para ambas cepas.
Al evaluar la actividad del complejo de [Cd(ceftaz)(H,O)CI] se observé que presenté mayor actividad

antibacteriana sobre la cepa de Bacillus subtilis en comparacion con la actividad de la ceftazidima
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comercial, de igual forma, se pudo notar que este complejo presentd un halo de inhibicion de 23 mm
sobre la cepa de Sthaphylococcus aureus, siendo este diametro similar al halo presentado por el taxo

preparado con la ceftazidima comercial.

Para los demas complejos sintetizados la actividad antibacteriana fue menor, observandose que
produjeron halos de inhibiciobn menores que la ceftazidima libre. Ademas se pudo apreciar que los
complejos de Ni**, Cu** y Cd** fueron los que presentaron mayor actividad antibacteriana en
comparacion con el resto de los complejos.

Estos resultados sugieren que la menor actividad antibacteriana presentada por los complejos
podria ser atribuida a que las moléculas de los nuevos complejos son de un tamafio mayor que la del
compuesto original, lo que disminuye la velocidad de difusion y altera el mecanismo de transporte
activo (37). Otro factor que pudo disminuir la eficacia de la actividad de los complejos, fue el hecho de
que todos los complejos resultaron ser insolubles en solventes organicos e inorganicos, por lo que se
hizo necesario desarrollar suspensiones de los complejos en nujol, lo cual pudo no permitir la difusion
en concentraciones y proporciones adecuadas de los complejos sobre la superficie del agar.

Estudios separados se llevaron a cabo con las soluciones por si solo de nujol y de las sales

metalicas, los cuales no mostraron actividad antibacteriana ante las cepas ensayadas.

A: Ceftazidima
B: Compuesto [Cd(ceftaz)(H,O)ClI]

Figura 17. Halos de inhibicidn de la ceftazidima y del compuesto [Cd(ceftaz)(H,O)ClI], frente a la cepa
de Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.
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C: Compuesto [Ni(ceftaz)(H,0)CI]
D: Compuesto [Mn(ceftaz)(H,O)CI]

Figura 18. Halos de inhibicién de los compuestos [Ni(ceftaz)(H,O)CI] y [Mn(ceftaz)(H,O)CI] frente a
la cepa de Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.
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E: Compuesto [Cu(ceftaz)(H,O)CI]
F: Compuesto [Fe(eftaz)(H,0)ClI]

Figura 19. Halos de inhibicion de los compuestos [Cu(ceftaz)(H,O)CI] y [Fe(ceftaz)(H,O)CI] frente a la
cepa de Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

G: Ceftazidima
H: Compuesto [Cd(ceftaz)(H,0)ClI]

Figura 20. Halos de inhibicion de la ceftazidima y del compuesto [Cd(ceftaz)(H,O)CI] frente a la cepa
de Klebsiella pneumoniae ATCC 23357.
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K L I: Compuesto
[Ni(ceftaz)(H,0)ClI]
J: Compuesto
[Mn(ceftaz)(H,0)CI]
: Compuesto
[Cu(ceftaz)(H,O)CI]
L: Compuesto
[Fe(ceftaz)(H,O)CI]

Figura 21. Halos de inhibicion de los compuestos Ni(ceftaz)(H,O)CI], [Mn(ceftaz)(H,O)ClI],
[Cu(ceftaz) (H,0) CI] y [Fe(Ceftaz)(H,O)CI] frente a la cepa de Klebsiella pneumoniae ATCC 23357.

M: Ceftazidima
N: Compuesto [Cd(ceftaz)(H,0)CI]

Figura 22. Halos de inhibicion de la ceftazidima y del complejo [Cd(ceftaz)(H,O)CI], [frente a la cepa
de Escherichia coli ATCC 11775.
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N: Compuesto [Ni(ceftaz) (H,O) Cl]
O: Compuesto [Mn(eftaz)(H,0)CI]

Figura 23. Halos de inhibicién de los complejos [Ni(ceftaz)(H20)CI], y [Mn(ceftaz)(H20)CI], frente a
la cepa de Escherichia coli ATCC 11775.

P: Ceftazidima
Q: compuesto [Cd(ceftaz)(H,0)CI]

Figura 24. Halos de inhibicion de la ceftazidima y del complejo [Cd(ceftaz)(H,O)CI], frente a la cepa
Salmonella enteritidis CDC 64.
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R: Compuesto [Ni(ceftaz)(H,0)ClI]
S: Compuesto [Mn(ceftaz)(H,0)ClI]

Figura 25. Halos de inhibicion de los complejos [Ni(ceftaz)(H,O)CI], y [Mn(ceftaz)(H,O)CI] frente a la
cepa Salmonella enteritidis CDC 64.

T: Ceftazidima
U: Compuesto [Cd(ceftaz)(H,O)CI]

Figura 26. Halos de inhibicion de la ceftazidima y del complejo [Cd(ceftaz)(H,O)CI], frente a la cepa
Sthapylococcus aureus ATCC 29213.
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V: Compuesto [Fe(ceftaz)(H,O0)Cl]
W: Compuesto [Cu(ceftaz)(H,0)CI]

Figura 27. Halos de inhibicion de los compuestos [Cu(ceftaz)(H,O)CI] y [Fe(ceftaz)(H,O)CI] frente a la
cepa de Sthaphylococcus aureus ATCC 29213.

X: Compuesto [Cd(ceftaz)(H,O)ClI]
Y: Ceftazidima

Figura 28. Halos de inhibicion de la ceftazidima y del complejo [Cd(ceftaz)(H,O)CI], frente a la cepa
Bacillus subtilis ATCC 6051.
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Sensibilidad de la ceftazidima y sus complejos a diferentes concentraciones

En la tabla 7 se pueden apreciar los resultados obtenidos para la prueba de sensibilidad a diferentes

concentraciones.

Inicialmente se observd que la ceftazidima comercial presento actividad antibacteriana hasta los
25 pg/disco frente a las cepas de Salmonella enteritidis, Pseudomona aeruginosa y Klebsiella
pneumoniae, mientras que, frente a las cepas Escherichia coli, Sthaphylococcus aureus y Bacillus

subtilis mostro actividad antibacteriana hasta los 50 pg/disco.

Con respecto al complejo de Cd** se pudo apreciar que presentd actividad antibacteriana hasta los
25 pg/disco ante la cepa Bacillus subtilis mientras que la ceftazidima comercial fue efectiva solo hasta

los 50 pg/disco, lo cual evidencia la mayor eficacia del complejo sobre este microorganismo.

La concentracion minima inhibitoria del resto de los complejos sobre las diferentes cepas fue igual
y en su mayoria mayor a la presentada por la ceftazidima comercial, lo cual indica que en general no
hubo un aumento de la actividad antibacteriana de la ceftazidima al estar unida al metal como se ha

observado con otros antibioticos, como es el caso de la cefazolina unida a metales (31).
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Tabla 7. Halos de inhibicion en mm de la ceftazidima y complejos sintetizados

diferentes concentraciones.

lei S § a — g g g @ =
Complejos 55|02 |wf |s54a {39 cE
°c2| = 5| &| &7 3
400 23 40 37 35 35 23
200 13 23 28 29 30 19
Ceftazidima 100 9 17 20 19 23 13
50 CMI | CMI 11 14 13 CMI
25 - - CMI | CMI | CMI -
400 - 19 18 8 19 CMI
200 - 16 10 CMI 11 -
[Mn(ceftaz)(H,O)C | 100 - 11 CMI - CMI -
]| 50 - CMI - - - -
25 - - - - - -
400 - 22 18 11 18 CMI
200 - 17 14 9 14 -
[Fe(ceftaz)(H,O)CI] | 100 - 13 CMI | CMI 10 -
50 - CMI - - CMI -
25 - - - - - -
400 | CMI 28 23 19 23 CMI
200 - 20 17 15 13 -
[Co(ceftaz)(H,O)CI | 100 - 13 12 CMI | CMI -
] 50 - CMI | CMI - - -
25 - - - - - -
400 15 28 25 15 22 14
200 11 20 18 9 19 CMI
[Ni(ceftaz)(H,O)CI] | 100 | CMI 13 11 CMI 14 -
50 - CMI | CMI - CMI -
25 - - - - - -
400 15 28 25 16 24 15
200 10 21 19 11 19 13
[Cu(ceftaz)(H,O)CI | 100 | CMI 13 13 CMI 13 CMI
] 50 - CMI | CMI - CMI -
25 - - - - - -
400 23 29 25 21 24 36
200 15 21 20 17 20 30
[Cd(ceftaz)(H,O)CI | 100 10 14 14 13 13 21
] 50 CMI | CMI | CMI | CMI | CMI 14
25 - - - - - CMI

-2 sin inhibicioén de crecimiento; CMI: concentracién minima inhibitoria
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CONCLUSIONES

Los complejos metalicos de la ceftazidima libre poseen una composicion [M(ceftaz)(H,O)CI] (M=
Mn®*, Fe?*, Co?, Ni*, Cu** 'y Cd*), basado en sus comportamientos espectroscopicos y

fisicoquimicos.

En los complejos metalicos la ceftazidima actia como un ligando tetradentado monoanionico,

originando estructuras con geometria octaédrica en torno al metal.

La naturaleza de los complejos metalicos formados sugiere que son compuestos poliméricos, dado

a que funden a méas de 300°C y a la insolubilidad que presentan en solventes comunes.
La actividad antibacteriana de la ceftazidima, al estar unida al metal, en la mayoria de los casos, se
encuentra reducida pero no eliminada, como sucede en los complejos de [Mn(ceftaz)(H,O)CI] vy

[Fe(ceftaz)(H,O)CI] frente a la cepa E. coli.

La actividad antibacteriana del complejo [Cd(ceftaz)(H,O)CI] fue mayor ante la cepa de B. subtilis

en comparacion con la actividad de la ceftazidima libre.

De acuerdo a la concentracién minima inhibitoria el complejo de Cd** inhibe la especie B. subtilis

a menores concentraciones, en comparacion con la ceftazidima libre.
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