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RESUMEN

Se sintetizaron nuevos complejos de cobre(ll) haciendo reaccionar separadamente el
CuCL,-5H,0 vy sulfatiazol con las cefalosporinas cefazolina, cefalotina, cefotaxima,
ceftriaxona 'y cefepima para obtener los siguientes complejos mixtos:
[Cu(cefazol)(stz)(H,0)], [Cu(cefalot)(stz)(H20),], [Cu(cefotax)(stz)(H20)-],
[Cu(ceftria)(Hstz)] y [Cu(cefepima)(stz)(H,O)CI]. Para la caracterizacion de los
complejos se utilizaron técnicas espectroscépicas de infrarrojo, ultravioleta-visible,
resonancia paramagnetica de spin y técnicas de analisis elemental, susceptibilidad
magnética y conductividad molar. Los espectros indicaron que la mayoria de las
cefalosporinas actuan, probablemente, como ligandos monoanidnicos multidentados, a
excepcion de la ceftriaxona la cual es dianidnica. La actividad antibacteriana de los
complejos sintetizados fue ensayada frente a las cepas de Escherichia coli ATCC 11775,
Salmonella enteritidis CDC 64, Pseudomonas aeruginosa (de adquisicion hospitalaria),
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Klebsiella pneumoniae ATCC 23357 y Bacillus
subtilis ATCC 6051, utilizando la técnica de difusion en disco y concentracion minima
inhibitoria siendo, el complejo de cobre(ll) con cefepima y sulfatiazol el que
presentd mejor actividad antibacteriana frente a las cepas de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa Yy Staphylococcus aureus.

Vil



INTRODUCCION

En la ciencia médica han habido grandes avances, uno de los mas resaltantes fue
desarrollado por el investigador Paul Ehrlich en la primera década del siglo XX; con sus
experimentos descubrid las arsfenaminas, establecid los principios de toxicidad selectiva
y reconocié las relaciones quimicas especificas entre los parasitos y los agentes

antimicrobianos (1).

Afos maés tarde, se anuncia el descubrimiento de un hongo que formaba un anillo verde
en los cultivos de Staphylococcus aureus y que destruia esta bacteria alrededor de él;
este hongo fue cultivado y se encontr6 que el caldo de cultivo diluido detenia el
desarrollo de bacterias patdgenas. Este hongo resultd ser una especie de Penicillium, su
descubridor lo designé con el nombre de penicilina. Se comprobd que en soluciones
diluidas, la penicilina era eficaz contra infecciones causadas por estafilococos,
estreptococos, y bacilos de la gangrena, que su toxicidad era muy baja y que podia llegar
a aplicarse en dosis superiores a la necesaria. En 1949 se disponia de penicilinas para

uso clinico, en cantidades practicamente ilimitadas, en especial de penicilina G (2).

Waksman, en 1947, definio los antibioticos como sustancias antimicrobianas producidas
por microorganismos o productos analogos originados en seres vegetales o animales. En
la practica actual, el término designa aquellas sustancias de origen microbiano utilizados

en el tratamiento de procesos infecciosos (1).

Algunos antibidticos que anteriormente eran sintetizados en forma bioldgica, son
elaborados por sintesis quimica, como el cloranfenicol, o por semisintesis, como ciertos
tipos de penicilina; quizés el termino genérico de quimioterapéutico sea el mas adecuado
para designar a todos los compuestos antimicrobianos (1,3). Los microorganismos que
producen los diferentes  antibidticos tienen una amplia distribucion en la
naturaleza, donde juegan un papel importante en la regulacion de las poblaciones

microbiologicas del suelo, el agua, las aguas servidas y el estiércol (4).



Los antimicrobianos de uso sistémico deben reunir los siguientes criterios para su mejor
efectividad, ser més bactericidas que bacteriostaticos, mantenerse activos en presencia
de plasma y liquidos corporales, ser efectivos frente a un amplio espectro de
microorganismos, los microorganismos susceptibles no se deben volver resistentes
genética o fenotipicamente, ser hidro y liposolubles, no deben ser toxicos y los efectos
colaterales adversos tienen que ser minimos para el huésped (5).

Los antibidticos se pueden clasificar dependiendo de su estructura quimica en:
betalactamicos, quinolonas, aminoglucosidos, sulfamidas y macrolidos. Segun su
mecanismo de accion sobre las estructuras celulares, se clasifican en inhibidores de la
sintesis de la pared celular, inhibidores de las funciones de la membrana celular, e

inhibidores de la sintesis proteica y de la sintesis de acidos nucleicos (6,7).

Para que un antibidtico ejerza su accion, es necesario que llegue al foco infeccioso,
penetre en las bacterias (por difusion o transporte activo) y alcance intracelularmente la
concentracion necesaria. De acuerdo con su efecto sobre las bacterias, el antibiotico
puede ser bacteriostatico, si inhibe la multiplicacion de forma reversible, o bactericida, si

tiene efecto letal (7).

La mayor parte de los antibioticos inhibe la sintesis de diferentes compuestos celulares.
Algunos de los farmacos mas empleados inhiben la sintesis de peptidoglicano, el
principal componente de la pared celular; este consta de cadenas de polisacaridos
lineales que estan entrecruzados con péptidos cortos. EI enorme peptidoglicano en
forma de bolsa proporciona soporte mecanico y evita que la bacteria estalle, debido a su
elevada presion osmotica interna. Entre estos farmacos se encuentran los betalactdmicos
gue comparten una estructura quimica similar y se caracterizan por tener en su estructura
el anillo betalactamico, el cual estd compuesto por 3 atomos de carbono y 1 atomo de
nitrégeno. En esta categoria se incluyen penicilinas, clavanas (acido clavulanico),

cefalosporinas, monobactamas y carbapenemas (7).



Para explicar la accién de los betalactdmicos en términos de su estructura quimica debe
tenerse en cuenta la similitud de la orientacion espacial de los atomos principales y
grupos polares de la penicilina con una determinada orientacion del grupo final D-alanil-
D-alanina de la cadena lateral pentapeptidica precursora de mureina. Cuando las dos
estructuras son comparadas, se puede apreciar que el enlace peptidico entre las unidades
de alanina se corresponden con la posicion del anillo betalactdmico de la penicilina (8).

Las bacterias pueden destruir los antibidticos betalactamicos mediante mecanismos
enzimaticos, tal es el caso de las betalactamasas, las cuales son capaces de inactivar
algunos antibidticos y pueden estar presentes en cantidades considerables (8).

La resistencia bioquimica a los antibidticos betalactamicos se pueden atribuir a cuatro
mecanismos diferentes representados por escasa penetracion del farmaco en la bacteria,
degradacion del agente por las betalactamasas, aparicion de betalactamasas especiales en
el curso del tratamiento de ciertos bacilos Gram negativos y falla en la activacion de las

enzimas autoliticas de la pared celular (8).

Las betalactamasas se encuentran tanto en los microorganismos Gram positivos como en
los Gram negativos y son las responsables de que muchas cepas sean altamente
resistentes, entre ellas, los estafilococos penicilino resistente recuperados de pacientes.
Muchas bacterias Gram positivas liberan grandes cantidades de betalactamasas,
mientras que los organismos Gram negativos producen menor cantidad. La localizacion
de esta enzima en el espacio periplasmico puede hacerla mas efectiva en la destruccion
de las cefalosporinas cuando ellas intentan llegar hasta la membrana

interna. Las cefalosporinas tienen susceptibilidad variable a las betalactamasas (7).

Todas las penicilinas derivan del acido 6-aminopenicilanico, este contiene un anillo
betalactamico esencial para su actividad antibacteriana (figura 1). Las subclases tienen
sustituyentes quimicos adicionales que les confieren diferencias en actividad antimicro-

biana, biodisponibilidad y susceptibilidad a la hidrolisis acida y enzimatica (8,9).
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Figura 1. Acido 6-aminopenicilanico

Las cefalosporinas se aislaron por primera vez a partir del hongo Cephalosporium
acremonium (10), éstas difieren del ndcleo basico de las penicilinas por contener un
anillo sulfurado de seis elementos. Son activas contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas. Desde el punto de vista quimico, su ndcleo es el é&cido 7-
aminocefalosporamico (7-ACA) (figura 2), el cual guarda una semejanza estrecha con el
acido 6-aminopenicilanico (6-APA). El acido 7-ACA ha sido modificado
estructuralmente con diferentes sustituyentes en los extremos de las cadenas R1 y R2

para crear la familia de las cefalosporinas (11-13).
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Figura 2. Nucleo de las cefalosporinas

Las cefalosporinas tienen masas moleculares de 400 a 450 uma, son solubles en agua y
relativamente estables frente a los cambios de pH y temperatura. EI mecanismo de
accion de las cefalosporinas es similar al de las penicilinas, se unen a proteinas
especificas que sirven como receptores de medicamentos en las bacterias, inhiben la
sintesis de la pared celular por blogueo de la transpeptidacion del peptidoglicano y
activan las enzimas autoliticas en la pared celular que causa lesiones, la cual conduce a

la lisis bacteriana (14).



Todas las penicilinas y cefalosporinas son inhibidores selectivos de la sintesis de la
pared celular bacteriana, la cual mantiene la forma de los microorganismos y acoraza a
la célula bacteriana. La lesion de la pared celular o la inhibicion de su formacion puede

llevar a la lisis de la célula (15).

Las cefalosporinas naturales tienen actividad antibacteriana escasa, pero la adhesion de
varios grupos R colaterales ha dado como resultado la creacion de una extensa familia
de medicamentos con propiedades farmacoldgicas, espectro y actividad antibacteriana
variables (Figura 3) (15). Las cefalosporinas se subdividen en agentes de primera,
segunda, tercera y cuarta generacién; la terminologia de generacion se aplica mas al
concepto de espectro que a su cronologia original o al contexto de su salida al mercado
(14).

Las cefalosporinas de primera generacion son muy activas contra cocos Gram positivos,
excepto enterococos y estafilococos productores de B-lactamasa, y muestran actividad
moderada contra algunos bacilos Gram negativos; excepto Pseudomonas sp., Serratia
sp. y Acinetobacter sp., entre otros. Dentro de este grupo estan la cefalotina, cefradina,

cefadroxilo y cefapirina (13-15).

Los miembros de las cefalosporinas de segunda generacién son cefaclor, cefamandol,
cefamicinas y cefuroxina. Su espectro antimicrobiano tiene un rango mas amplio frente a
bacterias Gram negativas, las cuales abarcan a H. influenzae, Proteus sp., Enterobacter
sp., Citrobacter sp., pero son menos activas contra Streptococcus sp. y Staphylococcus
sp. (13-15).

Las cefalosporinas de tercera generacion tienen un espectro de actividad mas amplio
hacia los Gram negativos, mientras que su accién sobre los Gram positivos es menor que
las de la primera generacion. Como aspecto importante esta su mayor resistencia a las -
lactamasas. Poseen una buena distribucion en los tejidos, con una buena difusién hacia
los tejidos del Sistema Nervioso. Este grupo incluye cefoperazona, cefotaxima,
ceftriaxona (13-15).



Las cefalosporinas de cuarta generacion, como el cefpirome y cefepima, presentan un
espectro mas amplio de actividad, en comparacion con las de tercera generacion, y una
mayor estabilidad a la hidrolisis por betalactamasas. Son particularmente dtiles en
procesos infecciosos originados por bacilos Gram negativos aerobios, resistentes a las

cefalosporinas de tercera generacion (13-15).
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Figura 3. Estructura de las cefalosporinas estudiadas: 1. Cefazolina, 2. Cefalotina, 3.
Cefotaxima, 4. Ceftriaxona, 5. Cefepima.

Actualmente, se estan produciendo, en forma constante, nuevas cefalosporinas que
integran el grupo de la cuarta generacion, con las cuales se ha logrado minimizar la
resistencia bacteriana y los efectos adversos al hospedero. 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 potencialmente ventajosas en el tratamiento
empirico de infecciones nosocomiales graves, dentro de esta categoria se incluye la
cefepima. Al igual que las penicilinas, las cefalosporinas causan reacciones adversas,
que incluyen irritacion tisular en el sitio de la inyeccion y en la mucosa gastrointestinal

cuando se ingieren (13-15).

Los derivados de las sulfamidas han sido por mucho tiempo de valor considerable en la
quimioterapia por sus actividades antibacterianas. EI mecanismo de accion de las
sulfanilamidas estad basada en el antagonismo competitivo del &cido p-aminobenzoico
(PABA) y la sulfanilamida (16). La suma de la actividad antibacterial de las sulfamidas
y la actividad antimicrobiana de los metales de transicion han sido investigadas, con
miras a establecer la relacion e importancia de las interacciones droga-metal. El
sulfatiazol (Hstz) (figura 4), clinicamente, es uno de los derivados de la sulfonamida més

utilizados en la cura de infecciones bacterianas en los seres humanos (17,18).

H,N SO,

Figura 4. Férmula estructural del sulfatiazol (Hstz).

El interés en los derivados del metal-sulfamida fue estimulado por la introduccién
exitosa de la sulfadiazina de plata para el tratamiento de los casos de quemaduras. Estos
compuestos tienen un caracter ionico, el cual es establecido por el medio en el que se
realiza la accion. Como resultado, estas drogas funcionan como aniones o donadores de
electrones. La formacion de complejos entre los iones metélicos y la droga ha sido
analizada y estudiada con detenimiento; no obstante, las Unicas estructuras cristalinas de

complejos de sulfatiazol han sido reportadas por Casanova (16,17).



Se ha notado con gran preocupacion que las bacterias con el tiempo se vuelven
resistentes a los antibidticos. Este hecho ha conducido a que se inicien numerosas
investigaciones para la elaboracion de nuevos derivados betalactamicos, tomando como
referencia modificaciones semisintéticas de la molécula original. Con el objeto de
comprender las interacciones de antimicrobianos con iones metélicos, se ha evaluado la
capacidad de diferentes quimioterapéuticos para unirse a iones metalicos, y en algunos

casos, se ha logrado superar la actividad bactericida del compuesto original (8,18 - 27).

En estudios recientes, se hizo reaccionar la cefazolina con diversas sales que contenian
iones metalicos para formar complejos. La actividad bactericida de los complejos
formados fue ensayada frente a cepas de E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, P. mirabilis,
S. enteritidis, utilizando los métodos de difusion en agar y concentracion minima
inhibitoria. Los complejos de Cu**, Co?*, Zn**, Ni*" y Ag?* presentaron mayor actividad

que la cefazolina frente a las cepas mencionadas (18).

En otros estudios sobre la estructura y actividad de complejos metélicos con antibiéticos,
la penicilina y la ampicilina se pusieron a reaccionar, separadamente, con diversos iones
metalicos como Hg?*, Fe**, Ru?*, Ni** y Cd**, para formar complejos metalicos a los
cuales se les evalud su actividad antimicrobiana frente a cepas de P. aeruginosa, B.
cereus, E. coli y S. aureus, encontrandose que los complejos de Fe** y Hg?* mostraron

actividad antimicrobiana mayor que las penicilinas comerciales (19,20).

La ciprofloxacina es una quinolona que ha sido también objeto de este tipo de estudio.
Se le ha hecho reaccionar con diversos iones metalicos para formar complejos, que
fueron caracterizados con técnicas espectroscopicas y fisicoquimicas. Las pruebas de
actividad antimicrobiana aplicada con diversas cepas certificadas dio como resultado
gue ninguno de los complejos sintetizados presentd actividad bactericida frente a E. coli,
pero los compuestos de Mn?*, Cu®*, Ni**, Co®*, Zn** presentaron mejor actividad que el
antibiotico de uso comercial, frente a las cepas de P. aeruginosa y S. typhymurium (21).

En otros estudios se hizo reaccionar la cefixima con iones metalicos como Mn?*, Fe**,

Hg?*, Co®*, Ni?*, Cd**, Cu*" y Zn**, determinando que el antimicrobiano acttia como un



ligando tridentado monoaniénico. En este estudio los complejos de Mn?*, Fe**, Ni** y
Cd?* resultaron tener menor accién antimicrobiana sobre cepas de S. aureus, E. coli, S.
enteritidis. E. faecalis y K. pneumoniae en comparacion con el antibiotico comercial. El
complejo de Co®*, logré ser el mas potente, pero con igual actividad que la cefixima

frente a la cepa de E. coli (22).

Debido a la creciente resistencia de las bacterias a los antibidticos, es de suma
importancia la busqueda de nuevos compuestos bactericidas, por lo que se desea estudiar
la sintesis de nuevos complejos de cobre(ll) que contengan cefalosporinas y sulfatiazol,
a fin de conocer su estructura y estudiar la actividad antibacteriana para establecer
posibles relaciones entre sus estructuras y las actividades bactericidas frente a cepas

Gram positivas y Gram negativas.



METODOLOGIA

En la sintesis y obtencion de los compuestos de cobre(ll), se emplearon cefalosporinas y
sulfatiazol de uso comercial. Para obtenerlos, se utilizo el CuCl,-5H,0 disponible en el

Laboratorio 306 del Departamento de Quimica de la Universidad de Oriente.
Sintesis de compuestos de cobre(ll).

Se prepararon compuestos de Cu(ll), utilizando sulfatiazol, con cefalosporinas
comerciales tales como: cefazolina, cefalotina, cefotaxima, ceftriaxona, cefepima,
ceftazidima, cefradina y cefadroxilo. Para cada caso se pesé 1 mmol de CuCl,-5H,0 y
se disolvid en 5 ml de agua destilada, 1 mmol de sulfatiazol en 10 ml de metanol y 1
mmol del antimicrobiano en 5 ml de agua destilada. Estas soluciones se mezclaron con
agitacion en un vaso de precipitado de 50 ml por un tiempo de 20 minutos, tiempo
necesario para observar la aparicion de un precipitado de color marron claro para cada
antimicrobiano. Los precipitados fueron filtrados y lavados sucesivamente con agua,
metanol y éter etilico. Finalmente se secaron al vacio y se depositaron en frascos

pequerios estériles a temperatura ambiente.
Caracterizacion de los compuestos
1- Anélisis elemental

Se realiz6 el analisis de los compuestos sintetizados para determinar los porcentajes de
carbono, nitrogeno, azufre e hidrogeno y para ello se pesaron por duplicado los
complejos pulverizados en crisoles de estafio, con una diferencia del crisol vacio y con
complejo entre 150 - 220. Luego se compararon los porcentajes experimentales con los
calculados para determinar la presencia del antibiético y el sulfatiazol. Se utiliz6 un
analizador elemental marca LECO, modelo CHNS 932. Estos anélisis se llevaron a cabo
en el Laboratorio de Quimica de Coordinacién 306 del Departamento de Quimica de la

Universidad de Oriente.

2- Medidas de susceptibilidad magnética
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Se realizaron medidas de susceptibilidad magnéticas a temperatura ambiente, con el
empleo de una balanza de susceptibilidad, marca Johnson Matthey, en el Laboratorio de
Quimica de Coordinacién 306, del Departamento de Quimica de la Universidad de
Oriente. Para calcular el momento magnético de los compuestos formados, se utilizo la
ley de Curie, la cual establece que: per= 2,84 (Xm-T)Y2 donde Xm es la susceptibilidad

molar del complejo y T es la temperatura en grados Kelvin.
3- Medidas de conductividad molar

Se prepararon soluciones de cada uno de los complejos a una concentracién 1x107 mol/l,
utilizando dimetilsulféxido (DMSO), como solvente. Para medir la conductividad
eléctrica de los complejos se us6 un conductimetro, marca Corning, modelo 441 en el

Laboratorio de Fisicoguimica 408 de la Universidad de Oriente.
4- Espectroscopia infrarroja

Se prepararon pastillas en una proporcion de 400 mg de KBr por 15 mg del complejo. Se
utiliz6 un espectrofotdmetro, marca Perkin Elmer, Modelo Spectrum 2000 con
transformada de Fourier, perteneciente al Laboratorio de Quimica de Coordinacién 306,
del Departamento de Quimica de la Universidad de Oriente. También se utiliz6 un

espectrofotometro, marca Perkin Elmer, Modelo Paragon 1000 PC.
5- Espectroscopia Ultravioleta-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 espectrofotémetro, marca Perkin
Elmer, modelo Lambda 11, en el Departamento de Quimica de la Universidad de

Oriente, Laboratorio 331.
6- Espectroscopia de resonancia paramagnética electronica (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. Realizadas en el Departamento de Quimica de la
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Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.
Ensayo microbioldgico

Conocidas las caracteristicas de los compuestos sintetizados se tomaron los mas
apropiados, aquellos cuyos analisis quimicos indicaron la presencia de la cefalosporina,
el sulfatiazol y el cobre, se evalud la eficacia antibacteriana sobre bacterias Gram
positivas y Gram negativas certificadas por la Coleccion Americana de Especies y Tipos
ATCC (del inglés: American Type Culture Collection); estas cepas fueron: Klebsiella
pneumoniae ATCC 23357, Escherichia coli ATCC 11775, Bacillus subtilis ATCC 6051,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Salmonella enteritidis CDC 64, obtenidas del
Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos (CVCM) y Pseudomonas

aeruginosa donada por el Laboratorio de Bacteriologia del Hospital Dr. Julio Rodriguez.

Preparacion de las soluciones

Se prepararon soluciones madres de cada uno de los complejos obtenidos, de los
antimicrobianos comerciales y del cobre(ll), a una concentracion de 40 pg/ul. Para esto
se pesO 20 mg de cada complejo y se disolvieron en 0,5 ml de (DMSO0), en el caso de
los antimicrobianos comerciales, los 20 mg fueron disueltos en 0,5 ml de agua destilada

y los 20 mg de CuCl,-5H,0 se disolvieron en 0,5 ml de agua destilada.

Para la realizacion de la concentracion minima inhibitoria se prepararon diluciones a
partir de las soluciones madre de cada complejo tomando 250 pl y se mezcl6 con 250 pl
de DMSO para obtener una solucion 2 de concentracion 20 pg/pl. Se tomaron 250 pl de
la solucién 2 y se mezclaron con 250 pul de DMSO para obtener una solucion 3 de
concentracion 10 pg/ul, asi  sucesivamente hasta llegar a una solucion 5

de concentracion 2,5 pg/ul.

Preparacion de los discos

Se prepararon discos con papel de filtro Whatman N° 3 estériles de 5 mm de diametro.
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Con una pipeta automatica se impregn6 cada disco con 10 pl de las soluciones madre
para que cada uno tenga una concentracion de 400 pg/disco.

Para la concentracion minima inhibitoria se impregnaron los discos con 10 pl de las
diluciones preparadas para tener discos con concentraciones de 200, 100, 50 y 25
pg/disco, respectivamente.

Método de difusién en disco

A partir de un cultivo de 24 horas de crecimiento de cada cepa bacteriana, se inocul6 un
tubo con 4,5 ml de solucién salina fisiologica estéril, hasta alcanzar una turbidez dptica
comparable a la solucién patron McFarland 0,5. Luego, se impregno un hisopo estéril y
se rotd varias veces ejerciendo una ligera presién sobre las paredes del tubo para
eliminar el exceso de liquido. Se sembro sobre la superficie seca del agar Miiller Hinton
(E. Merck, Poros Todt, Alemania) contenido en una placa de Petri, pasando el hisopo
tres veces en direcciones perpendiculares por sobre toda la superficie del agar. Cada
placa fue colocada a 37°C por 10 minutos, para que la superficie del agar secara antes de
colocar los discos. Se colocaron los discos con ayuda de una pinza estéril sobre la
superficie del agar, ejerciendo una ligera presion para permitir un contacto uniforme.

Las placas se llevaron a una estufa para incubar a 37°C por 24 horas.

Este proceso se realiz6 para cada una de las cepas en estudio, utilizando los discos de
400 pg/disco de los compuestos sintetizados de cobre(ll), los discos de los
antimicrobianos comerciales de concentracion 400 pg/disco, y los discos de 400
pg/disco de CuCl,-5H,0. Para la concentracion minima inhibitoria se usaron los discos
de concentraciones 200, 100, 50 y 25 pg/disco de cada compuesto y de cada
antimicrobiano comercial, respectivamente (28,29).

La presencia de actividad antibacteriana de los compuestos se detectd por la aparicion de
halos de inhibicion alrededor del disco; la lectura se realizd tomando en cuenta la
concentracion del disco hasta la cual hubo inhibicion (CMI).
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Comparacion de la actividad antimicrobiana de los compuestos de cobre(ll) frente a los

antimicrobianos originales

La presencia de actividad antibacteriana de los compuestos y las cefalosporinas se
detectd por la aparicion de los halos de inhibicion alrededor del disco; la lectura de los
diametros de los halos se realizd utilizando una regla graduada y los valores se
expresaron en milimetros. Se hicieron comparaciones entre los antibiogramas de los
compuestos obtenidos y los antimicrobianos comerciales. Para el analisis de los datos

obtenidos, se utilizaron gréficas, fotos y cuadros comparativos (28).



RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis elemental

En la tabla 1, se muestran los analisis elementales de los complejos sintetizados, éstos
poseen buena correspondencia entre los valores experimentales (entre paréntesis) y los
valores calculados para cada uno de los compuestos. Los resultados demuestran que los
iones metalicos del cobre(ll) forman complejos con una relacion estequiométrica 1:1:1
con el antimicrobiano Y el sulfatiazol (stz) en su forma deprotonada, la Gnica excepcion

fue el complejo ceftriaxona donde el sulfatiazol (Hstz) aparece en su forma neutra.

Estudios realizados por Anacona y Alvarez (18), donde se sintetizaron complejos
metalicos con la cefazolina, corroboran los resultados obtenidos, donde el ligando
presenta dicha relacion estequiométrica con el metal utilizado y su comportamiento es

semejante (18).

Tabla 1. Analisis elemental de los compuestos de cobre(ll) sintetizados.

Compuestos % C % N %S
[Cu(cefazol)(stz)(H,0)]-2H,0 34,8 19,9 19,8
(35,0) (19,5) (20,3)
[Cu(cefalot)(stz)(H,0).] -8H,0 39,8 9,7 16,8
(40,1) (9,4) (17,1)
[Cu(cefotax)(stz)(H,0),]-H,0 39,1 14,8 16,2
(38,9) (14,5) (16,6)
[Cu(ceftria)(Hstz)]-7H, 0O 37,0 18,1 18,7
(37,2) (17,7) (18,4)
[Cu(cefepima)(stz)(H,O)CI]-4H,0 40,5 15,3 15,1
(40,3) (15,1) (15,4)

% C = porcentaje de carbono, % N = porcentaje de nitrégeno, % S = porcentaje de azufre, (valor
experimental).
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Medidas de susceptibilidad magnética

En la tabla 2 se aprecian los valores de susceptibilidad magnética (R) medidas por

unidad de volumen y la susceptibilidad especifica medida por gramos (Xg).

Tabla 2. Medidas de susceptibilidad magnética de los compuestos sintetizados.

Compuestos Masadela Ro R L(cm) Xg
muestra (mg)

[Cu(cefazol)(stz)(H,0)]-2H,0 53,6 -30 1270 1,6  7,70x10°

[Cu(cefalot)(stz)(H,0).] -8H,0 34,2 -30 152 1,6 1,78x10°®

[Cu(cefotax)(stz)(H20),.]-H,0O 26,1 -30 315 1,6 4,41x10°

[Cu(ceftria)(Hstz)]-7H,0 53,4 -30 70 1,7  6,64x107

[Cu(cefepima)(stz)(H,O)CI]-4H,0 48,9 -30 100 1,6 8,87x10”’

Ro: susceptibilidad magnética del tubo vacio, R: susceptibilidad magnética del tubo con muestra, L:
longitud de la muestra en el tubo, Xg: susceptibilidad especifica por gramos.

El i6n Cu?* presenta, en su Gltimo orbital electrénico, un electrén desapareado, el cual
hacen darle a R (medida de susceptibilidad magnética) un valor caracteristico (8, 18-27).

Las medidas de susceptibilidad permiten calcular los momentos magnéticos.

Momentos magnéticos

En la tabla 3 se muestran los momentos magnéticos calculados a partir de las medidas
de susceptibilidad magnéticas.
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Tabla 3. Momentos magnéticos (MB) de los compuestos de cobre(ll).

Compuestos Momentos magnéticos Momentos
calculados magnéticos tedricos
[Cu(cefazol)(stz)(H,0)]-2H,0 2,07 1,73
[Cu(cefalot)(stz)(H,0),] -8H,0 1,76 1,73
[Cu(cefotax)(stz)(H,0),]-H,0 2,08 1,73
[Cu(ceftria)(Hstz)]-7H,0 1,45 1,73
[Cu(cefepima)(stz)(H,O)CI]-4H,0 1,32 1,73

El momento magnético efectivo (uer) €S una medida de considerable interés para la
caracterizacion de los compuestos preparados. Conociendo este valor, se puede saber el
estado de oxidacion del metal, el cual va a depender del numero de electrones
desapareados que presenta el metal, ademas de su posible geometria estructural (8,18-
27). Los valores experimentales observados en los compuestos sintetizados estan por
encima o por debajo del valor tedrico del momento magnético sugiriendo una estructura

octaédrica para todos los complejos (17).

En los complejos preparados, el Cu®* es un i6n d° con un electrén desapareado. Los
momentos magnéticos medidos para cefazolina, cefalotina y cefotaxima se corresponden
con el momento magnético esperado para el ién Cu®*, los cuales sugieren una estructura
octaédrica para estos complejos. Los valores medidos para la ceftriaxona y cefepima
aparecen por debajo del valor esperado para sistemas con un electron desapareado. Estos
valores indican una fuerte energia de intercambio antiferromagnético entre metales

adyacentes que probablemente existen en estructuras poliméricas.

Medidas de conductividad molar

Para la ejecucion de estas medidas se prepararon soluciones de los compuestos de
cobre(l1) a concentraciones de 10 mol/l, empleando como solvente dimetilsulfoxido
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(18,27). La tabla 4 muestra los valores de conductividad eléctrica para los distintos

complejos sintetizados.

Tabla 4. Conductividad molar de los compuestos de cobre(ll).

Compuestos A(S.cm¥mol)*  Tipo de electrolito
[Cu(cefazol)(stz)(H,0)]-2H,0 18,43 No conductor
[Cu(cefalot)(stz)(H20),] -8H,0 19,05 No conductor
[Cu(cefotax)(stz)(H,0),]-H,0 17,05 No conductor
[Cu(ceftria)(Hstz)]-7H,0O 14,97 No conductor
[Cu(cefepima)(stz)(H,O)CI]-4H,0 11,86 No conductor

Siguiendo los criterios de Geary (30), los valores de conductividad molar muestran que
los compuestos sintetizados no conducen la corriente eléctrica cuando estan en solucion
de DMSO, por lo que se comportan como no electrolitos. Esto indica que dichos
compuestos no tienen iones disociables en su estructura que puedan ser desplazados por
el solvente; si los hay, deben estar formando parte de la esfera de coordinacion del

metal.

Espectroscopia infrarroja

En latabla 5, se resumen las principales bandas IR de las cefalosporinas (cefazolina,
cefalotina, cefotaxima, ceftriaxona y cefepima), y de los compuestos sintetizados.

Los espectros se muestran en las figuras 1 al 10 (anexos).

Los espectros infrarrojos de los antimicrobianos comerciales utilizados presentan bandas

de absorcién en un rango 1730 — 1780 cm™, correspondientes a la vibracion stretching
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C=0 del anillo lactamico y bandas entre 1640 — 1650 cm™ que corresponde al stretching
bandas a 1585 — 1620 cm™,

C=0 del grupo amida.

También,

presenta

Tabla 5. Principales bandas de IR de la cefazolina, cefalotina, cefotaxima, ceftriaxona,
cefepima y los compuestos de cobre(ll).

Compuestos v(C=0) v(C=0) v(CO0) v(COO) Av
lactamico  amida asimétrico  simétrico

Cefazolina 1765 1650 1585 1380 205
[Cu(cefazol)(stz)(H,0)]-2H,0 1750 1680 1580 1380 200
Cefalotina 1730 1650 1620 1400 220
[Cu(cefalot)(stz)(H,0) 5] -8H,0 1740 1640 1615 1410 205
Cefotaxima 1780 1640 1590 1375 215
[Cu(cefotax)(stz)(H,0),]-H,O 1780 680 1560 1350 210
Ceftriaxona 1744 1647 1610 1398 212
[Cu(ceftria)(Hstz)]-7H,0O 1770 1660 1550 1350 200
Cefepima 1750 1650 1610 1390 220

1730 1650 1600 1400 200

[Cu(cefepima)(stz)(H,O)Cl]-4H,
@)

v: stretching

correspondiente al stretching asimétrico del grupo carboxilato y otras a 1375 -1400 cm™

que corresponden al stretching simétrico del grupo carboxilato.

Los compuestos de cobre(ll) presentan bandas de absorcion muy cercanas a las de los

antimicrobianos de origen comercial, con algunas diferencias en la intensidad, ademas

de algunos ligeros desplazamientos de la posicion de las bandas, en relacion con las

bandas del ligando. Esto se debe a que las frecuencias vibracionales del ligando varian

cuando coordinan al metal, presentando pequefias diferencias entre los nUmeros de onda

del ligando libre, con respecto a los compuestos de cobre(l1). Los espectros obtenidos de
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los compuestos de cobre(ll) con cefazolina, cefalotina, cefotaxima, ceftriaxona,
cefepima con sulfatiazol, sefialan que la separacion (v(COQ)asimétrico - v(COO)
simétrico) del grupo COO es mayor de 200 cm™ sugiriendo enlace monodentado de este

grupo en todos los compuestos betalactamicos (figuras 5 a 9).

Para el compuesto [Cu(cefazol)(stz)(H,0)]-2H,0, se sugiere una estructura octaédrica
en donde la cefazolina se comportaria como un ligando tetradentado monoaniénico. El

Hstz participa posiblemente como un ligando monodentado monoanidnico (stz).

Figura 5. Estructura sugerida para el compuesto [Cu(cefazol)(stz)(H.0)]-2H,0

Para el compuesto [Cu(cefalot)(stz)(H,0),]-8H,0, se sugiere una estructura octaédrica
en donde la cefalotina se comportaria como un ligando tridentado monoaniénico. El

Hstz participa posiblemente como un ligando monodentado monoanionico.

@
I

,_{\O—C—CH3
s N-coo
N l OH,

" '

N0 -Cu— stz

NH

# |
0=C OH,
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Figura 6. Estructura sugerida para el compuesto [Cu(cefalot)(stz)(H,0O),]-8HO0.
Para el compuesto [Cu(cefotax)(stz)(H20).]-H,0, se sugiere una estructura octaédrica
en donde la cefotaxima se comportaria como un ligando tridentado monoanionico. El

Hstz participa posiblemente como un ligando monodentado monoaniénico.

O

]
O—C—CH,
s" D»-coo
N

| OH,
\\O—Cu£ stz
| g
NH,
C N=/

N

OMe

NH
H2

O
T
7O\

PN

Figura 7. Estructura sugerida para el compuesto [Cu(cefotax)(stz)(H.0)2]-H-O.

Para el compuesto [Cu(ceftria)(Hstz)]-7H, 0O, se sugiere una estructura octaédrica donde
la ceftriaxona se comportaria como un ligando tetradentado dianionico y el Hstz como

un ligando monodentado neutro.

S :
e \V'“IO
/_4- Me""N\N 230
s d>-coo /
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Cc=0 Hstz
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Figura 8. Estructura sugerida para el compuesto [Cu(ceftria)(Hstz)]-7H0.

Para el compuesto [Cu(cefepima)(stz)(H,O)CI]-4H,0O, se sugiere una estructura
octaédrica donde la cefepima se comportaria como un ligando tridentado zwitterionico.
El Hstz se asume que se comporta como un ligando monodentado monoaniénico. El idn
cloruro se sitia en la esfera de coordinacion atendiendo a que el compuesto es no

conductor.

O:=C|: _/NH2 <
C N
N7 NS
T,
OMe

Figura 9. Estructura sugerida para el compuesto [Cu(cefepima)(stz)(H,O)CI]-4H,0.

Espectroscopia ultravioleta — visible (UV - visible)

En la tabla 6 se resumen las transiciones de los espectros UV-visibles de la cefazolina,
cefalotina, cefotaxima, ceftriaxona, cefepima, sulfatiazol y sus compuestos de cobre(ll)

sintetizados.

Tabla 6. Resumen de los espectros UV- visible de la cefazolina, cefalotina, cefotaxima,
ceftriaxona, cefepima y los compuestos de cobre(ll).

Transiciones electronicas (nm)

Compuestos En el ligando d-d

Cefazolina 270-300-370

[Cu(cefazol)(stz)(H,0)]-2H,0 280-310-360 770
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Continuacion. Tabla 6.

Transiciones electronicas (nm)

Compuestos En el ligando d-d
Cefalotina 265-285-325
[Cu(cefalot)(stz)(H,0),]-8H,0 270-300-330 770
Cefotaxima 260-310-360
[Cu(cefotax)(stz)(H20),.]-H,0O 280-330-370 770
Ceftriaxona 305-350-390
[Cu(ceftria)(Hstz)]- 7H,0 300-360-390 770
Cefepima 300-330-340
[Cu(cefepima)(stz)(H,O)CI]-4H,0 310-340-380 770

En los anexos 11 al 20 se muestran los espectros electronicos de los complejos de Cu?*,
los cuales presentan una banda a 770 nm que probablemente son transiciones d-d

debidas al metal.

Espectroscopia de resonancia paramagnética electronica (RPE)

La resonancia del spin electronico o resonancia paramagnética electronica (RPE) es una
técnica que se centra en el estudio de todas aquellas especies que presentan uno 0 mas
electrones desapareados. El origen de esta técnica reside en el spin del electrdn
desapareado y su momento magnético asociado. La condicion resonante es hv = g upB.
El valor del factor g se determind desde el espectro considerando B (intensidad del

campo magnético) y v (frecuencia utilizada en el espectrémetro).
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Los compuestos de cobre(l1) al contener iones d® con un electron desapareado, deberian
mostrar sefial en el espectro RPE. (anexo 21 y anexo 22). Los espectros muestran una
curva isotropica de absorcion sin una clara estructura hiperfina debida a la posible
interaccion de los electrones desapareados con el &tomo de cobre(l1) de spin nuclear | =
3/2.

El complejo de cefotaxima presenta un ancho de banda aproximada de 1170 Gauss, con
una componente paralela centrada a 3240 Gauss y una componente perpendicular

centrada a 3414 Gauss.

El complejo de cefalotina posee un ancho de banda aproximada de de 1300 Gauss, con
una componente paralela que muestra levemente parte de la estructura hiperfina con un
amplitud de 140 Gauss. La componente paralela esta centrada a 3285 Gauss mientras

que la componente perpendicular esta centrada en 3457 Gauss.
Actividad bioldgica

Segun el método de difusion en disco, los resultados obtenidos en la actividad bioldgica
de la cefazolina, cefalotina, cefotaxima, ceftriaxona, cefepima y los complejos formados
permiten afirmar que poseen actividad antibacteriana sobre las diversas cepas. La tabla 7
muestra la actividad antibacteriana de las cefalosporinas nombradas, el sulfatiazol y sus

compuestos de Cu?*.

Tabla 7. Didmetros de inhibicion (mm) producidos por la cefazolina, cefalotina,
cefotaxima, ceftriaxona, cefepima y los compuestos de cobre(ll) sintetizados, sobre las
especies bacterianas.

Q ) o 2

S 2 e " é 2
Compuestos 2 _ & = 3 > =

% S c 5 5 S 5

S °© o R @ = 2

(@) L wn o %) N4 m
Cefazolina 400 33 36 0 34 35 57
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[Cu(cefazol)(stz)(H,0)]-2H,0 400 26 27 0 32 30 47
Continuacién. Tabla 7.
O K%) © 2
2 = 4 g
Compuestos 8 = £ n = 2
(=) = o> > S =
3 ] =] =} [ ) B
&) () c = > = >
S o @ & T o >
(&} i 2 o 1%} N o
Cefalotina 400 19 29 0 27 33 40
[Cu(cefalot)(stz)(H,0),]-8H,0 400 0 21 0 17 24 31
Cefotaxima 400 40 37 23 18 39 36
[Cu(cefotax)(stz)(H,0),]-H,O 400 25 29 10 15 18 23
Ceftriaxona 400 35 38 35 25 40 43
[Cu(ceftria)(Hstz)]-7H,0 400 30 31 16 11 26 28
Cefepima 400 7 25 0 0 25 30
[Cu(cefepima)(stz)(H,0)CI]-4H,0 400 24 24 8 20 15 27

El complejo [Cu(cefazol)(stz)(H,0)]-2H,O present6 actividad antimicrobiana frente a

las cepas de E. coli, S enteritidis, S. aureus, K pneumoniae y B. subtilis, pero no mayor

a la actividad del antibiético original. Este complejo no tuvo actividad frente a la cepa de

P. aeruginosa, esto se debe a su resistencia natural o adquirida para las cefalosporinas de

primera y segunda generacion .

El complejo [Cu(cefalot)(stz)(H,0),]-8H,0 presentd actividad frente a las cepas de S.

enteritidis, S. aureus, K. pneumoniae y B. subtilis y actividad nula frente a las cepas de

E. coli y P. aeruginosa. La actividad de este complejo fue menor a la actividad del

antibiotico original.
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Las cepas de E. coli, S. enteretidis, K. pneumoniae, B. subtilis y P. aeruginosa utilizadas
no mostraron actividad antibacteriana frente a el CuCl,-5H,0, sugiriendo asi que el

metal actla como un ligando.

Los complejos [Cu(cefotax)(stz)(H20),]-H,O y [Cu(ceftria)(Hstz)]-7H,O tuvieron una

actividad antimicrobiana menor en comparacion a los antibioticos originales.

El complejo [Cu(cefepima)(stz)(H,O)CI]-4H,O fue efectivo frente a las cepas de S.
enteritidis, K pneumoniae y B. subtilis, pero de menor actividad frente al antibidtico
original. Fue més efectivo que el antimicrobiano original frente a las cepas de E. coli, P.
aeruginosa y S. aureus alcanzando indices de sensibilidad mayor a un 100% con

respecto al antimicrobiano original (figuras 10,11 y 12).

Cefepima [Cu(cefepima)(stz)CI]-5H,0

Figura 10. Halos de inhibicién de la cefepima y [Cu(cefepima)(stz)(H,O)CI]-4H,0
frente a la cepa de Escherichia coli ATCC 11775.
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Cefepima [Cu(cefepima)(stz)CI]-5H,0

Figura 11. Halos de inhibicion de la cefepima y [Cu(cefepima)(stz)(H,0)ClI]-4H,0
frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa.

Cefepima [Cu(cefepima)(stz)CI]-5H,0

Figura 12. Halos de inhibicion de la cefepima y [Cu(cefepima)(stz)(H,O)CI]-4H,0
frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Concentraciéon minima inhibitoria de los antimicrobianos comerciales y de los

compuestos de cobre(ll).

En la tabla 8, se muestran los resultados obtenidos para la prueba de sensibilidad a

diferentes concentraciones.

Tabla 8. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de los compuestos sintetizados.
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Compuestos

Conc
ng/disco

E. coli
11775

S. enteritidis
CDC 64

P. aeruginosa.

S. aureus
29213

K. pneumoniae

23357

B. subtilis
6051

Cefazolina

400

200

100
50
25

CMI

CMI

CMI

CMI

CMI

[Cu(cefazol)(stz)(H,0)]-2H,0

400

200

100
50
25

CMI

CMI

CMI

CMI

CMI

Cefalotina

Continuacién. Tabla 8.

400

200

100
50
25

CMI

CMI
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50
25

[Cu(cefepima)(stz)(H,0O)CI]-5H,0 400 CMI CMI
200 - - CMI CMI CMI
100 - - - - -

50

25 CMI

... . Hubo inhibicion, - : Resistencia, CMI : Concentraciéon minima inhibitoria

El complejo [Cu(cefazol)(stz)(H,0)]-:2H,O presentd una concentracibn minima
inhibitoria de < 100 pg/disco frente a E. coli, S. enteritidis y K. pneumoniae; de < 50

pg/disco frente a S. aureus y B. subtilis y actividad nula frente a P. aeruginosa.

El complejo [Cu(cefalot)(stz)(H20),]-8H,O presentd una minima concentracion
inhibitoria de < 25 pg/disco frente a K. pneumoniae y B. subtilis; de < 100 pg/disco
frente a S. aureus; de <200 pg/disco frente a S. enteritidis y actividad nula frente a E.

coliy P. aeruginosa.

El complejo [Cu(cefotax)(stz)(H.0),]-H,O presentd una concentracion minima
inhibitoria de < 100 pg/disco frente a E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae y B.

subtilis, y de <100 pg/disco frente a S. enteritidis y S. aureus.

El complejo [Cu(ceftria)(Hstz)]-7H,O presentd una concentracion minima inhibitoria de
< 200 pg/disco frente a E. coli y S. enteritidis y de < 100 pg/disco frente a P.

aeruginosa, S. aureus, K. pneumoniae y B. subtilis.

El complejo [Cu(cefepima)(stz)(H,O)CI]-4H,O presentd una concentracion minima
inhibitoria de < 400 pg/disco frente a S. enteritidis P. aeruginosa; de < 100 pg/disco

frente a S. aureus, K. pneumoniae y B. subtilis, y de <25 ug/disco frente a E. coli.



CONCLUSIONES

Se prepararon cinco nuevos compuestos de cobre(ll) que contienen sulfatiazol y
cefalosporinas (cefazolina, cefalotina, cefotaxima, ceftriaxona o cefepima). Basados en
sus comportamientos espectroscopicos Yy fisicoquimicos, se sugieren estructuras

octaédricas para los complejos.

Para el compuesto [Cu(cefazol)(stz)(H,0)]-2H,0, se sugiere una estructura octaédrica
en donde la cefazolina se comporta como un ligando tetradentado monoanionico. El

Hstz participa como un ligando monodentado monoanionico (stz).

En el complejo [Cu(cefalot)(stz)(H,0),]-8H,0 y [Cu(cefotax)(stz)(H,0).]-H.0, la
cefalotina y la cefotaxima se comportan como ligandos tridentados monoanionicos. El

Hstz participa como un ligando monodentado monoanionico.

En el complejo [Cu(ceftria)(Hstz)]-7H,0, la ceftriaxona se comporta como un ligando

tetradentado dianiénico y el Hstz como un ligando monodentado neutro.

En el complejo [Cu(cefepima)(stz)(H,O)CI]-H,O, la cefepima se comporta como un
ligando tridentado zwitterionico. ElI Hstz se comporta como un ligando monodentado
monoanidnico. El ion cloruro se sitda en la esfera de coordinacién atendiendo a que el

compuesto es no conductor.

Todos los complejos mostraron una menor actividad antibacteriana con respecto a la
cefalosporina  original, siendo la Unica  excepcion el complejo
Cu(cefepima)(stz)(H,O)CI]-5H,0, el cual mostré una mejor actividad frente a E. coli y,

especialmente, ante P. aeruginosa y S. aureus, donde la cefepima era inactiva.
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