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RESUMEN

Se hizo reaccionar la cefazolina sédica de tipo comercial en diferentes relaciones
molares antibidtico: metales de transicion, para formar complejos polinucleares, y
estudiar su actividad antibacteriana contra bacterias sencibles a la cefazolina de tipo
comercial. Los complejos sintetizados son: dinucleares
[Niy(cefazolinato)(OH)3;(H2O);] 'y [Cua(cefazolinato)(Ac);(H,0),2],  trinuclear
[Cu30;(cefazolinato)(OH)(H20)9], tetranucleares
[Cos(cefazolinato)(Ac)(OH)s(H20)12] v [Fes(SO4)(OH)s(H,0);], ademas de Ilos
complejos mononucleares [Mn(cefazolinato)(OH)(H20)14] y
[Ni(cefazolinato)(OH)(H,0);]. Todos fueron caracterizados por analisis elemental,
susceptibilidad magnética, momento magnético, espectroscopia ultravioleta visible
(UV-Vis), espectroscopia infrarroja (IR) y conductividad molar. La actividad
antibacteriana de los compuestos sintetizados fue ensayada frente a las cepas
certificadas S. aureus (ATCC 25923), E. coli (ATCC 25922), K. pneumoniae (ATCC
700603), S. enteritidis (ATCC 497) y P. aeruginosa (ATCC 27853), utilizando
pruebas de difusion en agar a una concentracion de 400ug/disco y variando la
concentracion de los complejos. Los antibiogramas mostraron que los complejos

[Niy(cefazolinato)(OH);(H,0)/], [Mn(cefazolinato)(OH)(H0)4] y
[Ni(cefazolinato)(OH)(H,0)7], poseen actividad inhibitoria frente a algunas de las
cepas certificadas ensayadas; mientras que los complejos
[Cuy(cefazolinato)(Ac);(H,0)12], [Cu30;(cefazolinato)(OH)s(H,0)o],

[Cos(cefazolinato)(Ac)(OH)s(H20)o], [Fea(SO4)(OH)¢(H,0)7] no mostraron actividad
resaltante  frente a tales cepas. Se aprecia que el complejo de
[Niy(cefazolinato)(OH);(H,O);] mostré un halo de inhibicion contra la cepa de P.
aeruginosa (ATCC 27853), donde la cefazolina comercial es inactiva; mientras que,
el complejo de [Mn(cefazolinato)(OH)(H,0)14] superd levemente la actividad del
antibiotico frente a la cepa S. aureus (ATCC 25923).

vi



INTRODUCCION

Los microrganismos que producen las diversas variedades de antibioticos se
encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, donde juegan un papel muy
importante en el control de las poblaciones microbioldgicas del suelo, el agua y hasta
del estiércol (1). Los antibidticos son productos del metabolismo secundario de
diversos microrganismos que participan en procesos ecoldgicos de competencia por
medios nutricionales y representan un ejemplo de diferenciacion y especializacion
microbiana. Es obvio que los microorganismos productores de antibidticos también
posean mecanismos de resistencia a los mismos antibidticos que producen.
Paralelamente, en esta competencia dindmica, otros microorganismos han
desarrollado sus propios mecanismos de resistencia o los han adquirido directamente

de los microorganismos productores de antibidticos (2).

Desde su introduccion como drogas, hace unos sesenta afos, los agentes
quimioterapéuticos antimicrobianos, incluyendo antibioticos, algunos naturales, otros
semisintéticos, o sintéticos, como las sulfonamidas y las quinolonas, han jugado un
papel esencial, junto con medidas preventivas como la vacunacion, en la disminucion
de la morbilidad y la mortalidad causadas por las enfermedades infecciosas. Sin
embargo, el amplio uso, mal uso y abuso de los antibidticos, no solamente en el
tratamiento y la prevencion de infecciones bacterianas en el ser humano sino, también
en medicina veterinaria, como promotores de crecimiento en la produccion animal y
en agricultura, han ejercido una inmensa presion de seleccion para el surgimiento y la

diseminacion de los mecanismos de resistencia entre diversas poblaciones bacterianas

2).

La resistencia a multiples sustancias es un problema de salud ptblica que se viene
observando a nivel mundial después de la aparicion de los antibidticos. El uso
indiscriminado de los antibidticos ha generado una respuesta de supervivencia en
microorganismos que los capacita para evadir con eficiencia la accidon bactericida de

algunos agentes (3).



Uno de los elementos fundamentales en el desarrollo de una estrategia de prevencion,
es la vigilancia del incremento de la resistencia bacteriana y recopilacion de
informacion en forma sistematica. Esta informacion resulta esencial, no solamente
para determinar la magnitud del problema, identificar los principales
microorganismos responsables de infecciones intrahospitalarias, identificar la utilidad
real de los diversos antibidticos de mayor uso en el medio social, sino también, para
poder definir lineas de accion y estrategias en el uso de antibidticos en un futuro

inmediato (2).

La resistencia bacteriana es la capacidad que tiene la bacteria de sobrevivir en
presencia de un antibidtico y representa una ventaja para expandir su nicho ecolégico
y posibilitar su proliferacion, ya sea en nosocomios o el ambiente. Esto reduce las
opciones terapéuticas, lo que repercute directamente en el éxito de la terapia
antimicrobiana para combatir las infecciones secundarias producidas por estos
patogenos, ademds de provocar elevados indices de morbilidad, mortalidad y costos
hospitalarios (4). Sin duda, es preocupante el incremento constante en la resistencia a
antibidticos betalactamicos en bacterias Gram positivas, particularmente a la
oxacilina en Staphylococccus, asi como a la amikacina, ceftazidima, cefotaxima y
ciprofloxacina en bacilos Gram negativos y, muy especialmente, la resistencia a

imipenem en Pseudomonas aeruginosa y Actinobacter baubannii (2).

Gracias al desarrollo tecnoldgico disponible en la actualidad pueden conocerse en
forma mas precisa y estrecha la fisiologia y la estructura molecular de los agentes
causantes de infecciones producidas por las bacterias. Esto facilitard el disefio de
nuevos y mejores farmacos dirigidos a blancos previos y otros que inhiban de manera
especifica el crecimiento bacteriano. Por otra parte, aunque no todas las
herramientas moleculares novedosas se han usado ampliamente en el campo de la
resistencia bacteriana, los estudios realizados hasta el momento proporcionan datos
epidemioldgicos para la deteccion rapida y oportuna de genes contenidos en

bacterias multirresistentes, de tal modo que sea posible un diagnostico y un

2



tratamiento mas efectivos. Sin embargo, un hecho importante que debe considerarse
es la prevencion del surgimiento de bacterias resistentes a los antibidticos mediante el
uso prudente de antibidticos y asi prolongar la efectividad de los medicamentos

disponibles en la actualidad (5).

El antibiotico empleado con fines terapéuticos, se considera ideal si cumple con
ciertas propiedades: a) la toxicidad selectiva es esencial, debe inhibir o destruir al
patdégeno sin dafiar al hospedero, b) debe tener una accidon bactericida mas que
bacteriostatica. Los agentes bactericidas matan a los microorganismos; sin embargo,
los bacteriostaticos solo inhiben su desarrollo y se basan en los mecanismos del
hospedero para la erradicacion final de la infeccion. Esta diferencia entre los agentes
bactericidas y bacteriostaticos es particularmente importante cuando las defensas del
hospedero estan comprometidas; c) el agente quimioterapéutico ideal es aquel para el
cual los microorganismos susceptible no se vuelven genética o fenotipicamente
resistentes; d) es deseable que el agente sea efectivo contra un amplio espectro de
microorganismos; ) el agente ideal no debe ser alergénico, ni tampoco causar efectos
colaterales adversos por la administracion continua de grandes dosis; f) debe
mantenerse activo en presencia de plasma, liquidos corporales o exudados; g) debe
ser soluble en agua, estable y alcanzar los niveles bactericidas en el organismo con

rapidez y mantenerse por periodos prolongados (6).

La clasificacion de los antibioticos se realiza siguiendo diversos criterios. Segin su
origen se clasifican en: biologicos, sintéticos y semisintéticos. Segin su actividad
sobre las bacterias tenemos: bacteriostaticos, bactericidas y bacterioliticos. Otro
criterio es segun su espectro de accion que los clasifica en: los antibidticos de

espectro reducido y de espectro amplio (7).

El mas habitual los agrupa en funcidén de su estructura quimica en: betalactdmicos,
quinolonas, aminoglucosidos, sulfamidas, macrélidos, entre otros. Y segun el

mecanismo de accion sobre las estructuras celulares de la bacteria, se encuentran: a)



Los agentes que activan la sintesis de enzimas que interrumpen la biosintesis de las
paredes de la célula bacteriana, b) Agentes que actuan en forma directa sobre la
membrana celular de los microorganismos, c¢) Los agentes que afectan la funcion de
los ribosomas para causar una inhibicion reversible de la sintesis proteica, d) Agentes
que se unen a las subunidades ribosomales 30S y alteran la sintesis de proteinas, e)
Agentes que afectan la sintesis de los acidos nucleicos, f) Los antimetabolitos que
bloquean pasos metabdlicos importantes y especificos que son esenciales para los
microorganismos y g) Analogos de los acidos nucleicos que se unen a las proteinas
que son esenciales para la sintesis del acido desoxirribonucleico, deteniendo asi su

replicacion (7).

Entre los antibidticos mas empleados se encuentra el grupo de los betalactamicos, los
cuales actuan sobre la biosintesis de la pared celular, este grupo incluye una
numerosa y creciente familia integrada por las penicilinas, cefalosporinas, clavamas
(4cido clavulanico), monobactamas y carbapenemas; y en su estructura son similares,
debido a que se caracterizan por poseer el anillo betalactdmico constituido por tres

atomos de carbono y un atomo de nitrogeno (figura 1) (8).

——NH

0

Figura 1. Anillo betalactamico.

La base estructural de las cefalosporinas lo constituye el acido 7-
aminocefalospordnico, resultado de la fusion de los anillos betalactdmico y
dihidrotiacinico. =~ Su actividad antibidtica se asocia directamente al anillo
betalactamico, especificamente a la reactividad a través del carbono carbonilico. El
grupo carboxilo, las insaturaciones en el anillo dihidrotiacinico y la presencia de

radicales amino en la posicién 7, también constituyen elementos estructurales
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importantes en su accionar antibacteriano. Las modificaciones en el radical amino
del carbono 7 y la existencia de sustituyentes en el carbono 3, condicionan las
propiedades moleculares y dan lugar a una gran variedad de cefalosporinas. La fusion
de un anillo betalactdmico con un anillo dihidrotiazinico, constituyen el nicleo cefem

(figura 2) (9).

S

o /—N / R,

Figura 2. Nucleo de las cefalosporinas.

Las cefalosporinas presentan muy buena difusion a organos, tejidos y liquidos
organicos. Su toxicidad es baja, de ahi su amplia utilizacion, incluso en el embarazo y
la lactancia. Se contraindica utilizarlas si existe antecedentes de shok anafilactico, con
la penicilina o ingestiéon de bebidas alcohodlicas durante el tratamiento y después de
cinco dias de terminado el mismo (10). Respaldadas en su baja toxicidad, su amplio
espectro y efectividad, es la familia de antibidticos mas utilizada en la practica

médica. Las cefalosporinas se han dividido en grupos o generaciones (10).

Las cefalosporinas de primera generacion fueron aprobadas para su uso clinico desde
1973. Son las mas activas frente a la mayoria de los cocos Gram positivos aerobios,
incluyendo S. aureus meticilinosensible (11). Son utilizadas en el tratamiento para S.
aureus y en infecciones por estreptococos no enterococos (si se desea no administrar
penicilinas), ademds poseen actividad moderada contra algunos bacilos Gram

negativos, excepto Pseudomonas sp., Serratia sp. y Acinetobacter sp., entre otros.



Dentro de este grupo estan: cefalotina, cefazolina, cefapirina, cefalexina, entre otros

(11, 12).

Las cefalosporinas de segunda generacion son utilizadas desde 1979. Tienen menor
actividad frente a Staphylococcus spp. meticilinosensible, pero son mas activas frente
a algunos Gram negativos (12). Dentro de este grupo tenemos: cefuroxima,
cefamandol, cefoxitina, cefaclor, cefprozilo, entre otros (13). La caracteristica
microbioldgica definitiva de las cefalosporinas de segunda generacion es su actividad
sobre Haemophylus influenzae, Moraxella catarrhalis, Neisseria meningitidis y

Neisseria gonorrhoeae (14).

Las cefalosporinas de tercera generacion se utilizan en la practica médica desde 1980,
siendo altamente activas contra microorganismos Gram negativos. Los compuestos
de esta generacion se caracterizan por presentar en el carbono 7 del nucleo cefem la
presencia de un anillo 2-aminotiazolil como cadena lateral, lo que eleva su actividad
sobre miembros de la familia Enterobacteriaceae (15). Ceftizoxima, cefotaxime y
cefoperazona son las cefalosporinas de tercera generacion con mayor actividad frente
a Staphylococcus aureus meticilinosensible, Streptococcus pyogenes y Streptococcus
pneumoniae son sensibles a los agentes de esta generacion. Solo cefoperazona y
ceftazidima son activas frente a Pseudomonas aeruginosa. Las cefalosporinas de esta
generacion tienen una actividad variable frente a anaerobios, siendo cefotaxima y

ceftizoxima los mas activos frente a Bacteroides fragilis (12).

Las cefalosporinas de cuarta generacion son las de mas reciente aparicion (1992). Su
actividad es similar a las cefalosporinas de tercera generacion frente a Gram
negativos productores de betalactamasas plasmidicas clasicas (E. coli, P. mirabilis, K.
pneumoniae, Salmonella spp.), y frente a P. aeruginosa. También son activas frente
a cepas productoras de algunas betalactamasas de espectro ampliado, pero son
hidrolizados por otras. Dentro de este grupo se pueden encontrar cefepima y

cefpiroma (11-12, 15).



La cefazolina forma parte de las cefalosporinas de primera generacion, ejerce una
adecuada actividad contra las bacterias Gram positivas y una actividad relativamente
moderada contra los microorganismos Gram negativos. Es relativamente bien
tolerada después de su administracion intramuscular o intravenosa, siendo preferida
por su vida media apreciablemente prolongada, ya que puede ser administrada con

menor frecuencia (Figura 3) (16, 17).

N/\
N
N§N/ “,
‘ S
0 N / S4< Y
Ve \
0 OH

Figura 3. Estructura de la cefazolina.

En términos generales, los principales mecanismos de resistencia a antibioticos en
Gram negativos son: la modifcacion enzimatica del antibidtico, cuando las bacterias
expresan enzimas capaces de crear cambios en la estructura del antibiotico haciendo
que éste pierda su funcionalidad. Las betalactamasas son proteinas capaces de
hidrolizar el anillo betalactimico que poseen los antibidticos de esta familia. De igual
forma, las enzimas modificadoras de los aminoglucésidos son capaces de modificar
estos antibidticos mediante reacciones de acetilacion, adenilacion y fosforilacion (18,
19). Por la produccion de bombas de expulsion: operan tomando el antibidtico del
espacio peripldsmico y expulsandolo al exterior, con lo cual evitan que llegue a su
sitio de accion. Tambien por cambios en la permeabilidad de la membrana externa: las

bacterias pueden generar cambios de la bicapa lipidica, aunque la permeabilidad de la
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membrana se ve alterada, principalmente, por cambios en las porinas. Las porinas
son proteinas que forman canales llenos de agua embebidos en la membrana externa
que regulan la entrada de algunos elementos, entre ellos, los antibioticos (20). Y por
ultimo, alteraciones del sitio de accion: las bacterias pueden alterar el sitio donde
el antibidtico se une a la bacteria para interrumpir una funcion vital de ésta. Este
mecanismo es, principalmente, utilizado por las bacterias Gram positivas, las cuales
generan  cambios estructurales en los sitios de accion de los antibidticos

betalactdmicos a nivel de las proteinas unidoras de penicilinas (21).

La prevalencia de resistencia entre las enterobacterias es alta en todo el mundo y la
produccion de betalactamasa de espectro extendido (BLEE) constituye el mecanismo
mas importante y un serio problema que afecta el uso de varios betalactamicos
incluyendo cefalosporinas de tercera generacion. Ademas, los genes que codifican
estas enzimas pueden ser trasmisibles por plasmidos y por lo general se acompafian

de co-resistencias frente a otros antibioticos, limitando las opciones terapéuticas (22).

Una misma bacteria puede desarrollar varios mecanismos de resistencia frente a uno
o varios antibioticos y del mismo modo un antibiotico puede ser inactivado por
distintos mecanismos de resistencia segin las especies bacterianas, lo cual complica
sobremanera el estudio de la resistencia de las bacterias a los distintos
antimicrobianos. Un ejemplo reciente, es el descubrimiento de una nueva bacteria
resistente a los antibioticos P-lactamicos en India, Pakistan e Inglaterra. Los
investigadores han descubierto un nuevo gen llamado metallo-betalactamasa de
Nueva Delhi, (NDM-1), en pacientes de Asia y el Reino Unido, que hace a las
bacterias resistentes a la mayoria de los antibioticos betalactamicos, incluida la clase
mas fuerte, llamada carbapenémicos, no habiendo nuevos fairmacos para combatirlo.
Con el auge de los viajes internacionales, los cientificos temen que esta nueva

superbacteria se extienda pronto por todo el mundo (23).

La resistencia multiple en Gram negativos es producto de una combinacion de



mecanismos de resistencia, algunos de ellos inherentes a la especie (resistencia
intrinseca o natural) y otros adquiridos (resistencia adquirida por elementos moviles
como plasmidos y transposones), que finalmente se manifiestan como resistencia a

una amplia gama de antibioticos (18).

Desde el punto de vista clinico, es de gran importancia y a la vez preocupante que las
bacterias con el tiempo se vuelvan resistentes a los antibidticos. Esta creciente
resistencia de las bacterias a los antibidticos, en general, ha hecho renacer el interés
en los tratamientos de las infecciones. Por ejemplo, la resistencia a la penicilina viene
seguida a menudo por la resistencia a otros antibiodticos, tales como: cloranfenicol,
sulfamidas y tetraciclinas (24). Por ello se han iniciado numerosas investigaciones
donde se sintetizan nuevos derivados betalactamicos, tomando como referencia

modificaciones estructurales de la molécula original (25-30).

Con la finalidad de comprender mejor las interacciones de los antibidticos con iones
metalicos, se ha evaluado la capacidad de diferentes antibidticos para unirse a iones
metalicos para formar complejos, que en algunos casos, han logrado superar la
actividad bactericida del compuesto original (25- 30). La interaccidon entre iones
metalicos y antimicrobianos constituye un atractivo campo de estudio. Los iones
metalicos pueden ser enlazados al igual como lo hacen las proteinas, enzimas, acidos
nucleicos y otros bioligandos para formar complejos. La formacion de un complejo
metalico es una manera simple de modificar las propiedades toxicoldgicas y

farmacoldgicas de un antimicrobiano (31).

Los complejos metalicos de cefalexina, cefazolina, cefepime, entre otros, han
mostrado mayor actividad antibacteriana in vitro, al compararlos con el antibiotico
comercial (400 pg) (25-29). La capacidad de los antibidticos de formar complejos
con iones metalicos, se podria utilizar también en el tratamiento de problemas
causados por la presencia de elementos toxicos. Tal es el caso del mal de Wilson, que

es una afeccion genética que involucra la acumulacion de cantidades excesivas de
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cobre en el organismo. Se han empleado muchos agentes complejantes para eliminar
el exceso de cobre, pero uno de los mejores es la D-penicilamina,
HSC(CH3),CH(NH,)COOH. Este agente complejante forma un complejo polinuclear

con los atomos de cobre cuya estructura cristalina fue analizada con rayos X (32)
(figura 4).

Copperfil)

Carbon
Nitrogemn

ceec QR G

Figura 4. Estructura cristalina del complejo de cobre con D-penicilamina

En un estudio preliminar, la actividad bactericida de los complejos mononucleares
formados con cefazolina, fue ensayada frente a las cepas de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis y Salmonella
enteritidis, utilizando los métodos de concentracion minima inhibitoria y difusion en
agar. Los resultados mostraron que los complejos de cobre(Il), cobalto(II), zinc(II),
niquel(Il) y plata(Il) presentan mayor actividad bactericida que la cefazolina libre
(26). La caracterizacion de los complejos, realizada a través de métodos

fisicoquimicos y espectroscopicos sugiere para ellos, la estructura de la figura 5.
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Figura 5. Formula estructural de los complejos mononucleares de cefazolina.

En un estudio posterior, al hacer reaccionar la 2,6-diacetil piridina con la hidracina se
obtuvieron los compuestos 2,6-bis(hidracino)piridina 'y la 2-hidracino-6-
acetilpiridina, los cuales se hicieron reaccionar con cefazolina comercial para formar
los ligandos bases de Schiff: HL1, desde la reaccién de condensacion entre 2,6-
bis(hidracino)piridina y cefazolina y HL2, desde la reaccion de 2-hidracino-6-
acetilpiridina con cefazolina. La reaccion de los ligandos bases de Schiff con los
metales de transicién en una relacion molar 1:1 produce complejos de diferentes
nuclearidades:[Mn(L1)(H,O);]-PFs-MeOH- 15H,0,

[Ni3(L1)(OMe);(H20)7(SO4)]-PFs-MeOH- 13H,0,

[Cus(L2)(OMe)4(H20)3(SO4)2]-PFs,  [Cos(L2)(OMe)s(H20)4]PF6.3MeOH.H,O  y
[Zn3(L2)(OMe)s(H,0)4]-PFs-MeOH.  Los  compuestos  preparados  fueron
caracterizados mediante analisis elemental, espectroscopias IR, UV-Visible, y
resonancia paramagnética electronica, ademas de medidas de conductividad molar y
de susceptibilidad magnética. Los complejos exhiben probablemente geometria

octaédrica (32). Estructuras sugeridas se muestran en las figuras 6 y 7.
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Figura 6. Estructura sugerida para el complejo de [Cus(L2)(OMe)4(H20)3(SO4).]-PFs.

Figura 7. Estructura sugerida para los complejos de Co y Zn con HL2
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El presente trabajo forma parte de los estudios sobre complejos de cefalosporinas con
iones metalicos de la primera serie de transicion, que se vienen realizando en el
laboratorio 306 del Departamento de Quimica de la Universidad de Oriente.
Especificamente se evalud la sintesis y la actividad antibacteriana de complejos
polinucleares de cefazolina contra varias bacterias certificadas, en su mayoria

sensibles a la cefazolina comercial.
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METODOLOGIA

Sintesis de los complejos polinucleares

Para la sintesis de los complejos se hizo reaccionar la cefazolina sdédica con
diferentes sales hidratadas que contienen iones metalicos: acetato de niquel(Il)
tetrahidratada  Ni(CH3;COO),.4H,0, acetato de cobre(Il) monohidratada
Cu(CH3C0O0),.H,0, acetato de cobalto(Il) tetrahidratada Co(CH3;COO),.4H,0,
sulfato de hierro heptahidratada FeSO4.7H,O y cloruro de manganeso(Il)
tetrahidratada MnCl,4H,0. Las reacciones se realizaron en diversas proporciones
molares cefazolina/sales metalicas, ajustando las mejores condiciones de
concentracion, temperatura, pH, solvente y tiempo de reaccion, con el fin de obtener
mayor rendimiento posible en la sintesis de dichos complejos (33). Los pasos
requeridos para la obtencion de los compuestos de coordinacion se muestran a

continuacion:

Preparacién del complejo dinuclear [Niy(cefazolinato)(OH)s(H.0)/]

Se pesaron 2 mmol de Ni(CH3COO),.4H,O y se disolvieron en 4 ml de agua
destilada y 1 ml de metanol, obteniendo una solucién de pH 6,48, este se regul6 con
NaOH hasta un pH final de 8,06, posterior a esto se le agregd 1 mmol de cefazolina
sodica previamente disuelta en 3 ml de agua destilada. La solucién resultante se agito
por 10 minutos, aproximadamente, y al observar la formacion del precipitado se
procedié a filtrar y lavar, luego se dejo secando al vacio por varias horas;
posteriormente, se colocaron en viales estériles y debidamente rotulados. La ecuacion

SN

2 Ni(CH3COO0),.4H,0 + Na-cefazolina + 3NaOH —
[Niy(cefazolinato)(OH);(H,0);] + NaCH;COO + H,O
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Preparacién del complejo dinuclear [Cuy(cefazolinato)(Ac)s(H20)12]

Para obtener este complejo se realizé una pesada de 2 mmol de Cu(CH3COO),.H,0O y
se disolvid en 5 ml de agua destilada, siendo su pH 7,91; luego se le agregd 1 mmol

de cefazolina sodica previamente disuelta en 3 ml de agua destilada. La ecuacion es:

2 Cu(CH3COO),.H,O + Na-cefazolina + 10 H,O —»
[Cuy(cefazolinato)(Ac); (H20)12] + Na(CH3COO)

Preparacién del complejo trinuclear [Cu3O,(cefazolinato)(OH)(H.0)12]

Se pesaeon 3 mmol de Cu(CH3COO),.H,0 y se disolvid en 3 ml de agua con 1 ml de
metanol, con varias gotas de NaOH se regul6 el pH inicial de 7,44 hasta un pH final
de 8,01. Posteriormente, se le agregd 1 mmol de cefazolina sodica previamente
disuelta en 3 ml metanol. Ambas soluciones se agitaron por 10 minutos,
aproximadamente, y al observar la formacion del precipitado se procedié a filtrar y
lavar con etanol, luego se dejo secando al vacio por varias horas; posteriormente se

colocaron en viales estériles y debidamente rotulados. La ecuacion es:

3 Cu(CH3C00),.H,0O + Na-cefazolina + 5 NaOH + 7 H,0 —
[Cu3zOy(cefazolinato)(OH)(H,0)2] + 6 Na(CH3;COO)

Preparacion del complejo [Cos(cefazolinato)(Ac)(OH)s(H20)12]

Se pesaron 3 mmol de Co(CH3;COO),.4H,O y se disolvieron en 4 ml de agua
destilada y 1 ml de metanol, se obtuvo una solucién con pH 7,51 el cual se reguld con
NaOH hasta pH 8,07 luego se le agregd 1 mmol de cefazolina previamente disuelto
en 3 ml de agua destilada. Esta solucion se agité durante unos 10 minutos, al observar

el precipitado, se filtr6 y se lavo con etanol, luego se dejo secando al vacio durante
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varias horas; posteriormente, se guardd el solido obtenido en un vial esteril y

previamente rotulado. La ecuacion es:

4Co(CH3C00),.4H,0 + Na-cefazolina + 6NaOH —
[Cog(cefazolinato)(Ac)(OH)s(H,0);,] + 7 Na(CH3COO) + 4H,0

Preparacién del complejo [Fes(SO4)(OH)s(H20)]

Se obtuvo el mismo complejo por dos vias diferentes que se detallan:

Se prepararon dos complejos con este metal, de la siguiente manera; el primero se
prepard pesando 3 mmol de FeSO4.7H,0, se disolvid en agua destilada, se reguld su
pH de 6,02 hasta un pH final de 8,05 con NaOH, luego se le agregé6 1 mmol de
cefazolina disuelto en 3 ml de agua destilada. Se agito6 por 10 minutos,
aproximadamente, y al observar la formacion del precipitado se procedié a filtrar y
lavar con etanol, luego se dejo secando al vacio por varias horas; posteriormente se

coloco en viales estériles y debidamente rotulados. La ecuacion es:

4 FeSO47H,0 + Na-cefazolina + NaOH -
[Fe4(SO4)(OH)s(H,0)] + Na-cefazolina + 3Na,SO4

Se pesaron 4 mmol de FeSO4.7H,0 y se disolvio en 4 ml de agua destilada y 1 ml de
metanol, para obtener una solucion de pH 5,98; el cual se regulé con NaOH hasta un
pH final de 8,54; luego se le agregd 1 mmol de cefazolina sddica antes disuelto en 3
ml de agua destilada. Ambas soluciones se agitaron por 10 minutos,
aproximadamente, y al observar la formacion del precipitado se procedio a filtrar y
lavar con etanol, luego se dejo secando al vacio por varias horas; posteriormente, se

colocaron en viales estériles y debidamente rotulados. La ecuacion es:

4 FeS0O,4.7H,O + Na-cefazolina + 6 NaOH —
[Fes(SO4)(OH)6¢(H20)2] + 3 Na,SO4 + Na-cefazolina + 26 H,O
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Preparacién de complejo mononuclear [Mn(cefazolinato)(OH)(H20)14]

Este complejo se realizoé pesando 3 mmol de MnCl, 4H,0, y disolviéndolo en 5 ml de
metanol, siendo su pH 6,5; a esta solucioén luego se le agregé 1 mmol de cefazolina
sodica disuelto en 3 ml de metanol. Se colocd en un agitador magnético durante 10
minutos, aproximadamente, luego de observarse el precipitado se procedio a filtrar y
lavar con etanol. El precipitado obtenido se dejo secando varias horas al vacio;

posteriormente, se guardo en un vial estéril y debidamente rotulado. La ecuacion es:

MnCl,4H,O + Na-cefazolina + 10 H,O/MeOH + NaOH —
[Mn(cefazolinato)OH(H,0)14] + 2NaCl

Preparacion del complejo mononuclear [Ni(cefazolinato)(OH)(H,0)-]

Se pesaron 3 mmol de Ni(CH3COO),.4H,0, y se disolvié en 4 ml de agua destilada 1
ml de metanol, obteniendo una solucion de pH 6,53; el cual se regul6 hasta un pH
final de 8,03, luego se le agregd 1 mmol de cefazolina soédica previamente disuelta en
3 ml de metanol. La solucién resultante se agitd por 10 minutos, aproximadamente, y
al observar la formacion del precipitado se procedid a filtrar y lavar, luego se dejo
secando al vacio por varias horas; posteriormente, se colocaron en viales estériles y

debidamente rotulados. La ecuacion es:

Ni(CH3C0O0),.4H,0 + Na-cedazolina + NaOH + 3H,0 —»
[Ni(cefazolinato)(OH)(H,0);] + 2 Na(CH;COO)

Caracterizacion de la estructura quimica de los complejos

Mediante el uso de técnicas especificas, se caracterizaron las posibles estructuras de

los diferentes complejos polinucleares que contienen cefazolina y sales metalicas.
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Andlisis elemental

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

analizador elemental marca LECO, modelo CHNS 932 (34) del INTEVEP.

Andlisis térmico

Para apreciar el contenido de agua se pesaron muestras solidas de los compuestos
preparados y fueron calentadas a 100°C para obtener el contenido de agua de
cristalizacion y luego, las muestras resultantes se calentaron a 230°C, para obtener
asi, el contenido de agua de coordinacion. Para apreciar el contenido de metal, se
pesaron 25 mg de las muestras sdlidas de los compuestos preparadas y fueron
calcinadas alrededor de 1 100°C, por una hora, en presencia de oxigeno atmosférico,
en un horno marca Thelco, modelo 17 (34). Los resultados son referidos como 6xidos

tipo MO.

Medidas de susceptibilidad magnética

Para calcular el momento magnético de los compuestos sintetizados se realizaron
medidas de susceptibilidad magnética a temperatura ambiente, empleando una
balanza de susceptibilidad magnética, marca Johnson Matthey, perteneciente al
Laboratorio 306 del Departamento de Quimica de la Universidad de Oriente. La
balanza se calibrd utilizando muestras pulverizadas de susceptibilidad conocida de
sulfato de cobre pentahidratado CuSO45H,0. A partir de las medidas reportadas, se
calcul6 el momento magnético de los complejos sintetizados para poder determinar

las propiedades magnéticas del compuesto (34).
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Espectroscopia ultravioleta - visible.

Se prepararon soluciones de cada uno de los complejos sintetizados a una
concentracion de 1x10° moll', y se midieron las absorbancias en un

espectrofotometro Perkin Elmer, modelo Lambda 11(35).
Espectroscopia infrarroja.

Se evalud la presencia de grupos funcionales y se determinaron los sitios de union del
antibiotico al metal, empleando la técnica de espectroscopia infrarroja, la cual se
realiz6 en pastillas de bromuro de potasio (KBr) en un espectrofotdmetro Perkin

Elmer, modelo Spectrum 2000, con transformador de Fourier (35).
Medidas de conductividad molar

Se prepararon soluciones de los complejos sintetizados a concentraciones de 1x107
mol-I"" en dimetilsulfoxido y las mediciones se hicieron en un conductimetro Orion 5
Star. La naturaleza de estas medidas permiten determinar la presencia de iones
disociables en el compuesto sintetizado, considerando la capacidad del electrolito
para transportar corriente eléctrica, reportando los complejos como conductores o no

conductores (33).
Ensayo microbioldgico

Una vez realizados los analisis que permitieron caracterizar cada complejo
formado, se evalud su accion antibacteriana de estos a través de las técnicas de
susceptibilidad por difusion en agar a una concentracion de 400 pg/disco y a
diferentes concentraciones de los complejos, utilizando cepas bacterianas certificadas
por la Coleccion Americana de Especies y Tipos (ATCC), nombradas a continuacion:

Staphylococuus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922),
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Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853), K. pneumoniae (ATCC 700603) y
Salmonella enteritidis (ATCC 497).

Prueba de susceptibilidad por difusion en agar a una concentracion de 400

pg/disco.

A partir de los cultivos de 24 horas de crecimiento de cada cepa bacteriana, se
prepar6 un inoculo en 5 ml de solucion salina fisiologica (SSF) estéril, hasta que se
alcanz6 la turbidez correspondiente al patron de Mc Farland 0,5 (1,5x 10°
microorganismos viables por ml). Posteriormente, se impregn6 un hisopo estéril en
cada suspension y se rotd varias veces, ejerciendo una ligera presion sobre las paredes
internas del tubo, eliminando el exceso de liquido. Se sembr6 sobre la superficie del
agar Mueller Hinton, contenido en una placa de Petri, pasando el hisopo sobre toda la
superficie del medio en tres direcciones perpendiculares. Cada placa se coloco en una
estufa a 37°C, durante 10 minutos, para que se secara antes de colocar los discos (36,

37).

Se prepararon taxos que contenian 400 pg de compuesto por disco. Para ello se
prepararon soluciones de 40 mg/ml de cada complejo y de la cefazolina comercial,
para lo cual se pesaron 20 mg de cada solido y se disolvieron en 0,5 ml de
dimetilsulfoxido (DMSO). Se utilizaron 10 pl de cada solucién para impregnar discos
de papel Whatman N°3 de 5 mm de diametro, estériles y con la ayuda de una pinza
estéril, se colocaron de manera uniforme y con distancia no menor de 25 mm entre
disco y disco en la superficie del agar de cada cultivo de las cepas empleadas (35,
37). 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 por la
aparicion de halos de inhibicion alrededor del disco. Para la lectura de los halos de

inhibicion se utilizo una regla graduada y los valores se expresaron en milimetros.
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Prueba por difusion en agar variando la concentracion de los complejos

A partir de los cultivos puros de 24 horas de crecimiento se tomd un indculo y se
suspendi6 en SSF estéril hasta que alcanz6 la turbidez correspondiente a un patrén
Mac Farland 0,5. Cada cepa se sembr6 sobre agar Mueller Hinton, utilizando un
hisopo estéril impregnado de la suspension respectiva. Se impregnaron discos de
papel Whatman N° 3 de 5 mm de didmetro con 10 ul de cefazolina comercial y de
cada uno de los complejos sintetizados de soluciones de concentracion 40, 20, 10, 5,
y 2,5 mg/ml, para asi tener depositada la cantidad de 400, 200, 100, 50, y 25 ug por

disco, respectivamente.

Para obtener estas concentraciones se procedid de la siguiente manera: se prepard una
solucion madre de 40 mg/ml de cefazolina comercial y cada uno de los complejos,
para lo cual se pesaron 20 mg de cada solido y se disolvio en 0,5 ml de DMSO. A
partir de esta solucion madre se tomaron 250 pl que se mezclaron con 250 pl de
DMSO, para obtener una soluciéon 2 de concentraciéon 20 mg/ml. A partir de esta
solucion se tomaron 250 pl que se mezclaron con 250 pul de DMSO, obteniendo una

solucion 3 de concentracion 10 mg/ml, y asi sucesivamente.

Finalmente, se colocaron discos sobre la superficie del agar Mueller Hinton con
ayuda de una pinza estéril. Posteriormente, se incubaron las placas por 24 horas en la
estufa a 37°C. La presencia de actividad antibacteriana de los compuestos sintetizados
se detecto por la aparicion de halos de inhibicion alrededor del disco. Estos ensayos
se realizaron por triplicado y las lecturas del halo de inhibicion se realizaron con una

regla y se reportaron los valores en milimetros (36, 38).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis elemental

Los resultados obtenidos en el analisis elemental se observan en la tabla 1, la

cefazolina y los complejos sintetizados muestran una buena correspondencia entre los

valores calculados (entre paréntesis) para las formulas moleculares propuestas y los

valores experimentales para cada uno de los complejos sintetizados.

Tabla 1. Analisis elemental de los complejos metélicos de la cefazolina.

Complejos % C % H %N % S
[Niy(cefazolinato)(OH)s;(H,0)] 22,24 4,51 14,67 12,56
(22,48) (4,04) (14,99 (12,83)

[Cuy(cefazolinato)(Ac);(H20)12] 24,98 4,87 11,77 9,67
(24,66)  (4,76)  (11,51) (9,86)

[Cu30,(cefazolinato)(OH) (H20)9] 19,79 3,86 13,55 11,54
(19,65)  (3,77) (13,11) (11,22)

[Cos(cefazolinato)(Ac)(OH)es(H20)12] 17,89 4,76 10,35 8,87
(18,01) (435 (10,51) (9,00)

[Fe4(SO4)(OH)6(H20)7] 3,40 6,19
(3,68) (5,84)

[Mn(cefazolinato)(OH)(H20)14] 21,35 5,98 14,21 12,46
(21,62) (5,45 (14,42) (12,34)

[Ni(cefazolinato)(OH)(H,0)7] 25,30 4,05 17,39 14,96
(25,66)  (431) (17,11) (14,65)

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

porcentaje de Azufte.

Andlisis térmico

Existe una buena correspondencia al comparar los valores medidos con los esperados

del contenido metalico en los complejos, considerando la formacion de oxidos
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metalicos tipo MO que confirman las diferentes relacidnes molares antibidtico/metal,
mostrandose como complejos polinucleares. En la tabla 2 se muestran los resultados

de analisis térmico realizado a la temperatura de 1 100°C.

Tabla 2. Analisis térmico del contenido de metal en los complejos metalicos.

Complejos Masa inicial Masa final ~ %metal %metal

(mg) MO (mg) medido tedrico

[Niy(cefazolinato)(OH);(H,0),] 26,3 5,1 15,20 15,70
[Cus(cefazolinato)(Ac)3(H,0)12] 26,3 4,4 13,30 13,06
[Cu304(cefazolinato)(OH) (H,0)s] 26,1 7,6 23,20 22,30
[Cos(cefazolinato)(Ac)(OH)s(H20):2] 26,2 7,6 22,70 22,12
[Fes(SO4)(OH)s(H20)7] 25,1 2,5 40,00 40,81
[Mn(cefazolinato)(OH)(H20)14] 26,5 17,2 7,70 7,06
[Ni(cefazolinato)(OH)(H, O);] 26,2 33 9,80 8,99

En la tabla 3 se muestran los resultados de analisis térmico realizado a la temperatura

de 230°C para determinar el contenido de agua.

Tabla 3. Analisis térmico del contenido de agua en los complejos metalicos.

Complejos Masa inicial Masa final ~ %H,0 %H,0
(mg) (mg) medido tedrico

[Niy(cefazolinato)(OH);(H,0),] 6,8 5,6 17,6 16,8
[Cuy(cefazolinato)(Ac);(H,0)1.] 10,0 7,8 22,0 22,2
[Cu304(cefazolinato)(OH) (H,0)s] 10,8 8,6 20,3 18,9
[Cos(cefazolinato)(Ac)(OH)s(H20):12] 9,2 7,3 20,7 20,2
[Fes(SO4)(OH)s(H20)7] 10,3 8,4 21,9 23,0
[Mn(cefazolinato)(OH)(H20)14] 13,5 8,9 34,0 32,4
[Ni(cefazolinato)(OH)(H,0)] 7,3 5,8 20,5 19,2
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Medidas de susceptibilidad magnética

En la tabla 4 se muestran los valores de susceptibilidad magnética del capilar con la

muestra (R), la susceptibilidad magnética del capilar sin la muestra (Ro), la longitud

de la muestra en el capilar (1), la diferencia entre el peso del capilar vacio con el

capilar con muestra (Am). la susceptibilidad especifica medida por gramos (Xg), la

susceptibilidad molar calculada (Xy) y la susceptibilidad molar corregida (Xum

COI‘I‘)

tomando en cuenta las correcciones diamagnéticas del ligando utilizando las

constantes de Pascal (39). La expresion utilizada para calcular Xg es:

Crar - I (R-Ro)

Xg=
Am x 10’
Tabla 4. Medidas de susceptibilidad magnética de los complejos metalicos de la
cefazolina.
Complejos Am (g) XRo XR 1(cm) Xg Xum
XMCOIT
x10°  x10° x10°
[Niy(cefazolinato)(OH)(H,0),] 0,0087 32 400 2,0 8,75 6 755,0 70272
[Cuy(cefazolinato)(Ac);(H,0)1] 0,1326 -32 47 24 1,42 1393,0 1 780,4
[Cu304(cefazolinato)(OH) (H,0)s] 0,1414 -32 45 2,4 1,30 1067,9 1336,6
. 0,0948

[Cou(cefazolinato)(Ac)(OH)s(H,0)1,] 32 2485 18 477 37897,6 381626
[Fes(SO4)(OH)4(H,0),] 0,0954 32 2370 1,6 402 22729,1  22936,0
[Mn(cefazolinato)(OH)(H,0) 4] 0,1049 -32 2310 1,6 35,7 16 007,8 16 153,4
[Ni(cefazolinato)(OH)(H, O)/] 0,0825 -32 458 2,3 13,6 9703,6 9979,1
XR,: susceptibilidad magnética del tubo vacio; XR: susceptibilidad magnética del tubo con muestra; Am: la

diferencia entre el peso del capilar vacio con el capilar con muestra; Xg: la susceptibilidad especifica medida por

gramos; Xy: susceptibilidad molar calculada; X" la susceptibilidad molar corregida.
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Momentos magnéticos

El momento magnético efectivo () s una medida de considerable interés para la
caracterizacion de los complejos preparados. Conociendo este valor, se puede saber,
segun sea el caso, el estado de oxidaciéon del metal, el nimero de electrones
desapareados que presenta el metal y posible geometria molecular, en el caso de
complejos mononucleares (40), mientras que en el caso de complejos polinucleares,
permite apreciar el comportamiento ferro o antiferromagnético. Para una sustancia
constituida por centros paramagnéticos que no se influyen reciprocamente (como en
los compuestos de coordinacién en que los ligandos aislan los iones del metal entre

si), la susceptibilidad magnética sigue la ley de Curie, la cual establece:
XM = C/ T,

Donde C es la constante de Curie. Si la Xy de un compuesto obedece a esta ley, el
momento magnético efectivo (en magnetones de Bohr) puede ser medido a partir de

medidas experimentales, con la siguiente expresion:
Her= (3k . Xp. T/N . B3 * =2,828 (X" T) "

Donde, k es la constante de Boltzmann, 3 es el magneton de Bohr, N es el numero de
Avogadro, T es la temperatura absoluta (K) y Xy *": susceptibilidad molar corregida
utilizando las constantes de Pascal. Para obtener el momento magnético tedrico o
calculado por cada ion, considerando solo la contribucion de espin, la ecuacion
empleada es la siguiente: Se asume que no hay contribucion del momento magnético

orbital.

Uerr(tedrico) = «f W[ (rn+ Z)]
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Donde N = ntimero de iones metalicos y n = numero de electrones desapareados por
16n metalico. La susceptibilidad magnética corregida por ion se obtiene de la

siguiente forma:

Xn /N = X"/ i6n

Los momentos magnéticos calculados a partir de las medidas de susceptibilidad

magnética y las ecuaciones sefialadas, se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Momentos magnéticos (LLer) de los complejos metalicos de la cefazolina.

Por complejo Por Ién

Complejos pef uef nef nef
medidos  tedricos medido tedrico

[Niy(cefazolinato)(OH)3(H,0)] 4,10 4,00 2,90 2,82
[Cus(cefazolinato)(Ac)3;(H,0)12] 2,06 2,45 1,46 1,73
[Cuz0x(cefazolinato)(OH)(H,0)o] 1,79 3,00 1,03 1,73
[Cos(cefazolinato)(Ac)(OH)s(H20)12] 9,56 6,71 5,52 3,87
[Fe4(SO4)(OH)e(H20)7] 7,41 9,79 3,71 4,89
[Mn(cefazolinato)(OH)(H,0):4] 4,89 591 4,89 591
[Ni(cefazolinato)(OH)(H, O)/] 3,11 2,32 3,11 2,82

pef: momento magnetico efectivo

Considerando los valores de los magnéticos por complejo o por ién se pueden
apreciar tres tipos de situaciones. s medido = per tedrico, significa que los iones
actuan en forma independiente inos de otros, sin interaccidon magnética entre ellos
(caso del niquel); cuando per medido mayor que s tedrico, indica que los momentos
magnéticos se acoplan entre si y el complejo muestran comportamiento
ferromagnético (caso del cobalto y niquel mononuclear); y cuando per medido menor

que Uer tedrico, indica que los momentos magnéticos se desacoplan entre si y los
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complejos muestran un comportamiento antiferromagnético (caso del cobre, hierro y

manganeso).

Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-visible)

Cuando un haz de radiacion UV-Visible atraviesa una disolucion conteniendo un
analito absorbente, la intensidad incidente del haz (Io) es atenuada hasta I. Esta
fraccion de radiacion que no logra traspasar la muestra es denominada transmitancia
(T) (T = I/Io). Por aspectos practicos, se utiliza la absorbancia (A) en lugar de la
transmitancia (A = -logT), por estar relacionada linealmente con la

concentracion de la especie absorbente segun la Ley de Beer-Lambert: A = g:1-c (&:

coeficiente de absortividad molar, 1: camino dptico, c: concentracion de la especie
absorbente). Las bandas de absorcion de los espectros UV-Visible de la cefazolina
sodica y los espectros de los compuestos sintetizados se muestran desde la figura 8 a

la 15.

En el espectro electrénico del ligando se observan tres bandas en la region
ultravioleta, la banda de mayor energia estd situada a 310 nm, la cual puede ser
atribuida a las transiciones @ — n*, existen otras bandas de menor absorcion en la
region ultravioleta entre los 327 y 359 nm con una posible asociacion a las
transiciones n — . El complejo mononuclear de Mn (II) no presenta absorciones
debidas al metal ya que no posee estados electronicos excitados de igual
multiplicidad que el estado electronico fundamental °S. Los complejos polinucleares
de Ni(Il), Cu(Il), Co(Il) y Fe(Il) presentan una aparente similitud en la regioén
ultravioleta con las transiciones absorbidas en el ligando; todas estas transiciones se
pueden asociar a transiciones T — T y n — 7, en los intervalos 298 — 317; 338 — 348 y
356 — 413 nm, respectivamente. Las transiciones de tipo d-d no se pueden precisar
debido a la fuerte absorcion que presentan a lo largo de la region visible, debido

precisamente a la naturaleza polinuclear de los complejos.
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En la tabla 6 se resumen las transiciones de los espectros UV-visible de la cefazolina
y algunos complejos metélicos representativos. Los espectros fueron tomados en
suspensiones de DMSO. En esta tabla se aprecia que las bandas de las transiciones
electronicas observadas en el antibidtico estan ligeramente desplazadas, por efecto de
la coordinacion, en los complejos. Los complejos de [Niy(cefazolinato)(OH);(H,0)/]
y de [Ni(cefazolinato)(OH)(H,0);] son los que presentan espectros donde se
aprecian mejor los picos de absorcion. En el espectro del complejo de
[Fe4(SO4)(OH)s(H,0)7] no se observa con claridad la presencia del ligando. En
general en todas las figuras se amplifico la escala de manera que se pudieran apreciar

algunos de los picos mas débiles en las transiciones del metal.

Tabla 6. Resumen de los espectros UV-visible de la cefazolina y algunos compuestos
metalicos

Complejos Transiciones electronicas (nm)

En el ligando En el metal
Na[Cefazolina] 310-327-359
[Nix(cefazolinato)(OH)3;(H,O)/] 298 — 328 - 356 644 - 670
[Cuy(cefazolinato)(Ac);(H20)12] 317 — 346 — 359 745

376

[Cuz0x(cefazolinato)(OH)(H,0)o] 310 -328 -359 570 — 664 — 741
[Cog(cefazolinato)(Ac)(OH)s(H,0)12] 317 - 332367 475513

413 -434
[Fe4(SO4)(OH)6(H20)7] 310-348-413 479 - 513 - 677

787

[Mn(cefazolinato)(OH)(H,0)14] 335-377-412 564 — 787
[Ni(cefazolinato)(OH)(H, O)/] 310333 - 346 647 — 664
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Figura 8. Espectro UV-visible de la Na[Cefazolina
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Figura 9. Espectro UV-visible del [Niy(cefazolinato)(OH);(H,0)/]
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Figura 10. Espectro UV-visible del [Cuy(cefazolinato)(Ac)s;(H20):2]
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Figura 11. Espectro UV-visible del [Cu3;O,(cefazolinato)(OH)(H,0)o]
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Figura 12. Espectro UV-visible del [Cos(cefazolinato)(Ac)(OH)s(H20)12]

3_‘/\
4
5.

200 400 600 800

[nm]

Figura 13. Espectro UV-visible del [Fes(SO4)(OH)(H20)/]
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Figura 15. Espectro UV-visible del [Ni(cefazolinato)(OH)(H,0)/]



Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja (IR) se aplica para la identificacion de grupos
funcionales presentes en una molécula. Cada molécula presenta un espectro IR
caracteristico, debido a que todas (excepto las especies diatdbmicas homonucleares)
tienen algunas vibraciones que, al activarse, provocan la absorcion a una determinada
longitud de onda en la zona del espectro electromagnético correspondiente al
infrarrojo (40). De esta forma, analizando cuales son las longitudes de onda IR que
absorbe una sustancia, se puede obtener informacion acerca de los grupos funcionales

que componen dicha sustancia.

Los complejos metalicos presentan bandas semejantes en los espectros infrarrojos,
con un leve desplazamiento al coordinarse el ligando con el metal. Es decir, algunas
de las frecuencias vibracionales activas en el infrarrojo del antibidtico varian o
desaparecen cuando coordina al metal. Esto es lo que sucede principalmente con los
grupos C=0 lactamico y carboxilato presentes en la cefazolina. En la tabla 7 se

resumen las principales bandas IR de la cefazolina y de los complejos sintetizados.

Tabla 7. Principales bandas IR de la cefazolina y los complejos sintetizados (cm™).

v(C=0) v(C=0) Vv(COO) V(COO) AV(COO)

Complejos lactdmico amida asimétrico simétrico
Na[Cefazolina] 1760 1 660 1590 1390 200
[Niy(cefazolinato)(OH);(H0);] - 1675 1 600 1385 215
[Cuy(cefazolinato)(Ac);(HO)] - 1 660 1590 1390 200
[CusOy(cefazolinato)(OH)(H20)] - 1 665 1 600 1410 190
[Coy(cefazolinato)(Ac)(OH)6(HO)1a] - 1 660 1 600 1420 180
[Fes(SO(OH)¢(H:0)] - 1700 1 600 1390 210
[Mn(cefazolinato)(OH)(H20)14] 1790 1 680 1 600 1420 180
[Ni(cefazolinato)(OH)(H,O);] - 1670 1 600 1390 210

v: frecuencia; Av: diferencia de frecuencia
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El espectro IR de la cefazolina (figura 16), presenta bandas de absorcién 1 760 cm™
debido al modo vibracional de estiramiento del grupo C=O lactamico; la cual
desaparece en los espectros IR de los complejos metalicos formados, a excepcion del
complejo [Mn(cefazolinato)(OH)(H,0),4] el cual presenta banda de absorcion 1 760
cm’ correspondiente a este grupo. Ademds presenta una banda 1 660 cm’
correspondiente al streching C=0 grupo amida. Presenta una banda 1 590 cm’
correspondiente al streching asimétrico del grupo carboxilo (COO) y otraa 1 390 cm’

! perteneciente al streching simétrico del grupo carboxilo (COO).

Al coordinarse con el metal, algunas de las fracuencias vibracionales activas en el
infrarrojo del antibidtico varian o desaparecen. La banda del carbonilo de la amida
aparece a 1 660 cm™', mientras que para los complejos esta banda se muestra en torno
a 1660 -1 700, lo que sugiere mas la coordinacion del primer grupo con los iones
metalicos que del segundo grupo. Las bandas correspondientes al stretching
asimétrico y al stretching simétrico del grupo carboxilato COO de la molécula de
cefazolina coordinada al metal que se observan desde la figura 17 a la 23, muestran
desplazamientos en los compuestos de coordinacion, lo que indica que el grupo

carboxilo estd coordinando.
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Figura 16. Espectro IR de la Na[Cefazolina]
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Figura 18. Espectro IR del [Cuy(cefazolinato)(Ac)s;(H20):2]
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Figura 19. Espectro IR del [Cu;0;(cefazolinato)(OH)(H,0)]
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Figura 20. Espectro IR del [Cos(cefazolinato)(Ac)(OH)s(H20)12]
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Figura 22. Espectro IR del [Mn(cefazolinato)(OH)(H20)14]
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Figura 23. Espectro IR del [Ni(cefazolinato)(OH)(H,0)/]

Conductividad molar

En la tabla 8 se observa la conductividad que presentan los compuestos metalicos
sintetizados utilizando dimetilsulféxido como solvente. Para ésto se prepararon
soluciones de los compuestos de coordinacion a concentraciones de 1x10™ mol-l" en

dimetilsulfoxido.

Los valores de conductividad medidos en DMSO a temperatura ambiente caen en el
rango usual para no electrolitos, es decir, no conducen la energia eléctrica. Los
complejos sintetizados son denominados no conductores considerando los bajos
valores de conductividad. La ausencia de iones disociables de estos complejos sugiere

que el antibiotico se comporta como un ligando dianionico.
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Tabla 8. Conductividad que presentan los compuestos metalicos sintetizados.

Complejo Conductividad T (°C) Tipo de

(Q/cm) Electrolito

Dimetilsulfoxido 2,47 31,3 No conductor
[Niy(cefazolinato)(OH);(H,0)7] 18,39 31,0 No conductor
[Cuy(cefazolinato)(Ac);(H20)12] 16,93 31,6 No conductor
[Cu30x(cefazolinato)(OH)(H>O)o] 16,12 32,2 No conductor
[Coas(cefazolinato)(Ac)(OH)s(H20):2] 7,29 31,2 No conductor
[Fes(SO4)(OH)6(H20)7] 19,16 30,8 No conductor
[Mn(cefazolinato)(OH)(H20)14] 7,96 31,5 No conductor
[Ni(cefazolinato)(OH)(H; O)7] 15,65 31,5 No conductor

T="°C

Estructuras sugeridas

En las figuras 24- 26, se pueden visualizar las estructuras propuestas para la

formacion de los complejos polinucleares sintetizados, donde se puede observarn a

excepcion del complejo de hierro que no posee cefazolina, la presencia de los dos

metales unidos por el grupo carboxilato presente eb la cefazolina, ademas de puentes

de OH y grupos acetatos. Estos puentes tienen la particularidad de que por un

extremo neutralizan una carga del metal y por el otro extremo coordinan a otro metal.

La figura propuesta en el estudio preliminar referido en la introduccion (26), se

corresponde con la estructura sugerida para los complejos mononucleares de

manganeso y niquel obtenidos.
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Figura 24. Estructura sugerida para los complejos dinucleares, M= Ni(ll), Cu(ll),
X= Acetato, OH.
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Figura 25. Estructura sugerida para el complejo trinuclear de cobre.
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Figura 26. Estructura sugerida para el complejo tetranuclear de cobalto.

Figura 27. Estructura sugerida para el complejo tetranuclear de hierro.
Actividad biologica

Los resultados obtenidos a través de la prueba de difusion en agar para determinar la

posible actividad antibacteriana de la cefazolina y de los complejos metélicos
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sintetizados, permite afirmar que algunos de los complejos poseen actividad
antibacteriana sobre determinadas cepas.

La actividad antibacteriana presentada por la cefazolina y sus complejos metalicos,
frente a distintas cepas bacterianas, utilizando la prueba de sensibilidad de difusion en
agar se muestra en la tabla 9. En las figuras 28-31, se observan los halos de inhibicion

de algunos complejos frente a varias de las cepas ensayadas.

Tabla 9. Halos de inhibicion en mm producidos por la cefazolina y los complejos
sintetizados ante las especies bacterianas ensayadas.

s § g @ g
2 5 s 5 .5 _ 2 ¢
S o v L © ¥ € w T A ¢
g = =) Ui 5 g =
S o @®© I<3) c 5
O < = O a
Na[Cefazolina] 37 30 20 33 -
[Niy(cefazolinato)(OH)3(H,0)] 30 20 18 19 15
[Cuy(cefazolinato)(Ac);(H20)12] 26 25 09 21 -
[Cu30;,(cefazolinato)(OH)(H,0)o] 15 11 - - -
[Cog(cefazolinato)(Ac)(OH)s(H,0)12] 15 - - - -
[Fe4(SO4)(OH)6(H20)7] 22 15 - 10 -
[Mn(cefazolinato)(OH)(H,0),4] 39 30 15 33 -
[Ni(cefazolinato)(OH)(H; O)7] 21 19 12 18 12

-: sin inhibicion de crecimiento.

La cefazolina comercial mostr6 inhibicioén del crecimiento sobre cuatro de las cinco
cepas ensayadas, como era de esperarse, frente a las cepas de S. aureus (ATCC
25923), E. coli (ATCC 25922) y S. enteritidis (ATCC 497) se observaron halos de
inhibicion de mayor tamafio, por ser estas cepas control que no poseen mecanismo de
resistrencia. Sin embargo, mostré menor actividad contra K. pneumoniae (ATCC

700603) la cual es una cepa que se usa como control positivo de BLEE
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(betalactamasa de espectro extendido), mecanismo que hidroliza a las cefalosporinas.
Contra P. aeruginosa (ATCC 27853), se mostrd inactiva, esta cepa es resistente a
las cefalosporinas de primera generacion, debido a la presencia de diversos
mecanismos de resistencia entre los que se encuentran la impermeabilidad de la
membrana por la porinas que posee y un mecanismo de resistencia natural tipo ampC
(41). Al evaluar la accion inhibitoria de los complejos sintetizados frente a S. aureus,
se observo que en su mayoria presentan halos de inhibicién a la concentracion de
400pg/disco, pero no superan el didmetro de los halos observados con la cefazolina
comercial; aunque; el [Mn(cefazolinato)(OH)(H,0),4] presenta un halo de 39 mm, 2
mm mayor que el halo de inhibicidon presentado por la cefazolina comercial (figura 28
y 29); diferencia que posiblemente sucede porque el complejo formado con el metal,
pasa con mayor facilidad que el antibiotico libre, a través de la membrana celular de

la bacteria.

Figura 28. Halos de inhibicion de la Na[Cefazolina] y [Fes(SO4)(OH)s(H,0)7] frente

a la cepa S. aureus (25923). 1- Complejo de cefazolina libre, 2- Complejo de cefazolina con

hierro(I), 3- Complejo de cefazolina con hierro(Il).
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Figura 29. Halos de inhibicion de [Cos(cefazolinato)(Ac)(OH)¢(H20)12] ¥y
[Mn(cefazolinato)(OH)(H,0)4] frente la cepa S. aureus (ATCC 25923). 1- Complejo

de cefazolina con cobalto (II), 2- Complejo de cefazolina con manganeso (II), 3- Complejo de

cefazolina con cobalto (1), 4- Complejo de cefazolina con cobre(II).

E. coli frente a los complejos sintetizados a pesar de presentar halos de inhibicion
bacteriana por parte de los complejos, ninguno de ellos supera la actividad que
mostro la cefazolina, con excepcion del complejo [Mn(cefazolinato)(OH)(H,0)14], el
cudl presentd un halo de 30 mm, igual a la actividad observada con cefazolina

comercial, es decir que no afecta notablemente la actividad del antibiotico.

Al probar los complejos sintetizados contra K. pneumoniae, se observaron halos de
inhibicién de menor tamafio que los presentados por la cefazolina comercial, es decir,
microbiologicamente la bacteria es resistente a los complejos, como esta cepa es
productora de BLEE, es posible que el metal no proteja el anillo betalactdmico de la
cefazolina, permitiendo asi que las enzimas lo hidrolicen. El complejo de
[Niy(cefazolinato)(OH)3(H,0)7], con un halo de 18mm, es el que mas se acerca al

valor presentado por la cefazolina, el cual es de 20 mm.

En el caso de la cepa de S. enteritidis, se nota la inhibicion del complejo de

[Mn(cefazolinato)(OH)(H20O),4] con un halo de inhibicién de 33 mm, exactamente
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igual al didmetro del halo mostrado por la cefazolina, lo cual muestra que por la
union con el metal el antibiotico no ha perdido la potencia contra esta bacteria (figura

30y 31).

Figura 30. Halos de inhibicion de la Na[Cefazolina] y [Fes(SO4)(OH)s(H,0)7] frente
a la cepa S. enteritidis (497). 1-Complejo de cefazolina libre, 2-Complejo de

cefazolina con hierro (II), 3-complejo de prueba.

Figura 31. Halos de inhibicion de [Cos(cefazolinato)(Ac)(OH)¢(H20)12] ¥y
[Mn(cefazolinato)(OH)(H,0),4] frente la cepa S. enteritidis (497). 1-Complejo de

cefazolina con cobalto (II), 2- Complejo de cefazolina con manganeso (II). 3-Complejo de Prueba (II),

4- Complejo de prueba.
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Finalmente, cuando los complejos se evaluaron frente a P. aeruginosa (ATCC 27853)
la mayoria no mostraron accidon inhibitoria, a excepcion de los complejos
[Niy(cefazolinato)(OH);(H20)/] y [Ni(cefazolinato)(OH)(H, O)7] los cuales
presentaron halos de 15 mm y 12 mm respectivamente. Cabe la posibilidad de que los
complejos [Niy(cefazolinato)(OH);(H,0)7] y el [Ni(cefazolinato)(OH)(H; O);] tengan
la capacidad de incorporarse en la celula bacteriana, por algunos mecanismos de
transporte existente (transporte activo y complejo de poro), y al interactuar con las
cargas de las proteinas de anclaje de las penicilinas (PBP) causan la lisis bacteriana,
producto de la incorporacion de la macromolécula, ya que al unirse a estas porinas se
desvia la atencion en el anillo betalactamico, sin ser inducido entonces el mecanismo

de resistencia natural de tipo ampC.

En la tabla 10 se exponen los resultados obtenidos para la prueba de sensibilidad por
difusion en agar variando las concentraciones; entre 400 pg/disco, 200 pg/disco, 100
ng/disco, 50 pg/disco y 25 pg/disco; en contra de cinco cepas bacterianas, en su

mayoria sencibles a la cefazolina comercial.
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Tabla 10. Halos de inhibicion en mm de la cefazolina y complejos sintetizados,
utilizando diferentes concentraciones frente a las especies bacteriana ensayadas.

g 3 2 g £ Z
2 Qe .z 03 = . 5 4 Ea . £
g 8 Eﬂ %] 5 u g X g % o g
o
Na[Cefazolina] 400 37 32 20 33 -
200 35 30 18 29 -
100 32 27 15 28 -
50 30 25 12 25 -
25 29 22 10 23 -
[Niy(cefazolinato)(OH);(H,0),] 400 30 20 18 19 15
200 17 17 10 18 14
100 12 15 - 15 12
50 - 10 - 12 10
25 - - - 07 -
[Cuy(cefazolinato)(Ac);(H,0)15] 400 26 25 09 21 -
200 24 19 - 15 -
100 20 15 - 13 -
50 17 - - - -
25 12 - - - -
[Cu30,(cefazolinato)(OH)(H,0)s] 400 15 11 - - -
200 09 08 - - -
100 - - - - -
50 - - - - -
25 - - - - -
[Cos(cefazolinato)(Ac)(OH)s(H,0),] 400 15 - - - -
200 09 - - - -
100 06 - - - -
50 - - - - -
25 - - - - -
[Fe4(SO4)(OH)4(H,0)/] 400 22 15 - 10 -
200 15 09 - - -
100 10 - - - -
50 - - - - -
25 - - - - -
[Mn(cefazolinato)(OH)(H,0)14] 400 39 30 15 33 -
200 32 28 10 25 -
100 30 25 09 24 -
50 28 21 06 22 -
25 24 19 - 20 -
[Ni(cefazolinato)(OH)(H, O),] 400 21 10 12 18 12
200 17 08 08 10 -
100 14 - - - -
50 10 - - - -
25 - - - - -

-: sin inhibicion de crecimiento.
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El antibidtico presentd una buena actividad antibacteriana en las cepas S. aureus, E.
coli, S. enteritidis (figura 32), mostrando su minima accion inhibitoria hasta 25

pg/disco.

Figura 32. Halos de inhibicion de la Na[Cefazolina] frente a la cepa S. enteritidis

(ATCC 497) a diferentes concentraciones. 1-Complejo de cefazolina libre a 400ug/disco, 2-

Complejo de cefazolina libre a 200ug/disco, 3-Complejo de cefazolina libre a 100ug/disco, 4-
Complejo de cefazolina libre a 50pg/disco, S-Complejo de cefazolina libre a 25pug/disco.

En el caso de la cepa de K. pneumoniae (figura 33), tanto el anibiotico como los
complejos ensayados a distintas concentraciones muestran halos de inhibicion de
menor tamafio que las requeridas por el CLSI (The Clinical and Laboratory Standards
Institute) para considerarse susceptible (23 mm), denotandose una resistencia de la

bacteria frente a el antibidtico y complejos metalicos.

La cepa bacteriana de P. aeruginosa (ATCC 27853), mostro resistencia en todas las

concentraciones  ensayadas, sin  halos excepto para los complejos
[Niy(cefazolinato)(OH)3(H,O);] y el [Ni(cefazolinato)(OH)(H, O);], donde se

presentan halos. Biologicamente estos compuestos tienen cierto grado de actividad
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contra P. aeruginosa quien presenta distintos mecanismos de resistencia

naturalmente.

Figura 33. Halos de inhibicion de la Na[Cefazolina] frente a la cepa K. pneumoniae

(ATCC 700603) a diferentes concentraciones. 1-Complejo de cefazolina libre a 400pg/disco,

2-Complejo de cefazolina libre a 200pg/disco, 3-Complejo de cefazolina libre a 100pg/disco, 4-
Complejo de cefazolina libre a 50ug/disco, 5S-Complejo de cefazolina libre a 25ug/disco.

El complejo [Niy(cefazolinato)(OH);(H,O);] a pesar de presentar halos de inhibicion
contra las cinco cepas bacterianas ensayadas, en cuatro de estas cepas no se supera la
accion inhibitoria presentada por la cefazolina de tipo comercial; es notable su accion
contra P. aeruginosa, para la cual se observan halos de inhibicién hasta una

concentracion minima de 50 pg/disco, cuando la cefazolina es inactiva.

El complejo dinuclear de [Cuy(cefazolinato)(Ac)s;(H,0)12], posee accion inhibitoria
ante la cepa S. aureus (figura 34) a una concentracion de 25 pg/disco, siendo la
menor que se utilizo, las cepas E. coli y S. enteritidis, las culaes fueron inhibidas a
una concentraciéon minima de 100 pg/disco y sin mostrar resultados satisfactorios al
probarse frente a K. pneumoniae y P. aeruginosa; siendo entonces este complejo

menos efectivo que la cefazolina libre. El complejo [Cu3O;(cefazolinato)(OH)(H,0)o]
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solo mostro halos de inhibicion frente a dos de las cinco cepas probadas, dentro de las
cuales estan; S. aureus y E. coli siendo la minima accién a 100 pg/disco; el cmplejo
[Cos(cefazolinato)(Ac)(OH)s(H20)12] evidencié actividad a uma concentracion
minima de 400 pg/disco ante dos de las cinco cepas ensayadas; estos resultados no
superan la actividad del antibidtico, como es el caso del complejo
[Fe4(SO4)(OH)e(H20)7] el cual mostré su mayor accion inhibitoria contra S. aureus
hasta 100 pg/disco, sin poder considerarse buenos resultados ya que siguen siendo

menos efectivos que el antibidtico de uso comercial.

Figura 34. Halos de inhibicion de [Cux(cefazolinato)(Ac)s;(H20);2] frente a la cepa S.

aureus (ATCC 25923) a diferentes concentraciones. 1-Complejo de cefazolina con cobre

(II) a 400pg/disco, 2-Complejo de cefazolina con cobre (II) a 200pg/disco, 3-Complejo de cefazolina
con cobre (II) a 100pg/disco, 4-Complejo de cefazolina con cobre (II) a 50ug/disco, 5-Complejo de

cefazolina con cobre (II) a 25ug/disco.

La accién inhibitoria presentada por los complejos metalicos formados con cobre,
hierro y cobalto contra las cepas ensayadas fue menor que la del antibidtico, esto
puede deberse a que las moléculas de los nuevos complejos, los cuales son de mayor
tamafio que la del compuesto original, difunde a menor velocidad sobre el agar

debido a su mayor masa molecular.
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En cuanto al complejo [Mn(cefazolinato)(OH)(H,0);4] se observo su accion hasta la
concentracion de 25 ug/disco, frente a las cepas S. aureus (figura 35), E. coli y S.
enteritidis de 100 pg/disco para K. pneumoniae y ninguna inhibicion contra la cepa P.
aeruginosa, siendo estos resultados muy similares a los obtenidos con el uso del

antibidtico de tipo comercial, lo cual indica que aunque este complejo es de mayor

tamano que el antibidtico, la actividad antibacteriana sigue estando presente.

T

Figura 35. Halos de inhibicion de [Mn(cefazolinato)(OH)(H,0);4] frente a la cepa S.

aureus (ATCC 25923) a diferentes concentraciones. 1-Complejo de cefazolina con
manganeso (II) a 400pg/disco, 2-Complejo de cefazolina con manganeso (II) a 200ng/disco, 3-
Complejo de cefazolina con manganeso (II) a 100pg/disco, 4-Complejo de cefazolina con manganeso

(IT) a 50ug/disco, 5-Complejo de cefazolina con manganeso (II) a 25pg/disco.

El complejo [Ni(cefazolinato)(OH)(H,0);] evidencié accion inhibitoria en la cepa S.
aureus a una concentracion minima de 50 pg/disco, mostrandose menos efectivo
ante K. pneumoniae y S. enteritidis con una concentracion minima inhibitoria de 200
ng/disco; notandose que la cefazolina libre presenta mejores resultados que dicho
complejo. Resulta de interes que con este complejo se observa un halo de inhibicion
de 12 mm contra P. aeruginosa, a una concentracion de 400 pg/disco, siendo

completamente resistente aun a esta concentracion a la cefazolina libre.
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CONCLUSIONES

Se sintetizaron complejos polinucleares mediante la reaccion entre la cefazolina
comercial y metales de la primera serie de transicion. Los complejos son:
[Niy(cefazolinato)(OH);(H20);],[Cua(cefazolinato)(Ac);(H,0)12],
[Cu30;(cefazolinato)(OH)(H,0)y],[ Cos(cefazolinato)(Ac)(OH)s(H20)12],
[Fes(SO4)(OH)s(H20)7] y los complejos mononucleares
[Mn(cefazolinato)(OH)(H,0),4] y [Ni(cefazolinato)(OH)(H; O)]

La técnica de difusion en agar evidencid que, el complejo metélico
[Mn(cefazolinato)(OH)(H,0)14] mostré una actividad antibacteriana mayor a la

manifestada por la cefazolina libre sobre la cepa S. aureus (ATCC 25923).

Los complejos de [Niy(cefazolinato)(OH);(H,0);] y [Ni(cefazolinato)(OH)(H,0)/],
mostraron actividad inhibitoria frente a la cepa de P. aeruginosa, siendo esta cepa de

resistencia natural contra la cefazolina.
La actividad inhibitoria mostrada por la cefazolina fue mayor y en algunos casos

similar a la de los complejos sintetizados a partir de él, sin incluir el complejo de

niquel.
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CUN°09S
Cumand, 04 AGD 2008

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarie que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conocit el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009",

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccion intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestién.

UNIVERSMME% ‘Hago a usted a los fines consiguientes.

i
_ _S\STEMA DE BlBL\%TECJA "
RECIBIDO POR '

/4 L4

51550 oS
! erCHA HORA ~VANA B

b
e e -

C.C:  Rectora, Vicerrectora Administrativa, Decanos de los Micleos, Coordinador General de
Administracién, Director de Personal, Direccion de Finanzas, Direccion de Presupuesto,
Contralorta Interna, Consultoria Juridica, Director de Bibliotecas, Direccién de Publicaciones,

a Direccién de Computacion, Coordinacién de Teleinformatica, Coordinacién General de Postgrado.

JABC/ YGC/ maryja

Apartado Correos 094 / Teifs: 4008042 - 4003044 / 3008045 Telefax: 4008043 / Cumand - Venezuela



Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso-
6/6

Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO
(vigente a partir del II Semestre 2009, segiin comunicacion
CU-034-2009) : “los Trabajos de Grado son de la exclusiva
propiedad de la Universidad de Oriente, y sélo podran ser utilizados
para otros fines con el consentimiento del Consejo de Nucleo
respectivo, quien deberd participarlo previamente al Consejo
Universitario para su autorizaciéon”.

Seo o s

Aguiléra Juneidy
Autor

Yo yaay

Anacona Juan Roberto
Asesor
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