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RESUMEN

Con el proposito de evaluar la actividad antimicética contra Candida albicans, de
nuevos complejos polinucleares que contienen fluconazol (FCZ), fueron sintetizados
siete complejos polinucleares haciendo reaccionar FCZ de tipo comercial como ligando
y sales metalicas de metales de transicion. Los complejos resultantes [FexOmn
(FC2)(SO4)H0)], [Cuss032(FCZ)(S04)3], [Ni13011(FCZ)(S04)2(H20)11],
[Mns1047(FCZ)(SO4)(H20)4], [Ag101(FCZ)(SO4)(H:0)], [CouO(FCZ)(SO4)], y
[PduOs(FCZ)(Cl)], fueron caracterizados empleando diferentes técnicas, tales como:
analisis elemental, espectroscopia infrarroja, espectroscopia ultravioleta visible y
determinaciones analiticas. Empleando distintas concentraciones, se evalud la actividad
antimicotica de los compuestos sintetizados mediante la técnica de difusion en agar,
frente a distintas cepas de Candida (C.): C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis y C
Kkrusei. Se compar6 la actividad antimicotica entre dichos complejos polinucleares asi
como la actividad antifungica del FCZ y de la nistatina (NIS) de tipo comercial. Frente a
la cepa de C. albicans, los complejos de cobre, niquel, plata cobalto y paladio
presentaron actividad antimicética, a diferencia de los complejos de hierro y manganeso,
los cuales no evidenciaron dicha actividad. Contra las cepas de C. parapsilosis y C.
tropicalis, los compuestos evidenciaron una modesta respuesta antimicética, excepto el
complejo de manganeso, el cual no obtuvo actividad antifingica para C. parapsilosis, asi
como también los complejos de cobre y niquel no presentaron accion antiflngica para C.
tropicalis. Contra C. krusei, todos los compuestos sintetizados mostraron respuesta
antimicética. Esta respuesta fue mayor en el complejo de plata, a diferencia de hierro y
manganeso, los cuales no tuvieron ningln tipo de accion antifungica. En cuando al
fluconazol y la nistatina de uso comercial, esta Gltima tuvo mejor actividad antimicotica

en las cepas estudiadas, excepto contra C. albicans, donde dicha actividad fue menor.



INTRODUCCION

La era de los antibioticos se inicia con el descubrimiento de la penicilina, obtenida a
partir del hongo Penicillium notatum, por el cientifico escocés Alexander Fleming,
descubrimiento que revolucion6 los tratamientos médicos y la implementacion de

antibioticos asi como antimicéticos en distintas infecciones (1).

Después de la introduccion de las primeras medicaciones antimicoticas en los afios
cincuenta con la aparicion de los polienos, como la griseofulvina, nistatina y la
anfotericina B, el surgimiento de nuevos medicamentos para infecciones micoticas
sistémicas ha sido muy modesto si lo comparamos con el desarrollo de los agentes
antibacterianos. El posterior surgimiento de los azoles en la década de los setenta y los
triazoles con su representante mas importante, el fluconazol (FCZ) a partir de los afios
ochenta, ha permitido su uso méas generalizado, entre otras razones porque coincidio con
la pandemia de sida y las indicaciones terapéuticas derivadas de ésta (2). La
disponibilidad en el mercado facilité su uso, sin embargo como consecuencia de su uso
tan generalizado, se ha desarrollado en levaduras como Candida sp. el riesgo potencial

de resistencia (3).

El FCZ (Figura 1), es uno de los agentes antifingicos mas vastamente utilizados debido
a su excelente farmacocinética, espectro de actividad, biodisponibilidad, baja toxicidad y
falta de interaccion con otros medicamentos. Un agente antifungico ampliamente usado,
por ser una droga clinica popular. El ligando fluconazol puede ser usado para construir
polimeros de coordinacién con diversidad estructural y propiedades interesantes y
prometedoras en el tratamiento de las enfermedades causadas por infecciones de hongos
y bacterias (4). Como todos los triazoles, tiene dos anillos que contienen tres atomos de
nitrogeno. El anillo bencénico presenta dos atomos de flior. Su masa molar es
relativamente bajo, 306, 277 g/mol. Es una molécula polar y simétrica, lo que favorece
su hidrosolubilidad. Su aspecto es de polvo blanco y cristalino, siendo una base

extraordinariamente débil, pKa (3,7) y no ionizable a pH fisioldgico. Su buena
1



solubilidad en agua le hace apto para administracion endovenosa, penetrando muy bien

en fluidos corporales (5). En la figura 2 se puede apreciar la estructura quimica de los

triazoles.
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Figura 1. Estructura quimica del fluconazol.
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El mecanismo de accién del farmaco, es la inhibicion de la sintesis del ergosterol, al
inhibir la conversién de lanosterol a ergosterol, produciendo cambios en la membrana
celular del hongo. Este cambio estructural altera la permeabilidad celular y finalmente
resulta en disrupcién osmotica o inhibicion del crecimiento de la célula fungica.
Adicionalmente, puede inhibir la sintesis de triglicéridos y fosfolipidos del hongo, asi
como la actividad de enzimas oxidativas y peroxidativas, lo que favorece la acumulacion
intracelular toxica de peroxido de hidrogeno, que dafia las organelas celulares y

promueve la lisis fungica (6).

El FCZ es considerado una droga de primera linea para el tratamiento de la candidiasis,
una micosis causada por diversas especies de levaduras del género Candida, en donde
cualquier tejido puede ser afectado, por lo que se presentan diversos cuadros clinicos,
cada uno de ellos asociado directamente al estado inmunoldgico del paciente. Las
candidosis de mucosas y piel son las mas frecuentes, mientras que las sistémicas son de
evolucion aguda o cronica y generalmente severas. Las multiples ventajas de dicho
farmaco lo han convertido en uno de los antifungicos mas empleados en la terapia y

profilaxis de la micosis (7).

Existen méas de 200 especies del género Candida y corresponden a hongos con un modo
de desarrollo predominantemente unicelular. Solamente una docena de estas especies
poseen la facultad de adaptarse a una temperatura de 37°C y pueden ser ocasionalmente
patdgenas para el hombre, estas son entre otras: C. albicans, C. tropicalis, C. kefyr, C.
krusei, C. guillermondi, y C. parapsilosis. La especie mas importante, C. albicans, es
parte de la flora normal de las vias gastrointestinales, la mucosa bucal (31 a 55%) y
vaginal (13% de mujeres), asi como de la piel de individuos sanos (25 a 50%) (8). Vive
en equilibrio con otros microorganismos del cuerpo humano, y coexiste como comensal,
pero cuando este equilibrio se pierde son oportunistas y se convierten en patdgenos
como consecuencia de cambios fisiologicos de la flora normal (9). En forma de levadura
Candida albicans presenta un aspecto de células redondas u ovaladas, de 3-8 micras de
tamafo, agrupadas en pequefios grupos, mientras que, en forma de hongo filamentoso,
3



las celulas se alargan y se diversifican tomando la apariencia de filamentos, pseudohifas
0 pseudomicelio (10). Este dimorfismo le permite evadir los mecanismos de defensa
relacionados con la inmunidad celular del huésped. En forma de levadura se comporta
como saprofita, conviviendo en simbiosis con el huésped, mientras que, en forma de
hongo filamentoso, se comporta como un parésito patdgeno produciendo sintomas en el
huésped. Se reproducen asexualmente por un proceso especifico de division celular

conocido como gemacion (11).

La composicién quimica de C. albicans esta representada por un 20-40% de proteinas y
30-50% de polisacaridos, mientras que la proporcién de lipidos es variable. La fraccion
lipidica va a depender de la cepa, edad del cultivo, condiciones ambientales y del origen
de la fuente de carbono. La pared celular estd constituida por B-(1,3)-d-glucano (40 a
50%), manano (20%), quitina (10 a 20%), proteinas (3 a 6%) y lipidos (1 a 5%). El
ndmero de capas y su morfologia varian, esta variacion estd relacionada con varios
factores tales como: la etapa de crecimiento celular, la forma de crecimiento (como
levadura o como tubo germinal), la capa seleccionada para su estudio, el medio de
cultivo empleado para el crecimiento celular y los procedimientos de fijacion. La
mayoria de los investigadores han descrito cinco capas dentro de la pared celular, las
cuales son (de adentro hacia afuera): manoproteinas, B-Glucan-Quitina, R-Glucéan,
manoproteinas y una capa de fibrillas (12). En la figura 3 se observa el diagrama

esquematico de las cinco capas de la pared celular de C. albicans.

CAPA DE FIBRILLAS

- MANOPROTEINAS

v MEMBRANA
N . CITOPLASMATICA

Figura 3. Diagrama esquematico de las cinco capas de la pared celular de Candida
albicans.
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La membrana citoplasmatica presenta una doble capa compuesta por lipidos y posee
invaginaciones, que se observan como surcos de 200 a 300 nanémetros de longitud, por
35 a 40 nandémetros de espesor, asi como grandes cantidades de proteinas y
carbohidratos en menor proporcién. Es una estructura que reviste gran importancia, ya
que los antimicoticos actian a nivel de la misma, ademés de contener las enzimas
responsables de la sintesis de la pared celular. Asi como es capaz de formar biopeliculas
(biofilms), mediante polimeros que les permiten una fuerte union, les confieren

capacidad defensiva y mayor resistencia a los antifungicos (13).

Las infecciones producidas por especies del género Candida ocurren como resultado de
alteraciones de la defensa del hospedero, por factores iatrogénicos, luego de la
administracion de antibioticos de amplio espectro, tratamiento con esteroides, drogas
citotoxicas, y enfermedades de base (14). La identificacion de las especies que causan la
infeccion, permite indicar un tratamiento especifico para la erradicacion del hongo, lo
cual podria evitar que esta levadura, en un momento determinado, pudiera causar
infeccion recurrente en los pacientes. Situacion preocupante ya que la resistencia de
dichos hongos representa un reto terapéutico que deja un menor nimero de posibilidades
para el tratamiento de estas infecciones que se traducen a su vez por una alta
morbimortalidad (15).

El objetivo principal de la terapia con antimicéticos es controlar las enfermedades
infecciosas producidas por hongos, tarea que ha resultado dificil en la actualidad, debido
a que cada vez son mas frecuentes las circunstancias donde éstos resisten a los
tratamientos y, en ocasiones, plantean una amenaza mortal a los infectados (16). El
fluconazol, ha sido ampliamente utilizado para tratar una gran gama de dichas
infecciones. Sin embargo, una creciente resistencia de los microorganismos en el
tratamiento conduciria al descubrimiento de nuevos farmacos o modificaciones de los ya

existentes (17).

La resistencia a los antifingicos puede dividirse en dos categorias: in vitro (primaria o
5



secundaria) y clinica. La resistencia in vitro primaria, también llamada intrinseca o
innata, es la que presenta el microorganismo de forma natural, por ejemplo C. krusei
frente a fluconazol. La resistencia in vitro secundaria es la que aparece cuando un
microorganismo inicialmente sensible se hace resistente. Esta Ultima forma de
resistencia aparece con frecuencia en los pacientes inmunodeprimidos (infectados por el
virus de inmunodeficiencia humana (VIH)), con candidiasis orofaringea y en tratamiento
prolongado con fluconazol. La resistencia clinica es aquella que aparece cuando el
fracaso del tratamiento antifingico no se asocia con una disminucion de la sensibilidad
in vitro, la misma puede deberse a varios factores, tanto relacionados con el paciente
(estado inmunitario, presencia de catéteres intravasculares o protesis infectadas) como
con el antifungico (farmacocinética, interacciones farmacologicas), entre otros.
Asimismo, deben tomarse en cuenta los factores relacionados con la propia virulencia

del microorganismo que ocasiona la infeccion (18).

Las pruebas de sensibilidad a los antifingicos constituyen en la actualidad una de las
principales lineas de investigacion en muchos laboratorios de referencia debido, entre
otras causas, al incremento del nimero de micosis en el mundo entero, (19). La
disponibilidad de nuevos agentes antifingicos, la aparicion de nuevas especies de
hongos patdgenos emergentes y los cada vez mas frecuentes reportes de resistencia
asociados a fallos terapéuticos, especialmente en pacientes inmunodeprimidos o con
determinadas enfermedades de base, en los cuales las infecciones por Candida se

encuentran entre las més frecuentes (20).

Con la formacién de complejos metalicos que contienen farmacos en su estructura, se
buscan usualmente varios efectos, uno de ellos es mejorar la biodisponibilidad de los
farmacos, produciendo moléculas que ingresen con mayor facilidad a las células que los
farmacos libres, lo que provoca por una parte, aumentar la actividad, y por otra,

disminuir el desarrollo de resistencia a los farmacos (21).

Muchos farmacos poseen propiedades toxicoldgicas y farmacologicas modificadas
6



cuando se unen a los metales formando complejos metalicos. Los compuestos de
coordinacion o complejos metalicos son sustancias quimicas con uno 0 mas atomos

metalicos centrales, enlazados a moléculas organicas denominadas ligandos (22).

La quimica de coordinacion de metales de transicion con antibioticos betalactamicos ha
sido estudiada, y se ha observado que éstos pueden actuar como ligandos bi, tri, tetra o
pentadentado frente a diferentes iones metalicos. La naturaleza multidentada de los
antibidticos mencionados puede ser utilizada para formar complejos polinucleares.
Siempre que un ligando se encuentre unido a dos 0 mas iones metalicos se le denomina
ligando puente. EI complejo resultante se llama frecuentemente complejo polinuclear o
multinuclear, donde el prefijo “poli” o “multi” se usa, habitualmente, para indicar la

presencia de varios centros metalicos iguales o diferentes (23).

La interaccion de iones metalicos y farmacos representa un interesante campo de
estudio. Los iones metalicos que se encuentran facilmente disponibles en sistemas
biolégicos pueden ser enlazados por farmacos, de igual forma como lo hacen las
proteinas, enzimas, acidos nucleicos y otros tipos de bioligandos, para formar complejos.
(22). De esta forma, se modifican las propiedades farmacoldgicas y toxicoldgicas de un

farmaco, simplemente con la formacion de un complejo metalico con el mismo (24).

El gran interés que existe por la formacién de complejos polinucleares de metales de
transicion, generalmente llamados “clusters de espin”, viene dado fundamentalmente,
por las propiedades eléctricas y magnéticas que presentan algunos de estos compuestos
(25). La importancia en sus propiedades magnéticas radica en las potenciales
aplicaciones tecnoldgicas de estos complejos de dimensiones nanométricas, en los que
los espines de los iones metalicos pueden interaccionar entre si, dando lugar a lo que se

conoce como “imanes unimoleculares” (26).

Los metales mas ampliamente estudiados con este proposito son el cobre y la plata, que
han demostrado ser beneficiosos en enfermedades tales como la tuberculosis, Ulceras
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géstricas, la artritis reumatoide y el céncer. Estos resultados animan a investigar la
quimica de coordinacion de los antimicrobianos con metales de transicion para examinar

sus propiedades y las modalidades de las estructuras formadas en estado solido (27).

La sintesis y caracterizacion de complejos polinucleares ha adquirido una gran
relevancia en los Gltimos afios, debido a la inclinacion que existe por conocer y simular
las estructuras y funciones de los centros activos polinucleares, presentes en algunas
metaloenzimas que regulan los procesos biologicos, asi como la busqueda de
aplicaciones potenciales para estos nuevos materiales (28). Estructuralmente, estos
compuestos presentan una porcion central en la que varios iones paramagnéticos, iguales
o diferentes, se encuentran unidos generalmente por ligandos oxo, carboxilato, sulfato,
entre otros; formando puentes, rodeada a su vez por una capa exterior de distintos

ligandos terminales (29).

Entre las publicaciones relacionadas con el tema se puede citar un estudio realizado en
Japon, donde se evaluo si la coordinacion de iones cobre Cu (11) a fluconazol afecta su
actividad antifngica. Los ensayos in vitro de susceptibilidad y estudios antiflngicos se
realizaron con especies de Candida sp. C. glabrata y C. albicans. En general, 34 cepas
de la primera 'y 16 cepas de esta Ultima fueron tratadas con fluconazol, y el complejo de
iones de Cu (Il) con fluconazol. Los valores obtenidos de Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) en 16 casos de C. glabrata y en 5 casos de C. albicans fueron menores
para el complejo en comparacion con el farmaco. Esto implica que el complejo es mas
eficaz contra las cepas particulares que el farmaco original. Observandose la mejoria
mas significativa en la eficacia del farmaco-complejo para las especies resistentes a FCZ
(30).

El creciente interés en los complejos de iones metalicos como agentes antimicoticos, de

diagnostico o quimioterapéuticos se ha observado durante muchos afios. Continuando

con esta iniciativa, la actual investigacion se enfoca en la sintesis de complejos

polinucleares de fluconazol y su evaluacion en la actividad antimicotica contra C.
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albicans, sensible a dicho antimicético, estudios que se vienen realizando en el
Laboratorio de Quimica de Coordinacién, perteneciente al Departamento de Quimica, en

la Universidad de Oriente.



METODOLOGIA

Sintesis de complejos polinucleares

Para la sintesis de los complejos metalico se hizo reaccionar el FCZ de uso comercial
con diferentes sales hidratadas que contienen iones metalicos: sulfato de hierro
heptahidratado (FeSQO4-7H.0), sulfato de cobre (Il) pentahidratado (CuSOas-5H:0),
sulfato de niquel (1) hexahidratado (NiSO4-6H20), sulfato de manganeso (Il)
monohidratado (MnSOs-H20), sulfato de plata (Ag2SOa4), sulfato de cobalto (1)
hexahidratado (CoSO4-6H20) y cloruro de paladio (PdCI>). Las reacciones se realizaron
en proporcion molar FCZ: sales metalicas 1:4, a temperatura ambiente, utilizando como
solvente agua, ajustando las mejores condiciones de pH con una solucion de hidréxido
de sodio (NaOH) 1,0 mol-I* y tiempo de agitacion de la reaccion, con el fin de obtener
el mayor rendimiento y la mejor respuesta magnética posible en la sintesis de dichos
complejos. Los pasos requeridos para la obtencion de los compuestos de coordinacion se

muestran a continuacion (31).

Sintesis del complejo [Mns1047(FCZ)(SO4)4(H20)4]

Se disolvieron 0,4 mmol de MnSO4-H20 en 1 ml de agua destilada. Esta solucion se
mezcl6 con 0,1 mmol de FCZ comercial disueltos en 1ml de agua destilada. Se afiadid
solucion de NaOH 1 mol-I-tpara ajustar el pH a 8. Esta mezcla se agité durante 24 horas,
durante este tiempo adquirié un color marrén. El precipitado formado se lavo, filtrd y
secd en un vidrio reloj a temperatura ambiente por 48 horas. Finalmente se guardd en un

vial para su analisis y caracterizacion.

Sintesis del complejo [Fe32030(FCZ)(SO4)2(H20)s]

Se disolvieron 0,4 mmol de FeSO4-7H20 en 1 ml de agua destilada se mezclaron con 0,1

mmol de FCZ disueltos en 1 ml de agua destilada. Posteriormente a esta solucion se le

ajusto el pH con una solucion de NaOH 1 mol-I™ hasta alcanzar un pH 8. Luego se agito

durante 24 horas, observandose la formacién de un precipitado color naranja. El

precipitado se dejo en un vidrio de reloj a temperatura ambiente durante 24 horas, para
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eliminar la humedad. El sélido fue filtrado, lavado con agua destilada en repetidas
ocasiones y se secO a 30°C por 20 minutos. Finalmente, fue almacenado en viales para

su posterior analisis y caracterizacion.

Sintesis del complejo [C012010(FCZ)(S04)2]

Se disolvieron 0,1 mmol de FCZ comercial en 1 ml de agua destilada mediante agitacion
constante, luego se le agreg6 una solucién que contenia 0,4 mmol de CoSO4-6H.0
disuelto en 1 ml del mismo solvente. Ambas soluciones se unieron e instantdneamente
hubo una reaccién quimica, revelandose un color purpura, luego se elevo el pH a 8 con
solucién NaOH 1 mol-I". Esta solucidon fue dejada a temperatura ambiente en un vidrio
de reloj durante 2 dias para eliminar la humedad y asi obtener el precipitado. Finalmente
este precipitado se filtrd, lavd, secd a 30°C y guardd en viales estériles y rotulados, para

su posterior andlisis y caracterizacion.

Sintesis del complejo [Ni13011(FCZ)(SOa4)2(H20)11]

Fueron disueltos 0,4 mmol de NiSO4-6H.O previamente pesados, en 1ml de agua
destilada. Esta solucién se mezcl6 con 0,1 mmol de FCZ comercial disueltos en 1ml de
agua destilada. Posteriormente, se ajustd su pH con una solucion de NaOH 1 mol-I*
hasta alcanzar un pH 8. Esta mezcla se agit6 durante 24 horas forméandose un precipitado
color verde, el cual se dejo secar en un vidrio reloj a temperatura ambiente durante 24
horas. Luego el sélido obtenido fue lavado con agua destilada y filtrado. Por Gltimo se
dejo secar a temperatura ambiente y se almacend en un vial estéril para su posterior

analisis y caracterizacion.

Sintesis del complejo [CussO32(FCZ)(SOa4)3]

Fueron mezclados 0,4mmol de sal CuSO4-5H.0 disueltos en 1 ml de agua y 0,1 mmol

del antimicotico (FCZ) también disueltos en 1 ml de agua. A la solucion resultante se le

ajustd el pH a 6 con NaOH 1 mol-I", y se dejé agitando durante 24 horas, obteniéndose

un precipitado color azul turquesa. Transcurrido este tiempo, se coloc6 en un vidrio de

reloj para eliminar la humedad. Luego, fue lavado con agua destilada en repetidas
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ocasiones, filtrado y secado a 30°C. Luego fue almacenado en viales para su posterior

analisis y caracterizacion.

Sintesis del complejo [Pd1104(FCZ)(Cl)4]

Se pesaron 0,4 mmol de sal PdCl> y se disolvieron en 1 ml de agua destilada por
agitacion magneética, esta solucion se mezclo con 0,1 mmol de FCZ comercial disueltos
en 1 ml de agua destilada. Se elevo su pH con una solucion de NaOH 1 mol-I"* hasta
llegar a un pH de 8. Luego, se coloco en agitacion durante 24 horas, obteniéndose un
precipitado marron oscuro. Este precipitado fue lavado, filtrado y secado en una estufa a
30°C durante 20 minutos. Finalmente se almacené en viales estériles para su posterior

andlisis y caracterizacion.

Sintesis del complejo [Ag11010(FCZ)(SO4)(H20)-]

Se pesaron 0,4 mmol de sal Ag>SOa4 Yy se disolvieron en 1 ml de agua destilada, esta
solucion se mezclo con 0,1 mmol de FCZ comercial disueltos en 1 ml de agua destilada.
Se ajusto su pH con una solucion de NaOH 1 mol-I"* hasta llegar a un pH de 7. Luego,
se colocd en agitacién durante 24 horas, obteniéndose un precipitado negro. Este
precipitado fue dejado en un vidrio de reloj durante dos dias a temperatura ambiente,
lavado y filtrado. Finalmente se almaceno en viales estériles para su posterior analisis y

caracterizacion.

Caracterizacion de los complejos polinucleares
Empleando técnicas especificas fueron caracterizados los diferentes complejos metalicos

que contienen fluconazol y sales metalicas:

Anélisis elemental

Se realizaron anélisis de los complejos sintetizados con el fin de determinar los
porcentajes de carbono, nitrégeno y azufre, utilizando un analizador elemental (LECO,
modelo CHNS-932), perteneciente al laboratorio 306 del Departamento de Quimica de
la Universidad de Oriente (32).
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Anélisis térmico del contenido de metal

El contenido de metal en los complejos sintetizados, se obtuvo calcinando entre 25 y 30
mg de muestra a 900°C por 1 hora, con la finalidad de obtener los 6xidos metalicos tipo
MO. Luego mediante calculos estequiométricos, se determind el porcentaje del metal.
Para ello, se utilizé una mufla marca Thermolyne, modelo 1300, perteneciente al

Instituto Oceanogréafico de la Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre (33).

Determinacion de metal con tiocetamida

Mediante esta técnica se determin0 el porcentaje de metal de los complejos manganeso,
hierro, cobalto, cobre y plata. Para ello, fueron pesados entre 20-25 mg de cada
complejo, por separado. Luego a todos los complejos se les afiadieron 2 ml de acido
nitrico (HNO3z) y 2 ml de agua destilada respectivamente. Se calentd, siendo atento, para
evitar el secado. A medida que transcurrio el tiempo de calentamiento, los complejos
adoptaron el color inicial del metal en estudio. A los complejos tratados se les ajusto el
pH entre 7-8 con solucion NaOH 2 mol-I? y se agregé 2 ml de una solucién de
tiocetamida 0,1 mol-I?. Las soluciones formadas fueron colocadas por separado en un
tubo de ensayo y centrifugadas durante 2 minutos, obteniéndose asi la formacién de un
precipitado negro que indico la presencia de sulfuros metalicos. El precipitado formado
fue lavado con agua y secado a 120°C por 30 minutos. Se pes6 el producto final y

mediante célculos estequiométricos se determind el porcentaje de metal (34).

Determinacion de metal con dimetilglioxima

Esta técnica se empled para determinar el porcentaje de metal de los complejos niquel y
paladio. Para esto, se pesaron 20 mg de cada complejo por separado en un beaker, los
cuales fueron tratados con 2 ml de HNOs concentrado, seguidamente a estas soluciones
se les ajusto el pH, entre 7-8 con solucion NaOH 2 mol-I. Se les agrego6 gota a gota una
solucion de dimetilglioxima 0,1 mol-1, hasta la aparicion de un precipitado rojo
indicativo de la formacion del complejo niquel y color marron para el complejo de

paladio. Las soluciones se lavaron con agua y metanol. Se dejaron secar a 120°C durante
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30 minutos. Transcurrido el tiempo se peso el precipitado final y asi mediante célculos
estequiométricos se determind el porcentaje de metal (34).

Analisis térmico del contenido de agua

Para determinar el contenido de agua total de los complejos sintetizados, se pesaron
entre 15 a 20 mg de cada complejo y fueron colocados en crisoles de ceramica. Todos se
sometieron a temperaturas entre 120°C y 250°C en una estufa durante intervalos de
tiempo de 30 minutos. El proceso fue repetido varias veces hasta que se obtener un peso
constante de la muestra. Finalmente, por diferencia de masas, se determiné el porcentaje

de agua total en los complejos (35).

Determinacion de sulfato

Se pes6 30 mg de muestra y se traté con 1 ml de acido clorhidrico (HCI) concentrado,
luego, se agregd 3 ml de agua destilada, se ajustd el pH entre 6-7 con NaOH 2 mol-I?, la
solucion se calentd suavemente y se le agregd gota a gota una solucién de cloruro de
bario (BaCl) 0,1 mol-I"!, se mantuvo en calentamiento suave por 30 minutos. La
formacion de un precipitado blanco, indico la presencia de sulfato como sulfato de bario,
se decantd la solucidn y se lavé el precipitado con una solucion 1:1 de HCI. El sélido fue
llevado en una estufa a 120°C, fue pesado y mediante célculos estequiométricos se

determind la cantidad de sulfato presente (36).

Determinacion de cloruro

Se pesd 15 mg de complejo paladio y se tratd con 1 ml de HNOs concentrado, luego, se
agregd 3 ml de agua destilada, se ajusto el pH entre 6-7 con NaOH 4 mol-I*, la solucion
se calentd suavemente y se le agrego gota a gota una solucion de 0,1 mol-I"* AgNOs, se
mantuvo en calentamiento suavemente por 30 minutos. La formacion de un precipitado
blanco, indico la presencia de cloruro como cloruro de plata, se decanto la solucién y se
lavé el precipitado con agua. El solido fue llevado, en una estufa, a 120 °C, fue pesado y

mediante calculos estequiométricos se determind la cantidad de cloruro presente (36).
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Solubilidad

Fueron realizados ensayos de solubilidad a todos los complejos sintetizado en solventes
organicos (acetona, etanol, metanol, acetato de etilo, nitrometano, 1,4-dioxano y
dimetilsulfoxido). Para ello, cada solvente fue colocado a calentar en un beaker por
separado, de manera tal que cada complejo se afiadié poco a poco a cada uno de ellos,
agitandose de forma constante.

Espectroscopia ultravioleta visible

Esta técnica mide la absorcion de la radiacion UV-Visible que sirve para determinar a
qué frecuencias se producen las transiciones electronicas entre los niveles de energia
caracteristicos de cada molécula (37). Basados en este principio, fueron medidas las
absorbancias de cada uno de los complejos sintetizados a una concentracion de 1x1073
mol-1"t en un espectrofotdmetro Perkin Elmer, modelo Lambda 25 perteneciente al
Departamento de Quimica de la Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre.

Espectroscopia infrarroja

Los espectros infrarrojos de los complejos sintetizados, fueron realizados en pastillas de
bromuro de potasio (KBr), haciendo uso de un espectrofotémetro Perkin Elmer, modelo
Spectrum 2000, con transformada de Fourier, perteneciente al Departamento de Quimica
de la Universidad de Santiago de Chile. Con lo cual, se evaluo la presencia de grupos

funcionales y se determinaron los sitios de union del antimicético al metal (37).

Ensayo micoldgico

Determinacion de la susceptibilidad a los antifungicos

Una vez sintetizados todos los complejos polinucleares de FCZ con las diversas sales

metalicas, se definio la accion antimicotica de éstos, a través del método de difusion en

disco, siguiendo los lineamientos establecidos por el Comité Internacional de Estandares

de Laboratorio Clinico (CLSI), en el documento M44-A (2008), el cual utiliza discos

estdndar de 25 pg de FCZ (38). Para ello, fueron preparadas soluciones madres a
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concentraciones de 50 mg/ml de fluconazol de tipo comercial, 150 mg/ml para la
nistatina comercial (NIS) y de cada uno de los complejos sintetizados. Para determinar
las concentraciones de los complejos polinucleares, se consideraron dos grupos, aquellos
que presentaron el 20% de FCZ en su composicion ([Pdi104(FCZ)(Cl)4],
[Ag11010(FCZ)(SO4)(H20)2], [C01206(FCZg)(SO4)2] y [Ni13011(FCZ)(SO4)2(H20)11] ¥y
los que tenian un 10% del farmaco en su estructura ([Fes2Os0(FCZ)(SO4)2(H20)s],
[Cuss032(FCZ)(SO4)3] y [Mns1047(FCZ)(SO4)4(H20)4]). Para el control de calidad de las
pruebas de sensibilidad para C. albicans, se utilizo la cepa de referencia de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC, por sus siglas en inglés), recomendadas por el
CLSI: C. albicans ATCC 90028, donada por el Instituto Nacional de Higiene “Rafael

Rangel”, Caracas, que presenta un rango de inhibicion de 28-39mm para el fluconazol.

Prueba de difusion en agar con discos de antifungicos (antifungigrama)

Para los compuestos que presentan el 20% del FCZ en su estructura como el caso de
([Pd1104(FCZ)(Cl)4], [Ag11010(FCZ)(SO4)(H20)2], [C01206(FCZ)(SO4)2] y
[Ni13011(FCZ)(SO4)2(H20)11]), se pesaron 5,0 mg del complejo y se disolvieron en 0,5
ml del solvente organico, resultando asi una concentracion de 10 mg/ml. Para los
compuestos que presentaban 10% de FCZ en su estructura, como en el caso de
[Fe32030(FCZ)(SO4)2(H20)6], [Cuss032(FCZ)(SO4)3] ¥ [Mns1047(FCZ)(SO4)a(H20)4]) ,
se pesaron 10 mg de los complejos metalicos, y se disolvieron en 0,5 ml de DMSO,
obteniendo una concentracion final de 20 mg/ml. En el caso de los antimicéticos de tipo
comercial, se pesaron 50 mg del farmaco FCZ y 150 mg de NIS, los cuales se diluyeron
individualmente en 1 ml de DMSO. Estas soluciones se mantuvieron en un lugar limpio

y a temperatura ambiente hasta su uso.

Posteriormente se impregnaron discos de papel filtro estériles con 60 pl de cada solucién

y se dejaron secar en la incubadora por 24 horas a 37°C, pasado este tiempo, los discos

fueron impregnados nuevamente y dejados secar el mismo tiempo y temperatura, con la

finalidad de obtener resultados confiables. Luego, a partir de cultivos de 24 horas a 37°C

en Agar Saboroud Dextrosa (ASD) de las diferentes cepas de Candida utilizadas; C.
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albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. krusei, se prepararon suspensiones en agua
destilada estéril, ajustando al grado de turbidez 0,5 McFarland (1,5 x 10® Unidades
Formadoras de Colonias (UFC)/ml), siguiendo las indicaciones establecidas en

documento M44-A del CLSI, para un estricto control de calidad.

Para el método de difusion se utilizaron placas de Petri de 10 cm de didmetro, con 25 ml
de agar Mueller-Hinton modificado (MHm), al cual se le adicion6 2,0% de glucosa y
azul de metileno hasta una concentracion final de 0,5 mg/ml. Con un hisopo cargado con
el in6culo correspondiente, se sembro la superficie de cada placa de Petri con MHm en
tres direcciones y se dejo secar durante 15 minutos en incubadora, a 37°C. Se colocaron
los discos previamente impregnados de cada solucion, los discos impregnados con FCZ
y NIS comercial, se colocaron de forma equidistante en una sola placa, por cada cepa y
los discos impregnados con los complejos polinucleares fueron colocados en una placa
por cada especie de la levadura. Estas placas inoculadas se incubaron por 24 horas a
37°C, la prueba se realiz6 por triplicado. Transcurrido el tiempo de incubacion, se midio,
con una regla milimetrada, el diametro de la zona de inhibicion del crecimiento y se
catalogd como, sensibles (S), sensibles dependiente de la dosis (SDD) o resistentes (R)

empleando los puntos de corte para levaduras, recomendados por el CLSI.

Una vez obtenidos los primeros resultados, se realizaron distintas diluciones del
complejo plata para asi determinarla dilucién a la que el compuesto es capaz de inhibir
el crecimiento fungico. Para ello, se tomaron 250 uL de la solucién madre de dicho
compuesto .y se mezcld con 250 pL del solvente organico (DMSO) con la punta de la
pipeta por aspiracion y expulsion para seguidamente transferir 250 uL de esta mezcla a
otro envase, mezclando la solucién de la misma forma con 250 uLL de DMSO vy transferir
250 ul de esta segunda mezcla al siguiente envase; y asi sucesivamente hasta llegar al
ultimo envase, descartando 250 pl para obtener concentraciones de 10 pg/ml, 5 pg/ml,
2,5 pg/ml, 1,25 pg/ml, 0,625 pg/ml y 0,3125 pg/ml. Luego se impregnaron discos de 60
pl con estas soluciones, dandoles el mismo tratamiento que los anteriores y fueron
colocados en una placa con MHm inoculada con la cepa C. krusei, en tres direcciones.
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Se incubo por 24 horas a 37°C. Pasado el tiempo de incubacion, se midio, con una regla
milimetrada, el didmetro de la zona de inhibicion del crecimiento y se catalogd como
sensible o resistente, empleando los puntos de corte para levaduras, siguiendo los

criterios recomendados en el método de referencia M44-A del CLSI para el fluconazol.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En general, los complejos polinucleares obtenidos, son coloreados, estables a
temperatura ambiente e insolubles en ciertos solventes organicos, tales como: metanol,

etanol, acetato de etilo, 1,4-dioxano, nitrometano, acetona, pero solubles en DMSO.

Andlisis elemental

En la tabla 1 se puede observar el contenido de carbono, nitrégeno y azufre de los
complejos sintetizados expresado en porcentajes. Los porcentajes calculados a partir de
la féormula propuesta para cada complejo se muestran dentro del paréntesis. Se puede
observar la buena concordancia en los porcentajes de carbono y azufre que hay entre los
valores medidos y tedricos. Estos resultados sugieren la presencia del ligando en los
complejos polinucleares, ya que éste (FCZ) es el unico componente del complejo que

posee en su estructura quimica carbono y nitrogeno.

Tabla 1. Analisis elemental de carbono, nitrégeno y azufre en los complejos metalicos.

Complejos %C %N %S
[Fes2030(FCZ)(SO4)2(H20)s] 5,35 0,36 2,09
(5.43) (2.92) (2.22)
[Cu3s032(FCZ)(S04)3] 4,68 0,64 4,50
(4.69) (2.52) (2.88)
[Ni13011(FCZ)(SO4)2(H20)11] 9,51 1,96 3,01
(9,54) (5.13) (3.91)
[Mns51047(FCZ)(SO4)4(H20)4] 3,56 0,84 0,46
(3.61) (1.94) (2.96)
[Ag11010(FCZ)(S04)(H20):] 8,96 3,32 2,06
(8.74) (4.70) (1.79)
[C01206(FCZ)(S04)2] 11,95 2,33 0,70
(11,99) (6.46) (4.92)
[Pd1104(FCZ)(Cl)4] 9,26 5,60 0,21
(9,27) (4,99) (0,00)

9%C= porcentaje de carbono, %N= porcentaje de nitrégeno, %S= porcentaje de azufre, FCZ= fluconazol

Andlisis térmico del contenido del metal

Consiste en la calcinacion de una sustancia a elevadas temperaturas, para ocasionar la
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descomposicion térmica o desnaturalizacion tanto quimica como fisica de la misma. A
altas temperaturas aproximadamente 900°C, se obtuvieron los dxidos metalicos de cada

uno de los complejos sintetizados.

La tabla 2 muestra los porcentajes de metal obtenidos para cada complejo. Se observa
una buena correspondencia entre los valores medidos expresados como 6xidos metélicos
(MO) vy los valores tedricos calculados siguiendo la formula molecular establecida. Esto
indica la presencia del ion metélico en cada uno de los complejos. Cabe destacar que
estos porcentajes de metales, como se apreciard mas adelante, presentan similitud con

los porcentajes de metales determinados analiticamente.

Tabla 2. Contenido de metal por analisis térmico de los complejos sintetizados.

. M inicial M final %Metal
Complejos (mg) (mg) MO Medido Tedrico
[Fe32030(FCZ)(S04)2(H20)s] 29,6 23,3 61,2 62,2
[Cu3s032(FCZ)(SO4)3] 28,9 24,4 67,5 66,7
[Ni13011(FCZ)(S04)2(H20)11] 21,7 16,6 46,9 46,7
[Mns1047(FCZ)(S04)4(H20)4] 28,3 238 65,0 64,8
[Ag11010(FCZ)(S04)(H20)2] 28,5 19,1 66,0 66,5
[C01206(FCZ)(S04)2] 27,8 16,7 54,1 54,3
[Pd1104(FCZ)(Cl)4] 26,5 21,1 69,2 69,6

m;= masa inicial, ms= masa final, MO= masa del dxido del metal, %= porcentaje, FCZ= fluconazol

Determinacion analitica de los metales

Para la determinacion de hierro, cobre, manganeso, plata y cobalto se empled la
generacion de sulfuro de hidrégeno (H2S), partiendo de la tioacetamida para precipitar
iones metalicos como sulfuros. La tioacetamida por accion de la temperatura en medio

acido se hidroliza mediante la siguiente reaccion:

CH3C(=S)-NH; + H20 — CHsC(=0)-NHz + H,S

Los precipitados de esta reaccion estan constituidos por particulas mayores que las
obtenidas por burbujeo directo de H.S, son facilmente sedimentados y menos

contaminados. EI H2S es generado en el seno de la solucion, mediante un control del pH

20



de la misma, se puede regular la concentracion del anién S en el equilibrio. La rapidez
de hidrdlisis de la tioacetamida en soluciones acidas es proporcional a la concentracion

de iones H*, y la precipitacién de los sulfuros ocurre a la rapidez de formacién del H2S.

Para la determinacion de niquel y paladio se realizé utilizando como agente precipitante
la dimetilglioxima, compuesto organico especifico que en solucién ligeramente alcalina

solo precipita niquel (1) y/o paladio (I1). La reaccion se aprecia en la figura 4.

H;C CH;
N
7 N\
H.C CH ,O_N N—O\
3 \ 3 . Y M/ H
_ + —» H K +
2 //C C\\ \O_N/( \N_O';{ + 2H
HO——N N—OH
\. 7
C—~C
/
H5C CH;

Figura 4. Reaccion de la dimetilglioxima con M?* (M?*= Ni?* y Pd?")

Este precipitado es tan voluminoso que s6lo pueden manejarse adecuadamente en
pequefias cantidades del metal. También tienen una gran tendencia a ascender por las

paredes del recipiente cuando se filtra y se lava.

En la tabla 3 se puede observar los resultados obtenidos analiticamente mediante
técnicas de precipitacion del metal. Existe una buena correspondencia entre los valores
experimentales y los valores tedricos. También se observa que el complejo con el mayor
contenido de metal es el de paladio con un porcentaje de 69,2%, mientras que el

complejo con menor porcentaje de metal fue el de niquel con 46,2%.

Tabla 3. Determinacién analitica del metal.

. M inicial M final %Metal
Complejos (mg) (mg) Medido  Tedrico
[Fes2030(FCZ)(SO4)2(H20)q] 10,6 10,7 64,4 62,2
[Cuzs032(FCZ)(SO4)3] 14,2 14,3 67,0 66,7
[Ni1z011(FCZ)(SO4)2(H20)11] 13,4 30,4 46,2 46,7
[Mns1047(FCZ)(SO4)4(H20)4] 14,9 15,4 65,4 64,8
[Ag11010(FCZ)(S04)(H20)2] 13,6 10,3 66,5 66,5
[C01206(FCZ)(S04)] 11,1 9,2 53,9 54,3
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[Pd1104(FCZ)(CI)q] 125 27 4 69,2 69,6

m;= masa inicial, mg= masa final, %= porcentaje, FCZ= fluconazol
Analisis térmico del contenido de agua

Los complejos fueron sometidos a rangos de temperaturas entre 120 y 250°C por
intervalos de 30 minutos, hasta obtener peso constante. Las variaciones de masa al
someter a los compuestos a un rango de temperatura, permiten calcular el porcentaje de
agua total presente en cada una de las muestras. La tabla 4 muestra el contenido de agua
total en los complejos metalicos, se observa buena correlacion entre los valores medidos

y calculados, existiendo diferencias no significativas entre estos.

Tabla 4. Contenido de agua en los complejos metélicos.

: Minici My % Agua
Complejos (r;qlgcial (r:;a;I Medido - Teorico
[Fe2050(FCZ)(S02)17(H20)e] 17,4 0,6 3,4 3,8
[Ni13011(FCZ)(SO4)2(H20)11] 16,2 1,0 6,0 5,9
[Mns1047(FCZ)(SO4)4(H20)4] 16,7 0,6 33 1,7
[Ag11010(FCZ)(S04)(H20)2] 19,0 0,8 4,0 2,0

m;= masa inicial, ms= masa final, % = porcentaje, FCZ= fluconazol

Determinacion de sulfato

Para sintetizar los complejos, se emplearon sales en forma de sulfatos. Para conocer la
formula empirica de los complejos, fue necesario determinar la presencia de éste en los
mismos. Para ello se empled el método gravimétrico, que consistio en la precipitacion de
BaSO. utilizando como agente precipitante BaCl,, la cual ocurre segun la siguiente

reaccion:

BaCl, + SO, w=——> BaSO, + 2CI’

Mediante célculos estequiométricos, se determind el contenido de sulfato de los
precipitados de BaSO4 formados, los cuales se muestran en la tabla 5. Se observa una

buena correspondencia entre los valores medidos y los esperados tedricamente.
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Tabla 5. Contenido de sulfato en los complejos sintetizados.

Masa Masa  Masa m/m SO4*
Complejo complejo BaSOs  SO4* Medido Teorico

(mg) (mg)  (mg)
[Fes2030(FCZ)(SO4)17(H20)6] 13,4 33 1,4 7,5 6,7
[CusO32(FCZ)(SOu)3] 13,4 2,7 1,1 8,3 8,6
[Ni13011(FCZ)(SO4)2(H20)11] 12,0 3,5 1,4 12,0 11,7
[Mns1047(FCZ)(SO4)a(H20)4] 14,2 4,3 1,8 8,5 8,9
[Ag11010(FCZ)(SO4)(H20)2] 10,5 2,3 0,9 7.2 5,4
[C01206(FCZ)(SO4)2] 11,7 38 1,7 134 148

%: porcentaje, FCZ= fluconazol, mg= miligramos

Determinacion de cloruro
En la tabla 6, se observan los resultados del contenido de cloruro en el complejo de
paladio. Se aprecia una buena concordancia entre el porcentaje de cloruro medido con el

porcentaje calculado con la férmula propuesta del complejo.

Tabla 6. Contenido de cloruro en los complejos sintetizados.

Complejo Masa Masa Masa %m/m CI
Complejo AgCl CI Medido Teorico
(mg) (mg) (mg)
[Pd1104(FCZ)(Cl)4] 15,0 5,0 1,3 8,7 8,4
Solubilidad

Todos los nuevos complejos metélicos resultaron ser solubles en Dimetilsulfoxido

(DMSO), e insolubles en los demés solventes organicos.

Espectroscopia ultravioleta visible (UV-Visible)

La espectroscopia UV-Visible se utiliza para apreciar las transiciones electronicas que
tienen lugar en las moléculas al absorber radiacion de la region ultravioleta y visible. La
energia absorbida permite excitar los electrones compartidos y sin compartir, a niveles

de energias mas elevados. Las longitudes de ondas en que ocurre la absorcidon dependen
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de la fuerza con la que estan unidos los electrones a la molécula. El espectro de estos
complejos polinucleares de metales de transicion comprende las transiciones
electronicas debidas al ligando en este caso el FCZ y de las transiciones electronicas de
los electrones desapareados del metal, desde un estado fundamental hasta un estado
excitado. Asi, los complejos de metales de transicion absorben radiacion UV-Visible que
ocasionan transiciones electronicas que pueden ser debidas al metal, al ligando o entre el

ligando y el metal o viceversa (39)

En las transiciones electronicas del FCZ, sélo se ven involucrados orbitales de dicho
ligando, las transiciones electronicas del metal se efecttan entre los orbitales de este.
Estas ultimas transiciones se deben al desdoblamiento de los orbitales d del metal en
orbitales tog y eg, las cuales se conocen como transiciones d-d. También pueden ocurrir
transiciones electrénicas desde orbitales del metal a orbitales del ligando (transiciones de
transferencia de carga metal-ligando), también de orbitales del ligando a orbitales del
metal (transiciones de transferencia de carga ligando-metal) (39). Los espectros fueron
tomados utilizando DMSO como solvente, ya que los compuestos sintetizados resultaron

ser solubles en este solvente orgénico.

En la tabla 7 se puede apreciar que todos los complejos polinucleares sintetizados
muestran la banda caracteristica observada en el FCZ a 260 nm, sugiriendo la presencia
del FCZ comercial en el compuesto formado, ademés de que el FCZ no se ha
descompuesto. Todos los complejos polinucleares excepto el de plata y el de
manganeso, muestran una banda de absorcion adicional a 330 nm que pudiera ser

asignada a una banda de transferencia de carga entre el metal y el FCZ.
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Tabla 7. Principales transiciones ultravioleta visible del fluconazol y los complejos
metalicos (nm).

Complejos Transiciones: FCZ M—FCZ
Fluconazol 260
[Fe32030(FCZ)(SO4)2(H20)s] 260 330
[Cuzs032(FCZ)(SO4)s3] 260 330
[Ni13011(FCZ)(S04)2(H20)11] 260 330
[Mn51047(FCZ)(SO4)4(H20)4] 260
[Ag11010(FCZ)(SO4)(H20)2] 260
[C01206(FCZ)(S04)2] 260 330
[Pd1104(FCZ)(Cl)4] 260 330

FCZ= fluconazol

Desde la figura 5 hasta la figura 12 se muestran los espectros ultravioleta visible tanto

del FCZ como de los complejos polinucleares preparados.

Absorbancia
N

j\

200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Longitud de onda (nm)

Figura 5. Espectro ultravioleta visible del fluconazol.
nm: nanémetro
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Figura 6. Espectro ultravioleta visible del complejo [Fez2030(FCZ)(SO4)2(H20)s].
nm: nanémetro
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Figura 7. Espectro ultravioleta visible del complejo [CuzsOs2(FCZ)(SOa)s].
nm: nanémetro
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Figura 8. Espectro ultravioleta visible del complejo [Ni13011(FCZ)(SO4)2(H20)11].

nm: nanémetro
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Figura 9. Espectro ultravioleta visible del complejo [Mns1047(FCZ)(SO4)a(H20)4].

nm: nanémetro
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Figura 10. Espectro ultravioleta visible del complejo [Ag11010(FCZ)(SO4)(H20)2].

nm: nanémetro
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Figura 11. Espectro ultravioleta visible del complejo [C01206(FCZ)(SOa4)2].
nm: nanémetro
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Figura 12. Espectro ultravioleta visible del complejo [Pd1104(FCZ)(Cl)4].
nm: nanémetro

Espectroscopia infrarroja (IR)

Es una técnica que permite la identificacion de los grupos funcionales presentes en un
compuesto. Esto debido a que cuando una molécula absorbe radiacion infrarroja, las
vibraciones moleculares con frecuencia igual que la radiacion, aumentan en intensidad y
lo que genera son sefiales caracteristicas que corresponden a la vibracion de un enlace
especifico. La region infrarroja se divide en tres regiones denominadas infrarrojo

cercano (IRC> 4000 cm™Y), infrarrojo medio (IRM 4000-400 cm™) e infrarrojo lejano

(IRL< 400 cm™?) (40).

La IR tiene su aplicacion mas inmediata en la deteccion de los grupos quimicos
presentes en un material. 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 (41). De esta forma,
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analizando cuéles son las frecuencias vibracionales a las que absorbe una sustancia en el
IR, se puede obtener informacion acerca de los grupos funcionales que componen dicha
sustancia. Los espectros IR de los complejos sintetizados muestran las vibraciones
caracteristicas del esqueleto del FCZ a 3120, 1614, 1510, 1278, 1137 y 966 cm™,
ademas de la banda debida a la presencia de agua. Los valores de las principales bandas

IR del fluconazol, y los complejos sintetizados se encuentran resumidas en la tabla 8.

Tabla 8. Principales frecuencias vibracionales (cm™) de los complejos sintetizados.

Complejos O-H C=N C-OH M-0O
Fluconazol 3381 1620 1278
[Fes2030(FCZ)(SO4)2(H20)6] 3425 1631 1318 564
[Cuz03(FCZ)(S04)s] 1625 1320 485
[Ni13011(FCZ)(SO4)2(H20)11] 3385 1614 1324
[Mns:047(FCZ)(SO2)a(H20).] 3440 1614 1318
[Ag11010(FCZ)(SO4)(H20)2] 3422 1616 1304 616
[Co1206(FCZ)(S04)z] 1614 1308
[Pd1104(FCZ)(C)d] 1629 1314 616

Los respectivos espectros IR del fluconazol y los complejos polinucleares sintetizados se

encuentran desde la figura 13 a la figura 20.

100.9 _

90 |

80 |

3948.7 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 450.0
v (cm™

Figura 13. Espectro infrarrojo del fluconazol. %T: porcentaje de transmitancia, v: frecuencia.
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Figura 14. Espectro infrarrojo del complejo [Fes2030(FCZ)(SO4)2(H20)6]

de transmitancia, v: frecuencia.
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Figura 15. Espectro infrarrojo del complejo [CussOs2(FCZ)(SOas)3]. %T: porcentaje de

transmitancia, v: frecuencia.
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Figura 16. Espectro infrarrojo del complejo [Ni13011(FCZ)(SO4)2(H20)11. %T: porcentaje

de transmitancia, v: frecuencia.
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Figura 17. Espectro infrarrojo del complejo [Mns1047(FCZ)(SO4)4(H20)4]. %T: porcentaje

de transmitancia, v: frecuencia.
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Figura 18. Espectro infrarrojo del complejo [Ag11010(FCZ)(SO4)(H20)2]. %T: porcentaje

de transmitancia, v: frecuencia.
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Figura 19. Espectro infrarrojo del complejo [C01206(FCZ)(SO4)2]. %T: porcentaje de

transmitancia, v: frecuencia.
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Figura 20. Espectro infrarrojo del complejo [Pd1104(FCZ)(Cl)a]. %T: porcentaje de

transmitancia, v: frecuencia.

Actividad biologica

Los aislamientos se clasificaron segin los valores de las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI), como sensibles (S), sensibles dependiente de la dosis (SDD) o
resistentes (R) al antifungico estudiado, que se correlaciond con los criterios
recomendados en el método de referencia M44-A del CLSI para el fluconazol, como se

muestra en la tabla 9 (42)

Tabla 9. Interpretacion de la CMI al fluconazol por la técnica de difusion en agar.

Sensible SDD Resistente
Puntos de corte CMI <8 ug/ml 16-32 pg/ml > 64pg/ml
zona de inhibicion >19 mm 15-18 mm <14mm

CMI= concentracion minima Inhibitoria, SDD= sensibles dependiente de la dosis

Los resultados de las pruebas de sensibilidad antifingica, permitieron apreciar cuales

complejos metalicos a una determinada concentracion, podrian presentar inhibicién
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antimicotica frente a diferentes cepas de Candida (C .albicans, C .parapsilosis, C.
tropicalis y C .krusei), utilizando el método estandarizado, difusion en disco.

En la Tabla 10 se puede apreciar la actividad antimicotica de los complejos
polinucleares frente a C .albicans. En la cepa ensayada, los complejos de hierro y
manganeso, no presentaron halos de inhibicion a diferencia de los complejos de cobre, niquel,
plata, cobaltoy paladio, los cuales evidenciaron cierta accion antimicdtica. El complejo de
niquel resulto ser el de mejor actividad antifingica, obteniendo un halo de inhibicion de
11 mm. Los complejos de cobre y paladio, reflejaron un halo de inhibicion de 8 mm.
Mientras que los complejos plata y cobalto, tuvieron la menor actividad antimicotica,
produciendo halos de inhibicion de 6 mm y 5 mm respectivamente. La especie
considerada es resistente a los complejos estudiados. EI FCZ de uso comercial produjo
un halo de 19 mm, siendo la especie estudiada sensible al antimicético. La NIS
comercial, present6 un halo de inhibicién de 14 mm, teniendo asi una buena respuesta
antimicotica pero inferior al FCZ. En las figuras 21 y 22 se aprecian los halos de
inhibicidn de los complejos y los antimicdticos comerciales frente a la cepa C. albicans,

respectivamente.

Tabla 10. Actividad antimicotica de los complejos polinucleares frente a Candida
albicans

Complejos Halos de inhibicion (mm)
FCZ comercial 19 19 19
NIS comercial 14 14 13
[Fe32030(FCZ)(S04)2(H20)6] R R R
[Cuss032(FCZ)(S04)3] 7 8 8
[Ni13011(FCZ)(SO04)2(H20)11] 10 11 11
[Mns51047(FCZ)(SO4)4(H20)4] R R R
[Ag11010(FCZ)(SO4)(H20)2] 6 6 6
[C01206(FCZ)(S04)2] 5 4 5
[Pd1104(FCZ)(Cl)4] 7 7 8

FCZ= fluconazol, NIS= nistatina, R= resistente, mm= milimetro
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[CU35032(FCZ) (804)3]

[Ag11010(FCZ)(S04)(H20).

[Nizs011(FCZ)(SO4)2(H-0 \ 5
- o 74 [Mns1047(FCZ)(SO4)a(H20

[C01206(FCZ)(SOs),]
Figura 21. Actividad antimicoética de los complejos polinucleares frente a de Candida

albicans

Fluconazol

Nistatina

Figura 22. Actividad antimicética del fluconazol y la nistatina frente a Candida albicans

En la tabla 11 se puede apreciar la actividad antimicética de los complejos polinucleares
frente a la cepa C. parapsilosis. EI complejo de manganeso no presentd halo de
inhibicion, mientras que los demas complejos evidenciaron una modesta actividad
antimicética, resultando asi el complejo de plata el de mayor actividad antifingica,

produciendo un halo de inhibicién de 10 mm, seguidamente del complejo de cobre y
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cobalto con un halo de inhibicion de 8 mm. El complejo de hierro produjo un halo de
inhibicion de 4 mm y los complejos de niquel y paladio un halo de 5 mm. La especie
considerada es resistente a los complejos estudiados. La NIS de uso comercial produjo
un halo inhibitorio de 19 mm mientras que el FCZ de uso comercial reflejé un halo de
inhibicion de 16 mm frente a la cepa estudiada. Los valores indican que la especie
considerada es sensible frente a la NIS y sensible segun la dosis, frente al FCZ.

En la figura 23 se aprecian los halos de inhibicion del fluconazol y la nistatina frente a la

cepa C. parapsilosis.

Tabla 11. Actividad antimicética de los complejos polinucleares frente a Candida
parapsilosis.

Complejos Halos de inhibicion (mm)
FCZ comercial 16 16 16
NIS comercial 19 19 19
[Fe32030(FCZ)(S04)2(H20)6] 3 4 3
[Cu3s032(FCZ)(SO4)3] 8 8 7
[Ni13011(FCZ)(SO4)2(H20)11] 5 4 5
[Mns1047(FCZ)(SO4)4(H20)4] R R R
[Ag11010(FCZ)(S04)(H20)2] 10 10 10
[C01206(FCZ)(S04)2] 8 8 7
[Pd1104(FCZ)(Cl)4] 5 5 5

FCZ= fluconazol, NIS= nistatina, R= resistente, mm= milimetro

Nistatina

—>Fluconazol

Figura 23. Actividad antimicética del fluconazol y la nistatina frente a Candida
parapsilosis.
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En la tabla 12 se aprecia la actividad antimicotica de los complejos polinucleares frente
a la cepa C. tropicalis. Los complejos de cobre y niquel no presentaron halos de
inhibicion. El complejo de mayor actividad antimicdtica resultd ser el de paladio,
obteniéndo un halo de inhibitorio de 10 mm. Los complejos polinucleares de plata y
cobalto presentaron halos de inhibicion de 9 mm y 8 mm respectivamente. Los
compuestos de menor actividad antifangica fueron los de hierro y manganeso,
produciendo halos de inhibicion no mayor a 5 mm. Atendiendo a los resultados, se
puede decir que la especie considerada es resistente a los complejos estudiados. La NIS
comercial evidencio un halo inhibitorio de 20 mm y el FCZ un halo de inhibicion de 19

mm, siendo la especie considerada sensible a los antimicoticos comerciales.

Tabla 12. Actividad antimicotica de los complejos polinucleares frente a Candida

tropicalis.
Complejos Halos de inhibicion (mm)

FCZ comercial 19 19 19
NIS comercial 20 20 20
[Fe32030(FCZ)(S04)2(H20)6] 5 5 4
[Cu3s032(FCZ)(S04)3] R R R
[Ni13011(FCZ)(S04)2(H20)11] R R R
[Mn51047(FCZ)(SO4)4(H20)4] 5 5 5
[Agllolo(FCZ)(SO4)(H20)2] 9 8 9
[C01206(FCZ)(S04)] 8 8 7
[Pd1104(FCZ)(Cl)4] 10 10 9

FCZ= fluconazol, NIS= nistatina, R= resistente, mm= milimetro

En la figura 24 se aprecian los halos de inhibicion de los complejos polinucleares frente

a C. tropicalis.
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[Ag11010(FCZ)(SO4)(H20)2]

PiuO(FC2CD [Fe3,050(FCZ)(SO)2(H20)

[C01206(FCZ)(S04)]

[CU35032(FCZ)(SO4)3]
[Ni13011(FCZ)(SO4)2(H20)

Figura 24. Actividad antimicética de los complejos polinucleares frente a Candida
tropicalis.

En la tabla 13 se aprecian los resultados de la actividad antimicética de los complejos
polinucleares frente a la cepa C. krusei. Los complejos de hierro y cobalto no
presentaron halos de inhibicion. EI complejo de mayor actividad antimicoética resultd ser
el de plata, produciendo un halo de inhibicion del6 mm. EI complejo de cobre produjo
un halo de inhibiciéon de 7 mm. Los complejos de niquel, manganeso y paladio
presentaron halos de inhibitorios no mayores a 6 mm. Atendiendo a los resultados se
puede decir que la cepa considerada resultdé ser resistente frente a los complejos
sintetizados, con excepcion del complejo polinuclear de plata donde resulto ser sensible
segun la dosis. La NIS de uso comercial presentd un halo de inhibicion de 4 mm, a
diferencia del FCZ de tipo comercial, el cual no presenta actividad antimicotica frente a

la cepa estudiada ya que la misma es resistente natural al farmaco.

Tabla 13. Actividad antimicotica de los complejos polinucleares frente a Candida krusei.

Complejos Halos de inhibicion (mm)
FCZ comercial RN RN RN
NIS comercial 4 4 4
[Fe32030(FCZ)(S04)2(H20)6] R R R
[Cuzs032(FCZ)(SO4)3] 7 6 7
[Ni13011(FCZ)(S04)2(H20)11] 6 5 6
[Mns51047(FCZ)(SO4)4(H20)4] 6 6 6
[Ag11010(FCZ)(SO4)(H20).] 16 16 16




[C01206(FCZ)(S04)2] R R R
[Pd1104(FCZ)(Cl)4] 5 5 4

FCZ= fluconazol, NIS= nistatina, RN= resistencia natural, R = resistente, mm= milimetro

Resumiendo la actividad antimicotica presentada por los complejos polinucleares es
posible concluir: 1. Considerando los criterios recomendados en el método de referencia
M44-A del CLSI para el FCZ, las especies, C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis
resultaron ser resistentes para los nuevos complejos polinucleares sintetizados. C. krusei
resulté ser SDD para el complejo de plata. 2. Atendiendo a los resultados obtenidos para
los complejos polinucleares, es posible apreciar que los compuestos menos voluminosos,
que contienen en su estructura un 20% de FCZ de la masa molar, presentaron mayor
actividad antimicética que los compuestos mas voluminosos, que contienen en su
estructura un 10% de FCZ de la masa molar. Esto permite inferir que debiera existir una
relacion éptima entre tamafio, % de FCZ del complejo polinuclear y su actividad
antimicotica. 3. De todos los complejos polinucleares estudiados en el presente trabajo,
se puede apreciar que solamente los complejos de plata y paladio fueron los Unicos que
mostraron actividad antimicotica contra todas las cepas estudiadas. Este resultado es
muy significativo y permite sugerir mayores estudios en este tipo de compuestos por sus

posibles aplicaciones en la quimica medicinal.

El excelente resultado obtenido con el complejo polinuclear de plata formado con FCZ,
frente a la cepa C. krusei también ha sido observado con polimeros de plata con FCZ
frente a otros tipos de hongos (4). Pareciera ser que la actividad antimicotica estuviera
relacionada con la forma de estas estructuras polinucleares sin menoscabar la posibilidad
de que, el efecto antimicotico se deba a un efecto sinérgico entre los iones de plata y el
FCZ. En la tabla nimero 14 y en la figura 25, se ve reflejado el comportamiento
antimicético del complejo de plata a las distintas concentraciones ensayadas. Se puede

apreciar que a la concentracion de 0.31 pug/ml no hay inhibicién micética.
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Tablal4. Concentraciones y halos de inhibicion del complejo Ag frente a Candida
krusei

Complejo Concentracion / Halos de inhibicion
&L
[Ag11010(FCZ)(SO4)(H20):] E E F 2 S =
— Lo N - o o

16mm 9mm 7mm 5mm 2mm 0mm

FCZ= fluconazol, mm=milimetro

18
16—-
14—-
12

10

Halos (mm)

, , , , ,
10,0 5,0 2,5 1,25 0,62 0,31
Concentracion (ug/ml)

Figura 25. Gréafica de la actividad antimicética del complejo plata frente a Candida
krusei.
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CONCLUSIONES

Se  obtuvieron los complejos  polinucleares  [Fes32030(FCZ)(SO4)2(H20)s],
[Cu3s032(FCZ)(SO4)3], [Ni1z011(FCZ)(SO4)2(H20)11], [Mns1047(FCZ)(SO4)a(H20)4],
[Ag11010(FCZ)(S04)(H20)2], [C01206(FCZ)(S04)2], [Pd1104(FCZ)(Cl)s] haciendo

reaccionar fluconazol con metales de transicion.

Los complejos polinucleares de fluconazol fueron caracterizados mediante analisis
elemental, espectroscopia UV-Visible, espectroscopia infrarroja y determinaciones
analiticas, lo cual permiti6 sugerir la posible composicién de los complejos

polinucleares.

La sensibilidad antimicética de los complejos polinucleares sintetizados con fluconazol
fue evaluada por triplicado, mediante el método difusion en agar, frente a diferentes
especies de Candida (C .albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei).

La NIS de tipo comercial presentd mayor actividad antimicotica que el FCZ de uso
comercial en las cepas estudiadas, excepto contra C .albicans donde el FCZ resulto ser

mas efectivo.
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