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Introduccién

Nuestro grupo de investigacién viene desarrollando métodos de sintesis asi
como técnicas para estudiar potenciales aplicaciones biol6gicas de complejos
derivados del farmaco antitiroideo metimazol (Figura).

Recientemente hemos preparado y caracterizado el complejo

H [Cu(Met),fen]Cl, (Met: metimazol, fen: fenantrolina)® vy

N actualmente  estudiamos sus potenciales aplicaciones

>4S biolégicas. Presentaremos los resultados obtenidos de los

\ ensayos in vitro sobre inhibicién de la actividad de la enzima

N fosfatasa alcalina (FAL), asi como estudios relacionados a la

\ actividad antimicrobiana, la estabilidad del complejo en solucion

Me y sus perfiles de disolucion. La inhibiciobn de enzimas por parte

de complejos de coordinacibn es un reciente campo de

aplicacion de los mismos y se relaciona al tratamiento de mdltiples enfermedades?,

asimismo también son reconocidos los efectos antimicrobianos producidos por
complejos de Cu(ll)®.

Parte experimental
Ensayos antimicrobianos

La actividad antimicrobiana fue evaluada teniendo en cuenta la minima concentracion
inhibitoria (MIC) en cinco cepas de bacterias procedentes de las colecciones de la
ATCC: Escherichia coli (ATCC 35218), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 1263) vy
Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Estas se determinaron utilizando el método de
dilucion en agar. Los compuestos fueron disueltos en dimetilsulféxido acuoso 50%
(DMSO).

Inhibicién de la actividad de la enzima Fosfatasa Alcalina
El método utilizado es espectrofotométrico. La reaccion se inicia con el agregado del

sustrato p-nitrofenilfosfato y la generacion de p-nitrofenol por accion de la enzima se
monitorea a 405 nm. Se trabaja en buffer (55 mM de glicina + 0.55 mM MgCl,, pH=



10,4 y fuerza ionica KCI 1M a 37°C) y se mide el efecto inhibitorio de diferentes
sustancias agregadas.

Ensayos de estabilidad

Se realiza la medida de la variacion de su espectro UV-vis (agua y dimetilsulféxido) a
lo largo del tiempo monitoreando la banda de absorcion electrénica d-d tipica para el
complejo de Cu(ll).

Perfiles de disolucién

Se siguio la metodologia descripta en la farmacopea americana (USP 30/NF 2007). Se
preparé una mezcla homogénea con 20 mg del complejo y 130 mg de Lactosa anhidra
(excipiente), para llenar capsulas de gelatina N° 3. Las capsulas se introducen en los
vasos del aparato de disolucion, que contienen 900 mL de agua destilada a una
temperatura de 37 °C. Se hacen girar a 100 rpm. Se extraen 10 ml de cada vaso a 5’;
10’; 20’; 30°,40',50’ y 60’ y se filtran. A posteriori se toma 1mL de cada muestra filtrada
y se diluyen a 25 ml con el medio de disolucién empleado en cada caso.

Resultados y discusion

Los ensayos in vitro fueron hechos en comparacion con las actividades presentadas
por cada uno de los ligandos que forman parte del complejo, como del conocido
complejo de cobre con fenantrolina asi como con los complejos de cobre con
metimazol y cobre con metimazol y fenantrolina. Los ensayos de estabilidad dan
cuenta tanto en solucién acuosa como en DMSO que el complejo es estable en ambos
medios.

Ensayos antimicrobianos

Los resultados obtenidos para los ensayos MICs son los que se muestran en la tabla
siguiente:

Tabla. Valores de MICs (Mg mL™) para [Cu(fen),CI|CI.H,0,
[Cu(Met),(H,0),](NO3),.H,0, [Cu(Met),fen]Cl, , metimazol, fenantrolina'y CuCl,.
E. coli P. S. S. E.
aeruginosa aureus epidermidis faecalis
CuCl, 375 375 375 375 375
Fen 12 375 24 12 94
Metimazol >1500 >1500 >1500 >1500 >1500
[Cu(fen),CI]CIH,0O 47 187 24 24 12
[Cu(Met),(H,0),] 750 750 750 750 750
(NO3),.H,0
[Cu(Met),fen]Cl, 375 375 94 94 47

Tanto el CuCl, como la fenantrolina se comportan segun datos reportados
anteriormente. Para [Cu(fen),CI]CI.H,O existe una potenciacion de la efectividad sobre
P. aeruginosa y E. faecalis por formacion del complejo. Metimazol carece de actividad
y el complejo [Cu(Met),(H,0),](NO3),H,O mejora la actividad por complejacion. Para
[Cu(Met),fen]Cl, también se observa este efecto superando incluso al presentado por
fenantrolina para el caso de E. faecalis.



Perfiles de disolucién

En la figura se muestran los perfiles de disolucion para el complejo
[Cu(Met),fen]Cl,.en los diferentes medios utilizados.
A 100 rpm, con todos los disolventes empleados

u el % de disolucion se incrementa con el tiempo
12 .o hasta alcanzar una asintota donde dicho % se
T mantiene constante (equilibrio termodinamico).

El mayor % de disolucion de este complejo se

: alcanza empleando como disolvente HCI,

. - produciéndose el equilibrio termodinamico entre
' s no los 40 y 60 minutos.
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o 1 » 2 @ w o Se puede observar en la grafica, que la

Tlempo (minutos) solubilidad del complejo ternario estudiado es
practicamente similar cuando se utiliza Laurilsulfato de sodio y solucién buffer; y que el
menor % de disolucién se produce en un medio acuoso.

Inhibiciéon de la actividad de la enzima Fosfatasa Alcalina

La Figura muestra los efectos sobre la enzima producidos por los compuestos

estudiados. Los mayores efectos inhibitorios se presentan a la mayor concentracién

estudiada. El efecto de la fenantrolina es conocido y es debido a la complejacion del

Zn del sitio activo de la enzima. Ningun complejo inhibe en un 50% la accién de

enzima, sin embargo se observa para [Cu(Met),fen]Cl, un efecto similar al
[Cu(fen),CI|CIH,0.
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Conclusiones

Se puede concluir que el complejo [Cu(Met),fen]Cl, es estable tanto en solucion
acuosa como en DMSO, y su perfil de disolucién indica que el mejor medio es el HCI;
presenta actividad antimicrobiana especialmente frente a E. faecalis en el que posee
mayor actividad que los ligandos y el metal por separado y produce inhibicién sobre
FAL.
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