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Capitulo 1.

Introduccidén
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I.1 Objetivos
1. Objetivos generales

v Sintetizar dos complejos de Cobalto (I1) con pirazinamida (PZA): Co-PZA (1)
y Co-PZA (2), utilizando dos sales precursoras de cobalto: CoCl;.6H.0 y Co(NO3z)2.6H20
respectivamente.

v Caracterizar los complejos Co-PZA (1) y Co-PZA (2) utilizando técnicas

fundamentales fisicoquimica y de espectrofotometria.
2. Objetivos especificos

v Elucidar y proponer tanto la formula molecular como la estructura quimica para
cada complejo sintetizado en base a los resultados de la caracterizacion.
v Evaluar la actividad bioldgica de los complejos, enfocando la actividad
antituberculosa, para ello se propone:
1. Determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC) de los complejos frente a un
cultivo microbiolégico TEMA, utilizando cepas de M. tuberculosis nativas H37Rv
y cepas altamente resistentes denominadas multidrogorresistentes (MDR).
2. Evaluar la concentracion de produccion de acido pirazinoico mediante un ensayo

de Wayne.
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1.2 Justificacion

La tuberculosis (TB) continta siendo un importante problema de salud global. Segin
las ultimas estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la tuberculosis en el
afio 2019 afecto alrededor de 10 millones de personas y fue responsable de la muerte de 1.4
millones de personas a nivel mundial [1]. En nuestro pais la tuberculosis es una importante
causa de morbilidad en el grupo de jovenes y adultos, se reportan casos en todos los
departamentos del pais, pero la enfermedad se concentra principalmente en los departamentos
de la costa central y la selva [2].

La resistencia a los farmacos antituberculosos es un problema emergente que ha
complicado de cierta manera el control de la enfermedad. En nuestro pais se ha observado un
incremento de casos de TB MDR vy de tuberculosis extensamente resistente (TB XDR) [2].

Por ello, la necesidad de identificar nuevos agentes terapéuticos que permitan superar
las limitaciones actuales de los esquemas de tratamiento frente a los casos de tuberculosis
drogorresistente.

El hecho de que en el mecanismo de accion de la pirazinamida esté incluida una
metaloproteina, como lo es la pirazinamidasa [3], es sefial de que la presencia de centros
metalicos probablemente intervengan en el mecanismo de actividad biologica de la
pirazinamida, por lo que aprovechar la propiedad de transporte del metal o inclusive la
potenciacion del farmaco por la presencia del mismo, como se ha comprobado para otros
metalofarmacos anticancerigenos de platino (Pt), antirreumaticos de oro (Au),
antiinflamatorios de cobre (Cu) o bactericidas de plata (Ag) [4, 5, 6, 7], etc., se hace necesaria
para la sintesis de derivados metalados de pirazinamida como un nuevo tipo de agente

terapéutico.

En este trabajo en particular se ha planteado la sintesis de dos derivados de pirazinamida

que incluyen un centro metélico de Cobalto (1), con la finalidad de mejorar la actividad
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antituberculosa de pirazinamida. Como ha sido antes probado en muchos casos, los complejos

metalicos son mas potentes que los farmacos puros [8].

Debido a que el mecanismo de accion de pirazinamida no es completamente
comprendido [9], existen muchos factores que podrian afectar de manera positiva en la
actividad antituberculosa. Siendo una de las principales hip6tesis en cuanto a la actividad
bioldgica, la posibilidad de que los complejos metélicos sean hidrolizados por una enzima
pirazinamidasa de una cepa mutante, normalmente inactiva frente a pirazinamida estandar [3].
Esto basado en la premisa de que un metal unido a pirazinamida cumpliria el mismo rol que

cumple dentro de una metaloenzima como la pirazinamidasa.



20

Capitulo 1.

Antecedentes
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1.1 Tuberculosis

De acuerdo con la Organizacién mundial de la Salud (OMS), enfermedades infecciosas
y parasitarias son la mayor causa de enfermedades humanas en todo el mundo, en particular,
tuberculosis (TB), una antigua y actualmente reemergente enfermedad infecciosa, sigue siendo

un problema de salud publica al principio del siglo 21 [10].

La tuberculosis es una enfermedad transmisible y es una de las 10 principales causas de
muerte en todo el mundo y la principal causa de muerte por un solo agente infeccioso (por
encima de VIH/SIDA). En 2019, alrededor de 10 millones de personas desarrollaron
tuberculosis y 1.4 millones murieron. La tuberculosis es causada por el bacilo Mycobacterium
tuberculosis, que se transmite cuando las personas enfermas de tuberculosis expulsan bacterias
al aire; por ejemplo, al toser. Esta enfermedad generalmente afecta a los pulmones (TB

pulmonar), pero también puedes afectar otros érganos (TB extrapulmonar) [1].

La tuberculosis puede afectar a cualquier ser humano en cualquier parte del mundo,
pero la mayoria que ha desarrollado la enfermedad (aproximadamente el 90%) son adultos;
existen mas casos en hombres (56%) que en mujeres (32%); y de los que enfermaron de
tuberculosis en 2019 el 87% estaban en 30 de los paises con alta carga de tuberculosis. La tasa
de casos a nivel nacional varia desde menos de 5 a mas de 500 por 100000 habitantes por afio.
Las personas afectadas por la tuberculosis a menudo enfrentan dificultades econémicas
(pobreza), vulnerabilidad, marginacion, estigmatizacién y discriminacién. Aproximadamente

la cuarta parte de la poblacién mundial esta infectada por M. tuberculosis [1].

La tuberculosis es curable y prevenible. La mayoria (cerca del 85%) que desarrolla
tuberculosis puede ser exitosamente tratado con un régimen de farmacos de 6 meses; el
tratamiento tiene el beneficio adicional de reducir la trasmision de la infeccion. Desde el 2000,

el tratamiento de la tuberculosis ha evitado mas de 60 millones de muertes, aunque con el
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acceso por debajo de la cobertura sanitaria universal todavia, muchos millones también se han
perdido el diagnoéstico y la atencion. El tratamiento preventivo esta disponible para personas
con infeccion por tuberculosis. EI nimero de personas que desarrollan infecciones y
enfermedades (por lo tanto, el nimero de muertes) puede ser reducido mediante acciones
multisectoriales para abordar los determinantes de la tuberculosis, como la pobreza,

desnutricion y la infeccion por VIH, la diabetes y el tabaquismo [1].

La OMS estim6 282000 casos nuevos Yy recaidas de TB para la region de las américas
para el 2017, un 3% de la carga mundial de TB (10 millones de casos) y una tasa de incidencia
de 28 por 100000 habitantes. En las américas, la tasa de incidencia mas alta se observo en el
caribe (61.2 por 100000 habitantes), seguido de américa del sur (46.2), américa central y
México (25.9) y Norte américa (3.3). Para el 2017 se estimd que el 87% de los casos de TB se
encontraban en diez paises. Un poco méas de la mitad se concentran en Brasil Peru y

México [11].

En el 2018, las muertes estimadas para la region de las américas fueron 22900
(21200 — 25600), de las que 26% (5900) correspondieron a personas con coinfeccion por la TB
y el VIH (coinfeccion por TB/VIH). Se estima que entre 2017 y 2018 hubo 1000 muertes menos
en la region. Esta diferencia se explica principalmente por el descenso en las muertes estimadas
de Brasil (200), México (100) y Pert (100). Entre 2010 y 2018, la velocidad de descenso media
de la tasa de mortalidad estimada por TB fue de 3.1% anual para las muertes sin asociacion
con VIH. El descenso de la mortalidad asociada con VIH fue menos en ese mismo periodo,

con un promedio de 2.4% anual [12].

En la region de las américas se estimaron 289000 casos incidentes de TB en el 2018
(3% de los casos mundiales). De ellos, 185000 (64%) correspondieron a hombres de 15 afios a

maés; 15000 (5.5%) eran personas menores de 15 afios. La tasa de incidencia estimada para la
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region fue de 28.7 por 100000 habitantes, con tendencia al aumento en los ultimos 5 arios.
Entre el 2017 y el 2018, el numero de casos de TB estimados en las américas aumento 2.5%
(8000 casos mas estimados de TB), debido principalmente al incremento de las estimaciones
para Brasil (4000), Peru (2000), México (1000) y Venezuela (1000). En el 2018, 69% de los
casos estimados de TB correspondieron a cinco paises (Brasil, Perd, México, Haiti y Colombia)

y 86% a doce paises [12].

Los estudios nacionales para estimar el riesgo anual de infeccion por tuberculosis
(RAIT), realizados en nuestro pais durante los Gltimos 30 afios, reportaron cambios importantes
en los patrones de transmision de M. tuberculosis. En los afios 1994-1995, en Lima y Callao el
RAIT estimado fue 1.5% y en otras ciudades del pais fue 7 veces menor (0.2%); para los afios
2004-2005 se estimé un RAIT muy similar tanto para Lima-Callao (0.83%) y el resto de las
ciudades del pais (0.76%), pero que, comparado con el periodo anterior, en Lima-Callao se
observo una reduccion de casi la mitad y para el resto de las provincias un incremento de 4
veces; la estimacion para los afios 2008 y 2009 el RAIT fue muy similar al periodo anterior.
Desde el fortalecimiento del programa de control de la tuberculosis en la década de los 90 hasta
el afio 2003, en el pais se observo una disminucion sostenida en la incidencia de TB mayor al
8% anual. Posterior a esta época la tendencia se mantuvo casi estacionaria, observandose una
disminucion promedio anual de 2%. Para el afio 2014 se reportaron en nuestro pais alrededor
de 27350 casos nuevos de TB y la incidencia de TB reportada fue de 88.8 casos nuevos por
cada 100 mil habitantes. En los Gltimos 2 afios (2013 al 2014) cinco departamentos (Madre de
Dios, Ucayali, Loreto, Lima, e Ica) presentaron incidencia de TB por encima del nivel nacional,
estos departamentos reportaron el 72% de los casos nuevos notificados en el pais. Lima es el
departamento que mas casos de tuberculosis concentra en el pais (60%) vy, es el tercer

departamento con la incidencia mas alta; el mayor porcentaje de casos se concentran en la
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provincia metropolitana de Lima, y en sus distritos de San Juan de Lurigancho, Rimac, La

Victoria, El Agustino, Ate, Santa Anita y Barranco [2].

La informacion estimada de mortalidad por TB en nuestro pais muestra que se alcanzo
la meta de reducir a la mitad la mortalidad por TB respecto al afio 1990, con una disminucion
estimada del 71%, de 34 muertes por TB por cada 100 mil habitantes en el afio 1990 a una
disminucion de 9.8 para el afio 2012. También para el afio 2012, 8 departamentos tuvieron tasas
superiores al nivel nacional: Ucayali, Loreto, Moguegua, Hudnuco, Madre de Dios, Tacna,
Limay Callao. El 65% de las defunciones por TB ocurrieron en personas mayores de 50 afios.
La edad promedio de muerte por TB vario entre 50 y 55 afios y se mantuvo con una tendencia

casi estacionaria en el periodo de analisis [2].

Como resultado, TB es una de las principales causas actuales de muerte en el mundo.
La OMS estima que alrededor de 30 millones de personas van a ser infectadas en los siguientes
20 afios, no solo en paises en desarrollo sino también en paises desarrollados. Debido a estos
factores, tuberculosis recibe un mayor nivel de atencion de los sistemas de salud que otras

enfermedades transmisibles [13].
11.2 Pirazinamida

Pirazinamida, con su formula general CsHsN3O (Figura 1) es un miembro de la familia
pirazina y es conocida como un muy efectivo agente antimicobacteriano, con un rol bien
establecido en el tratamiento de tuberculosis, siendo capaz de acortar la terapia de tuberculosis

de 9-12 a 6 meses [14]. Algunas de sus propiedades fisicoquimicas se muestran en la Tabla 1.
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Figura 1. Molécula de Pirazinamida

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de la pirazinamida [9, 15]

Apariencia Cristales finos blancos
Peso molecular 123.11 g/mol
Punto de fusion 192 °C
Agua : 15 mg/mL
Metanol : 13.8 mg/mL
Solubilidad a 25 °C Cloroformo : 7.4 mg/mL
Etanol 5.7 mg/mL
Isopropanol : 3.8 mg/mL

1. Informacién biolégica basica.

El mecanismo de accién de pirazinamida es escasamente comprendido: el acido
pirazinoico, la forma activa de pirazinamida ha demostrado inhibir varias funciones en

M. tuberculosis a pH acido [16,17].

La evidencia experimental sugiere que pirazinamida ingresa por difusion pasiva en M.
tuberculosis y es convertida a acido pirazinoico (POA) en el citoplasma por la enzima
pirazinamidasa (también Ilamada nicotinamidasa). Una vez convertido, POA se acumula y una
porcion sale de la célula, y siempre que el medio tenga un pH acido, POA se protona (HPOA)
y vuelve a ingresar, lo que podria contribuir con la disrupcién del potencial de membrana [17,

18]. Un sistema de flujo de salida ineficiente hace que el HPOA se difunda a una velocidad
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mayor que su flujo de salida [17]. La acumulacion de POA y HPOA disminuye el pH

intracelular a un nivel subéptimo que puede inactivar muchas rutas incluyendo funciones de

transporte de membrana y sintesis de acidos grasos, causando dario celular [17, 18]. (Figura 2)

-0

O () ——

PZA E PCIA

pncA > /\f\-—-m

L,

interference
LS

—r
POA O preTe HPOA O
: A Pl‘ﬂsﬂ.b‘\e .
: : aiffusion ++“E+++
m : : P04 offux pump :
1
1

AJ
Redisetian O
* HPOA
Cytoplasm *

membrane

* aridification  Disruption of

function

Trans-translation

=

Y

PZA susceptibility

Figura 2. Mecanismo de accion de pirazinamida en M. tuberculosis

2. Mecanismo de resistencia al farmaco.

Las mutaciones resistentes a pirazinamida son usualmente encontradas en la enzima

convertidora pirazinamidasa [19]. Aunque un estudio reciente identific6 una proteina

ribosomal S1 (Rpsa), particularmente importante en el estado latente, como un localizador de

acido pirazinoico. POA se une a Rpsa inhibiendo la trans-traduccion, por lo que una mutacion

en Rpsa podria producir resistencia a pirazinamida [20, 21].

Las mutaciones en pirazinamidasa son inusualmente localizadas, se extienden por todo

el gen, pero hay tres areas de mutaciones agrupadas alrededor de los aminoacidos 3-71, 61-85

y 132-142. [22] La pirazinamida se acumula, probablemente como acido pirazinoico, dentro

de M. tuberculosis sensible pero no dentro de una cepa resistente, posiblemente por la falta de
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la enzima convertidora [23]. Un pequefio nimero de mutaciones resistentes a pirazinamida
ocurren fuera del gen de pncA (codificado por pirazinamidasa) pero no han sido completamente

caracterizadas [22].

3. Potencial in vitro contra Mycobacterium tuberculosis.

La concentracién minima inhibitoria (MIC) para M. tuberculosis es reportada como
6-50 ug/mL a pH 5.5 [18] pero >2000 ug/mL en Escherichia coli y M. smegmatis al mismo
pH. Un monitoreo cauteloso es necesario durante la medicion de la MIC, la densidad bacteriana

y la albimina de suero pueden afectar los resultados [18, 24].

Especificamente, la MIC90 a pH 5.5 es 50 ug/mL, a pH 5.8 es 100 ug/mL y a pH 5.95

es 200 ug/mL [24].

4. Espectro de actividad.

Hipotéticamente, la pirazinamida actua especificamente para especies de micobacteria,
ejerciendo sus propiedades antibacterianas bajo condiciones de pH &cido. M. bovis y M. leprae
son innatamente resistentes a pirazinamida. Pirazinamidasa esta ampliamente distribuida en la
bacteria aun cuando la eficacia de pirazinamida es limitada a M. tuberculosis y otros pocos
organismos. Todas las cepas micobacterianas de bovinos carecen de actividad de
pirazinamidasa debido a la mutacién puntual en el gen de pncA. M. smegmatis y es también
resistente a pirazinamida probablemente debido al muy eficiente sistema de flujo de salida que

no permite la acumulacién de acido pirazinoico dentro de la celula [18].
5. Otras actividades in vitro.

Las condiciones anaerobias mejoran la actividad de pirazinamida [23]. Cultivos mas
antiguos de M. tuberculosis parecen ser un poco mas sensibles a pirazinamida [25] y tienen un

potencial de membrana mas débil en comparacion con cultivos frescos [17]. Bajo algunas
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condiciones la actividad bactericida es inversamente proporcional a la absorcion de uridina,
reflejando la actividad de pirazinamida contra bacilos persistentes in vivo [25]. Un experimento
mostré actividad de pirazinamida contra persistores de E. coli después del tratamiento con
ampicilina [26]. La actividad de pirazinamida conta M. tuberculosis en macrofagos es
controversial [27] aunque muchos autores reportaron alguna actividad [23]. Pirazinamida ha
demostrado ser eficaz en los ensayos de sangre pura [28] en los que se uso la sangre colectada

de un donador tratado con medicamentos como medio para cultivar los bacilos.

6. Eficacia en humanos.

Pirazinamida es generalmente usado en combinacion con otros farmacos como
isoniazida, rifampicina en el tratamiento de micobacteria tuberculosis. El régimen de
tratamiento mas usado a menudo: inicialmente isoniazida, rifampicina, pirazinamida,
etambutol diariamente por dos meses, seguido por isoniazida y rifampicina tres veces a la
semana por cuatro meses. Las dosis especificas y los tiempos de tratamiento especificos varian
y se pueden encontrar detalles en muchas fuentes, incluidos los Centros para el control de

enfermedades y la OMS [9].

Pirazinamida acorta la terapia de 11 a 6 meses al matar organismos no afectados por
otros medicamentos antituberculosos, especialmente en ambientes &cidos. Pirazinamida
utilizada en los primeros dos meses de tratamiento reduce la duracion del tiempo requerido,
pirazinamida también redujo la tasa de recaidas de 22 a 8% cuando Sse agrega a una
combinacion con isoniazida y estreptomicina. [18, 29] Esto atraviesa las meninges inflamadas

y es una parte esencial del tratamiento de la meningitis tuberculosa [9].

7. Reacciones adversas en humanos.

Los efectos secundarios incluyen dafio hepatico, artralgias, anorexia, nauseas y

vomitos, disuria, malestar y fiebre, anemia sideroblastica.
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Pueden producirse efectos adversos sobre el mecanismo de coagulacion de la sangre o
la integridad vascular, y reacciones de hipersensibilidad como urticaria, prurito y erupciones
en la piel. Pirazinamida esta contraindicado en personas con dafio hepatico severo o con gota
aguda. Pirazinamida debe suspenderse y no reanudarse si aparecen signos de dafio

hepatocelular o hiperuricemia acompafiada de una artritis gotosa aguda [9].
1. 3 Pirazinamidasa

La nicotinamidasa/pirazinamidasa (pirazinamidasa) de M. tuberculosis esta
involucrada en la activacion del importante farmaco antituberculoso de primera linea
pirazinamida, por la conversién a su forma activa, &cido pirazinoico (Figura 3). Pirazinamidasa

es codificado por el gen pncA para su actividad contra M. tuberculosis [18, 30 y 31].

Dado que las mutaciones en pncA fueron asociadas con la resistencia a pirazinamida
[32], muchos grupos de investigadores han identificado varias mutaciones en pncA que pueden
llevar a la pérdida de actividad de pirazinamidasa, y estas mutaciones son consideradas en ser

la principal razdn para la resistencia a pirazinamida en M. tuberculosis [22, 33-41].
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Figura 3. Conversién de nicotinamida y pirazinamida a su forma acida

por nicotinamidasa/pirazinamidasa

Pirazinamidasa ha sido encontrada en muchos microorganismos como Escherichia coli,

Flavobacterium peregrinum, Torula cremoris y Saccharomyces cerevisiae [42-45]. La enzima
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esta involucrada en la conversion de nicotinamida a acido nicotinico. Las caracteristicas
bioquimicas de ciertas pirazinamidasas de bacterias han sido estudiadas pero la pirazinamidasa
de M. tuberculosis no habia sido bien caracterizada. En 1988, Boshoff and Mizrahi [46]
intentaron caracterizar pirazinamidasa de M. tuberculosis usando la proteina parcialmente
purificada. En 2001, Lemaitre et al. [47] determind la actividad de pirazinamidasa de nueve
mutantes de origen natural que llevan una Unica sustitucién de aminoacidos, y especuld que
una disminucion en la actividad de pirazinamidasa estaba relacionada con sus modificaciones
estructurales causadas por las mutaciones en el sitio activo putativo Cys138. Residuos como
Asp8, Lys96 y Ser104 han sido propuestos para jugar un rol en el funcionamiento del centro
catalitico de pirazinamidasa, como estos tres residuos son localizados cerca de la Cys138 y
drasticamente perjudican la actividad enzimatica de las pirazinamidasa mutadas. Du [48]
condujo una investigacion correlativa y resolvid la estructura cristalina tridimensional de
pirazinamidasa de Pyrococcus horikoshii (37% secuencia de aminoacidos idénticos con
pirazinamidasa de M. tuberculosis). En sus estudios, ellos sugieren que Asp10, Lys94y Cys133
(Asp8, Lys96 y Cys138, respectivamente en M. tuberculosis) fueron centros cataliticos y que
Asp52, Hisb4 y His71 (Asp49, His51 y His71, respectivamente en M. tuberculosis) fueron
sitios de union al centro metalico Zn?*. Ellos también propusieron que el residuo Cys133 de
pirazinamidasa probablemente ataca al carbono del grupo carbonilo de pirazinamida para
formar una enzima acilada a través del tiolato después de ser activado por Aspl0, y liberar
amoniaco; el agua activada con zinc luego ataca el carbono del grupo carbonilo del enlace
tioéster. A través del enlace de otra molécula de agua, los reactantes liberan acido pirazinoico.
El residuo Lys94 esta luego en una posicién para formar un par i6nico ya sea con Aspl0 o

Cys133 [48].

En el 2007 un estudio revel6 que pirazinamidasa es una proteina monomeérica de 20.89

kDa. ElI pH y temperatura Optimos para su actividad enzimatica fue de 7.0 y 40 °C,
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respectivamente. La espectrometria de emision optica con plasma de acoplamiento inductivo
revel6 que la enzima es una proteina que contiene Mn?*/Fe?* con una proporcion molar de
[Mn?*] a [Fe?"] de 1:1; ademas, la adicion externa de cualquiera de los iones metalicos no tuvo
un efecto aparente sobre la actividad enzimatica de pirazinamidasa proveniente de una cepa
nativa (wild type). Para ello se removieron completamente los iones metalicos de manganeso
y hierro por dialisis de una enzima wild type. Luego fueron afiadidos Mg?*, Mn?*, Ca?*, Cu?",
Zn?*, Ni%*, Fe?* y Fe3* a la enzima y apoenzima en una concentracion final de 2 mM, siendo
incubados por 24 horas a 4 °C. La actividad enzimatica no fue afectada por los iones Mg?*,
Mn?*, Ca?*, Ni** y Fe?*, pero si fue inhibido por los iones Cu?*, Zn?* y Fe** en la enzima. Sin
embargo, la actividad enzimatica en la apoenzima fue restaurada por Mn?* y Fe?* en un 80-
90% pero no por Ca?*, Mg?*, Ni?*, Cu?*, Zn?* y Fe**. Este resultado sugiere que Mn?* y Fe?*

pueden ser grupos prostéticos de pirazinamidasa de M. tuberculosis [31].

En el 2011 otro estudio confirm6 que la pirazinamidasa es una metaloenzima que
contiene Fe?* coordinado por un aspartato y tres histidinas en una disposicion bipiramidal
tetragonal distorsionada por las cadenas laterales de los residuos His51, His71 y dos moléculas
de agua H>O 220y 221 en posicion ecuatorial, y cadenas laterales de Asp49y His57 en posicion

axial (Figura 4) [49].
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Figura 4. Representacion de la estructura de la enzima pirazinamidasa de

Mycobacterium tuberculosis

En el 2012 Sheen et. al [3] evaluaron el rol de diversos iones metalicos divalentes en la
actividad de pirazinamidasa de M. tuberculosis. Para determinar el efecto de los metales
divalentes sobre la pirazinamidasa, la pirazinamidasa natural recombinante correspondiente a
la cepa de referencia susceptible a la pirazinamida H37Rv se expresd en Escherichia coli con
y sin un carboxi terminal. La pirazinamidasa marcada con His se inactivo por agotamiento del
metal y se reactivd mediante titulacion con metales divalentes. Aunque Co?*, Mn?* y Zn?*
restauraron la actividad pirazinamidasa, solo el Co?* mejoro la actividad enzimatica a niveles
mas altos que la pirazinamidasa wild type. Cu?*, Fe?*, Fe®* y Mg?* no restauraron la actividad

en las condiciones evaluadas.
11.4 Cobalto
1. Generalidades.

El metal fue aislado y reconocido por primera vez como un elemento por el quimico

sueco Brandt en 1735 [50]. El cobalto constituye cerca del 0.001% de la corteza terrestre. Esta
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ampliamente distribuido pero los minerales principales que pueden ser comercialmente
explotados son los arseniuros, sulfuros y los oxidos [51]. En cuanto a sus propiedades
nucleares, el isétopo natural *°Co es convertido a su nicleo isomérico °Co térmicamente en
un reactor por bombardeo con neutrones. Ambos isomeros decaen al is6topo no radiactivo de
niquel, °Ni, por emision de rayos B y v. ®°Co es ampliamente usado como fuente de
radiactividad, es decir, como una fuente concentrada de rayos y en investigaciones de quimica

de radiacion y bioldgicos [52].
2. Propiedades fisicas.

Cobalto es un metal blanco plateado parecido al hierro o niquel puro en apariencia.
Cobalto es mas duro que el hierro. Las propiedades fisicas del cobalto (Tabla. 2) son muy
dependientes no solo de su pureza sino también de su forma alotropica presente. Asi como el

hierro y niquel, el cobalto es ferromagnético [53, 54].

Tabla 2. Propiedades fisicas del Cobalto

NuUmero atdbmico 27
Configuracion electronica 152 2s? 2p® 3s? 3p°® 3d” 4s?
Punto de fusién (°C) 1493
Punto de ebullicion (°C) 3100
Densidad (g/cm?) 8.90

3. Propiedades quimicas.

Cobalto absorbe muy poco hidrégeno incluso a altas temperaturas y en nitrogeno es
practicamente insoluble hasta 1200 °C. El cobalto finamente dividido es piroforico en el aire,
pero el metal compacto es apenas atacado por debajo de 300 °C. La escala del oxido en el
cobalto calentado en aire u oxigeno hasta 900 °C consiste en una capa exterior de Co3O4 y una

capa de CoO proxima al metal; por encima de 900 °C, el Co304 se descompone y consiste
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Unicamente de CoO. El cobalto reacciona con muchos elementos no metalicos cuando se
calienta, por ejemplo, los haldgenos, el boro, azufre, fosforo, arsénico y antimonio; las

reacciones a menudo proceden con incandescencia [50].

4. Importancia bioldgica.

Cobalto es un elemento traza vital en la nutricion animal. Los rumiantes que se
alimentan de pastos deficientes de cobalto exhiben crecimiento retardado, pérdida de apetito y
anemia; una rapida recuperacion ocurre al alimentar a estos animales con una dieta
suplementada con cobalto. Por lo tanto, las sales de cobalto no son consideradas
especificamente toxicas para los animales, pero para los humanos, estas pueden irritar el tracto
intestinal en altas dosis y causar nduseas, vomitos y diarrea [55]. Pequefias cantidades de
cobalto, sin embargo, son invaluables en el tratamiento de la anemia perniciosa. El
descubrimiento en 1926 del factor antipernicioso de la anemia en el higado llevé al
descubrimiento en 1948 de la vitamina B12, que poco después se demostré que contenia
cobalto. La vitamina B12, cianocobalamina (Figura 5), contiene cobalto en estado de oxidacion
+3. Esta vitamina se asemeja a la porfirina, pero difiere en que tiene cuatro anillos pirrolina en
lugar de cuatro anillos pirroles. EI atomo de cobalto estd rodeado octaédricamente por cinco
atomos de nitrégeno (cuatro provenientes de los anillos pirrolina y uno proveniente del anillo
benzimidazol) y un atomo de carbdn del ligando ciano. El ligando ciano puede ser reemplazado
por otros aniones; por ejemplo, en la vitamina B12,, €s hidroxocobalamina y en la vitamina

B12c, €s nitritocobalamina [50].
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Figura 5. Vitamina B12

5. Compuestos de Cobalto (I1).

5.1 Aspectos generales.

Los principales estados de oxidacion de cobalto son +2 y +3. En ausencia de ligandos
que no sean agua, las soluciones de cobalto (I1) contienen el ion hexaacuo rosado [Co(H20)e]?*
y este es el estado termodinamicamente més estable. El ion [Co(H20)s]** de cobalto (I11) es un
agente oxidante muy poderoso, de hecho oxidara el agua a oxigeno. Por lo tanto, en ausencia
de agentes acomplejantes, las sales simples de cobalto (111) no son estables en solucion acuosa.
En presencia de ligandos, como el ligando amino, que estabilizan el cobalto (111), la oxidacion
de cobalto (11) a cobalto (111) se vuelve mucho mas favorable e incluso puede ser provocada
por el oxigeno atmosférico. Con algunos ligandos, como ciano, la estabilizacién es tan
pronunciada que el complejo de cobalto (I1) reduce agua a hidrégeno. Cobalto (1) forma un
largo numero de sales simples que son estables en soluciones acuosas neutras o acidas, mientras

que las sales simples de cobalto (I11) son menos comunes y estables en solucion acuosa. Los
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complejos de cobalto (1) son, sin embargo, numerosos y estables y han jugado un rol

importante en el desarrollo de la quimica de coordinacion [50].
5.2 Compuestos organometalicos.

El uso de octacarbonilo de dicobalto como un catalizador en una variedad de sintesis
organicas ha permitido estudiar una extensa e importante quimica organometalica del cobalto.
Como ejemplos del uso del catalizador de carbonilo de cobalto, podemos citar la reaccion de
hidroformilacion (OXO) que permite la preparacion de aldehidos a partir de alquenos,

monoxido de carbono e hidrégeno [50]:

Co02(CO)s
CH2=CH2 + CO + H2 — CH3CH>CHO
100-160 °C
100-250 atm

Por otro lado, la vitamina B> puede ser considerada un alquilo natural de cobalto, en
esta vitamina, cobalto esta enlazado a un grupo adenosil via un c-enlace Co-C. Las
alquilcobalaminas pueden ser preparadas por la accion de haluros de alquilo, olefinas o
acetilenos en la forma reducida de cianocobalamina (vitamina B12). Un nimero de complejos
de cobalto con sistemas muy parecidos al de la vitamina Bi2 han sido investigados. Estos
incluyen los complejos aetioporfirina (Figura 6a), dimetilglioxima (Figura 6b) y las bases de

Schiff (Figura 6c¢) [50].
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Figura 6. Algunos complejos modelo de vitamina B12

El cobalto no forma facilmente complejos con mono-olefinas pero se han descrito
varios compuestos con di-olefinas. La adicion de un hidruro al ion cobaltoceno resulta en la

formacion de un complejo ciclopentadieno (Figura 7) [50]:

l . EAIH_,.-"TFIF

Ca” _-__:j._l_*.'—v—_-_ Co

Figura 7. Reaccion de formacion de ciclopentadieno

6. Complejos de Cobalto (I1).

Los complejos de cobalto (I1I) son muy numerosos. La mayoria de estos complejos
tienen basicamente una estructura octaédrica o tetraédrica teniendo usualmente colores
anaranjado-rosado o azul-violeta respectivamente. Cobalto (IlI) forma mas complejos
tetraédricos que otros iones de metales de transicion; la diferencia relativamente baja en las
energias de estabilizacion del campo cristalino entre los complejos octaédrico y tetraédrico de

cobalto (I1) (d7) es parcialmente responsable de esto [56].
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6.1 Complejos catidnicos de Cobalto (11).

El ion hexaacuo [Co(H20)s]?*. Este ion rosado esta presente en la estructura cristalina
de Co(ClO4)2.6H20, Co(NO3)2.6H20, CoSO3.6H20 y CoSO4.7H20, esto esta también presente
en soluciones acuosas de sales de cobalto (1) de aniones no acomplejantes, junto con pequefias

cantidades de iones tetraédricos [Co(H20)4]** [57].

Otros cationes [CoLx]?*. Muchas sales de cobalto (1) reaccionan con amoniaco para
formar amoniatos, seis moléculas de amoniaco que generalmente se combinan con la sal.
Mientras que estas aminas pueden ser preparadas en solucion acuosa en presencia de exceso
de amoniaco, ellas son rapidamente oxidadas en este medio. El ion [Co(NHas)s]** es
descompuesto por agua pura. La estructura cristalina de CoX2.6NHz (X = Cl, Br, I, ClO4, BF4,
PFs y SOsF) posee &tomos de cobalto octaédricamente rodeado por moléculas de amoniaco

[50].

En algunos solventes y con algunas sales de cobalto, también ocurre la autoformacion

de complejos [58]: 2CoCl, + 6DMSO — [Co(DMSO0)s]?* + [CoCla]*

Los ligandos bidentados frecuentemente forman cationes octaédricos, por ejemplo,
[Co(dipy)s]?*, [Co(phen)s]?*, [Co(en)s]** en solucidn acuosa y por reacciones de desproporcion
con carbonilos de cobalto. Alguno de estos ligandos, sin embargo, resultan en complejos con

estructura cuadrado-plana, por ejemplo, [Co(en)2](Agl2)2 [59].

Los cationes tetraédricos son también formados por ligandos unidentados. Cobalto es
tetraédricamente coordinado por oxigeno en [Co(PhsAsQO)s]l.. Unos pocos cationes con
numero de coordinacién 5 son formados con ligandos cuadridentados N(CH2CH2NMe2)s
(trenMe); estos son del tipo [Co(trenMe)X]X (X = Cl, Br, I), estos compuestos son de spin alto
(neff ~ 4.5 B.M.) y son electrolitos univalentes en nitrobenceno. Ellos tienen una estructura

bipiramidal trigonal [50].
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6.2 Complejos neutros de cobalto (11).

Los nitrégeno-donadores forman una larga lista de complejos de este grupo. Debido a
la pequefia diferencia de estabilidad entre los complejos octaédricos y tetraédricos, es comun
encontrar ambas estructuras con una determinada sal de cobalto y ligando dados, de hecho, a
veces se encuentran los dos complejos en equilibrio. Una de las series mas estudiadas de
complejos es la de los compuestos CoXz(py)2. EI complejo CoClz(py)2 puede existir a
temperatura ambiente como una forma violeta (estable) y como una forma azul (inestable). La
forma violeta es octaédrica con puentes cloro (esto tiene un cobalto rodeado por cuatro cloros
a2.49 A y dos nitrégenos a 2.14 A) y la forma azul es tetraédrica y monomérica. Los bromuros,
yoduros y cianatos forman solo complejos azules tetraédricos CoXa(py)2 mientras que el
tiocianato y selenocianato forman solo complejos octaédricos rojo-purpura Co(NCS)2(py)2 y
Co(NCSe)2(py)2. Todos estos complejos, sin embargo, dan una especie tetraédrica cuando se
disuelven en solventes organicos como el nitrobenceno. La adicién de mas piridina a las

soluciones permite un equilibrio tetraédrico-octaédrico [50]:
CoXa(py)2 + 2 py < CoXza(py)s

y tales sistemas permiten el estudio de la importancia de los efectos electrénicos y
estéricos. En general cuanto mas facilmente el par ¢ de electrones en el ligando es polarizable,
menos se requieren las moléculas del ligando para efectuar la electroneutralidad. De modo que
para los complejos con un ligando de nitrégeno dado y varios iones haluro, a veces ocurre un
cambio de estereoquimica octaédrica a tetraédrica al pasar del cloruro al yoduro. Esto ocurre
con las piridinas, y con ligandos como pirazina y pirazinas sustituidas. El efecto estérico es
observado cuando los ligandos tienen grupos alquilos que interfieren con otros grupos en una
estructura octaédrica. Para muchos ligandos nitrogenados, los complejos tetraédricos CoXzLo

y octaédricos CoXzL4 pueden ser preparados usando la relacion correcta metal:ligando [50].
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6.3 Complejos anionicos de cobalto (I1).

El ion CoCls* es tetraédrico, sin embargo, el tetraedro de iones cloruro no es
perfectamente regular, porque, aunque las distancias de enlace cobalto-cloro son todas iguales,
existe una distorsién angular. Las sales rojo pélido de metales alcalinos K>Co(NOs)s y
Na2Co(NO3)s son preparadas en las reacciones de hexanitrocobaltatos(l11) con pentoxido de
dinitrégeno. Estas sales del ion [Co(NOs)4]* son higroscdpicas, sus propiedades magnéticas y
espectroscopicas se parecen a la de los complejos tetraédricos de cobalto (I1). Aniones
unidentados como OH", Nz, acetato y trifluoroacetato forman complejos tetraédricos con
cobalto (I1). Aparecen también los complejos de formiato para ser del tipo [Co(OCOH)s]* vy
los complejos de oxalato [Co(OX)2]%"; como las sales de carbonato, K2[Co(COs)2].4H:0, ellos

son descompuestos en agua [50].
7. Propiedades magnéticas de los complejos de cobalto (11).

El ion Co?* tiene configuracion electronica que en campos octaédricos puede dar lugar
a complejos de alto spin tzg° e4? 0 de bajo spin t2¢° e4l. Altos valores en la energia de separacion
del campo del ligando (Dg>1500 cm™) son requeridos para causar un emparejamiento de spines
con cobalto (1), por lo que solo se encuentran pocos complejos con ligandos de campo fuerte.

Los complejos tetraédricos son de alto spin con la configuracion e* t2% [50, 60]

Las propiedades magnéticas proporcionan un medio complementario para distinguir la
estereoquimica. Se espera que el término basal “T” del ion octaédrico genere una contribucion
orbital dependiente de la temperatura al momento magnético, mientras que no se espera lo
mismo del término basal “A” del ion tetraédrico. De hecho, en un campo tetraédrico, el término
“T,(F) excitado se "mezcla” con el término basal “A, debido al acoplamiento spin-o6rbita y se
espera que los complejos tetraédricos de cobalto (11) tengan momentos magnéticos dados por

He=Uspin-solo(1-4A/10Dq), donde A es la constante de acoplamiento spin-orbita y su valor es igual
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a -170 cm™ y pspin-s0lo=3.87 BM. Por lo tanto, los momentos magnéticos de los complejos
tetraédricos se encuentran en el rango 4.4-4.8 MB, mientras que los de los complejos
octaédricos estan alrededor de 4.8-5.2 MB a temperatura ambiente, disminuyendo

apreciablemente a medida que se reduce la temperatura [61].
11.5 Antecedentes de los complejos sintetizados

Complejos de pirazinamida con cloruro y bromuro de cobalto fueron sintetizados en
1988. La estereoquimica de los complejos fue investigada por mediciones magnéticas y
espectroscopia infrarroja y electronica. Finalmente, se postularon las siguientes formulas
moleculares Co(PZA)2Cl> y Co(PZA).Br2. No se probd ningun tipo de actividad bioldgica en

estos complejos [62].

La sintesis de otro complejo de pirazinamida y cobalto (1) fue publicada en el 2012.
Esta sintesis se llevd a cabo mediante la adicion de una solucion etandlica de pirazinamida a
una solucion acuosa de nitrato de cobalto (1) hexahidratado a temperatura ambiente. La
estructura elucidada por difraccién de rayos X (Figura 8) fue [Co(PZA)2(H20)2](NO3).. El
estudio de este complejo solo fue de carécter estructural ya que no fue probada ninguna

actividad bioldgica antituberculosa [63].
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Figura 8. Diagrama de ORTEP mostrando la estructura molecular

del complejo [Co(PZA)2(H20)2](NOs)2
El uso de pirazinamida en la sintesis de nuevos complejos no ha sido exclusivo para el
desarrollo de nuevos farmacos antituberculosis. Por ello se podré encontrar en distintas fuentes
bibliograficas la publicacion de nuevos complejos de pirazinamida con distintos centros

metélicos en las que el estudio ha sido enfocado en la estereoquimica de los nuevos

compuestos. Entre estos complejos se encuentran:

Tabla 3. Complejos con ligandos pirazinamida

Complejo Metélico Referencia

[Co(PZAH)(bipy)2](ClO4),
[Zn(PZAH)(bipy)2]CIO4
[Zn(PZAH)(phen)2]CIO. [14]

donde PZAH,=pirazinamida, bipy=2,20-bipiridina,
phen=1,10-fenantrolina

[CU(INA)(PZA-H)(OH)]H:20

donde PZA=pirazinamida, INA=isoniazida [64]

[Cu(PZA)2(CsHsCOO0)2] [65]
[Cu(PZA).Cl;]

{Ags(pza)(pca)s(H:20)}r (661

donde pca=acido 1,2-benzenedicarboxilico
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La revision bibliografica de todas estas referencias ha sido de gran utilidad para la

elucidacion de los complejos sintetizados en este trabajo.

11.6 Otros complejos con probada actividad bioldgica antituberculosis

En busca de nuevos farmacos que demuestren actividad antituberculosis, se han

modificado farmacos ya usados en el tratamiento de tuberculosis e incluso se han desarrollado

nuevos ligandos que potencien esta actividad. Diversos metales han sido usados para la sintesis

de estos complejos. (Tabla 4)

Tabla 4. Resumen de complejos con actividad biologica antituberculosis probada

Método usado para la

Complejo metalico determinacién de Referencia
actividad bioldgica
[Fe(L-H)s]
L: derivados de (3-aminoquinoxalina-2-carbonitrilo N?, MIC [13]
N*-dioxido)
[M{ML(n®-CsH4)C(H)=NN=C(S)NHR}-(CI)(PPhs)] MIC [67]
M: Pd, Pt; MLn: Re(CO)s, FeCp; R: H, CH3
[Co(LH)2]Clz, [Ni(LH)2]Cl2.3H20, [Zn(LH):]Cl2 MIC [68]
LH: 2-(2-benzo[d]tiazol-2-ilo)hidrazono) propan-1-ol
[Ru(NH3)s(INH)]**
INH: isoniazida MIC [69]
[VO(pic)(8HQ)]
Pic: acido 2-picolinico MIC [70]
[Mn(atc)2]; [Mn(atc-Et)2]; [Mn(atc-Ph)] MIC [71]

Atc: acetilpiridinatiosemicarbazona
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Capitulo H1.
Sintesis y caracterizacion de los
complejos de pirazinamida y cobalto
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I11.1 Desarrollo experimental

1. Sintesis de los complejos

1.1 Sintesis del complejo Co-PZA (1).

Se realizé la sintesis del complejo Co-PZA (1) disolviendo en metanol la sal precursora
de cloruro de cobalto (11) hexahidratado en un balén de reaccion de dos bocas. Posteriormente
se afiadio el ligando pirazinamida (disuelto en metanol) en relacion de 1:2 (metal:ligando). La
reaccion se llevé a cabo en reflujo por aproximadamente dos horas en constante agitacion. Al
transcurrir las dos horas, se destapd una de las bocas con la finalidad de evaporar el metanol
sin llegar a sequedad. Finalmente se filtr6 y se enjuagd con metanol caliente para eliminar la
pirazinamida y la sal que no reaccionaron. (Esquema 1)

1.2 Sintesis del complejo Co-PZA (2).

Se realizo la sintesis del complejo Co-PZA (2) disolviendo en metanol la sal precursora
de nitrato de cobalto (I1) hexahidratado en un bal6n de reaccion de dos bocas. Posteriormente
se afiadio el ligando pirazinamida (disuelto en metanol) en relacién de 1:2 (metal:ligando). La
reaccion se llevo a cabo en reflujo por aproximadamente dos horas en constante agitacion. Al
transcurrir las dos horas, se destap6 una de las bocas con la finalidad de evaporar el metanol
(evitando llegar a sequedad). Finalmente se filtrd y se enjuagé con metanol caliente para

eliminar la pirazinamida y la sal que no reaccionaron. (Esquema 2)
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500 mg de CoCl,.6H,0

<«— 50 mL metanol

Solucién metandlica de
Co?*

Mezcla
<«— 518 mg de PZA en metanol (150 mL)
Agitacion

Solucion de Co?*y PZA

Reaccidn

Reflujo por 2h (°Teb metOH: 65 °C)
Agitacion constante

Precipitado Co-PZA (1)

Eliminacién de Solvente

Evaporar (sin llegar a sequedad) el
exceso de metanol en campana,
manteniendo la agitacion y la
temperatura de reflujo.

Complejo lila
Co-PZA (1)
(Impuro)

Lavado del precipitado

Filtrar y lavar con metanol caliente.

707 mg de Co—PZA (1)
Complejo lila

Esquema 1. Diagrama de sintesis del complejo Co-PZA (1)



47

500 mg de Co(NOs3)2.6H2.0

<+— 50 mL metanol

Solucién metandlica de
Co?*

Mezcla
<+— 425 mg de PZA en metanol (100 mL)
Agitacion

Solucién de Co?* y PZA

Reaccion

Reflujo por 2h (°Teb metOH: 65 °C)
Agitacion constante

Precipitado Co-PZA (2)

Eliminacién de Solvente

Evaporar (sin llegar a sequedad) el
exceso de metanol en campana,
manteniendo la agitacion y la
temperatura de reflujo.

Polvo naranja
Co-PZA (2)
(Impuro)

Lavado del precipitado

Filtrar y lavar con metanol caliente.

513 mg Co-PZA (2)
Complejo naranja

Esquema 2. Diagrama de sintesis del complejo Co-PZA (2)
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2. Técnicas de caracterizacion

El andlisis quimico de una muestra comprende la determinacion cualitativa y
cuantitativa de uno, varios o todos los elementos que la constituyen, tanto si se encuentran a
nivel mayoritario como minoritario o en trazas. La caracterizacion cualitativa de los elementos
que componen un material o una disolucién se puede abordar por varias técnicas
instrumentales, pero su cuantificacion queda limitada a aquellas cuya sefial especifica es

proporcional a la concentracion atémica [72].

2.1 Analisis elemental (C, Hy N).

Los compuestos organicos estan constituidos mayoritariamente por carbono e

hidrégeno; por lo tanto, es importante la determinacion precisa de estos elementos [72].

En este trabajo se ha utilizado el método de andlisis elemental para determinar el
porcentaje de carbono, hidrogeno y nitrégeno correspondiente al contenido de pirazinamida de

cada complejo.

Se ha utilizado el analizador elemental PERKIN-ELMER 2400 SERIES Il de la Central

Analitica del Instituto de Quimica de la Universidad de Sao Paulo (1Q-USP).

2.2 Espectroscopia de absorcién atomica de cobalto (Co).

La espectroscopia de absorcién atdbmica se basa en la absorcidn de radiacion por &tomos
libres en estado fundamental. La longitud de onda de la radiacion emitida o absorbida es
especifica para cada elemento, lo que permite su identificacion. Mientras que la intensidad de
la radiacion a esa longitud de onda especifica es proporcional a la cantidad del elemento
presente en la muestra. Las determinaciones cuantitativas solo seran posibles si los elementos
a medir se encuentran en disolucion o en la forma adecuada para ser transportados a la llama

donde se romperan los enlaces quedando como eeme atomos libres [72].
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En este trabajo se ha utilizado la espectroscopia de absorcion atdmica para determinar
el contenido de cobalto de los complejos utilizando como tratamiento de muestra la disolucion

en medio acido.

El equipo utilizado fue el espectrofotometro de Absorcion atomica SHIMADZU
AA-7000 del Laboratorio de Investigacion y Certificaciones (LABICER) de la Universidad
Nacional de Ingenieria (UNI), utilizando una ld&mpara de catodo hueco de Cobalto a 240.7 nm

HAMAMATSU PHOTONICS K.K. L233-27NU.

Se prepar6 una curva de 0.4, 1.0 y 2.0 ppm de cobalto en acido nitrico 0.5 M. De la
misma manera se prepar0 una solucién en &cido nitrico 0.5 M de cada complejo a una

concentracion aproximada de 1 ppm de cobalto.

El valor del pardmetro R obtenido fue igual a 0.9999.

2.3 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es la técnica analitica de separacién
maés utilizada debido principalmente a su versatilidad, alta sensibilidad, facil adaptabilidad,
precision, la posibilidad de utilizar especies no volatiles o inestables térmicamente, y su gran
aplicabilidad a sustancias de interés para la industria, la investigacion. Ejemplos significativos
de aplicaciones de la cromatografia HPLC los constituyen el analisis de aminoacidos,
proteinas, farmacos, biocombustibles, drogas, hidratos de carbono, grasas, pesticidas,

contaminantes alimenticios, antibidticos, vitaminas o efluentes [72].

En este trabajo se utilizd la cromatografia liquida de alto rendimiento para la
determinacion del contenido de pirazinamida en los complejos. Este analisis se realizé con el
Cromatdgrafo Liquido de Alto rendimiento (HPLC) SHIMADZU del Laboratorio LABICER

de la UNI, utilizando un Detector de Arreglo de Diodos SPD-M30A, una Bomba LC-30AD
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con un Inyector Automatico SIL-30AC, Horno de Columna CTO-20AC y Controlador

CBM-20A. El método tuvo las siguientes condiciones:

Tabla 5. Condiciones del método utilizado en la cromatografia de alto rendimiento

RP C18 de 250 mm x 4.6 mm ID X 5 pm

Columna Particula (Restek)

Horno de Columna 40 °C

Detector Arreglo de Diodos

Longitud de onda 269 nm

Bomba Cuaternaria

Flujo 0.8 mL/min

Fase movil A Buffer Fosfato 10 mM pH 2
B: Metanol

Elucion isocrética A:B, 85:15

Volumen de Inyeccién 20 pL

Tiempo de corrida 10 min

Integracion

Area vs Concentracion

A estas condiciones fueron analizados los estandares de 10, 25 y 50 ppm para la curva

de calibracion de pirazinamida y las muestras de los complejos. Los estandares y los complejos

fueron preparados en medio acuoso.

2.4 Andlisis Termogravimétrico (TGA).

El Anélisis termogravimétrico es una técnica en la que se monitorea la masa de una

sustancia en funcion de la temperatura o el tiempo, ya que la muestra se somete a un programa

de temperatura controlada en una atmaosfera controlada [73].

El Andlisis termogravimétrico consta de un portamuestra que es sostenido por una

balanza de precision (termobalanza). Este portamuestra reside en un horno, el cual se calienta

o enfria durante el experimento. La masa de la muestra se controla durante el experimento. Un

gas de purga controla el entorno de la muestra. Este gas puede ser un gas reactivo, oxidante o

inerte que fluye sobre la muestra y sale por un escape [73].
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En este trabajo el anélisis termogravimétrico fue realizado en la Central Analitica del
Instituto de Quimica de la Universidad de Sao Paulo (IQ-USP) con el analizador TA

INSTRUMENTS TGA Q500, la temperatura maxima de alcance fue de 1000 °C.
2.5 Determinacién del momento magnético.

La determinacion del momento magnético se realizé mediante la medicién de las masas
de los complejos en una balanza SHIMADZU AW120 del Laboratorio LAQISE-BIMET del
Instituto de Quimica de la Universidad de Sao Paulo con la aplicacion de un campo magnético

mediante un dispositivo elaborado en el mismo laboratorio.

Este analisis se realizé midiendo por cuadruplicado la masa de los complejos antes de
y después de la aplicacion de un campo magnetico. Para la verificacion de las mediciones se
utilizé un patrén de tetra(tiocianato)cobaltato (I1) de mercurio, Hg[Co(SCN)4] que presenta un
valor de y= 16.44 x 10 unidades CGS/Gauss a 20 °C midiendo su masa de la misma manera

que los complejos.
2.6 Espectroscopia Ultravioleta y Visible (UV-Vis).

La espectroscopia UV-VIS es una herramienta muy util para el analisis cualitativo y la
determinacion estructural de especies, asi como una técnica clasica para el analisis cuantitativo.
La absorcion UV-VIS proporciona datos para la identificacion de sustancias disueltas, lo que
se logra por la forma del espectro, longitudes de onda a las que se presentan los maximos y
minimos de absorcion, por los valores de absortividad molar, o por los cambios que
experimenta el espectro al variar el pH, el disolvente, o la concentracion. Para este tipo de
aplicacion es necesario que la amplitud de banda sea lo mas pequefia posible para que los picos
de absorcidn queden perfectamente definidos. Sin embargo, dado que el nimero de maximos
y minimos no es muy elevado, la identificacion inequivoca resulta bastante dificil. El espectro

de absorcién ultravioleta-visible de un compuesto se debe por lo general a tres tipos de
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transiciones: 1) Transiciones producidas por electrones 7w, o y n. 2) Transiciones producidas

por electrones d y f. 3) Transiciones producidas por trasferencia de carga [72].

En este trabajo la espectroscopia Ultravioleta-Visible se realiz6 con el
espectrofotometro SHIMADZU UV-1800 del Laboratorio LABICER de la UNI, en el rango

de 200 a 900 nm para la deteccién de las bandas correspondientes a pirazinamida y cobalto.

Se prepararon soluciones 0.002 M (aproximadamente) de Co-PZA (1) y Co-PZA (2) en
metanol absoluto (Grado HPLC) para la identificacion de la banda correspondiente a cobalto
en el rango del visible. Para la identificacion de la banda pirazinamida se preparé una dilucion

(1:1) de las soluciones anteriormente preparadas de Co-PZA (1) y Co-PZA (2).
2.7 Espectroscopia infrarroja (FTIR).

La espectroscopia infrarroja es una de las técnicas mas importantes en analisis quimico.
Esto es debido a que las bandas de absorcion observadas en un espectro infrarrojo de un
compuesto corresponden a las frecuencias de vibracion de los enlaces entre los atomos de la
molécula. Como cada molécula es una combinacion Unica de atomos y enlaces, el espectro
infrarrojo es una identificacion de cada compuesto. Por tanto, es una herramienta muy poderosa

en analisis cualitativo [72].

El anélisis de espectroscopia FTIR de este trabajo se realizd con el espectrofotometro
PERKIN-ELMER del Laboratorio LABICER de la UNI, bajo la técnica de reflectancia total
atenuada (ATR) desde 400 a 4000 cm para la identificacion de los picos caracteristicos de los
grupos funcionales de la molécula de pirazinamida y sus desplazamientos por la formacion de

cada complejo.



53

2.8 Espectroscopia Raman

Las transiciones vibracionales se pueden observar por espectroscopia infrarroja o
Raman. Sin embargo, estas transiciones se registran de manera distinta. En la espectroscopia
infrarroja se mide la absorcion de la luz infrarroja (IR) en funcion de la frecuencia. Por el
contrario, el origen del espectro Raman es claramente distinto. La muestra se irradia con un
haz de laser cuya longitud puede ser cualquiera entre ultravioleta, visibles, infrarrojo cercano
y se estudia la luz dispersada que presenta una frecuencia que cambia con respecto a la linea
excitante. La facilidad de manejo de los modernos espectrometros Raman les permite ser una

técnica de rutina y una herramienta muy util en la investigacion [72].

En este trabajo la espectroscopia Raman se realizd con el espectrofotometro del
Laboratorio de Electroquimica Aplicada (GIEA) de la UNI, utilizando un laser de 785 nm con
una potencia de 50 mW desde 200 a 1800 cm™ para la identificacion de desplazamientos de los
picos caracteristicos de los grupos funcionales de la molécula de pirazinamida y sus

desplazamientos por la formacion de cada complejo.
2.9 Analisis de conductividad.

La determinacion de la conductancia para compuestos de coordinacién y la
interpretacion de los datos en términos de estructuras posibles proviene del estudio formal del
campo de la quimica de coordinacion. Sin embargo, excepto por los complejos mas simples de
ligandos inorganicos (usualmente), el uso de agua como un solvente para propdésitos de
conductancia es a menudo indeseable debido a los problemas de hidrdlisis, o los problemas de
solubilidad. Por ello el uso de agua en estas pruebas ha disminuido y el uso de solventes
organicos se ha incrementado, particularmente en los ultimos 20 afios. Desafortunadamente, el
nimero de solventes que han sido usados para estudios de compuestos de coordinacion, la

amplia variacion en los tipos de complejos estudiados y las diferencias en las condiciones
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experimentales usadas han dejado la situacion en confusion con relacion a los rangos de
conductancia esperados para un tipo particular de electrolito. Aun para solventes cominmente
usados como acetona, una examinacion rapida de la literatura revela conflictos en los rangos
de los datos de conductancia, la incorrecta asignacion del tipo de electrolito y las correlaciones

injustificadas con estructuras posibles [74].

Se analiz6 la conductividad de los complejos en metanol utilizando el conductimetro
ECO SENSE EC300A del laboratorio LABICER de la UNI. Cada complejo fue preparado a
102 M. Se utiliz6 la relacion Am=x/Cm para obtener los valores de la conductividad molar e

identificar el tipo de sal de cada complejo.
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Capitulo IV.

Resultados y discusiones
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Con base en el procedimiento para la sintesis de los complejos Co-PZA (1) y
Co-PZA (2), se espera que el atomo metélico de cobalto en ambos complejos sea coordinado
por dos moléculas de pirazinamida debido a que la relacion molar M:L (metal:ligando) en la

sintesis de los complejos fue 1:2.

Se espera también que el &tomo de cobalto en cada complejo conserve el nimero de

oxidacion +2 que posee en sus sales precursoras de CoCl2.6H20 y Co(NOz)2.6H-0.

Ademas, tomando en cuenta al Cobalto (1), se sabe que este es capaz de coordinar con

los nimeros de coordinacion 4, 6 incluso con 5 en algunos casos [61].

En el caso de los complejos, considerando tanto al atomo de cobalto y al ligando, es
factible tener dos pirazinamidas coordinadas al cobalto de forma bidentada, donde los aniones

cloruro y nitrato ocupen los orbitales “d” disponibles para completar la esfera de coordinacion.

Finalmente, se proponen las siguientes férmulas moleculares para los complejos,

utilizando diversas técnicas de caracterizacion para llegar a ellas:

Co-PZA (1): [Co(PZA):Cly]

Co-PZA (2): [CO(PZA)2(NO3)].H20

En esta seccidn se presentan los resultados de las técnicas de caracterizacion utilizadas

obtenidos de cada complejo sintetizado y caracterizado:
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1V.1 Complejo Co-PZA (1)

1. Sintesis

En la sintesis del complejo Co-PZA (1) se obtuvo un sélido no cristalino de color lila

(Figura 9). El rendimiento obtenido en la sintesis del complejo Co-PZA (1) fue de 89%.

Figura 9. Fotografia del complejo Co-PZA (1)

2. Propiedades fisicoquimicas
2.1 Punto de fusion
El complejo no presenta punto de fusion, sin embargo, a partir de los 240°C empieza
a descomponerse cambiando su color hasta oscurecerse.
2.2 Solubilidad
La solubilidad del complejo Co-PZA (1) comparado con la solubilidad del ligando
pirazinamida, muestra que es una sustancia soluble en solventes polares a excepcién de la

acetona en la cual es insoluble.



Tabla 6. Solubilidad del complejo Co-PZA (1) y pirazinamida
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Solvente Co-PZA (1) Pirazinamida
Agua S MS
Etanol PS PS

Metanol S S

Acetona I S
DMF S S
DMSO S S

Cloroformo I PS

*S: soluble, PS: poco soluble, MS: muy soluble, I: insoluble

3. Composicion Quimica

Se han utilizado las técnicas de analisis elemental de carbono, hidrégeno y nitrégeno;
analisis de absorcion atdmica de cobalto y determinacion argentométrica de cloruros para
verificar la composicion del complejo Co-PZA (1). Ademas, también se utilizo el analisis por
cromatografia liquida de alto rendimiento para cuantificar el contenido de pirazinamida en el
complejo. Finalmente, se utiliz6 la termogravimetria para conocer el porcentaje de 6xido de
cobalto formado al final del proceso y compararlo con el valor calculado de acuerdo con la

férmula propuesta.

3.1 Andlisis elemental (C, Hy N)

A continuacion, se presentan los porcentajes experimentales y calculados de C, Hy N

obtenidos en el analisis elemental y con base en la formula propuesta.

Tabla 7. Porcentajes en masa experimentales y calculados de

C, Hy N del complejo Co-PZA (1)

Elemento % Experimental % Calculado % A (variacion)
C 32.39 31.94 0.45
H 2.97 2.68 0.29
N 22.82 22.35 0.47
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Comparando estos valores, se observa que el error es menor a 1%, por lo que en este
trabajo se considerard que los porcentajes de C, H y N obtenidos coinciden con los valores

calculados basados en la formula propuesta para el complejo Co-PZA (1).

3.2 Espectroscopia de Absorcion atdmica de cobalto (Co)

En este trabajo se empleo el andlisis de absorcién atdmica para la determinacion de
cobalto en el complejo Co-PZA (1). Para ello se prepar6 una curva de calibracion de 0.4, 1y 2

ppm [75], obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 8 y la Figura 10:

Tabla 8. Valores de concentracion y absorbancia de los estandares

Estandar Concentracién, ppm Absorbancia
1 0.4 0.0261
2 1.0 0.0629
3 2.0 0.1218

Para la preparacion de la muestra se pes6 0.0320 g del complejo y se disolvid en acido

nitrico 0.5N, el volumen final de la solucién fue de 25 mL y se realiz6 una dilucién de 1:200.

Tabla 9. Datos de preparacion de la muestra de complejo Co-PZA (1)

Factor de dilucion
200

Complejo
Co-PZA (1)

Masa, g Vol. Final, mL
0.0320 25

Finalmente, el resultado de concentracion de cobalto en el complejo Co-PZA (1) fue:

Tabla 10. Concentracion final de cobalto (%Co) en el complejo Co-PZA (1)

Concentracion de la
solucion preparada, ppm

0.9999

Concentracion Final,
%Co

15.62

Complejo

Co-PZA (1)
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Figura 10. Gréafica Concentracion de Cobalto (ppm) VS. Absorbancia

A continuacion, se muestra una tabla comparativa del porcentaje de cobalto

experimental y calculado del complejo Co-PZA (1).

Tabla 11. Tabla comparativa de resultados de concentracion de cobalto en Co-PZA (1)

Complejo % Co Experimental % Co Calculado %A
Co-PZA (1) 15.62 15.67 0.05

De esta manera, confirmamos la presencia de un &tomo de cobalto en una molécula de

complejo Co-PZA (1).
3.3 Determinacion del contenido de cloruros.

Se determind el contenido de cloruros en el complejo Co-PZA (1): [Co(PZA).Cl], para
ello se utilizé el Método Argentométrico de Mohr preparando una solucién acuosa del

complejo, la cual fue titulada con una solucion de AgNOs estandarizada.
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Las reacciones que ocurren en la titulacion entre el cloruro y el nitrato son las siguientes:

K2CrOg4
[Co(PZA)z]*", 2CI + 2AgNOs  —  2AgCI + [Co(PZA)J**, 2NO5 [76]
(precipitado blanco)
2AgNO; + KoCrOs —  Ag2CrOs + 2KNOs [76]
(precipitado rojo ladrillo)

De acuerdo con el andlisis realizado se obtuvo lo siguiente:

Tabla 12. Datos del analisis de cloruros en el complejo Co-PZA (1)

M Volumen del complejo Volumen de AgNOs
asa, g . h .
para la titulacion, mL consumido, mL
2.0
0.0455 20
2.0

Para la obtencion del resultado se debe considerar el siguiente célculo, el cual se extrajo
de los Métodos Normalizados para el Anélisis de Aguas Potables y Residuales adaptandola

para una muestra solida [77]:

N XV X35453 %4 1A
AgN03 X VagNos X — Expresion 1

Cl, ppm =

Ve

Donde:

Nagnos €s la normalidad de la solucion de AgNOz (N = 0.0481 N).
Vagnos es el volumen de AgNO3s consumido en la titulacion.
35453 es el factor de conversion basado en la masa atomica de Cl.

Vc1 es el volumen de la alicuota utilizada de la solucién del complejo Co-PZA (1).
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V es el volumen de la solucion preparada del complejo Co-PZA (1) (V =50 mL).

m es la masa del complejo Co-PZA (1) para la solucion preparada

Al comparar el valor experimental y calculado del contenido de cloruros, se encuentra:

Tabla 13. Tabla comparativa de resultados de concentracion de

cloruros en el complejo Co-PZA (1)

Complejo | % CI Experimental % CI Calculado %A
Co-PZA (1) 18.74 18.85 0.11

Este resultado indica que el complejo Co-PZA (1) contiene cloruros en un 18.74% lo
que equivale a dos atomos de cloro en una molécula del complejo. Estos cloruros podrian
encontrarse inicialmente en forma de aniones o ligandos. Al disolver el complejo en agua, los
cloruros como aniones se disociarian facilmente en el medio. Por otro lado, los cloruros como
ligandos serian desplazados por moléculas de agua (para entrar a la esfera de coordinacion del
complejo como ligandos acuo), debido al orden de fuerza de ligandos: I" < Br < S* < SCN" <
Cl- < N3, F < urea, OH < 0x, 0> < H,0 < NCS" < pi, NH3 < en < bpi, fen < NO, < CHg,
CeHs" < CN" < CO [60, 78] quedando libres en el medio de disolucién del complejo, de esta
manera es como los cloruros se encuentran en el medio disponibles para ser titulados con el

nitrato de plata.
3.4 Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)

En este estudio se determino el contenido de pirazinamida en el complejo Co-PZA (1)

usando la cromatografia liquida de alto rendimiento.

Se prepar0 una curva con estandares de 10, 25 y 50 mg/L. La pirazinamida presento un

tiempo de retencion en el rango de 5.76 — 5.87 minutos utilizando una columna C18 y una fase
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movil de flujo isocratico compuesta por buffer fosfato 10 mM a pH 2 y metanol [79]. La
deteccidn y cuantificacion de la pirazinamida se realizo utilizando un detector de arreglo de
diodos donde su banda caracteristica fue encontrada a 268 nm aproximadamente.

A continuacion, se presentan los datos obtenidos de la curva de calibracion de
pirazinamida:

Tabla 14. Valores de concentracién y area de los estandares

de la curva de calibracion de pirazinamida

Estandar Concentracion, mg/L o ppm Area
1 10 456279
2 25 1133982
3 50 2275383

2000000 - /

Y = 454958 X - 499.386
R = 0.9999

Area

1000000 4

s

0 20 40 60

Concentracion de pirazinamida (ppm)

Figura 11. Grafica Concentracion de Pirazinamida VS. Area
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En cuanto a la preparacion de la muestra, se pesé 10 mg del complejo para llevarlo a
un volumen final de 50 mL de agua, esta solucion fue diluida a la cuarta parte de su

concentracion antes de ser inyectadas en el cromatografo (HPLC)

Tabla 15. Datos de la preparacion del complejo Co-PZA (1)

Complejo | Masa, mg | Volumen Final, mL Factor dilucion
Co-PZA (1) 10.00 50 4

La concentracion obtenida en el analisis fue:

Tabla 16. Concentracion HPLC (ug/L) y final de pirazinamida en el complejo Co-PZA (1)

Compleio Concentracion HPLC | Concentracion Final de Masa total de
Pie] de pirazinamida, pg/L pirazinamida, pg/mL pirazinamida, pg
Co-PZA (1) 32.462 129.848 6492.400

Dados los resultados, se presenta una comparacién entre los valores experimental y

calculado:
Tabla 17. Tabla comparativa del porcentaje experimental y
calculado de pirazinamida en el complejo Co-PZA (1)
Combleio % Pirazinamida % Pirazinamida %A
PIe] experimental calculado ’
Co-PZA (1) 64.92 65.47 0.55

La Tabla 17 muestra que los porcentajes experimental y calculados coinciden. Por lo

tanto, se demuestra que existen dos moléculas de pirazinamida en el complejo Co-PZA (1).
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3.5 Anélisis Termogravimetrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico realizado en este estudio se baso en el monitoreo de la

masa del complejo en funcion del incremento de la temperatura hasta alcanzar los 950°C.

En la Figura 12 se muestra que el complejo Co-PZA (1) se descompone en 3 etapas, la
suma de estas 3 pérdidas deja un residuo con un porcentaje en masa igual a 20.42%. Tomando
en cuenta que al final del proceso de descomposiciéon se llega a la formacion del 6xido metélico
[73, 80] que en este caso es el dxido de cobalto, se ha calculado que el CoO representa el
19.93% de la masa del complejo. La diferencia de porcentaje del residuo experimental y
calculado puede deberse a muchas razones y una de ellas puede ser la pureza de la muestra.
[73] Sin embargo, la diferencia es menor al 1%, por ello se toma este resultado como prueba

de que la férmula propuesta es correcta.

100 .----.-.-?-.’:"f‘.’?ll‘:l
80 4 43.66 %
1 Complejo Co-PZA (1)
S 60
L]
vl
L]
s ]
40 H 34.86 %
1660 o6 o
200 400 600 800 1000
Temperatura (°C)

Figura 12. Curva termogravimétrica del complejo Co-PZA (1)
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Tabla 18. Tabla comparativa de valores experimental y calculado del porcentaje en masa del

6xido de cobalto formado (CoO) en el anlisis termogravimétrico del complejo Co-PZA (1)

Complejo % CoO experimental

% CoO calculado

%A

Co-PZA (1) 20.42

19.93

0.49

4. Determinacion del momento magnético

Para verificar el comportamiento magnético del complejo Co-PZA (1) sintetizado en

este trabajo, se realizaron medidas de susceptibilidad magnética a temperatura ambiente. A

partir de los valores de susceptibilidad magnética molar (x,,) se obtuvo los valores del

momento magnético efectivo (ueff), y a partir de estos valores el nimero de electrones

desapareados pudo ser determinado, asi como la relacion con su geometria molecular.

El valor de la susceptibilidad magnética y el nimero de electrones desapareados del

complejo se podran obtener a partir del valor de la masa del complejo y del compuesto patron

siguiendo las expresiones [81, 82]:

_ Xgp (Am—8m)x my
Xgm (Ap=6p)x mm

= Xy = XgmX M

! —
= XM= Xm— Xcorregido

& fgep = 2.84 x [ x'yxT = \[[n(n + 1)]
Donde:

Xgm €S susceptibilidad/gramo de muestra

Expresion 2

Expresion 3

Expresion 4

Expresion 5
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Xgp €S susceptibilidad/gramo de patron

m,, y m, son masa de muestra y masa del patron respectivamente

4,, y 4, son variacion de masa de muestra al aplicar el campo magnético y variacion
de masa de patron al aplicar el campo magnético respectivamente

8m Y 6, son variacion de masa del eppendorf de la muestra al aplicar el campo

magnético y variacion de masa del eppendorf del patron al aplicar el campo magnético.

Después de obtener el valor de la susceptibilidad magnética molar (x,,), este valor debe
ser corregido debido a la contribucion diamagnética de los iones y ligandos presentes en el
complejo. En este estudio se usaron las constantes de Pascal (Tabla 19) para estimar la
contribucion diamagnética [60, 83]. Finalmente, con la susceptibilidad magnética corregida se
obtiene el momento magnético efectivo y por consiguiente el numero de electrones

desapareados.

Tabla 19. Valores de contribucion diamagnética de los atomos en el complejo Co-PZA (1)

Cation, anion, elemento o molécula Contribuci(’)_n diamagnetica
' ' (x10® unidades CGS)
Co* -12
C -6
H -2.93
O (aldehido o cetona) -1.73
N (anillo) -4.61
Cl -23 (anion) y -20.1 (neutro)

De acuerdo con la formula propuesta para el complejo y los valores indicados en la
Tabla 19, se obtiene que la contribucion diamagnética total (susceptibilidad magnética

corregida Xcorregido) para el complejo Co-PZA (1) es -178.4 x 10°®.
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A continuacion, se muestran los datos obtenidos en la medicion de la susceptibilidad

magnética a 20°C:

- Datos del patron de medida: Hg[Co(SCN)4] x = 16.44 x 10® (tgp)

Tabla 20. Datos de la medicion de susceptibilidad magnética para el patron

Repeticion 1 2 3 4 Promedio
op -0.001200 | -0.001100 | -0.001100 | -0.001100 | -0.001125
Ap 0.001200 | 0.001200 | 0.001000 | 0.001100 | 0.001125
mp 0.020200 | 0.020000 | 0.020000 | 0.019800 | 0.020000

- Datos del Complejo Co-PZA (1): [Co(PZA).Cl2] M =376.069 Xcorregido = 1784 X 10

Tabla 21. Datos de la medicidon de susceptibilidad magnética para el complejo Co-PZA (1)

Repeticion 1 2 3 4 Promedio
01 -0.000900 | -0.001000 | -0.001200 | -0.001000 | -0.001025
A1 0.002300 | 0.002200 | 0.002300 | 0.002100 | 0.002225
m1 0.019800 | 0.019700 | 0.019700 | 0.019800 | 0.019750

De donde se obtiene que para el complejo Co-PZA (1), reemplazando en las

expresiones 2, 3,4y 5:

Xga= 24,0473 10®

Xy = 9043,428 x 10°

¥y =9221,848 x 10

Hopr =4.668 = /[n(n + 1)]

n=3
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Tabla 22. Momento magnético para algunos iones de metales de transicion [83]

lones Teérico‘:)egz;lculado Expeplfiegental
\Vass 1.73 1.7-18
Cu® 1.73 1.7-22
V3 2.83 2.6-28
Ni2* 2.83 2.8-4.0
cret 3.87 ~3.8
Co?* 3.87 41-52
Fe? 4.90 51-55
Co* 4.90 ~5.4
Mn?* 5.92 ~59
Fed* 5.92 ~5.9

El valor del momento magnético obtenido experimentalmente para el complejo
Co-PZA (1) fue de 4.668, de acuerdo con la Tabla 22 este valor corresponde al ion metalico de
Co?* con 3 electrones desapareados en un entorno octaédrico [60, 62, 68, 84], es decir, un
campo octaédrico débil o de espin alto con configuracion t%4e%; y EECC (energia de

estabilizacion de campo cristalino) igual a 0.8A, [60].
5. Espectroscopia de UV-Visible

Cobalto (I1), un sistema d’, tiene los siguientes estados de ion libre: *F, *P, 2P, %D, 2G,
2Hy 2F. En un campo cristalino octaédrico, el estado de ion libre mas bajo, *F, se divide en dos
orbitales triplete, “T1q 'y T2, y un orbital singulete, “Azg; mientras que el siguiente estado mas

bajo de ion libre, P, permanece como “T1q [85].

El diagrama de Orgel para el ion Co?* en campos octaédricos débiles revela que se debe
observar un espectro con tres absorciones [60]. Transiciones desde el estado basal: “T14(F), a
“Tog(F), “A2¢(F) y *“T14(P) provocan absorciones de banda ancha en la region del visible y el

infrarrojo cercano. Generalmente, el espectro de cobalto (I1) en un medio octaédrico consiste
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en una banda ancha en el infrarrojo cercano (*T1g(F) <> *T2g(F)), una banda ancha y menos
intensa en el visible (*T1g(F) <> “A4(F)) y otra banda ancha en el visible (*T1g(F) <> *T14(P))
[84]. La primera banda, asignada a la transicion “T14(F) <> *Tog(F), €s usualmente encontrada
en la region de 5500 — 11000 cm™. La segunda banda es débil (pero permitida por el spin),
asignada a la transicion *T1g(F) <> *A4(F) es encontrada en la region de 12000 — 17000 cm™;
la tercera banda es asignada a la transicion “Tig(F) <> *T1g(P), 2P, 2G y usualmente es

encontrada en la region de 16000 — 22000 cm™ [86].

El espectro UV del complejo Co-PZA (1) se muestra en la Figura 13. En él se observa
una banda a 320 nm, el cual se atribuye a la presencia del ligando. Ademas, en el rango del
visible se observa una banda de baja absorbancia (opacada por la intensidad de la banda de la

regién ultravioleta) a 522 nm, el cual se atribuye a la presencia del metal de transicion.
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Figura 13. Espectro UV del complejo Co-PZA (1)

Al convertir las longitudes de onda a nimeros de onda se obtiene que la banda a 320
nm es equivalente a 31250 cm™ y la de 522 nm a 19157 cm™. Donde la tltima banda es asignada

a la transicion “Tig(F) <> “T14(P); debido a que las transiciones “Tig(F) <> “T4(F) y
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4T14(F) <> *A4(F) ocurren a menor nimero de onda (o mayor longitud de onda), bandas que

no se observan en el espectro.

Finalmente, la banda que se asign6 a la presencia del ligando perteneceria a una

transicion electronica de tipo n—n* [14, 87].
6. Espectroscopia de infrarrojo FTIR

En este estudio se ha empleado la espectroscopia infrarroja de reflectancia total
atenuada (ATR por su nominacién en inglés Attenuated total reflectance) para la obtencion de

los espectros del ligando y el complejo Co-PZA (1) en la region media del infrarrojo.

A continuacion, se muestra el espectro infrarrojo de la molécula de pirazinamida,

utilizado como ligando en los complejos sintetizados.
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Figura 14. Espectro Infrarrojo de la molécula de pirazinamida
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Pirazinamida tiene cuatro atomos donadores: los nitrégenos del anillo pirazina, el
oxigeno del grupo carbonil y el nitrégeno del grupo amino, por lo tanto, tiene diferentes modos

de enlace al ion metélico [80, 88, 89], es decir diferentes sitios de coordinacion.

En algunos complejos, la coordinacion de la pirazinamida al metal ocurre a través de
los nitrogenos del anillo [14, 80, 90, 91, 92] y otras veces a través del oxigeno de grupo carbonil

[80, 90, 93].

En el andlisis de espectroscopia infrarroja de pirazinamida se identificaron los picos
mas importantes correspondientes a los grupos funcionales que posee esta molécula (C=0, NH>
y el anillo pirazina) y de acuerdo con un estudio de Teoria funcional de densidad [94] se logro

asignar la mayoria de los picos obtenidos en el espectro infrarrojo de la pirazinamida.

(Tabla 23)
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Figura 15. Espectro infrarrojo del complejo Co-PZA (1)
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Para identificar los puntos de coordinacion de pirazinamida al enlazarse con el nucleo

metélico de cobalto en el complejo Co-PZA (1), se analizaron las variaciones en los nimeros

de onda de los picos mas importantes del espectro de pirazinamida y del complejo.

Tabla 23. Asignacion de grupos funcionales en el espectro infrarrojo de pirazinamida

N° | Nimero de onda (cm™) Grupo Funcional Modo de Vibracion
1 3408 NH: Tension asimétrica
2 3287 NH: Tension simétrica
3 3148 NH: Tension simétrica
4 2748 -- Sobretono
C=0 Tension
5 1702 — I
NH2 Flexion en el plano
6 1608 NH2 Flexion en el plano
NH2 Flexion en el plano
7 1579 : —
C-C anillo Tension
8 1524 C-N anillo Tension
C-N anillo Tension
9 1478 - —
C-H anillo Flexion en el plano
10 1436 Canillo‘Ca-lmida _ :I'ensién
C-H anillo Flexion en el plano
C-C anillo Tension
11 1375 - —
C-H anillo Flexion en el plano
C-N anillo Tension
12 1181 : —
C-C anillo Tension
13 1163 C-H anillo Flexion en el plano
14 1086 NH2 Balanceo
.N-C-C anillo Flexion en el plano
15 1053 . —
C-H anillo Flexion en el plano
16 1021 C-N-C anillo Flexion en el plano
17 869 NH2 Torsion
N-C Flexion fuera del plano
18 285 Canillo‘C?mida Flex?(?n fuera del plano
C-C anillo Flexion fuera del plano
C-H anillo Flexion fuera del plano
C=0 Flexion fuera del plano
19 701 Xon ™ P
C-N Flexion fuera del plano




20 669 N-C-C Flexién en el plano
21 618 NH2 Torsién
NH: Balanceo
22 511 C-C-N Flexién en el plano
- Balanceo del anillo
C-N anillo Flexion fuera del plano
23 428 : —
N-H amida Flexion fuera del plano

En la siguiente tabla se presenta las variaciones que se observan en el espectro del

complejo Co-PZA (1) (Figura 15) respecto del espectro de pirazinamida.

Tabla 24. Desplazamientos importantes en el infrarrojo de los picos de pirazinamida

y el complejo Co-PZA (1)

NuUmero de onda de NUmero de onda ) )
o " : 1y | Aem™ | Grupo Funcional
pirazinamida (cm™) | del complejo (cm™)
3408 3442 34 NH2
3148 3101 47 NH2
1608 1591 17 NH2
NH>
1579 1591 12 C-C anillo
C-H anillo
1163 1153 10 C-H anillo
ND 949 -- C-H anillo
618 639 21 NH2
531 20 N
S11 487 24 C-C-N
anillo
C-N anillo
428 451 23 -
N-H amida

Tomando en cuenta los puntos de coordinacion posibles de pirazinamida, se observa
que hay cambios en los nimeros de onda de los picos relacionados con el grupo funcional

amida NHz y el anillo aromatico.
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Los cambios mas resaltantes se observan en los dos primeros picos de pirazinamida que
corresponden al NH. debido a la tension o estiramiento asimétrico y simétrico de los enlaces
N-H [95, 96, 97], ademas también se observa que el pico de 1608 cm™ que corresponde a la

flexion de los enlaces N-H sufre un desplazamiento a 1591 cm™,

Finalmente, se observan desplazamientos y cambios morfolégicos en los picos a 618,
511 y 428 cm™ de pirazinamida hacia 639, 531 y 451 cm™ en el complejo Co-PZA (1) que
corresponden a vibracion de torsion, balanceo y flexion fuera del plano del grupo amida [94,

95].

Todos estos cambios observados en el rango de 3500 a 3100 cm™, 1600 cm™ y de 600
a 400 cm™ aproximadamente evidencian la formacion de un enlace a través del nitrégeno del

grupo amida con el centro metélico de cobalto.

Asi como han sido observados cambios en los nimeros de onda de los picos que
corresponden al grupo amida, también se observan desplazamientos mayores a 10cm™ en los
picos que han sido asignados al anillo aromatico [94, 95] y se observa ademas la aparicion o
intensificacion en el espectro del complejo Co-PZA (1) de una vibracion a 949 cm™ que no
esta activa en el espectro de pirazinamida, de acuerdo a la bibliografia revisada este pico puede
corresponder a una vibracion del anillo aromatico [95, 98] que tiene sustituciones en las
posiciones 1,2 y 4, es decir, un anillo bencénico 1,2 y 4-trisustituido [97] que también tiene
vibracion en a 780 cm™ aproximadamente y que se expresa a 785 y 793 cm™ en pirazinamida
y en el complejo Co-PZA (1) respectivamente. De esta informacion podriamos arriesgarnos a
decir que un enlace a través del nitrégeno en la posicién 4 (tomando como posicion 2 la

sustitucion debido al grupo amida) y el centro metélico de cobalto podria tomar lugar.
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7. Espectroscopia Raman
En este estudio, se utilizd la espectroscopia Raman para analizar los posibles enlaces
formados entre el centro metalico de cobalto en el complejo Co-PZA (1) y sus ligandos.
Especialmente aquellos enlaces de los que sus vibraciones no pudieron ser observada a través
de la espectroscopia infrarroja realizada en este estudio, ya que como es conocido las

espectroscopias infrarroja y Raman son mutuamente complementarias [99].

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

T I T I T T I T I T | T I
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1000 H :

- L
245 1081
| AT 959 J |1m-:lm: 1298 1383
0 1 -
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200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Numero de onda (cm™)

Figura 16. Espectro Raman de la molécula de pirazinamida
La Figura 16 muestra el espectro Raman de la molécula de pirazinamida y a

continuacion se presenta una tabla con la asignacion de sus picos [94].



Tabla 25. Asignacion de grupos funcionales en el espectro Raman de pirazinamida

N° | Namero de onda (cm?) Grupo Funcional Modo de Vibracién
1 245 Anillo aromético Balanceo
NH2 Balanceo
2 379 C-C anillo .
- Flexion fuera del plano
C-N anillo
C=0 Flexion fuera del plano
3 413 C-N anillo .,
- Tension
N-H amida
NH: Balanceo
4 504 Canitlo-Camida-N Flexion en el plano
Anillo aromético Balanceo
5 617 NH2 Torsién
C-C-N anillo Flexion en el plano
6 661
NH: Balanceo
C=0 .
7 702 - Flexion fuera del plano
C-N anillo
C-N anillo
C-C anillo .
8 779 Flexion fuera del plano
Canillo-Camida
C-H anillo
9 806 Canitlo-Camida-N Flexion en el plano
NH: Balanceo
10 869 NH2 Torsién
11 959 C-H anillo Flexion fuera del plano
12 1025 C-N-C anillo Flexién en el plano
C-C-N anillo .,
13 1054 - Flexion en el plano
C-H anillo
14 1081 NH2 Balanceo
15 1168 C-H anillo Flexion en el plano
C-N anillo Tension
16 1182 C-Canillo Tension
NH2 Balanceo
17 1298 C-H anillo Flexion en el plano
C-Canillo Tension
18 1383 C-H anillo .,
Flexion en el plano
NH2
19 1454 Canillo'Camida Tensién

77
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C-N amida Tension
N-H amida Flexién en el plano
C-H anillo Flexion en el plano
C-N anillo Tension
20 1490 - —
C-H anillo Flexion en el plano
21 1525 C-N anillo Tension
C-C anillo Tension
22 1580 —
NH2 Flexion en el plano
23 1675 C=0 Tension
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
3000 , , , 3000
1027
Complejo Co-PZA (1)
1225 |
2000 2000
=
=
=
ua
=
k)
E 257
1000 - ' : = 1000
‘ ‘ 1066
il |
\‘J” - ﬂ J l llwll ]55 595
454
0 , . . . 0
200 400 600 800 1000 1200 1800

Numero de onda {cm'l}

Figura 17. Espectro Raman del complejo Co-PZA (1)
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Tabla 26. Desplazamientos importantes en el Raman de los picos de pirazinamida

y el complejo Co-PZA (1)

Numero de ondade | Numero de onda 1 :
RN B . 1y | Aem™ | Grupo Funcional
pirazinamida (cm™) | del complejo (cm™)
- 225 -- Co-Cl
245 257 12 Anillo aromatico
- 454 -- Co-Cl
617 634 17 NH:
779 -- -- C-N anillo
1081 - -- NH:
1168 1160 8 :
C-H anillo
1185 1188 3
1569 11 C-Canillo
1580
1595 15 NH:

El espectro Raman del complejo Co-PZA (1) presenta diferencias frente al espectro de
pirazinamida.

Se observa dos picos en el espectro del complejo que no aparecen en el espectro de
pirazinamida, el primero a 225 cm™ y el segundo a 454 cm, de acuerdo con la bibliografia
revisada para este estudio se ha encontrado que alrededor de 200 y 400 cm™ son frecuentes las
vibraciones del enlace M-CI [98, 100] tanto en la espectroscopia Raman como infrarroja
(Tabla 27 y Figura 18) [93]. Por ejemplo, a 430 cm™ se observa una banda para el compuesto
de CoCly, ademas a 320 y 230 cm™ se observan bandas para los compuestos de CoCl,.2py y
CoCl».4py respectivamente (donde py representa a piridina) [97]. Por otro lado, J. E. Riiede y
D. A. Thornton afirman que para un compuesto octaédrico de cobalto del tipo ML2X> donde L
es piridina y X es cloro, existen dos vibraciones en el infrarrojo correspondientes al enlace
Co-Cl los cuales aparecen a 222 y 230 cm™. Mientras que para un compuesto de tipo tetraédrico
las vibraciones para el mismo enlace aparecen a 307 y 346 cm™ [101]. Para un compuesto
MgCl. aparecen vibraciones a 249, 327 y 842 cm™ [102]. Por lo tanto, con la evidencia de los

rangos a los que aparecen las vibraciones de un enlace tipo M-X (donde M es el metal y X es
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el halogeno) tanto en el espectro infrarrojo como en el Raman, en este estudio se ha asignado
al enlace Co-Cl los picos de 225y 454 cm®, donde el cloruro proviene de la sal precursora con
la que se realiz6 la sintesis del complejo.

Otros cambios observados en el espectro Raman del complejo provienen del grupo
funcional NH> del que ya se habia confirmado como punto de coordinacion en el item anterior
con el estudio del espectro infrarrojo. Estos cambios se reflejan en: el desplazamiento del pico
a 617 cm™ en pirazinamida a 634 cm™ en el complejo, asi como también la superposicion de
los picos a 1054 y 1081 cm™ en pirazinamida que se presentan como una sola sefial a 1065
cm* en el complejo y finalmente el desdoblamiento del pico a 1580 cm™ en dos sefiales a 1569
y 1595 cm™. También se observan diferencias importantes en los nimeros de onda que
corresponden a los enlaces C-C, C-H, C-N del anillo aromatico. Por ejemplo, el pico a 779
cmt en pirazinamida se presenta como una sefial de baja intensidad a 765 cm™ en el complejo,
esta vibracion es asignada al enlace C-N del anillo [94]. También el pico a 959 cm™ en
pirazinamida que luego aparece como una leve sefial a 950 cm™ en el complejo, es asignado al
enlace C-H del anillo aromatico [94]. A 1054 cm™ se observa un pico que es asignado a una
vibracion generada por el enlace entre los carbonos y nitrogeno del anillo aromatico C-C-N
[94], este pico se desplaza y se superpone con el pico a 1081 cm™ de pirazinamida en el pico
1065 cm* en el complejo. Finalmente, otro cambio que se observa en cuanto a las vibraciones
generadas por el anillo aromatico es el alejamiento entre los picos a 1168 y 1182 cm™ de
pirazinamida que en el complejo aparecen a 1160 y 1188 cm* duplicando su separacion.

Tomando en cuenta las diferencias observadas entre los espectros que corresponden a
pirazinamida y el complejo, en este estudio se concluye que existen enlaces entre el centro
metéalico de cobalto y el cloro (Co-Cl) y ademas con un nitrégeno del grupo amida y del anillo

aromatico (Co-N). En este ultimo supuesto se tomard como nitrégeno coordinante al de la
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posicion numero 4, debido a lo que ya se habia propuesto en la Gltima parte del item anterior
de espectroscopia infrarroja.

Tabla 27. Regiones donde ocurren vibraciones debido al enlace metal-halogeno

Cl

M-X (tension), cm-1 610 — 220
M-X (deformacién), cm-1 200 - 100

em=!

M=l
—
Ren| ranges

M-Br

Lot 7 | — B

Figura 18. Rangos generales de vibraciones por enlace metal-hal6geno

8. Anadlisis de conductividad

El procedimiento comunmente adoptado es el de determinar la conductividad
especifica, x, de una solucion a partir de la medida de la resistencia, R, en una celda
experimental de constante de celda conocida, la celda formando un brazo de circuito de puente

de Wheatstone. Finalmente, « es calculada por la expresion 6 [74]:

x = Constante de celda/R Expresion 6

Las expresiones mas usadas para la comparacion de electrolitos son la conductividad
equivalente, Ae, o la conductividad molar, Am, que estan relacionadas a x por las expresiones

7y 8[74]:

Ae =k Ve y Am=k Vm Expresién 7

Ae=klCe Yy Am=x/Cwm Expresion 8
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Donde Ve y Vwm son los volimenes (en mililitros) conteniendo 1 equivalente o 1 mol de
soluto respectivamente, y Ce y Cwm son las concentraciones del soluto expresado en

equivalentes/mL o mol/mL respectivamente [74].

Los rangos aceptables de Am para varios tipos de electrolitos se muestran en la

Tabla 28 [74].

Tabla 28. Resumen de los rangos de Am esperados para complejos de diferentes tipos de

electrolitos a 10 M en solventes organicos comunes (cm2.ohm™*mol™?)

Solventes Tipos de electrolitos
1:1 2:1 3:1 4:1
Nitrometano 75-95 150 - 180 220 - 260 290 — 330
Nitrobenceno 20- 30 50 - 60 70 - 82 90 - 100
Acetona 100 - 140 160 - 200 270 360
Acetonitrilo 120 - 160 220 - 300 340 - 420 500
Dimetilformamida 65 - 90 130 - 170 200 - 240 300
Metanol 80 - 115 160 - 220 290 - 350 450
Etanol 35-45 70-90 120 160

De acuerdo con la literatura, la determinacion del tipo de electrolito se realizd
preparando una solucién de 10 M del complejo Co-PZA (1) en metanol. A esta solucion se le
midié su conductividad especifica a 25°C con un conductimetro de constante de celda

conocida. Los datos obtenidos de la medicion en metanol fueron los siguientes:

Tabla 29. Datos de conductividad en metanol a 25°C

SOLVENTE/ | Conductividad especifica, , Conductividad especifica
COMPLEJO nS.cm promedio, x, nS.cm
BLANCO 28
(Metanol) 28 2.8
2.8
135.4
Co-PZA (1) 133.9 134.7
134.9
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Dados los resultados obtenidos, el valor de conductividad promedio para el complejo
Co-PZA (1) es 134.7 uS.cm™. De acuerdo con la Tabla 28, este valor no pertenece a ningdn
tipo de electrolito, y lo que se puede observar es que el valor 134.7 se encuentra en la mitad
del rango entre 115y 160 pS.cm™ que son los valores limite de los rangos de tipo de electrolito

1:1ly2:1.

Como ya se ha visto en los items anteriores, se ha propuesto que la férmula molecular
para el complejo Co-PZA (1) es [Co(PZA).Cl2] donde el centro metélico de cobalto tendria
dos tipos de ligandos: pirazinamida y cloro. En base al resultado de espectroscopia infrarroja,
pirazinamida tendria dos atomos coordinantes a cobalto, los cuales serian el nitrogeno de la
amiday el nitrégeno del anillo aromatico, de esa manera, teniendo en cuenta que se proponen
dos pirazinamidas en la estructura, se tendrian cuatro lugares de coordinacion ocupados,
quedando dos lugares para completar la geometria octaédrica los cuales serian ocupados por
los atomos de cloro basandonos en los resultados de la espectroscopia Raman. Por lo tanto, con
esta informacién, el complejo Co-PZA (1) en medio metandlico se disociaria como un
electrolito de tipo 2:1, sin embargo, la conductividad obtenida no coincide con el resultado
esperado. Esto puede deberse a que el complejo en el medio metandlico no se disocia por
completo como un electrolito 2:1, es decir, que en un porcentaje de moléculas de complejo se
disocian los dos cloruros y en otro porcentaje solo un cloruro, y eso podria provocar que la

conductancia tenga un valor intermedio entre los tipos de electrolitos 1:1y 2:1.

Finalmente, la estructura molecular del complejo Co-PZA (1) seria representada por la

Figura 19:
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Figura 19. Estructura molecular propuesta para el complejo Co-PZA (1)
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1V.2 Complejo Co-PZA (2)

1. Sintesis
En la sintesis del complejo Co-PZA (2) se obtuvo un sélido no cristalino de color
anaranjado (Figura 20). El rendimiento obtenido en la sintesis del complejo Co-PZA (2) fue

de 55%.

Figura 20. Fotografia del complejo Co-PZA (2)

2. Propiedades fisicoquimicas
2.1 Punto de fusion

El complejo no presenta punto de fusion, sin embargo, a partir de los 260°C empieza

a descomponerse cambiando de color hasta oscurecerse.

2.2 Solubilidad
La solubilidad del complejo Co-PZA (2) comparado con la solubilidad del ligando
pirazinamida, muestra que es una sustancia medianamente soluble en solventes polares a

excepcion de la acetona en la cual es insoluble.



Tabla 30. Solubilidad del complejo Co-PZA (2) y pirazinamida

Solvente Co-PZA (2) Pirazinamida
Agua S MS
Etanol PS PS

Metanol S S

Acetona I S
DMF PS S
DMSO PS S

Cloroformo I PS

*S: soluble, PS: poco soluble, MS: muy soluble, I: insoluble

3. Composicion quimica
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Se ha utilizado las técnicas de analisis elemental de carbono, hidrégeno y nitrégeno;

analisis de absorcion atémica de cobalto para verificar la composicion del complejo

Co-PZA (2). Ademas, también se utilizé el analisis por cromatografia liquida de alto

rendimiento para cuantificar el contenido de pirazinamida en el complejo. Finalmente, se

utilizo la termogravimetria para conocer el porcentaje de 6xido de cobalto formado al final del

proceso y compararlo con el valor calculado de acuerdo con la férmula propuesta.

3.1 Analisis elemental de C, Hy N

A continuacidn, se presentan los porcentajes experimentales y calculados de C, Hy N

obtenidos en el andlisis elemental y con base en la formula propuesta.

Tabla 31. Porcentajes en masa experimentales y calculados de

C, Hy N del complejo Co-PZA (2)

Elemento % Experimental % Calculado % A (variacion)
C 26.01 26.86 0.85
H 2.87 2.70 0.17
N 24.65 25.06 0.41
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Comparando estos valores, se observa que el error es menor a 1%, por lo que en este
trabajo se considerara que los porcentajes de C, H y N obtenidos coinciden con los valores

calculados basados en la formula propuesta para el complejo Co-PZA (2).

3.2 Espectroscopia de absorcion atdmica de cobalto (Co)

En este trabajo se empled el analisis de absorcion atomica para la determinacion de
cobalto en el complejo Co-PZA (2). Para ello se prepar6 una curva de calibracion de 0.4, 1y 2
ppm [75], obteniendo los resultados mostrados en la seccion 1VV.1 Complejo Co-PZA (1) en
la Tabla 8 y Figura 10.

Para la preparacion de la muestra se pesé 0.0377 g del complejo y se disolvi6 en &cido
nitrico 0.5N, el volumen final de la solucién fue de 25 mL y se realizé una dilucion de 1:200.

Tabla 32. Datos de preparacion de la muestra de complejo Co-PZA (2)

Complejo Masa, g Vol. Final, mL | Factor de dilucién

Co-PZA (2) 0.0377 25 200

Finalmente, el resultado de concentracion de cobalto en el complejo Co-PZA (2) fue:

Tabla 33. Concentracion final de cobalto (%Co) en el complejo Co-PZA (2)

Compleio Concentracion de la Concentracién Final,
PIe] solucién preparada, ppm %Co
Co-PZA (2) 0.9899 13.13

A continuacion, se muestra una tabla comparativa del porcentaje de cobalto
experimental y calculado (con base a la férmula molecular propuesta) del complejo

Co-PZA (2).
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Tabla 34. Tabla comparativa de resultados de concentracion de cobalto en Co-PZA (2)

Complejo

% Co Experimental

% Co Calculado

%A

Co-PZA (2)

13.13

13.18

0.05

De esta manera, confirmamos la presencia de un 4&tomo de cobalto en una molécula de

complejo Co-PZA (2).

3.3 Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)

En este estudio se determing el contenido de pirazinamida en el complejo Co-PZA (2)

usando la cromatografia liquida de alto rendimiento bajo las mismas condiciones de trabajo

especificadas en la seccién 1V.1 Complejo Co-PZA (1) item 3.3 Cromatografia liquida de

alto rendimiento. Los resultados de la curva de calibracion obtenidos se presentaron en la

seccion antes mencionada en la Tabla 14 y Figura 11.

En cuanto a la preparacion de la muestra, se pes6 10 mg del complejo para llevarlo a

un volumen final de 50 mL de agua, esta solucion fue diluida a la cuarta parte de su

concentracion antes de ser inyectadas en el cromatografo (HPLC)

Tabla 35. Datos de la preparacion del complejo Co-PZA (2)

Complejo

Masa, mg

Volumen Final, mL

Factor dilucion

Co-PZA (2)

10.00

50

4

La concentracion obtenida en el analisis fue:

Tabla 36. Concentracion HPLC (ug/L) y final de pirazinamida en el complejo Co-PZA (2)

Complejo

Concentracion HPLC
de pirazinamida, pg/L

Concentracion Final de
pirazinamida, pg/mL

Masa total de
pirazinamida, pg

Co-PZA (2)

27.939

111.754

5587.700
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Dados los resultados, se presenta una comparacion entre los valores experimental y

calculado:

Tabla 37. Tabla comparativa del porcentaje de pirazinamida experimental y

calculado en el complejo Co-PZA (2)

Combleio % Pirazinamida % Pirazinamida %A
PIe] experimental calculado ?
Co-PZA (2) 55.88 55.06 0.81

El resultado de porcentaje de pirazinamida muestra que existen dos moléculas de

pirazinamida por una molécula de complejo.
3.4 Anélisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico realizado en este estudio se baso en el monitoreo de la
masa del complejo en funcion del incremento de la temperatura hasta alcanzar los 950°C.

En la Figura 21 se muestra que el complejo Co-PZA (2) se descompone en 4 etapas, la
suma de estas 4 pérdidas deja un residuo con un porcentaje en masa igual a 17.46%. Tomando
en cuenta que al final del proceso de descomposiciéon se llega a la formacion del 6xido metélico
[73, 80] que en este caso es el 6xido de cobalto, se ha calculado que el CoO representa el
16.76% de la masa del complejo. La diferencia de porcentaje del residuo experimental y
calculado puede deberse a muchas razones y una de ellas puede ser la pureza de la muestra.
[73] Sin embargo, la diferencia es menor al 1%, por ello se toma este resultado como prueba

de que la férmula propuesta es correcta.
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Figura 21. Curva termogravimétrica del complejo Co-PZA (2)

Tabla 38. Tabla comparativa de valores experimental y calculado del porcentaje en masa del

Oxido de cobalto formado (CoO) en el andlisis termogravimétrico del complejo Co-PZA (2)

Complejo % Co0O experimental % CoO calculado %A

Co-PZA (2) 17.46 16.76 0.70

4. Determinacion del momento magnético.

Para verificar el comportamiento magnético del complejo Co-PZA (2) sintetizado en
este trabajo, se realizaron las mismas medidas de susceptibilidad magnética a temperatura
ambiente que fueron realizadas para el complejo Co-PZA (1). Como ya se ha visto en la seccion
V.1 Complejo Co-PZA (1), después de obtener el valor de la susceptibilidad magnética molar

(x,): este valor debe ser corregido debido a la contribucion diamagneética de los iones y
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ligandos presentes en el complejo. En la Tabla 39, se muestran los valores de contribucién

diamagnética de los &tomos y moléculas presentes en el complejo Co-PZA (2) [60, 83].

Tabla 39. Valores de contribucion diamagnética de los &tomos en el complejo Co-PZA (2)

Cation, anion, elemento o molécula Co?igbpgalﬁiré:éignggg“ca

Co?* -12
C -6

H -2.93

O (aldehido o cetona) -1.73

N (anillo) -4.61
NOs -19

H20 214

De acuerdo con la formula propuesta para el complejo y los valores indicados en la
Tabla 39, se obtiene que la contribucién diamagnética total (susceptibilidad magnética

corregida y_, . gi 40) Para el complejo Co-PZA (2) es -198.4 x 10,

Los datos obtenidos en la medicion de la susceptibilidad magnética a 20°C del patron
se presentaron en la seccion 1V.1 Complejo Co-PZA (1) en la Tabla 20. A continuacion, se

muestran los datos obtenidos del complejo Co-PZA (2):

- Datos del Complejo Co-PZA (2):

[Co(PZA)2(NO3)].H.0 M = 447.186 =-198.4 x 10°8

Xcorregido

Tabla 40. Datos de la medicion de susceptibilidad magnética para el complejo Co-PZA (2)

Repeticion 1 2 3 4 Promedio
62 -0.000800 | -0.000800 | -0.000900 | -0.001200 | -0.000925
A2 0.001700 | 0.001800 | 0.001700 | 0.001700 | 0.001725
m2 0.021000 | 0.021000 | 0.020900 | 0.020900 | 0.020950
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De donde se obtiene que para el Complejo Co-PZA (2), reemplazando en las expresiones 2, 3,

4y 5 de laseccion 1V.1 Complejo Co-PZA (1):

Xga= 18,4846 x 10
Xy = 8266,075 x 10°®

¥y = 8464,495 x 10

Hopr = 4473 =,/[n(n + 1)]

n=3

El valor del momento magnético obtenido experimentalmente para el complejo
Co-PZA (2) fue de 4.473, de acuerdo con la Tabla 22 este valor corresponde al ion metalico de
Co?* con 3 electrones desapareados en un entorno octaédrico [60, 62, 78, 84], es decir, un
campo octaédrico débil o de espin alto con configuracion t%4e%; y EECC (energia de

estabilizacion de campo cristalino) igual a 0.8A, [60].

5. Espectroscopia UV-Visible
Cobalto (I1), un sistema d’, tiene los siguientes estados de ion libre: *F, *P, 2P, 2D, G,
H y 2F. En un campo cristalino octaédrico, el estado de ion libre més bajo, “F, se divide en dos
orbitales triplete, “T1gy “T2g, y un orbital singulete, “Aq; mientras que el siguiente estado mas

bajo de ion libre, *P, permanece como “T14 [85].

Como ya se menciono en la seccién 1V.1 Complejo Co-PZA (1) el diagrama de Orgel
para el ion Co®* en campos octaédricos débiles revela que se debe observar un espectro con
tres absorciones [60]. La primera banda, asignada a la transicion “Tig(F) <> *Tog(F), es
usualmente encontrada en la region de 5500 — 11000 cm™. La segunda banda es débil (pero

permitida por el spin), asignada a la transicion “T14(F) <> *Axg(F) es encontrada en la region de
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12000 — 17000 cm™*; la tercera banda es asignada a la transicion “T1g(F) < *T14(P), 2P, 2G y

usualmente es encontrada en la region de 16000 — 22000 cm™ [86].

El espectro UV del complejo Co-PZA (2) se muestra en la Figura 22. En él se observa
una banda a 319 nm, el cual se atribuye a la presencia del ligando. Ademas, en el rango del
visible se observa una banda de baja absorbancia (opacada por la intensidad de la banda de la

region ultravioleta) a 513 nm, el cual se atribuye a la presencia del metal de transicion.

250 300 350 400
0.8 . ‘ : : . 0.8
Complejo Co-PZA (2)
0.6 < 0.6
=
2
[~-
5 044 0.4
=
[~-]
=)
=
2
=)
<
0.2 H 0.2
0.0 i : , : : - 0.0
250 300 350 400
Longitud de onda (nm)

Figura 22. Espectro UV del complejo Co-PZA (2)

Al convertir las longitudes de onda a numeros de onda se obtiene que la banda a
319 nm es equivalente a 31347 cm™ y la de 513 nm a 19493 cm™*. Donde la Gltima banda es
asignada a la transicion *T1g(F) <> “T14(P); debido a que las transiciones *T1g(F) < *Tz4(F) y
“T14(F) <> *Az4(F) ocurren a menor niimero de onda (o mayor longitud de onda), bandas que

no se observan en el espectro.

Por otro lado, la banda que se asigné a la presencia del ligando perteneceria a una

transicion electronica de tipo n—m*. [14, 87]
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Finalmente, se debe mencionar que existe una banda relacionada al ion nitrato pero que
no es observada en el espectro del complejo, sin embargo, si es observada al realizar un barrido
espectrométrico de la sal de nitrato de cobalto, esta banda se presenta a 300 nm. Por tanto, al
observar el espectro del complejo, notamos que esta banda podria estar superpuesta con la

banda relacionada a pirazinamida.

6. Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)
En este estudio se ha empleado la espectroscopia infrarroja de reflectancia total
atenuada (ATR por su nominacién en inglés Attenuated total reflectance) para la obtencion de

los espectros del ligando y el complejo Co-PZA (2) en la region media del infrarrojo.

Tanto el espectro infrarrojo como la tabla con la asignacion de grupos funcionales de
pirazinamida se muestran en la seccién 1V.1 Complejo Co-PZA (1) en la Tabla 23 y
Figura 14. Como ya se ha mencionado también en la seccion 1V.1 Complejo Co-PZA (1),
pirazinamida tiene cuatro atomos donadores: los nitrégenos del anillo pirazina, el oxigeno del
grupo carbonil y el nitrégeno del grupo amino, por lo tanto, tiene diferentes modos de enlace
al ion metalico [80, 88, 89], es decir diferentes sitios de coordinacién ya que en algunos
complejos, la coordinacion de la pirazinamida al metal ocurre a través de los nitrogenos del

anillo [14, 80, 90, 91, 92] y otras veces a través del oxigeno de grupo carbonil [80, 90, 93].

A continuacion, se muestra el espectro infrarrojo del complejo Co-PZA (2):
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Figura 23. Espectro infrarrojo del complejo Co-PZA (2)

Tomando en cuenta los picos identificados en el espectro de pirazinamida en la
Tabla 23, se compara los espectros para observar las variaciones de los picos correspondientes

a los grupos funcionales del ligando.

En la siguiente tabla se presenta las variaciones que se observan en el espectro del

complejo Co-PZA (2) (Figura23) respecto del espectro de pirazinamida.
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Tabla 41. Desplazamientos importantes en el infrarrojo de los picos de pirazinamida

y el complejo Co-PZA (2)

Numero de ondade | NuUmero de onda 1 .
o ) 9 . 1 A cm Grupo Funcional
pirazinamida (cm™) | del complejo (cm™)
3408 3369 39 NH2
3287 -- -- NH2
3148 3086 62 NH2
1702 1683 19 C=0
1608 1624 16 NH2
1435 -- == CaniIIO'Camida
C-Canillo
1375 1386 11 -
C-H anillo
1086 1098 12 NH>
.N-C-C anillo
1053 1045 8 -
C-H anillo
1021 1028 7 C-N-C anillo
N-C
285 826 1 Canillo‘C'flmida
C-C anillo
C-H anillo
669 -- -- NH2
618 -- -- NH2
511 - -- NH2
428 448 28 N-H amida

Tomando en cuenta los puntos de coordinacion posibles de pirazinamida, se observa
que hay cambios en los nimeros de onda y morfologia de los picos relacionados con el grupo

funcional amida NH> y carbonilo C=0.

Si empezamos el analisis por las bandas a mayor nimero de onda encontramos que los
picos a 3369 y 3086 cm™ del complejo, corresponden a los desplazamientos de los picos a 3408
y 3148 cm de pirazinamida, vibraciones que se deben a la tension simétrica y asimétrica del
enlace N-H [95, 96, 97]. También se observa que el pico a 3287 cm™ de pirazinamida debido

a la tension simétrica del enlace N-H [94], no aparece en el espectro del complejo Co-PZA (2)
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(Figura 23). Ademas, el pico a 1608 cm™ que corresponde a la flexion de los enlaces N-H [94]
sufre un desplazamiento a 1624 cm™, asi como la vibracion a 1086 cm™ por balanceo del grupo

amida NH: se desplaza a 1098 cm™.

Por otro lado, a menores nimeros de onda también se observan variaciones en las
vibraciones que corresponden especialmente al grupo amida. Los picos a 669, 618 y 511 cm™*
no aparecen en el espectro del complejo Co-PZA (2), esto probablemente sucede porque los
tipos de vibraciones implicadas a estos numeros de onda no tienen lugar en el complejo por la
formacion de enlaces, también se debe tener en cuenta que cerca de esta zona del espectro
aparecen vibraciones correspondientes a otro grupo funcional que forma parte del complejo.
Todo ello puede ocasionar este tipo de cambios en el espectro. Finalmente, hay un
desplazamiento del pico a 428 cm™ de pirazinamida hacia 448 cm™ debido a la flexion del

enlace N-H.

Todos estos cambios mencionados anteriormente reflejan la formacion de un enlace a

través del nitrogeno del grupo amida y el centro metélico de cobalto del complejo Co-PZA (2).

Otra variacion importante entre los espectros es la banda a 1683 cm™ del complejo
Co-PZA (2) proveniente del desplazamiento del pico a 1702 cm™ de pirazinamida. El rango
general para verificar la presencia de vibraciones debido al grupo funcional C=0 es de
1900 — 1650 cm™ debido a la tension entre el carbono y el oxigeno de la molécula [103], siendo
ésta su banda caracteristica. Por lo tanto, se asigna al pico de 1702 cm™ la vibracion del enlace
C=0 [94]. Al verificar un desplazamiento en el espectro del complejo para la vibracion mas
representativa de este grupo, se puede afirmar que a través del &tomo coordinante de este grupo

se estaria dando lugar a un enlace con el centro metalico del complejo.

Se evidencian otras zonas importantes en el espectro del complejo Co-PZA (2) que no

provienen de las vibraciones causadas por los grupos funcionales del ligando pirazinamida. La
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primera de ellas es la region de 1500 — 1250 cm™* donde se observan bandas a 1406, 1386, 1309
y 1296 cm™. En esta zona ya existen vibraciones provenientes de pirazinamida, sin embargo
de acuerdo con la literatura, también en esta zona se expresan vibraciones debido al enlace
M-ONO2 [99, 104, 105], la bibliografia indica que cuando se forma un enlace covalente
M-O-NO;" se origina un desdoblamiento de dos bandas presentes en el espectro del ion nitrato,
el primer desdoblamiento ocurre con una banda aproximadamente a 1390 cm™ (Tabla 42) la
cual genera bandas a 1300 y 1500 cm™ aproximadamente [99, 104, 105] (Tabla 43 y
Figura 24). Los valores experimentales de las bandas del ion nitrato se observan en la
Figura 24, y la banda que deberia encontrarse a 1390 cm™ aproximadamente, se encuentra a
1317 cm* (Figura 25), esta banda se desdoblara al formarse el enlace M-O-NO; y sus bandas
de desdoblamiento han sido asignados a los picos a 1406 y 1309-1296 cm™ (Tabla 44) del
espectro del complejo Co-PZA (2). Ademas, a 1406 cm™ se considera la superposicion con el
pico a 1435 cm™ que surge de la tension y/o flexion por enlaces entre atomos del anillo de
pirazinamida [94], esto se puede evidenciar con la forma de la banda en el complejo. Es decir,
que para la banda a 1435 cm™ de pirazinamida no habria una variacion en el nimero de onda
sino un solapamiento con bandas provenientes del enlace M-O-NO3-. Por otro lado, en la
misma banda a 1406 cm™ se puede visualizar un pico que sobresale a 1386 cm™, se ha
considerado que esta banda se debe al ligero desplazamiento de la banda a 1375 cm™
proveniente de la tensién y/o flexion de enlaces relacionados con atomos del anillo aromatico
de pirazinamida, este desplazamiento no ha sido considerado como una evidencia de formacion

de enlace entre los &tomos involucrados.



Tabla 42. Frecuencias de absorcion y sus asignaciones para el ion NO3z™ (Dzn) [99]

NUmero de onda (cm™) Asignacion
1390 Tension NO> (asimétrica)
1050 Tension N — O (simétrica)
831 Deformacion NO2
720 Oscilacion en el plano

Tabla 43. Frecuencias de absorcion y sus asignaciones para el enlace M-ONO>" (Cay) [94]

NUmero de onda (cm™™) Asignacion

1531 1481 Tension (asimétrica)

1290 — 1253 Tension NO: (simetrica)

1034 - 970 Tension N -0

800 — 781 Oscilacion fuera del plano

740 Deformacion NO:
713 Oscilacion en el plano
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lonico ,I | J [
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Ni(en)s(ONOs)s [,— . 1 LY
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Figura 24. Desdoblamiento de bandas del ion nitrato a nitrato covalente [104]
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El segundo desdoblamiento ocurre con la banda a 720 cm™ (Tabla 42) la cual genera
bandas débiles que muchas veces pasan desapercibidas en el espectro infrarrojo [99]. En la
Figura 25 no se observa ninguna banda a este nimero de onda, sin embargo, en el espectro del
complejo Co-PZA (2) existen bandas a 714 y 702 cm™ (Tabla 44) que no provienen de
vibraciones originadas por el ligando pirazinamida, ya que sus bandas presentes en esta zona
tienen una morfologia muy diferente. En este contexto, estas absorciones son consideradas
sefiales producto del desdoblamiento de la banda tedrica a 720 cm™ [99, 104, 105]. Ademas, la
sefial que se observa a 680 cm™ es considerada como una sefial proveniente del desplazamiento
del pico a 669 cm™ de pirazinamida que esta superpuesta con la banda mas ancha del

desdoblamiento.

Otras bandas correspondientes a la formacion del enlace M-O-NO- se presentan en el
espectro del complejo Co-PZA (2) a 780 cm™ (Tabla 42) por la oscilacion fuera del plano del
enlace [99] y a 1045 cm™® donde es activa la vibracion de tension del enlace N-O del nitrato
unido covalentemente al metal [99], esta banda es producto de la sefial a 1045 cm™ del espectro
del nitrato de cobalto [104] también producto de la tensidn del enlace N-O cuando el nitrato es

i6nico [99] (Tala 42 y Figura 25)
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Figura 25. Espectro infrarrojo de nitrato de cobalto hexahidratado

Tabla 44. Frecuencias de absorcion de los picos relacionados al nitrato

en el complejo Co-PZA (2)

NUmero de onda del

complejo (cm) Asignacion
714 Deformacion NO»
702 Oscilacion en el plano
780 Oscilacion fuera del plano
1045 Tension N - O
1406 Tension (asimétrica)
1309-1296

Tension NO; (simétrica)

Los picos que aparecen a 826 y 1028 cm en el espectro del complejo Co-PZA (2) son
producto de ligeros desplazamientos de las bandas a 785 y 1021 cm™ de pirazinamida

respectivamente producto de las vibraciones de los atomos del anillo aromatico, los cuales no

representan ninguna posibilidad de enlace de los atomos que involucran esta vibracion.

101
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Por lo tanto, de acuerdo con las variaciones observadas, se deduce que la coordinacion
del ligando pirazinamida hacia el atomo metalico de cobalto sucede a través del nitrégeno y
oxigeno del grupo amida, ocupando cuatro sitios de coordinacion en total por las dos moléculas
de pirazinamida presentes en el complejo. Ademas, también se evidencia la formacién de un

enlace covalente a traves del oxigeno del grupo nitrato de forma monodentada.

7. Espectroscopia Raman

En esta parte de este estudio, se utilizé la espectroscopia Raman para confirmar los
resultados obtenidos en la espectroscopia infrarroja de los posibles enlaces formados entre el
centro metalico de cobalto en el complejo Co-PZA (2) y sus ligandos, ya que como es conocido

las espectroscopias infrarroja y Raman son mutuamente complementarias. [99]

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
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Figura 26. Espectro Raman del complejo Co-PZA (2)



Tabla 45. Desplazamientos importantes en el Raman de los picos de pirazinamida

y el complejo Co-PZA (2)

e s | ch ot oy | em | Grupo Funciona
- 230 -- Anillo aromatico

245 -- -- Anillo aromatico
379 -- -- NH2
413 444 -- NH2
617 635 17 NH2
779 782 3 C-N anillo
869 877 8 NH:
959 -- -- Anillo aromatico
1025 1046 21 Anillo aromatico
1054 1072 18 C-C-N anillo
1081 1101 20 NH2
1580 - -- NH2
1675 - -- C=0
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Al comparar los espectros de pirazinamida y el complejo Co-PZA (2), se observa que

los cambios mas significativos ocurren con las absorciones relacionadas al grupo amida como

los desplazamientos de las sefiales de pirazinamida a 413, 617 y 1081 cm™ [99] hacia 444, 635

y 1101 cm™* en el complejo. También ocurren variaciones con respecto a la intensidad de las

sefiales relacionadas al mismo grupo, por ejemplo, los picos a 379, 869 y 1580 cm

disminuyeron su intensidad en el espectro del complejo Co-PZA (2), todas estas variaciones

son asignadas al grupo amida [99, 106] reflejando la formacion de enlace entre el cobalto y el

nitrégeno de este grupo funcional.

Otro cambio importante se observa en el pico a 1675 cm™ de pirazinamida, este pico es

caracteristico del grupo C=0 [94, 106] y se observa el cambio de su sefial en el espectro del

complejo Co-PZA (2). De esta manera, se evidencia la formacion de un enlace entre el cobalto

y el oxigeno del grupo C=0.
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Por lo tanto, luego de analizar los cambios importantes entre los espectros de
pirazinamida y el complejo, se concluye que los enlaces entre el centro metalico de cobalto y
la molécula de pirazinamida suceden a través del nitrogeno del grupo amida y del oxigeno del

mismo grupo.

8. Andlisis de conductividad.
Ya en la seccion 1V.1 Complejo Co-PZA (1) se ha explicado el procedimiento
adoptado para la determinacion de la conductividad. Ademas, se ha proporcionado una tabla
(Tabla 28) con los rangos de conductividad molar de acuerdo con el tipo de electrolito en

solventes organicos comunes.

De acuerdo con la literatura, la determinacion del tipo de electrolito se realizo
preparando una solucion de 10 M del complejo Co-PZA (2) en metanol. A esta solucion se le
midié su conductividad especifica a 25°C con un conductimetro de constante de celda

conocida.
Los datos obtenidos de la medicidén en metanol fueron los siguientes:

Tabla 46. Datos de conductividad en metanol a 25°C

SOLVENTE/ | Conductividad especifica, &, Conductividad especifica
COMPLEJO uS.cm promedio, x, nS.cm
BLANCO 29
(Metanol) 2.8 2.8
2.8
162.0
Co-PZA (2) 161.4 161.6
161.3

Dados los resultados obtenidos, el valor de conductividad promedio para el complejo

Co-PZA (2) es 161.6 uS.cm™. Con base a la informacion proporcionada en la Tabla 28, este
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valor corresponde a un electrolito de tipo 2:1, resultado que concuerda con la disociacion que
tendria la molécula propuesta para el complejo Co-PZA (2): [Co(PZA)2(NOs3).].H20 donde los

nitratos pasarian al medio quedando un nudcleo de cobalto y pirazinamida.

Finalmente, la estructura molecular del complejo Co-PZA (2) seria representada por la

Figura 27:

ONO;

(_ (‘30//}—(—) H0

NH2 ‘
ONO2

Figura 27. Estructura molecular propuesta para el complejo Co-PZA (2)
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Capitulo V.

Actividad biologica
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En la evaluacion de la actividad biologica se realizaron dos tipos de pruebas. En la
primera prueba se midio la capacidad antimicrobiana de los complejos sintetizados en cultivos
microbiologicos de cepas seleccionadas de M. Tuberculosis, con ello se estimd de manera
cuantitativa la concentracion minima inhibitoria (MIC) de cada complejo. Entre las cepas
seleccionadas se incluyd cepas sensibles y resistentes a pirazinamida. En la segunda prueba se
midid la capacidad de cada complejo de ser hidrolizado por enzimas pirazinamidasa empleando
el ensayo o test de Wayne. Las enzimas utilizadas fueron la pirazinamidasa nativa o Wild Type
y pirazinamidasas mutantes que perdieron la capacidad funcional debido a mutaciones cerca o

que comprometen el sitio de coordinacion.
V.1 Determinacioén de la concentraciéon minima inhibitoria

Los complejos junto a pirazinamida fueron evaluados en un cultivo de Tetrazolium en
microplaca (TEMA) de 96 pozos. EI TEMA es un método que permite la determinacion de la
minima concentracion inhibitoria (MIC) de una droga para un determinado microorganismo.
Este método se basa en los cambios colorimétricos causados por la capacidad de oxidacién-
reduccion del colorante Tetrazolium [107]. A continuacién, se explica cada parte del proceso

de la evaluacidn de la concentracion minima inhibitoria;

1. Preparacion del inoculo

Se inocularon 2 asadas de una cepa de cultivo de M. tuberculosis (cultivadas en medio
7H10 agar de 3 a 4 semanas) en un tubo de vidrio con 4 a 5 beads y 100 pL de una solucion al
10% de Tween. Se agit6d con vortex por 30 segundos para luego dejar reposar por 5 minutos.
Se agregaron 3 mL de solucion salina tween (SST). Se agit6 con vortex nuevamente por 30
segundos para dejar reposar de 15 a 20 minutos. Se transfirid el sobrenadante gota a gota a un
tubo de vidrio sin beads y conteniendo 4 mL de SST. Se ajustd la turbidez a McFarland #1

utilizando SST como diluyente. Finalmente se hizo una dilucion de 1 en 25 de la cepa
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McFarland #1 con medio 7H9, se homogenizo y se agito con vortex durante 30 segundos [108,

109].

2. Preparacion de la placa con las drogas e inoculacién de la cepa

Se agregaron 100 pL de medio 7H9-OADC al 10% a las columnas de la 3 hastala 10 y
las filas desde la A hasta la G (Figura 28) y 200 pL de medio 7H9-OADC al 10% a la columna
11. Posteriormente se agregd 100 pL de las drogas diluidas respectivas (en medio 7H9) a las
columnas 2 y 3. Donde cada fila corresponde a una droga diferente, es decir, pirazinamida,

complejos metalicos o sales precursoras [108, 109].

Con una pipeta multicanal se hicieron diluciones 1:2, se mezclaron 5 veces y se llevo
100 pL desde la columna 3 hasta la columna 10. Se descarto el volumen sobrante que quedo
en la multipipeta de tal manera que todos los pozos tengan un volumen final de 100 uL excepto
aquellos de la columna 11. Se llend con 200 pL de agua destilada los pozos de las columnas 1
y 12 y la fila H para simular una camara de humedad durante el tiempo de incubacion.
Finalmente se agreg6 100 uL de la cepa diluida 1/25 a todos los pozos (columnas 2-11). Donde
la columna 11-Fila A-F es el control de crecimiento de la cepay la columna 11-Fila G que solo
contiene medio 7H9, es el control negativo de la reaccion. Se coloco la placa dentro de una

bolsa zip-lock y se incub6 a 37°C [108, 109].
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5 6 7 8 9 10 11 12
PZA PZA PZA PZA PZA PZA PZA PZA PZA Control
A 800 pg/mL 400 pg/mL 200 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 ug/mL 12.5 pg/mL 6.25 pg/mL 3.13 pg/mL s
6.5 mM 3.25mM 1.63 mM 0.81 mM 0.41 mM 0.20 mM 0.10 mM 0.05 mM 0.03 mM
iggéz CoCl, CoCl2 CoCl CoCl CoCl2 CoCl CoCl2 CoCl; Control
B mL 775 pg/mL 388 pug/mL 194 pg/mL 97 ng/mL 48 ng/mL 24 pg/mL 12 pug/mL 6 pg/mL s
Gug mm 3.25mM 1.63 mM 0.81 mM 0.41 mM 0.20 mM 0.10 mM 0.05 mM 0.03mM
C"l(g'ga)z Co(NOJ, | CoNOj. | Co(NOs: | Co(NOs | Co(NOg: | CoNOj | Co(NOs): | CoNOs) | ool
C mL 914 pg/mL 457 pg/mL 228 pug/mL 114 pg/mL 57 ug/mL 29 pg/mL 14 pg/mL 7 pg/mL s
Gug mm 3.15mM 1.58 mM 0.79 mM 0.39 mM 0.20 mM 0.10 mM 0.05 mM 0.02 mM
CoPen O | copzaq@) | co-PzA) | co-PzA() | Co-PzA(1) | CoPzA(l) | Copza@) | CoPza@) | Co-PzA() control
D mL 989 ug/mL 494 pg/mL 247 ug/mL 124 pg/mL 62 ug/mL 31 pg/mL 15 pug/mL 8 pg/mL s
5”% mm 2.65 mM 1.33mM 0.66 mM 0.33 mM 0.17 mM 0.08 mM 0.04 mM 0.02 mM
Co'lpé@ @ | copza@ | copza(2) | coPzA(2) | CoPzA(2) | CoPzA(2) | Co-PZA(2) | Co-PZA(R) | Co-PZA(2) control
E mL 989 pg/mL 494 pg/mL 247 pg/mL 124 pg/mL 62 pg/mL 31 pg/mL 15 pg/mL 8 pg/mL )
4”2 mM 22mM 1.1mM 0.55 mM 0.28 mM 0.14 mM 0.07 mM 0.03 mM 0.02 mM
PZA + PZA + PZA + PZA + PZA + PZA + PZA + PZA + PZA +
CoCl CoClz CoCl, CoClz CoClz CoCl, CoCl2 CoCl, CoCl
E 800-1550 400-775 200-388 100-194 50-97 25-48 12.5-24 6.25-12 3.125-6 Control
ng/mL pg/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL +)
6.5+6.5 3.25+3.25 1.63+1.63 0.81+0.81 0.41+0.41 0.20+0.20 0.10+0.10 0.05+0.05 0.03+0.03
mM mM mM mM mM mM mM mM mM
PZA + PZA + PZA + PZA + PZA + PZA + PZA + PZA + PZA +
Co(NO3)2 Co(NO3), Co(NO3) Co(NO3)2 Co(NO3)2 Co(NO3) Co(NO3)2 Co(NO3) Co(NO3)2
G 800-1827 400-914 200-457 100-228 50-114 25-57 12.5-29 6.25-14 3.125-7 Control
ng/mL pg/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL )
6.5+6.3 3.25+3.15 1.63+1.58 0.81+0.79 0.41+0.39 0.20+0.20 0.10+0.10 0.05+0.05 0.03+0.02
mM mM mM mM mM mM mM mM mM
H

Figura 28. Distribucion de muestras en placa de 96 pozos para la determinacion de la MIC

Al sexto dia se agreg6 50 pL de la mezcla tetrazolium-Twenn al pozo G10 y se incubo

por 24 horas. Al dia siguiente, se observé un viraje de color amarillo a purpura y debido al

cambid de color se agrego el colorante a todos los pozos, se incub6 por 24 horas mas. EI MIC

de cada droga sera en el pozo donde no se observo cambio de color [108, 109].

Se realizo este ensayo en 3 cepas de Mycobacterium Tuberculosis diferentes: H37Rv

(cepa nativa o Wild Type susceptible), DM97 (wild type resistente) y D49N (cepa mutante)

[109, 110].

Se evalud la concentracion minima inhibitoria de los complejos con cada cepa a dos

diferentes valores de pH: 6.6 y 6.
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V.2 Ensayo de Wayne.

El ensayo de Wayne evalta la hidrolisis de la pirazinamida (también pirazinamida
contenida en los complejos), la cual es transformada a acido pirazinoico por la enzima
pirazinamidasa. Este acido pirazinoico reacciona con el sulfato ferroso que se afiade en el
ensayo de Wayne, produciendo una coloracion roja de variable intensidad segtn la cantidad de

acido pirazinoico producido [110, 111].

Para realizar este ensayo es necesario obtener la enzima purificada y conocer su
concentracion. Al conocer la concentracién de la enzima obtenida se debe calcular el volumen
de cada reactivo que forma parte de la reaccion de tal forma que el volumen final sea de

100 plL.

El ensayo consiste en la preparacion de 4 tubos eppendorff en donde uno corresponde
al blanco y los tres tubos restantes corresponden a pirazinamida, complejo Co-PZA (1) y
complejo Co-PZA (2). Primero se agrega el volumen adecuado de agua y buffer fosfato de
concentracion apropiada a pH 6.4 de tal manera que la concentracion final de buffer en los
100 pL sea de 50 mM. Posteriormente se agrega el volumen adecuado de enzima y se incuba
a 37 °C por 10 o 30 minutos dependiendo de si el ensayo es cualitativo o cuantitativo
respectivamente. Al pasar el tiempo correspondiente, se afiade la droga (pirazinamida o los
complejos), y al cabo de 3 minutos se afiade 10 uL de sulfato ferroso al 20% para el desarrollo
del color y se detiene la reaccion usando 445 pL de glicina 0.4 M a pH 3.4 (acidificado con

HCI) [112].

Para obtener la proteina purificada se realizaron los siguientes procedimientos
microbioldgicos obtenidos del Manual de Protocolos de proteinas del Laboratorio de biologia

molecular y bioinformatica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia:
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1. Preparacion de células competentes para la expresion

Para la expresion las células mas comunmente utilizadas son las BL21 (DE3) pLysS de
E.coli. Una colonia de estas células fue sembrada por agotamiento en una placa con LB-agar
sin antibiotico y paralelamente en una placa con kanamicina (40 pg/mL) para asegurar la
ausencia de un algun plasmido que confiera resistencia. Una colonia fue transferida a 2 mL de
medio Luria-Bertani (LB) e incubada a 37 °C con agitacion durante toda la noche. Un mililitro
del cultivo fue inoculado en 50 mL de medio LB sin antibiotico, y mantenido en incubacion a
37 °C con agitacion hasta que su densidad optica a 600nm sea entre 0.35 y 0.45 OD. El
contenido fue transferido a un tubo nuevo, incubado en hielo durante 10 minutos y centrifugado
a 4000 RPM y a 4 °C por 10 minutos. Se descarto el sobrenadante y sobre el pellet recuperado
fue adicionado inmediatamente 20 mL de 0.1 M de CaCl, la mezcla homogenizada sera
incubada en hielo por 15 minutos y nuevamente centrifugada a 3000 RPM y 4 °C durante 10
minutos. Sobre el pellet se afiadié 1 mL de 0.1 M de CaCl-glicerol frio 15% homogenizando
el contenido. Finalmente, las células competentes se alicuotaron en fracciones de 50 pL y se
almacenaron a -70 °C [112, 113].

2. Transformacion de las células competentes para la expresion

Tres tubos con células competentes BL21(DE3) pLysS, fueron descongeladas durante
10 minutos en hielo y recibieron 5 uL de plasmido (entre 40 a 100 ng de plasmido de
Wild Type o recombinante). Para tener un control de calidad del proceso realizado, fue
necesario contar con un control negativo y positivo de transformacion. Al control negativo se
le afiadio 2 uL de agua MiliQ y al positivo 2 pL (50 ng/mL) de pET28a sin inserto [112].

Las células fueron incubadas en un bafio maria a 42 °C durante 45 segundos y en hielo
por 10 minutos (transformacion por Shock térmico). Se afiadié 1 mL de medio LB y se mantuvo

en incubacion durante 1 hora a 37 ° C con agitacion constante. Por ultimo, alicuotas de 20 puL
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fueron sembradas en placas LB-agar con kanamicina (4 ug/mL) y fueron incubadas toda la
noche a 37 °C [112, 113].
3. Expresion en las células BL21(DE3) pLysS de E. coli

Una colonia de la placa incubada en la transformacion de las células competentes para
la expresion fue cultivada en 10 mL de caldo LB conteniendo kanamicina (4 pg/ml) por
cuadruplicado dejandola crecer a 37 °C en agitacion durante una noche. Los 10 mL de cada
cultivo fueron transferidos a 4 fracciones de 250 mL de caldo LB conteniendo kanamicina
(4 pg/mL) y cloranfenicol (1 pg/mL), diluyendo asi el cultivo a 1/25 y manteniéndolo en
incubacion a 37 °C con agitacion hasta que la absorbancia sea 0.7 OD a 600 nm. Para inducir
la expresion, ya que el plasmido pET28a contiene el gen lac I, se agregé 250 uL de
isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) 1My el cultivo fue incubado en agitacion durante
6 horas a 37 °C. Las células se centrifugaron a 13000 RPM y 4 °C por 15 minutos y el pellet
fue resuspendido en 20 ml de Binding Buffer a pH 7.4 (fosfato sédico 20mM, NaCl 0.5 M,
imidazol 20 mM) [110, 112].

Finalmente, las células resuspendidas fueron almacenadas a -70 °C. Para ver la
diferencia en la expresion proteica antes y después de agregar el IPTG, alicuotas fueron
tomadas de los caldos en ambos momentos y sometidas a una corrida electroforética [108, 112].

4. Purificacion de la pirazinamidasa Wild Type y recombinante
4.1 Obtencion del extracto crudo.

Las células congeladas a -70 °C fueron descongeladas en bafio maria a 37 °C y
congeladas a -70 °C nuevamente. Este ciclo se repitio tres veces. Se sonicd la suspension en
un bafio de hielo usando el Sonicador S3000, con un nivel de poder de 3 por 3 ciclos (cada
ciclo consistid en 1 segundo activo y 1 segundo inactivo durante un minuto con descansos de

3 minutos entre cada ciclo). El lisado celular fue centrifugado a 12500 RPM y 4 °C durante 20
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minutos. El sobrenadante que contuvo la fraccion soluble de interés fue recuperado. Se
centrifugo a las mismas condiciones 3 veces mas [110, 112].
4.2 Cromatografia de afinidad.

Se utiliz6 una columna “His-trap chelating” de capacidad de Sml y el purificador de
proteinas BIO-RAD Biologic LD con un autocolector de fracciones donde se colocaron tubos
de vidrio de 6 ml, un detector “single path UV monitor UV-1" y una registradora donde se
realizé el cromatograma. Los buferes utilizados fueron fosfato sédico 20 mM, NaCl 0.5 My
diferentes concentraciones de imidazol: 20mM (Binding buffer), 40mM, 60 mM, 100 mM,
300 mM, 500mM, a pH 7.4 [110, 112].

Después de equilibrar la columna con 10 volimenes de columna del Binding buffer; 10
volimenes de buffer fosfato sédico 20 mM, NaCl 0.5 M, imidazol 500 mM, pH 7.4 y
nuevamente 10 volimenes de Binding buffer, la fraccion soluble (obtenida en el procedimiento
de obtencion del extracto crudo) fue cargada en dos partes para evitar sobrepasar la capacidad
de la columna que es de 12 mg/mL de proteina. Una vez que la muestra fue cargada, la proteina
fue lavada con los diferentes bulferes fosfato sodico 20 mM, NaCl 0.5 M vy las variables
concentraciones de imidazol (40mM, 60 mM, 100 mM, 300 mM, 500mM a pH 7.4). Los
buferes fueron adicionados en orden creciente a la concentracion de imidazol y cambiados cada
vez que el pico del cromatograma bajo y la sefial del espectrofotometro fue constante [110,
112].

4.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE

Después de haber escogido las fracciones adecuadas en base al cromatograma, éstas se
analizaron por medio de una electroforesis en geles de poliacrilamida al 15% en condiciones
denaturantes. Los geles fueron preparados con el equipo “MiniProtean II” de Bio-Rad de la

siguiente manera [112]:



114

Tabla 47. Componentes para la preparacion del “Resolving y Stacking”

gel para electroforesis

Componentes de la Solucién | Volumen Componentes de la Solucion | Volumen

(Resolving Gel) (mL) (Stacking Gel) (mL)

Agua destilada 4.6 Agua destilada 3.4
Acrilamida mix al 30% 10.0 Acrilamida mix al 30% 0.83
Tris1.5MpH 8.8 5.0 Tris 1.0 M pH 6.8 0.63

SDS al 10% 0.2 SDS al 10% 0.05
Persulfato de amonio al 0.2 Persulfato de amonio al 0.05

10% 10%
TEMED 0.008 TEMED 0.005
Volumen Total 20 Volumen Total 5

4.4 Concentracion de la Pirazinamidasa.

Las fracciones que reportaron la presencia de pirazinamidasa en los geles fueron
concentradas empleando una membrana de ultrafiltracion de celulosa serie YM- Millipore
NMWL 10 KDa en un sistema de ultrafiltracién con agitador Amicon 8010 a 4 °C. Las muestras
de las fracciones se agregaron cada vez que fue necesario hasta llegar a un volumen de 50 mL
en el concentrador. Un balén de gas nitrdgeno fue conectado al concentrador a presion
constante, facilitando el paso de la disolucion través del filtro. El flujo empleado fue de una
gota cada 2 segundos. Una vez juntadas las fracciones y cuando el volumen final en el
concentrador fue de 2 ml aproximadamente, la proteina fue lavada 5 veces con 50 mL de bufer
fosfato sodico 50 mM, pH 6.4, con el objetivo de remover los restos del imidazol que pudieron
permanecer. El contenido proteico fue recuperado del concentrador, alicuotado en fracciones
de 500 uL en tubos de microcentrifuga-silicona de baja retencion y almacenados a -20 °C. Para
tener la seguridad que se concentro la proteina de interés fue necesario realizar una nueva
corrida electroforética en geles de poliacrilamida al 15% (tal como se describi6 previamente)

de las fracciones alicuotadas provenientes de la concentracion y determinar la concentracion
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de proteina segun el método de Bradford. Finalmente, una prueba de actividad cualititativa fue
realizada [110, 112].
4.5 Prueba de Bradford.

Este método colorimétrico que es comunmente usado para determinar la concentracion
de proteina total de una muestra se basa en la union proporcional del colorante Coomasie a las
proteinas; conforme haya mas concentracion proteica, mas oscura se tornara la muestra.

Un stock de BSA (albumina de suero bovino) fue preparada a 10 mg/mL y diluida 1/10
para la preparacion de los estdndares de la curva de calibracion. Se prepar6 una curva de 5 a
100 pg/mL de BSA y de acuerdo con el contenido proteico de las proteinas concentradas
(pirazinamidasa de las cepas trabajadas). En algunos casos fue necesario hacer una dilucion de
estas proteinas con el fin de estar dentro del rango de trabajo de la curva [112].

V.3 Resultados y discusiones

1. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC)
1.1 Complejo Co-PZA (1)

1.1.1 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria a pH 7

A continuacion, se muestra la Tabla 48 con los resultados de la concentracion minima
inhibitoria en mM de pirazinamida, el complejo, la sal y la mezcla fisica (sin reaccion) de sal
y pirazinamida en cultivos de M. Tuberculosis de cepas con pirazinamidasa Wild Type
susceptible o H37Rv, Wild Type resistente 0 DM97 y pirazinamidasa multidrogo resistente con

mutacion en el sitio de coordinacion D49N a pH 7:



Tabla 48. Concentracion minima inhibitoria a pH 7 del complejo Co-PZA (1)

H37Rv DM97 D49N
Pirazinamida (PZA) >6.5mM >6.5mM >6.5mM
CoCl2.6H20 0.41 mM 0.20 mM 0.03 mM
Complejo Co-PZA (1) 0.33mM 0.33mM 0.02 mM
PZA + CoCl2.6H20 | 0.41+0.41mM | 0.20+0.20mM | 0.03 + 0.03 mM
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A pH 7 en M. Tuberculosis con pirazinamidasa H37Rv se observa que la actividad
inhibitoria del complejo es mayor que la de pirazinamida pues inhibe el crecimiento a una
concentracion equivalente a 0.33 mM mientras que pirazinamida inhibe a mas de 6.5 mM.
Ademas, se observa que la sal precursora inhibe a mayor concentracion, 0.41 mM, es decir,
que el complejo tiene una ligera mayor accion inhibitoria. La mezcla fisica de la sal con
pirazinamida presenta la misma actividad inhibitoria que la sal sola, por lo tanto, es mayor a la
actividad de pirazinamida sola, lo que puede significar que la actividad en la mezcla se deba a

la presencia de la sal.

Por otro lado, a pH 7 en M. Tuberculosis con pirazinamidasa DM97 el comportamiento
de pirazinamida es similar que en H37Rv, sin embargo, la actividad inhibitoria de la sal
respecto del complejo es mayor siendo sus valores 0.20 y 0.33 mM respectivamente. También
se observa un comportamiento similar en la mezcla de la sal y pirazinamida, pues vuelve a

tener la misma actividad que la sal sola.

Finalmente, a pH 7 también se evalud la actividad inhibitoria en M. Tuberculosis con
pirazinamidasa D49N. Pirazinamida presenta una actividad inhibitoria con concentracion
mayor a 6.5 mM, el complejo presenta su actividad a 0.02 mM siendo mayor que la actividad

de la sal y la mezcla de la sal y pirazinamida que presentan un valor de 0.03 mM.
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En conclusion, pirazinamida presenta el mismo comportamiento en M. Tuberculosis
con todas las variantes de pirazinamidasa. ElI complejo presenta mayor actividad inhibitoria
que pirazinamida, lo cual indica que, hablando a nivel de bacteria, el complejo puede inhibir
mejor el crecimiento del M. Tuberculosis H37Rv, DM97 y D49N que la misma pirazinamida.
Ademas, el complejo presenta mayor actividad inhibitoria en M. Tuberculosis con

pirazinamidasa D49N que con las cepas de Wild Type susceptible y resistente a pirazinamida.

1.1.2 Determinacién de la concentracion minima inhibitoria a pH 6

En la Tabla 49 se muestra los resultados de la concentracién minima inhibitoria en mM
de pirazinamida, el complejo, la sal y la mezcla fisica (sin reaccién) de sal y pirazinamida en
cultivos de M. Tuberculosis de cepas con pirazinamidasa Wild Type susceptible o H37Rv, Wild
Type resistente 0 DM97 y pirazinamidasa multidrogo resistente con mutacion en el sitio de
coordinacion D49N a pH 6:

Tabla 49. Concentracion minima inhibitoria a pH 6 del complejo Co-PZA (1)

H37Rv DM97 D49N
Pirazinamida (PZA) 0.81 mM >6.5mM >6.5mM
CoCl2.6H20 041 mM 0.41 mM 0.03mM
Complejo Co-PZA (1) 0.04 mM 0.33 mM 0.02 mM
PZA + CoCl2.6H20 | 0.05+0.05mM | 0.41+0.41mM | 0.03 +0.03mM

A pH 6 en M. Tuberculosis con pirazinamidasa H37Rv se observa que la actividad
inhibitoria del complejo es mayor que la de pirazinamida pues inhibe el crecimiento a una
concentracion equivalente a 0.04 mM mientras que pirazinamida inhibe a mas de 0.81 mM.
Ademas, se observa que la sal precursora inhibe a mayor concentracion, 0.41 mM, es decir,
que el complejo tiene mayor accion inhibitoria. La mezcla de la sal con pirazinamida presenta

mayor actividad inhibitoria que pirazinamida y la sal solas.
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Por otro lado, a pH 6 en M. Tuberculosis con pirazinamidasa DM97 el comportamiento
de pirazinamida cambia pues su concentracion es mayor a 6.5 mM. El complejo presenta mayor

accion inhibitoria que pirazinamida, la sal y la mezcla de sal y pirazinamida.

Finalmente, a pH 6 también se evalu la actividad inhibitoria en M. Tuberculosis con
pirazinamidasa D49N. Pirazinamida presenta una actividad inhibitoria con concentracion
mayor a 6.5 mM, el complejo presenta su actividad a 0.02 mM siendo mayor que la actividad

de la sal y la mezcla de la sal y pirazinamida que presentan un valor de 0.03 mM.

En conclusion, el complejo presenta mayor actividad inhibitoria que pirazinamida sola

en M. tuberculosis con pirazinamidasa de las tres variantes evaluadas.

1.2 Complejo Co-PZA (2)

1.2.1 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria a pH 7

La Tabla 50 muestra los resultados de la concentracion minima inhibitoria en mM de
pirazinamida, el complejo, la sal y la mezcla fisica (sin reaccion) de sal y pirazinamida en
cultivos de M. Tuberculosis de cepas con pirazinamidasa Wild Type susceptible o H37Rv, Wild
Type resistente 0 DM97 y pirazinamidasa multidrogo resistente con mutacion en el sitio de

coordinacion D49N a pH 7:

Tabla 50. Concentracién minima inhibitoria a pH 7 del complejo Co-PZA (2)

H37Rv DM97 D49N
Pirazinamida (PZA) > 6.5 mM > 6.5 mM > 6.5 mM
Co(NO3)2.6H20 0.39 mM 0.20 mM 0.02 mM
Complejo Co-PZA (2) 0.28 mM 0.28 mM 0.02 mM
PZA + Co(NO3)2.6H20 | 0.41+0.39 mM | 0.20+0.20 mM | 0.03 + 0.02 mM

A pH 7 en M. Tuberculosis con pirazinamidasa H37Rv se observa que la actividad

inhibitoria del complejo es mayor que la de pirazinamida pues inhibe el crecimiento a una
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concentracion de 0.28 mM mientras que pirazinamida inhibe a méas de 6.5 mM. Ademas, se
observa que la sal precursora inhibe a mayor concentracion, 0.39 mM, es decir, que el complejo
tiene una ligera mayor accion inhibitoria. La mezcla de la sal con pirazinamida presenta similar

actividad inhibitoria que la sal sola, por lo tanto, es mayor a la actividad de pirazinamida sola.

Por otro lado, a pH 7 en M. Tuberculosis con pirazinamidasa DM97 el comportamiento
de pirazinamida y el complejo es similar que en H37Rv, sin embargo, la actividad inhibitoria
de la sal respecto del complejo es mayor siendo sus valores 0.20 y 0.28 mM respectivamente.
También se observa un comportamiento similar en la mezcla de la sal y pirazinamida, pues

vuelve a tener la misma actividad que la sal sola.

Finalmente, a pH 7 también se evalud la actividad inhibitoria en M. Tuberculosis con
pirazinamidasa D49N. Pirazinamida presenta una actividad inhibitoria con concentracion

mayor a 6.5 mM, el complejo presenta actividad a 0.02 mM al igual que la sal.

En conclusién, pirazinamida presenta el mismo comportamiento en M. Tuberculosis
con todas las variantes de pirazinamidasa. EI complejo Co-PZA (2) presenta mayor actividad
inhibitoria que pirazinamida, lo cual indica que, hablando a nivel de bacteria, el complejo puede
inhibir mejor el crecimiento del M. Tuberculosis H37Rv, DM97 y D49N que la misma
pirazinamida. Ademas, el complejo presenta mayor actividad inhibitoria en M. Tuberculosis
con pirazinamidasa D49N que con las cepas de Wild Type susceptible y resistente a

pirazinamida.

1.2.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria a pH 6

En la Tabla 51 se muestra los resultados de la concentracion minima inhibitoria en mM
de pirazinamida, el complejo, la sal y la mezcla fisica (sin reaccion) de sal y pirazinamida en

cultivos de M. Tuberculosis de cepas con pirazinamidasa Wild Type susceptible 0o H37Rv, Wild
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Type resistente 0 DM97 y pirazinamidasa multidrogo resistente con mutacion en el sitio de

coordinacion D49N a pH 6:

Tabla 51. Concentracién minima inhibitoria a pH 6 del complejo Co-PZA (2)

H37Rv DM97 D49N
Pirazinamida (PZA) 0.81 mM >6.5mM >6.5mM
Co(NOs3)2.6H20 0.39 mM 0.39 mM 0.02 mM
Complejo Co-PZA (2) 0.03mM 0.28 mM 0.02 mM
PZA + Co(NO3)2.6H20 | 0.05+0.05mM | 0.41+0.39 mM | 0.03 +0.02 mM

A pH 6 en M. Tuberculosis con pirazinamidasa H37Rv se observa que la actividad
inhibitoria del complejo es mayor que la de pirazinamida pues inhibe el crecimiento a una
concentracion equivalente a 0.03 mM mientras que pirazinamida inhibe a mas de 0.81 mM.
Ademas, se observa que la sal precursora inhibe a mayor concentracion, 0.39 mM, es decir,
que el complejo tiene mayor accion inhibitoria. La mezcla de la sal con pirazinamida presenta

mayor actividad inhibitoria que pirazinamiday la sal solas.

Por otro lado, a pH 6 en M. Tuberculosis con pirazinamidasa DM97 el comportamiento
de pirazinamida cambia pues su concentracion es mayor a 6.5 mM. El complejo presenta mayor

accion inhibitoria que pirazinamida, la sal y la mezcla de sal y pirazinamida.

Finalmente, a pH 6 también se evalud la actividad inhibitoria en M. Tuberculosis con
pirazinamidasa D49N. Pirazinamida presenta una actividad inhibitoria con concentracion
mayor a 6.5 mM, el complejo y la sal presentan la misma actividad inhibitoria, siendo su valor
igual a 0.02 mM. EI complejo, la sal y la mezcla de pirazinamida y sal presentan mayor

actividad inhibitoria que pirazinamida sola.

En conclusién, el complejo presenta mayor actividad inhibitoria que pirazinamida sola

en M. tuberculosis con pirazinamidasa de las tres variantes evaluadas.
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A continuacion, en las Figuras 29 y 30 se muestra las placas de 96 pozos donde se
realiz6 determinacion de la MIC, para pirazinamida, las sales precursoras, los complejos

Co-PZA (1) y Co-PZA (2) y las mezclas de las sales y pirazinamida siguiendo la distribucion

indicada en el cuadro de la Figura 28:

@ O | ©

Figura 29. Fotografia de las placas de 96 pozos donde se determind la MIC de pirazinamida,
las sales precursoras, los complejos y las mezclas de las sales y pirazinamida a pH 7 de

M. tuberculosis (a) Wild Type H37Rv (b) Wild Type resistente DM97 (c) MDR D49N

Figura 30. Fotografia de las placas de 96 pozos donde se determind la MIC de pirazinamida,
las sales precursoras, los complejos y las mezclas de las sales y pirazinamida a pH 6 de

M. tuberculosis (a) Wild Type H37Rv (b) Wild Type resistente DM97 (c) MDR D49N

2. Ensayo de Wayne

2.1.Ensayo de Wayne cualitativo

Se realizo el ensayo de Wayne cualitativo en la cepa Wild Type de pirazinamidasa y en

una cepa con mutacion cerca del sitio de enlace al metal de pirazinamidasa denominado K48T.
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El ensayo en pirazinamidasa Wild Type se realizé en concentraciones iguales a 20 mM

de pirazinamida, complejo Co-PZA (1) y complejo Co-PZA (2). La preparacion de muestras

para el ensayo se muestra en la Tabla 52:

Tabla 52. Preparacion de muestras para el ensayo de Wayne

en pirazinamidasa de M. tuberculosis Wild Type (WT)

Reactivo C_or)c_ent. Concent. Blanco Pirazinamida | Co-PZA (1) Co-PZA (2)

inicial final (uL) (uL) (uL) (uL)

PZAsa WT 533.35 mM 3uM 0.56 0.56 0.56 0.56

Buffer Fosfato 100 mM 50 mM 50 50 50 50
PZA 121 mM 20 mM - 16.5 - -
Co-PZA (1) 60.5 mM 20 mM - - 33.1 -

Co-PZA (2) 101.93 mM 20 mM - - - 19.6

H20 MQ - - 44.4 27.9 11.3 24.8

TOTAL (uL) 100 100 100 100

En el ensayo cualitativo el tiempo de incubacion antes de agregar la droga (pirazinamida

0 los complejos) es de 10 minutos, luego de agregar la droga correspondiente en cada tubo, se

dejo transcurrir 3 minutos y se agregd 10 uL de sulfato ferroso al 20% y 445 uL de 0.4M de

Glicina-HCI. El resultado obtenido se observa en la siguiente imagen:

Figura 31. Ensayo de Wayne cualitativo en pirazinamidasa de M. tuberculosis Wild Type
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La Figura 31 muestra el resultado de la reaccion del ensayo de Wayne cualitativo. Se

observa que en el tubo correspondiente al blanco no hay desarrollo de color. Ademas, se

observa que el tubo de pirazinamida presenta mayor intensidad en la coloracién con respecto a

los complejos, lo que revela que pirazinamida presenta mayor capacidad de hidrolizarse que

los complejos cuando pirazinamidasa Wild Type esta presente. Entre los complejos no se

observa una clara diferencia.

El ensayo en pirazinamidasa K48T se realizd en concentraciones iguales a 20 mM de

pirazinamida, complejo Co-PZA (1) y complejo Co-PZA (2). La preparacion de muestras para

el ensayo se muestra en la Tabla 53:

Tabla 53. Preparacion de muestras para el ensayo de Wayne

en pirazinamidasa de M. tuberculosis K48T

Reactivo Cprjc_ent. Copcent. Blanco Pirazinamida | Co-PZA (1) Co-PZA (2)
inicial final (uL) (uL) (nL) (uL)
PZQZ%#"CF 156.8mM | 3uM 1.9 1.9 1.9 1.9
Buffer Fosfato 100 mM 50 mM 50 50 50 50
PZA 121 mM 20 mM - 16.5 - -
Co-PZA (1) 60.5 mM 20 mM - - 33.1 -
Co-PZA (2) 60.5 mM 20 mM - - - 33.1
H20 MQ - - 48.1 31.6 15 15
TOTAL (uL) 100 100 100 100
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El resultado obtenido se observa en la siguiente imagen:

Figura 32. Ensayo de Wayne en pirazinamidasa de M. tuberculosis K48T cualitativo

La Figura 32 muestra el resultado de la reaccién del ensayo de Wayne cualitativo. Se
observa que en el tubo correspondiente al blanco no hay desarrollo de color. Ademas, se
observa que el tubo de pirazinamida presenta mayor intensidad en la coloracién con respecto a
los complejos, lo que revela que pirazinamida presenta mayor capacidad de hidrolizarse que
los complejos cuando pirazinamidasa K48T estéa presente. Entre los complejos no se observa
una clara diferencia. Finalmente, se puede notar que en los dos ensayos realizados el desarrollo
de color es menor cuando se trabajo con la pirazinamidasa mutante K48T, lo que confirma que
al trabajar con una cepa que contiene pirazinamidasa Wild Type sin mutaciones hay mayor

sensibilidad que al trabajar con una mutante.

2.2.Ensayo de Wayne cuantitativo

Se realiz6 el ensayo de Wayne cuantitativo en Mycobacterium tuberculosis Wild type
susceptible y en cepas con las siguientes mutaciones en pirazinamidasa: K48T, G78Cy V131G.
Se trabajd con tres condiciones diferentes, variando la concentracién de enzima, de droga y de
tiempo. Finalmente se calcul6 la actividad enzimatica en umol/min de reaccién por miligramo

de pirazinamidasa.
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2.2.1 Ensayo de Wayne — Condiciones |

La concentracion de pirazinamidasa fue de 3 uM, la de pirazinamida 20 mM y el tiempo
de reaccion fue 3 minutos, los resultados de actividad enzimética se presentan en la siguiente

tabla:

Tabla 54. Actividad enzimatica de pirazinamidasa (wmol/min por mg de pirazinamidasa) —

Condiciones |
Droga _ Mutacion
Wild Type K48T G78C V131G
Blanco 0 0 0 0
Pirazinamida 119.9 32.3 41.9 43.2
Complejo Co-PZA (1) 394 10.6 12.4 16.8
Complejo Co-PZA (2) 35.8 9.8 12.0 15.6

La interpretacion de los datos obtenidos en la Tabla 54 se muestran en la Figura 33, los
numeros 1, 2, 3y 4 del eje axial corresponden a pirazinamidasa Wild type, K48T, G78C y

V131G correspondientemente:

Actividad Enzimética (umol/min)
Pirazinamida ®Complejo Co-PZA (1) = Complejo Co-PZA (2)
119.9
39.4 358 32.3 41.9 432
10.6 9.8 12.4 12.0 16.8 15.6
- - — — e I .
1 2 3 4

Figura 33. Diagrama de barras comparativo de actividad enzimatica de pirazinamidasa frente

a pirazinamida y los complejos — Condiciones |

Se observa un mismo comportamiento de las drogas evaluadas en todas las variantes de

pirazinamidasa. Es decir, la actividad enzimatica de pirazinamidasa Wild type, K48T, G78C y
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V131G frente a pirazinamida es mayor que frente a los complejos, esto indica que
pirazinamidasa puede hidrolizar mejor a pirazinamida sola que cuando se encuentra enlazada
a un centro metalico. También se observa que pirazinamidasa en todas sus variantes frente al
complejo Co-PZA (1) tiene ligeramente mayor actividad enzimatica que con el complejo
Co-PZA (2). Finalmente, también se puede observar la susceptibilidad de cada variante de
pirazinamidasa frente a las drogas, especialmente con pirazinamida, notando que las variantes

con mutaciones presentan baja actividad enzimatica comparada con Wild type.

2.2.2 Ensayo de Wayne — Condiciones 11

La concentracion de pirazinamidasa fue de 1 uM, la de pirazinamida 4 mM y el tiempo
de reaccion fue 3 minutos, los resultados de actividad enzimética se presentan en la siguiente

tabla:

Tabla 55. Actividad enzimatica de pirazinamidasa (wmol/min por mg de pirazinamidasa) —

Condiciones Il
Droga _ Mutacion
Wild Type V131G
Blanco 0 0
Pirazinamida 55.7 36.3
Complejo Co-PZA (1) 82.8 19.7
Complejo Co-PZA (2) 63.3 194

La interpretacién de los datos obtenidos en la Tabla 55 se muestran en la Figura 34, los
niameros 1 y 2 del eje axial corresponden a pirazinamidasa Wild type y V131G

correspondientemente:
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Actividad Enzimética (umol/min)
Pirazinamida m Complejo Co-PZA (1) m Complejo Co-PZA (2)

82.8
55.7 63.3
36.3
197 194
I e
1 2

Figura 34. Diagrama de barras comparativo de actividad enzimatica de pirazinamidasa frente

a pirazinamida y los complejos — Condiciones Il

Se observa un comportamiento diferente con respecto a las condiciones evaluadas en el
item anterior, puesto que la actividad enzimatica de pirazinamidasa Wild type frente a
pirazinamida es menor comparada con la actividad de los complejos. Sin embargo,
pirazinamidasa V131G presenta mayor actividad frente a pirazinamida. En ambas variantes se
observa que el complejo Co-PZA (1) presenta mayor capacidad de ser hidrolizado por la

enzima que el complejo Co-PZA (2).
2.2.3 Ensayo de Wayne — Condiciones 111

La concentracion de pirazinamidasa fue de 0.5 uM, la de pirazinamida 4 mM vy el
tiempo de reaccién fue 1 minuto, los resultados de actividad enzimatica se presentan en la

siguiente tabla:

Tabla 56. Actividad enzimatica de pirazinamidasa (wmol/min por mg de pirazinamidasa) —

Condiciones 111
Droga _ Mutacion
Wild Type V131G
Blanco 0 0
Pirazinamida 33.7 12.7
Complejo Co-PZA (1) 29.0 11.6
Complejo Co-PZA (2) 27.9 11.1
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La interpretacion de los datos obtenidos en la Tabla 56 se muestran en la Figura 35, los
niameros 1 y 2 del eje axial corresponden a pirazinamidasa Wild type y V131G

correspondientemente:

Actividad Enzimética (umol/min)

Pirazinamida ®m Complejo Co-PZA (1) m Complejo Co-PZA (2)
33.7

29.0 27.9
. . 12.7 116 11.1
I
1 2

Figura 35. Diagrama de barras comparativo de actividad enzimatica de pirazinamidasa frente

a pirazinamida y los complejos — Condiciones |11

Se observa un mismo comportamiento de las drogas evaluadas en las dos variantes de
pirazinamidasa. Es decir, la actividad enzimatica de pirazinamidasa Wild type y V131G frente
a pirazinamida es mayor que frente a los complejos, esto indica que pirazinamidasa puede
hidrolizar mejor a pirazinamida sola que cuando se encuentra enlazada a un centro metélico.
También se observa que pirazinamidasa en ambas variantes frente al complejo Co-PZA (1)
tiene ligeramente mayor actividad enzimatica que con el complejo Co-PZA (2). Finalmente, se
vuelve a observar que la susceptibilidad de pirazinamidasa con mutacién es menor que

pirazinamidasa Wild type, frente a las tres drogas evaluadas, especialmente con pirazinamida.
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Capitulo VI.

Resumen de resultados y Conclusiones
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V1.1 Resumen de resultados

1. Se logro sintetizar dos complejos de cobalto (II) con pirazinamida: Co-PZA (1) y
Co-PZA (2).

2. La caracterizacion a través de las técnicas espectroscdpicas y fisicoquimicas permitio
postular la férmula y estructura quimica molecular de cada complejo, siendo: [Co(PZA)2Cl:]

(Figura 19) y [Co(PZA)2(NOz3)2].H20 (Figura 27) respectivamente.

\ Co/ ~N

Cl

ONO;
N O ‘
(/1\)_.{/ i /}—Q ‘H0
N="" NH, |

ONO,

Figura 27. Estructura molecular propuesta para el complejo Co-PZA (2)

3. En la determinacién de la concentracion minima inhibitoria se comprobd que la
capacidad antimicrobiana de los complejos fue mayor a la de pirazinamida. En el ensayo de
Wayne se comprob6 gque pirazinamidasa tiene mayor actividad enzimatica sobre pirazinamida
en comparacion con los complejos.

4. En el 2017, este trabajo fue presentado como un pdster con el nombre de “Synthesis,

characterization and determination of the antituberculous activity of cobalt (I1) coordination
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compounds with pyrazinamide” en el 6to Simposio Latinoamericano de Quimica de
coordinacion (SILQCOMSG6) y organometalica. Se logré obtener un premio al mejor pdster por

nuestra presentacion.

@ SILQCOM6
& HK-GLASOCC
@@ August 6-11, 2017
Iguazi, Misiones, Argentina

«Natalia Karolina Chavez Llallire»

has attended to the
6% Latin American Symposium on Coordination and Organometallic Chemistry/6% Simposio Latinoamericano de
Quimica de Coordinacién, and Humboldt Kolleg: German-Latin American Symposium on Organometallic and
Coordination Chemistry , held on August 6 to 11, 2017, Iguazd, ARGENTINA, and contributed with the presentation

“Synthesis, characterization and determination of the
antituberculous activity of cobalt (I1) coordination
compounds with pyrazinamide”

Natalia Karolina Chavez Liallire, Ana Cecilia Valderrama Negron,

in the format of a poster communication

Prof. Dr. Fabio Doctorovich Dr. Florencia Di Salvo Prof. Dr. Daniel Murgida

5. En el 2020, este trabajo fue publicado como un articulo cientifico con el nombre de
“Sintesis, Caracterizacion y Evaluacion de la Actividad Biolégica de Compuestos de

Coordinacion de Cobalto con Pirazinamida” en la Revista de la Sociedad Quimica Peruana.
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V1.2 Conclusiones

v Se sintetizaron dos complejos de cobalto (I1) y pirazinamida: Co-PZA (1) y
Co-PZA (2); y la caracterizacion a través de las técnicas espectroscopicas y fisicoquimicas
permitié postular la férmula y estructura quimica molecular de cada complejo, siendo:
[Co(PZA):Cl2] (Figura 19) y [Co(PZA)2(NO3)2].H20 (Figura 27) respectivamente.

v Se determind la concentracion minima inhibitoria donde se comprob6 que la
capacidad antimicrobiana de los complejos fue mayor a la de pirazinamida. Ademas, al realizar
el ensayo de Wayne se obtuvo que pirazinamidasa desarrollé6 mejor su actividad enzimética

sobre pirazinamida en comparacion con los complejos.
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ANEXO

A. Cromatogramas de los estandares de calibracion del analisis de HPLC
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Injection Volume : 10 ul Level 2
<Chromatogram=
mALl
)EH"_ PDA Mult: 1 26%nm_<4nm
150
] 2
4 =
4 &
=
10— 5
. =™
. i
] '
= 1
S| [ 1
] [ |
} [
. | |
| L
T T T T T—T—T
1] 1 2 3 4 5 & T 8 @
man
<Peak Table>
PDA Chl 269nm
Peak# | Ret. Time Area Conc. Unit Marme
1 5.849 1134058 24 938 gL Pirazinamida
Total 1134058
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SHIMADZU

: LabSolutions

Analysis Report

<Sample Information=

Sample Mame : STD 50 ppm INY'1

Wial # : 1-3 Sample Type : Standard
Injection Volume : 10 ul Lewvel : 3
<Chromatogram>
mALl
EEH"_ = PDA Mokt 1 26%nm_4nm
] g
] (=]
1 E
150 ||i_-.__
- 1
] | |
100 |
s0] |
] I
] [
] |
) M
L e e e L S s s o s e e e e B e B B B e e e e e LA B s e e e e e e S S e e
i 1 2 3 4 5 & 7 = 9
min
<Peak Table=>
PDA Chl 269nm
Peak# | Ret. Time Area Conc. Unit Name
1 5.847 2276037 S0.038 gL Pirazinamida
Total 2276037
SHIMADZU l - R
i LabSolutions Ana ysi1s Report
<Sample Information=
Sample Name : STD 50 ppan INY2
Vial # :1-3 Sample Type : Standard
Injection Volume : 10 ul Lewvel : 3
<Chromatogram=
mALl
)EH"_ = PDA Muolts 1 26%nom_4nm
] g
] =
150 ||i_-.__
4 |
i | '|
10H— l
S0 | ||
] [ ]
. [
R e e e e B BB m e 1T T LI e I BRI S e e e e |
i 1 2 3 4 & = 9
man
<Peak Table=>
PDA Chl 269nm
Peak# | Ret Time Area Conc. Linit Narme
1 5.849 2274729 50.010 T Pirarinamida
Total 2274729




. Curva de calibracion del analisis de HPLC

Area
[*10"6]

Calibration Curve

ID# - 1
Mame : Pirazinamida
Function : fix=45495 8*x-499 386

Rr1=0.9999962 Rr2=0.9999923

FitType : Linear
Detector Name : PDA
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2.5

0.5

# Conc.(Ratio) MeanArea Area

] 10 456279 457299
455260

2 25 1133982 1133906
1134058

3 50 2275383 2276037
2274729

0.0

3.0

4.0

50 6.0
Conc. [*10"1]
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C. Cromatogramas de los complejos [Co(PZA)2Cl2] (C1) y [Co(PZA)2(NO3)2]1.H20 (C2)

SHIMADEL)
: LabSolutions

Analysis Report

=Sample Information>

Sample Mame :C1INY]

Wial 8 14 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 ul
<Chromatogram=>
mAL
:LH"_ PDA Multi 1 26%nm_ 4nm)
150 =
] £
5
] 5
. =™
100 I"
A 1
= -.I
] |
S0 [ |
] [ 1
i [ |I
b | \
L e e e e I e e S A e s mo s By e s s Sy s B B R B e e T R
] 1 2 3 L 5 6 7 8 9
min
<Peak Table>
PDA Chl 26%9mm
Peak# | Rel Time Area Cone. Linit Mame
1 5. 846 1478637 32511 g/ Pirazinamida
Total 1478637
SHIMADZLU 1 -
Labsolutions Amnalysis Report
<Sample Information=>
Sample Mame :C1 INY2
Vial # -4 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 ul
<Chromatogram>
mALl
TLH"_ PDA Muolti 1 26%nm_<4nm
— 3
150 3
] £
=
b g
. [-™
10— Ir,
= 'I
1 |
] N
S | |
] | |
4 |
] I
| \
o T T T T T T T T T T T
] 1 2 3 4 5 6 7 B
min
<Peak Table>
PDA Chl 269mm
Peak# | Ret Time Area Conc. Ulnit Mame
1 5770 1474168 312413 mgfl Pirazinamida
Total 1474168




SHIMADEL

: LabSolutions

Analysis Report

<Sample Information=

Sample Mame :C2INYI
Vial # 2 1-5
Injection Volume : 10 ul

Sample Type : Unknown
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<Chromatogram=
mALl
-”:H"_ PIDA Mult 1 269nm,4nm
150 =
i =
E
] E
=
T 5
100 =
] f\
- |.|
] |
50 [ |
i | |
] [
) _
T T e
] 1 2 3 4 5 & T R 9
man
<Peak Table>
PDA Chl 26%9nm
Peak# | Retl. Time Area Conc. Linit Mame
1 5.768 1269398 27.912 mg/L Pirazinamida
Total 1269398
SHIMADZEL 1 .
' Labsolutions  Analysis Report
<Sample Information=
Sample Mame :C2INY2
Vial # : 1-5 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 ul
<Chromatogram>
mALl
)EH"_ PDA BMuli 1 26%9%nm_4nm
1 510 =
E =
E
] B
] H
b =]
1o -
. fi
. [
1 [
S I |
] |
] [
] "
1T T
o 1 2 3 4 5 6 T B 9
min
<Peak Table>
PDA Chl 26%mm
Peak# | Ret Time Area Cong. Llnit MNarme
1 5.849 1271806 27.965 mg/L Pirazinamida
Total 1271806




