00512

25
o g3 UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 7

FACULTAD DE QUIMICA

ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE LA
ESTREPTOMICINA Y DE LA ESTREPTIDINA FRENTE A
IONES METALICOS Y EN DIFERENTES MEDIOS.

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS QUIMICAS
(QUIMICA INORGANICA)
P R E S E N T A :
G. ALBERTO TOXQU! TERAN

MEXICO, D.F. 1999

e ——

TESIS CON o
FALLA DE URICEN o



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado:

Presidente Dra. Graciela Meza Ruiz

Primer vocal Dr. Manuel Fernando Rubio Arroyo
Secretario Dra. Laura Maria Gasque Silva
Primer suplente Dr. David Diaz

Segundo shplente Dr. Sylvain Bernés

Sitio donde se desarrollo el tema;
Departamento de Quimica Inorganica y Nuclear de la Division de Estudios
de Posgrado de la Facultad de Quimica de la UNAM.

L

Q. Alberto Toxqui Teran Dia Nutdh Y. Barba Behrens
Sustentante Asesora




AGRADECIMIENTOS

A Yahvéh

A México

A mi familia

Ala U.N.A M.y ala Facultad de Quimica por las facilidades

otorgadas para la realizacion de éste trabajo.



Shema

*Ojo por ojo y el mundo se quedara ciego”
Mahatma Gandhi

“Tengo un sueno...”
Martin Luther King

“La ciencia es explorar y divertirse. La imaginacion es mas
importante que el conocimiento”
Albert Einstein



Agradecimientos

A la Dra. Norah Y. Barba Behrens por su asesoria y consejos en la
realizacién de esta tesis.

A la Dra. Graciela Meza Ruiz por sus contribuciones a este trabajo.

A los miembros del jurado por sus valiosas aportaciones en la revisién de
esta tesis.

Al Dr. Sylvain Bernés por la obtencion de la estructura cristalina.

A la Q. Marisela Gutierrez Franco por la obtencion de los espectros de
infrarrojo.

A Oscar Yafiez M. por la obtencion de los espectros de RMN en disolucién.

Al Dr. Guillermo Mendoza Diaz por la obtencion de los espectros de RMN
en estado sdélido.

A la Q. Carmen Vazquez Ramos por la obtenciéon de los analisis
termogravimétricos.

Al Dr. Anatoli latsimirski y al Dr. David Diaz por permitirme usar el
espectrofluorometro empleado en este trabajo.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por el apoyo
econdémico prestado durante mis estudios de maestria, asi como a los
proyectos E-27876 de CONACyYT y DGAPA IN222096.



INDICE

Glosario
Resumen
Abstract
Introduccién

I. Antecedentes
1.1. Generalidades.
1.2. Caracteristicas de la estreptomicina.
1.3. Actividad antimicrobiana de la estreptomicina.
1.4. Reacciones caracteristicas de la estreptomicina.
1.5. Compuestos propuestos con estreptomicina.

Objetivos

II. Metodologia
2.1. Parte experimental.
2.1.1. Reactivos.
2.1.2. Instrumentacion
2.1.3. Sintesis

2.1.3.1. Obtencién del sulfato de estreptidina.
2.1.3.2. Obtencién de las sales clorhidrato.

2.1.3.3. Método general de preparacion de los
compuestos con sulfato de estreptomicina.

2.1.3.4. Método general de preparacién de los

compuestos con clorhidrato de estreptomicina
y estreptidina.

2.1.4. Analisis elementales.

2.1.5. Método para la trimetilsililacion de amino-
azucares.

2.2. Parte tedrica.

Pagina

vi

HBOW W

10
11



1. Resultados y discusion

3.1. Estudio experimental acerca de ia estreptomicina y la
estreptidina.

3.1.1. Espectroscopia de infrarrojo.

3.1.2. Analisis por RMN.
3.1.2.1. RMN de "™C de la estreptomicina.
3.1.2.1. RMN de "*C de la estreptidina.

3.1.3. Estudio por difraccion de rayos-X del sulfato
de estreptomicina.

3.1.4. Analisis de los espectros electrénicos de
absorcion en la region UV-vis.

3.1.5. Estudio fluorométrico.

3.2. Estudio tebrico acerca de la estreptomicina y de la
estreptidina.

3.3. Estudio por espectroscopia UV, RMN y CG de la
reaccion de hidrolisis de estreptomicina.

3.4. Analisis espectrofotométrico de la estreptomicina
frente a iones metalicos.

3.4.1. Caracterizacion de los compuestos obtenidos
con estreptomicina y estreptidina.

Conclusiones
Perspectivas
Bibliografia

Apéndice
I. Informacién cristalografica del (STD)(H,SO,)}H,0).
I1. Métodos quimico-tedricos.
Anexos
1. Constantes de disociacion 4cida, pKa.
I1. Analisis termogravimétrico (TGA)

Pagina

12

14
17
19

22

24
27

33
43

44

53

54

25

62

67
68



GLOSARIO

STP
STD

M

N

uv
UV-vis
A

A {nm)

v (cm-t)
F(c.p.s.)
A emision (M)
IR

calc.
exp.
RMN
RMN 13C
ppm

A

MeOH

u (MB)
He (Debye)
PM3
ROMO
LUMO
AHs

CG

EM

[

T(°C)
TGA

Estreptomicina

Estreptidina

Molaridad

Normalidad

Ultravioeta {200-400nm)

Ultravioleta-visible {200-2500nm)

Absorbancia relativa (reflectancia difusa, solido)
Longitud de onda de absorcion (nanémetros)
Numero de onda (centimetros a la menos uno)
Fluorescencia (cuentas por segundo)

Longitud de onda de emision (nanémetros)
Infrarrojo (4000-450 cm-1)

Calculado

Experimental

Resonancia magnética nuclear

Resonancia magnética nuclear de carbono 13
partes por milldn

Angstrom {10-10 m)

Metanol

momento magnético (magnetones de Bohr, MB)
momento dipolar eléctrico (Debye)

MNDO parametrizado (Modified Neglect of Diatomic Overlfap)
Highest Occupied Molecular Orbital

Lowest Unoccupied Molecular Orbital

calor de formacion

Cromatografia de gases

Espectroscopia de masas

Fuerza ionica

Temperatura (grados Celcius)

Andlisis termogravimétrico



RESUMEN

En la presente tesis se efectua el estudio del comportamiento de Ia estreptomicina y
de la estreptidina frente a iones metalicos y en diferentes medios. Para lo cual, se
llevé a cabo un andlisis espectrofotométrico de la estreptomicina y estreptidina, en
estado sdlido y en disolucion. Adicionalmente, se llevaron a cabo reacciones de
estreptomicina y de estreptidina con sales de Co(ll), Ni(ll), Cu(ll), y Ca(ll) en
diferentes condiciones de reaccién y se realizé un énélisis tedrico conformacional de
la estreptomicina y la estreptidina, asi como el estudio de la influencia de los grupos

guanidinos sobre la fluorescencia caracteristica que presenta la estreptomicina.

Los resultados que se obtuvieron muestran que la estreptomicina en medio acido
produce estreptidina, y en medio basico se detecta la presencia de maltol, un
derivado inositélico y de un derivado furanésico. Se observéd que la estreptomicina
presenta una conformacién helicoidal estabilizada por puentes de hidrégeno
intramoleculares, siendo los grupos guanidinos no equivalentes y responsables de Ia
fluorescencia que exhibe la estreptomicina y la estreptidina. Asi mismo, se encontré

que fos iones metalicos de transicién y el ion calcio desplazan al ion sulfato.



ABSTRACT

In the present thesis a behavioral study of streptomycin and streptidine towards metal
fons and in different media was carried out. Spectrophotometric analysis of
streptomycin and streptidine, in solid state and in solution, were performed.
Additionally, reactions of streptomycin and streptidine with Co(ll), Ni(ll), Cu(lh), and
Ca(ll} salts in different conditions were studied. A conformational theoretical analysis
of streptomycin and streptidine was carried out. Also a study about the characteristic
fluorescence presented by streptomycin.

The obtained results showed that streptomycin in acidic media produces streptidine,
and in basic media is detected the presence of maltol, a inositolic derivative and a
furanosic derivative. It was observed that streptomycin presents a helicoidal
conformation stabilized by intramolecular hydrogen bonds, being the guanidines
groups not equivalent and responsible of the fluorescence that estreptomicina and
the streptidine exhibit. Also, it was found that the transition metal ions and the

calcium ion displace the sulfate ion and they occupy the same interaction site.
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INTRODUCCION.

Hoy en dia el uso de los antibidticos estad muy generalizado, en particular el de los aminoglicésidos
como la estreptomicina. La estreptomicina se emplea en el tratamiento contra las infecciones por
bacterias Gram negativas resistentes a otros antibiéticos. Desde que se inicié su empleo por alla de los
afios 40°s, se describi6 que este antibidtico tenla efectos vestibulotoxicos muy severos. Mas adelante
se desarrollaron ofros aminoglicésidos semisintéticos que si bien no eran toxicos para la funcién
vestibular, lo eran para la parte auditiva, y todos ellos eran nefrotéxicos. Aunque todos ellos son
estructuralmente muy parecidos, alin no se sabe a que parte de la molécula se debe su oto o
nefrotoxicidad, por lo que la dilucidacién de sus propiedades quimicas es de suma importancia
tomando como modelo a la estreptomicina (STP).

Se ha propuesto que los iones metalicos influyen en la actividad antimicrobiana de !a estreptomicina, en
particular el calcio 123, En estudios precedentes se ha analizado el comportamiento de la
estreptomicina frente a algunos iones metalicos en disolucién, pero las caracteristicas de los probables
compuestos de coordinacién que se forman todavia no han sido dilucidadas 56789, Por cansiguiente,
ya que ha propuesto una posible interaccion del antibiético con algin ion metalico, se planted llevar a
cabo un estudio de la interaccion de la estreptomicina con iones metalicos de interés bioldgico como:
Co(ll), Ni(h), Cu(ll}, y Ca(ll), teniendo como propésito el determinar los sitios probables de coordinacion
y el comportamiento de la estreptomicina (STP) y la estreptidina (STD), ante iones metéalicos
particularmente en medio acuoso y metandlico.

Por otro lado, se ha observado que la inyeccidn intramuscular de estreptomicina induce la acumulacién
de un compuesto fluorescente en el oido interno de roedores. Para investigar si esta fluorescencia es
debida a la STP por si misma, a uno de sus productos de degradacidn, o a una modificacion quimica de
la molécula, se realizaron una serie de experimentos fluorométricos con la STP en diferentes
disoluciones acuosas amortiguadas,

En el presente trabajo se muestra, inicialmente (capitulo I) una revision bibliografica sobre los aspectos
quimicos y clinicos més relevantes en torno a la estreptomicina. Posteriormente, se presenta Ia
metodologia empleada, asi como los andlisis elementales de los compuestos usados (capitulo I1). Con

el objeto de facilitar la discusion y el andlisis de los resultados obtenidos, el capitulo 111 se divide en
varias secciones.
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En la seccion 3.1 y 3.2 se presenta el estudio realizado en torno de las caracteristicas de la STP y la
STD en estado sdlido , en disolucion, y de acuerdo a los calculos tedricos. En la seccion 3.3 se expane
y analiza la reaccién de hidrofisis de estreptomicina por UV, RMN y CG, y por Ultimo, en |a seccion 3.4,
se muesira el analisis espectrofotométrico de la estreptomicina y la estreptidina frente a iones
metalicos. Después, se presenta la bibliografia consultada y las conclusiones. Por ultimo, en el
apendice I se presentan antecedentes relevantes en tomo a los estudios quimico-tedricos, y en el

apendice IT se muestran los datos cristaldgraficos del suffato de estreptidina.



I. ANTECEDENTES

1.1. Generalidades.
Los aminoglicosidos son quimicamente similares pues tienen una o dos bases derivadas del scilo inositol, unidas
a dos o fres aminoazticares!. La base en la estreptomicina es la estreptidina, y en todos los demas

aminoglicésidos {a base es la 2-deoxiestreptamina (fig.1). Los aminoaziicares estan unidos por enlaces
glucosidicos, de ahi su nombre.
NH

HO HN"A
HO NH, o NH;
HO OH
HO NH, HO NH
N
H\<
2-deoxiestreptamina Estreptidina NH,

Figura 1. Bases derivadas de! scilo-inositol.

Se han desarrollado cuatro clases de aminoglicosidos, que a su vez estan divididos en sus derivados: la
estreptomicina (estreptomicina y dihidroestreptomicina), la kanamicina (kanamicina, amikacinan y tobramicina), la
neomicina {neomicina) y fa gentamicina {gentamicina y netilmicina) 1°. Todos los aminoglicosidos se derivan de
especies del género Streptomyces. con excepcion del grupo gentamicina que se origina de Micromonospora
purpurea, M. Echinospora y M. Actinomyctes.

Los aminoglicésidos se presentan como polvos blancos o amarillentos, inodoros y sumamente higroscopicos,
pero estables en solucion y resistentes a los cambios de PH (2 a 12), asi mismo, son muy solubles en agua pero
poco en disolventes organicos. Los productos base tienen un pH fuertemente alcalino, mientras que los sulfatos
tienden a ser ligeramente acidos 10.

Estos farmacos son pobremente absorbidos por el tubo intestinal, por lo cual, son generaimente administrados
por inyeccién intramuscular, y se dice que se eliminan por via urinaria en mas del 90%. Dado que son
policatiénicos, cruzan las membranas muy pobremente y alin esta en duda si son o no metabolizados.

Estos antibioticos administrados en dosis elevadas y prolongadas, pueden producir tres importantes efectos
adversos: i) nefrotoxicidad, que resulta de la insuficiencia renal y la necrosis de los tibulos renales, i)
ototoxicidad, que se presenta como la destruccién de las células sensoriales en el aparato vestibular y en el

coclear, y i) paralisis neuromuscular, que se manifiesta como una parélisis respiratoria, que se antagoniza
(contrarresta) al administrar calcio?,
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Durante el tratamiento con cualquier aminoglicésido, se puede afectar el oido ya sea su porcion coclear o la
vestibular 1%, Dependiendo del érgano afectado y el avance del dafio, el resultado puede ser la pérdida del
equilibrio, vértigo, ataxia (trastomo en la coordinacion del movimiento voluntario), y pérdida de la audicion (parte
coclear). La dihidroestreptomicina, la neomicina, Ia paromomicina, la aminosidina y la kanamicina afectan
primariamente a la parte coclear, mientras que la estreptomicina, la gentamicina y la tobramicina lo hacen,
fundamentalmente, sobre la vestibular. La dihidroestreptomicina ha sido abandonada y retirada de algunas
farmacopeas por la facilidad con que provoca sorderas, generalmente irreversibles, incluso en recién nacidos
cuyas madres habian sido tratadas con este antibidtico durante el embarazo 1.
La ototoxicidad de estos antibidticos esta en relacién con su acumulacion en la perilinfa coclear y parece que la
netilmicina es, de todos ellos, el que se elimina de ésta con mayor rapidez, lo que podria explicar la menor
incidencia de alteraciones auditivas o vestibulares en animales de experimentacion 12 y durante el tratamiento de

enfermos con éste antibiético; asl, la ototoxicidad de Ia netilmicina es significativamente menor que la de la
tobramicina 13,

1.2. Caracteristicas de fa estreptomicina.

La STP es una antibidtico aminoglucdsido, cuyo nombre quimico es “o - 2 - desoxi - 2 -(metilamino) - o - L-
glucopiranosil - (1—52) - 0 - 5 - desoxi - 3 - ¢ - formil - o - L - luxafuranosil -(1—4) - NN’ - bis(aminciminometil) - D
- estreptamina”. Siendo su férmula condensada C21H3aN7O12, ¥ su peso molecular de 581.58 g/mol . La STP

‘esta constituida de tres componentes: estreptiding, L-estreptosa, y N-metil-c.-L.-glucosamina (fig. 2).
NH
HZN%
NH

NH,
OH
HN)\H:%H Estreptidina

0] H. O
0 (l_) OH L-estreptosa
HO CH3
O NH
HO
HO CH, N-metil-a-L-glucosamina

Figura 2. Estructura de fa estreptomicina,



3
La STP es un base tri-acidica, no cristalina la cual forma sales estables tales como el sulfato (STP)2(H2S04)3, el
clorhidrato (STP)-3HCI, y una sal doble clorhidrato-cloruro de calcio [(STP)(HCI)3}2CaClz. Tanto la estreptomicina,
como sus sales, presentan actividad antimicrobiana in vitro e in vivo. Generalmente, se administra en forma de
sulfato, el cual se encuentra disponible comercialmente en México 1516,
Ei sulfato de estreptomicina tiene la formula condensada Ca2HsaN1403sSa. Es un polvo blanco, inodoro, muy
higroscopico, que no es afectado por la luz y es muy soluble en agua, pero practicamente insoluble en alcohol,
cloroformo y éter 14.
Los grupos guanidino, que son fuertemente bésicos, junto con el caracter hidrofilico general de la molécula
inhiben la absorcién gastro-intestinal de la STP, por lo cual es administrada por via intramuscular, se distribuye

en todos los fluidos extracelulares del organismo, y se excreta por vla urinaria principalmente??.

1.3. Actividad antimicrobiana de la estreptomicina.

La estreptomicina se produce por fermentacion microbiana de la Streptomyces griseus y fue aislada por Schatz
et al®® en 1944. Ya que inhibe el crecimiento de bacterias Gram-negativas, es usada para el tratamiento de
infecciones causadas por este tipo de bacterias.

La actividad de la estreptomicina abarca principaimente al Mycobacterium tuberculosis, aunque también actia
contra Brucella, Erysipelothrix, Haemophilus ducreyi, Listeria monocytogenes, Pseudomonas mallei, Nocardia,
Yersinia, Pasteurelfa, Francissefla tularensis, y Shigella; es variable frente a neumococo, Escherichia coli y
coliformes, Haemophilus influenzae, gonococo, meningococo, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus y Vibrio
choferae. Es inactiva ante Bacteroides, Clostridium, Pseudomonas, Rickettsia, virus, hongos y parasitos'®,

La actividad antimicrobiana es destruida por el rompimiento del enlace glucosidico entre la estreptidina y la L-

estreptosa, al reemplazar los grupos guanidinos por grupos amino, o por la carbobenziloxidacion de la amina
secundarnial®,

1.4. Reacciones caracteristicas de la estreptomicina.

La caracterizacién quimica de la STP ha sido con base en el aislamiento de sus productos de hidrolisis. Se ha
propuesto que la hidrélisis basica da lugar a tres productos (estreptidina, maltol y N-metil-a.-L-glucosamina),
mientras que la hidrolisis &cida produce solo dos productos (estreptidina y estreptobiosamina) {fig. 4). En
disoluciones alcalinas (0.1N de NaQH) las sales de STP son inestables, hidrolizandose rapidamente para
formarse el maitof a partir de la L-estreptosa. El enlace giucosidico de la estreptobiosamina se rompe por la

hidrdlisis prolongada con &cidos fuertes (6N) formandose la N-metil-ci-L-glucosamina, siendo la L-estreptosa

degradada en el procesol?.
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Figura 3. Productos de hidrélisis de la STP.

En disolucion acuosa, las sales son estables entre pH 4 y 7, disminuyendo su potenciat bactericida fuera de éste
intervalo. Las disoluciones acuosas del sulfato de STP son 4cidas, y son insuficientemente estables para permitir
su esterilizacion por autoclave para su posterior administracion.

La STP manifiesta propiedades caracteristicas del grupo aldehido libre en la molécula, formando oximas,
hidrozonas y semicarbazonas. Puede ser reducido catafiticamente en disolucion acuosa utilizando paladio e
hidrogeno, sin pérdida de ia actividad antibacterial, obteniéndose la dihidroestreptomicina. Asi también, puede

oxidarse mediante reaccion con agua de bromo, obteniéndose el 4cido carboxilico correspondiente, el acido
estreptomicinico (fig. 5), el cual es inactivo?.

NH
H2N-<
NH

NH2 OH
HN/[\H:%H R=CHO Estreptomicina
o R R= CH,OH Dihidroestreptomicina
R=COOH Acido estreptomicinico
071 OH
0
HO CHy
© NH
HO
HO CHy

Figura 4. Derivados de la estreptomicina.

1. 5. Compuestos propuestos con estreptomicina.

Diversos factores influyen sobre la actividad antimicrobiana del antibiotico, entre éstos se encuentra la
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concentracion y el pH del medio. Se ha propuesto que la presencia de algunos iones metalicos (Co(il), Ni(ll),
Cu(ll) y Zn(li}) incrementan la actividad de la estreptomicina3 .

En la bibliografia se encuentran diversos estudios acerca de la interaccion de iones metalicos con STP
efectuados en disolucion. Se ha descrito la preparacion de complejos con Co(li), Ni(ll} y Cuf!l) en disolucion
acuosa y en disolucion agua-etanol 4, en concentraciones equimolares con respecto al sulfato de STP. En dicho
trabajo se mantuvo un pH=8 por adicin de NaOH, obfeniéndose compuestos contaminados con el
correspondiente hidroxido de! metal, siendo dichos compuestos caracterizados por analisis elemental y punto de
fusion.

Asi también, se ha realizado la determinacion de la constante de disociacion acida del perclorato de STP
(pKa=8.0), ademas de las constantes de estabilidad de sus complejos con Cu(il) {log K=3.72), Ni(ll} (log K=2.09)
y Colll) {log K=2.17) proponiéndose una estequiometria 1:1 (metal:ligante), para los compuestos formados®. Las
mediciones se realizaron por titulacion potenciométrica de pH (en disolucién acuosa), empleando NaOH (0.5M)
como titulante, manteniendo una fuerza idnica contante a 0.1M (NaClO4) y una temperatura de 30°C.

En un estudio previo a este trabajo, se analizé el comportamiento en disolucion por RMN de 3C, de compuestos
derivados de la interaccion de la STP y sales de Co(l1), Ni{ll), Cu(ll), y Ca(il)é, en el cual se menciona que los
desplazamientos quimicos de los derivados metalicos son muy similares a los del sulfato de STP, observandose
una interaccion débil metal-ligante. Se propone, sin embargo, que la STP forma complejos solidos estables con
los iones metalicos empleados, los cuales se coordinan a los atomos de nitrégeno de los grupos guanidinos.

En general, se ha estudiado la interaccion en disolucién de iones metalicos con la STP, sin embargo, no se ha
llevado & cabo una caracterizacion completa de dichos compuestos, excepto para un complejo de Cu(ll) donde
se ha sugerido enlaces Cu-O con la STP7. Este compuesto tiene la formula [Cu{ll)-STPe4H,0), y fue sintetizado
a partir de sulfato de STP y sulfato de Cu(ll) en un medio basico empleando KOH.

Por otro lado, se ha estudiado como el calcio y el magnesio influyen en el mecanismo de accién del antibiotico,
en donde el farmaco interactuaria con el calcio para formar un complejo calcio-STP, inhibiendo e! transporte de
calcio e incrementando el de magnesio a través de la membrana celular 1 2. Asi mismo, se ha descrito Ia
formacion de compuestos de CaCl, con STP (1:1), no especificdndose qué clase de compuestos se forman 8. En
1946 se sintetizo un compuesto sélido a partir de CaCl, y heliantato de STP proponiéndose, con base en el
analisis elemental del compuesto, la formacién det compuesto CaCla-triclorhidrato de STP 9. A partir de ese ato

Unicamente se ha hecho referencia a este compuesto, sin que se hayan publicado nuevas rutas de sintesis para
su obtencién, asi como sobre su caracterizacion.



OBJETIVOS

* Realizar una caracterizacién quimica y espectroscopica de la estreptomicina y de la estreptidina, por medio de
las técnicas de analisis elemental, espectroscopia de IR, RMN, UV-vis, fluorescencia y difraccion de rayos-X.

* Investigar el comportamiento de la estreptomicina y de la estreptidina en medio &cido y basico, y frente a
iones metalicos en medio acuoso y metandlico.

e Hacer un analisis tedrico conformacional de la estreptomicina y de la estreptidina, para estudiar la
estereoquimica y disponibilidad de sitios reactivos de cada molécula.

o Contribuir al esclarecimiento de la accién especifica vestibulotéxica de Ia estreptomicina, a partir de sus
propiedades quimicas.



II. METODOLOGIA

2.1, EXPERIMENTAL

2.1.1. Reactivos.

Todas las sales metélicas (cloruros) empleadas fueron grado analitico marca J.T. Baker. Las sales para los
amortiguadores fueron obtenidas de Sigma como grado analitico. El sulfato de estreptomicina fue de los
|aboratorios Lakeside, Pisa y Sigma. Todos los reactivos fueron usados sin purificacién adicional.

El clorhidrato de estreptomicina y las sales de estreptidina fueron sintetizados a partir del sulfato de
estreptomicina marca Sigma.

En algunas reacciones se utilizo metanoi como disolvente marca E. Merck, grado analitico y en otros casos agua
desionizada. El agua fue destilada y iuego desionizada en un compact ultrapure water system Easypure RF.
2.1.2. Instrumentacién.

Los analisis elementales se llevaron a cabo en un analizador elemental Fisons Instruments EA 1108 (CHNS-0),
usando sulfanilamida (para andlisis de CHNS) y acetanilida(para analisis de CHN) como estandares de
calibracién (en un intervalo de 2 a 3 mg),

Los espectros de IR medio (4000-450cm1) se obtuvieron en un espectrofotometro Perkin-Eimer 599-B por la
tecnica de pastilla de KBr. Los espectros de IR lejano (700-70cm-")se realizaron en un espectrofotémetro Nicolet
740 FT-IR en pastillas de polietileno.

Los datos de difraccion del sulfato de estreptidina, fueron colectados a 293 K en un difractémetro automatico
Siemens P4/PC usando radiacién monocromética de Mo-Ko (=0.71073 A). La estructura se resolvio usando el
programa SHELXTL.

Los espectros de RMN de 'H y 13C en disolucién se realizaron en equipos Varian 300 y 400 (MHz). Los
compuestos fueron estudiados en disoluciones de D0 a T=25°C (a {C] = 65-75mg/mL) usando acetona como
referencia externa . Los espectros de 3C en sélido se corrieren en un equipo Varian Unity plus 300.

L.a caracterizacion por espectroscopia UV-Vis en solido {a T=25°C) y en disolucion (a T=25°C, pH=7 y [=0.1) se
realiz6 en un espectrofotometro Cary 5E UV-VIS-NIR de Varian, siendo el intervalo de trabajo para sélido de
250nm(40000cm) a 2500nm(4000cm!) y de 190nm(52632cm-') a 1360nm(7353cm ) para disolucion.

Los espectros de fluorescencia fueron determinados en un espectrofluorometro Spex Fluoromax en un intervalo
de 350-750 nm a una longitud de onda de excitacion de 366 nm, usando un “slit" de 1.175 a T=25°C.

La cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas se realizo con un equipo GCQ System,

empleando una columna capilar J&W Scientific DB-5MS (30x0.25mm D.1.x0.25m), trabajando en un intervalo de
20-820 m/z.
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El pH de las soluciones fueron establecidas por un Benchtop pH/ISE meter model 720A Orion, usando
amortiguadores de referencia a pH=4.0 (acetatos) y pH=7.0 (fosfatos).
El momento magnético se midio en una balanza de susceptibilidad magnética Johnson-Matthey-Gouy siguiendo
el método de Evans para muestras sélidas en polvo.
2.1.3. Sintesis
2.1.3.1. Obtencidn del sulfato de estreptidina (CsH1sNsO4-H2804-H20).
A una disolucion de sulfato de estreptomicina (1g) en agua (78mL) se le agrega H2SO4 concentrado {2mL) y
acetona (70mL). La disolucion resultante se calienta (a 60°C) durante 48 hrs hasta que presenta una coloracion
naranja y un precipitado blanco. El precipitado se separa mediante filtracién y se lava con agua y posteriormente
con acetona. Para cristalizarlo, el precipitado se disuelve en agua acidulada con H2804 y se deja evaporando la
disolucion lentamente hasta la aparicion de cristales.
Puede reducirse el tiempo de obtencidn (2hrs) aumentando la acidez (1M) y la temperatura {80°C).
2.1.3.2. Obtencion de ias sales clorhidrato.
A un equivalente de sulfato de STP (o STD) disuelto en agua, se le agrega tres equivalentes de BaCl,. El
correspondiente precipitado blanco de BaSOj se filtra y la disolucion es evaporada lentamente.
2,1.3.3. Método general de preparacion de los compuestos con sulfato de estreptomicina.
Los compuestos fueron preparados usando tres equivalentes de la sal metalica y uno del sulfato de STP. Los
compuestos son formados independientemente de la refacién empleada de sulfato de STP - sat metalica (1:1,
1:3, 1:5). La mezcla fue suspendida en metanol (50mL), y mantenida a reflujo durante 48 hrs. Ei sulfato de STP
que no reacciona es filtrado y la disolucion evaporada a sequedad. El solido obtenido es lavado con una mezela
de etanol - acetalo de etilo {3:1) para eliminar la sal metalica. Por (ltimo, el compuesto insoluble se separa por
filtracién y se seca a vacio.
21.3.4. Método general de preparacién de compuestos con clorhidrato de estreptomicina y estreptidina.
Estos compuestos se preparan usando un equivalente de la sal metalica y uno del clorhidrato de STP (0 STD).
Los compuestos son formados independientemente de la relacion empteada de clorhidrato de STP (0 STD) - sal
metalica (1:1, 1:2, 2:1). La mezcla se disuelve en agua (0 metanol), y es evaporada hasta sequedad. E! sélido
obtenido es favado con una mezcla de etanol - acetato de etilo (3:1), filtrado y secado a vacio. Para solidificar
completamente los compuestos, se lavan varias veces con acetona.

NOTA: Todos los compuestos se deben mantener en un desecador ya que son higroscépicos. En algunos casos,
se mantienen en la estufa (75°C) hasta que sequen.

2. 4. Analisis elementales.

En la tabla 1 se presentan los analisis elementales (a.e.) del maltol, fa D-glucosamina y {a guanidina empleadas .
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En la tabla 2, se muestran los a.e. de las diferentes marcas de estreptomicina usadas comdnmente en México.
Ya que la formula minima para el sulfato de estreptomicina es CazHasN1403S3 y el compuesto es higroscopico,
es necesario considerar moléculas de agua para ajustar los porcentajes experimentales. EI nimero de moléculas
de agua son presentados también en |a tabla 3. Adicionalmente, se observe que al mantener a la estreptomicina
a temperatura ambiente en contacto con el aire, el farmaco muestra un nivel de saturacion de diez moléculas de
agua (tabla 4), lo cual es importante considerar al momento de hacer un analisis cuantitativo del aminoglicsido.
Por Ultimo, se muestran los a.e. del cloruro de estreptomicina (tablas 5 y 6), y del suifato y el cloruro de

estreptidina (tabla 7).

Tabla 1. Andlisis elementales.

Compuesto %C %H %N %0 %S
Maltol CsHs03 5714 | 480 | - 3806 | -
Sigma 5940 | 5.0 0.0 — 0.0
D-Glucosamina CgHi3NOsHCH 3342 | 6.54 650 | 3710 | -
Aldrich 33.35 | 6.53 6.43 0.0
Guanidina CHsNa-HCI 1257 | 633 | 4399 | -
Sigma 1250 | 6.36 | 43.61 0.0
Tabla 2. Andlisis elementales.
Compuesto %C %H %N %0 %S
Sulfato de estreptomicina
(C21H3N7012)2(H2804); 34.61 5.81 13.46 | 39.54 6.60
Lakeside 3269 | 6.30 1271 | —m 6.296
Pisa 32.71 6.30 12.57 — 6.291
Sigma 31.79 6.41 12.28 6.519
Tabla 3. Andlisis elementales.
Experimental / Calcuado Ajuste
Sulfato de %C %H %N %S n H:0

STP

Lakeside | 32.69 | 32.60 | 6.30 6.12 | 1271 { 1267 | 6.29 6.21 5
Pisa 3271 1 3222 | 6.30 618 | 1257 [ 1252 | 6.29 6.14
Sigma | 31.79 | 31.50 | 6.41 629 | 1228 | 1224 | 652 6.00 8

(=2

Tabla 4. Analisis elementales.

Compuesto %C %H %N %0 %S

Sulfato de estreptomicina decahidratado
(C21H39N7012)2(H2804)3(H20)10 30.81 6.40 11.97 | 44.94 5.87
Lakeside 30.54 8.94 11.88
Pisa 30.82 6.43 12.28 —
Sigma 30.35 6.79 1146 | - | .




Tabla 5. Andlisis elementales.

Compuesto %C %H %N %0 %S
Clorure de estreptomicina

(C21H3sN7042){HCI)s 36.50 | 6.13 1418 | 27.79 | —-
“‘De STP Lakeside" 31.72 6.31 12.33 0.0
‘De STP Pisa" 32.21 6.38 12.91 0.0

“De STP Sigma” 33.57 6.97 1293 | - 0.0

Tabla 6. Analisis elementales.
Compuesto %C %H %N %0 %S
Cloruro de estreptomicina hexahidratado

{Ca1H35N7012)(HCH)3(H20)s 3157 | 6.81 12.27 | 36.04 0.0
‘De STP Lakeside" 31.52 6.78 12.18 o 0.0
“‘De STP Pisa” 31.75 6.79 12.28 — 0.0

‘De STP Sigma” 31.35 | 643 11.86 — 0.0

Tabla 7. Anélisis elementales.
Sulfato de estreptidina

CsH18Ns04H2804H.0 2540 | 586 | 2221 | 3806 | 8.47
‘De STP Lakeside” 25.50 5.81 2171 | e 8.04
‘De STP Pisa” 25.89 6.05 22.00 — 8.65

“De STP Sigma” 25.60 6.86 21.37 9.37

Cloruro de estreptidina

CsH1aNsO4(HCI)2(H20) 27.20 | 6.28 23.79 | 22.65 0.0
“‘De STP sigma” 2782 | 7.03 23.53 o 0.0

2,1.5. Método para la trimetilsililacion de amino-azucares.

El procedimiento consiste en neutrafizar 1 mg de muestra con HCI, liofilizarla y adicionarle 0.2 mL de
Bis(trimetilsilil)acetamida (BSA)/ Trimetilclorosilano (TMCS}/ piridina (100:1:400, viviv), y calentarla por6hrsa7s

°C, en un contenedor de vidrio cerrado (fig. 6). Se procura mantener en frio el medio de reaccion hasta

analizarlos por GC y EM, pues los compuestos que se forman son suelen ser inestables.

CH,OH CH,OTMS
Q BSA/TMCS Q
OH OH ~ (OTMS\e.0TMS
5 piridina
OTMS
NH, NHTMS

Figura 5. Obtencién de derivados trimetilsililados de aminoazucares,

10
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2.2. Parte teorica.

E! procedimiento para obtener los datos de cada una de las moléculas consta de varias etapas. La geometria
inicial de cada estructura se obtuvo por mecanica molecular MM2 a partir del programa Chem 3D Pro 3.2 (el cual
se manejo en una PC Pentium a 100MHz). Posteriormente, se procedié a tomar los coordenadas geometricas
para introducirlas al método semiempirico PM3, y obtener la optimizacion total de cada molécula {usando los
parametros de “default”). El PM3 empleado es del programa Spartan 4.0 instalado en una Silicon Graphics
Workstation Personal Indigo, al cual también se tuvo acceso a través de una PC Gateway 486/33C como
emulador de terminal. Por (ltimo, se recopilaron y analizaron los datos teéricos obtenidos.
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ITIL. RESULTADOS Y DISCUSION

Con et fin de investigar y entender ef comportamiento de la estreptomicina frente a iones metalicos ¥ proponer su
probable accion toxica, es necesario estudiar las caracteristicas fisicas, quimicas y espectroscopicas que nos
ayuden a evaluar dicha interaccién. Por tanto, no tan sélo se caracterizé a la estreptomicina, sino también a su
derivado, la estreptidina, la cual es de interés por los grupos guanidinos que presenta, y que son caracteristicos
de la estreptomicina dentro de los aminoglicsidos. La caracterizacion se llevd a cabo en estado sdlido y en
diselucion, puesto que es importante considerar el aspecto hidrofobico de las moléculas a nivel biologico. Debido
a las reacciones de hidrélisis que puede presentar la estreptomicina, fue conveniente considerar adicionalmente
sus otros productos de hidrélisis en disolucion (maltol, derivado de la estreptosa, y glucosamina), asi como a la

guanidina {analogo de la estreptidina) con el proposito de descartar posibles interferencias en los experimentos
realizados.

3.1. ESTUDIO EXPERIMENTAL ACERCA DE LA ESTREPTOMICINA Y LA ESTREPTIDINA.

3.1.1. Espectroscopia de infrarrojo.

Las vibraciones de los diferentes grupos presentes en la molécula de estreptomicina y estreptidina aparecen en

frecuencias muy cercanas (fig. 6 y 7). Sin embargo, es posible asignar algunas de las sefiales caracteristicas de
estos compuestos:

- Una banda intensa en el intervalo de 3500-3100 cm-! es debida a las vibraciones v (N-H--N)s: (3400cm-"} y vs

{N-H)st (3200-3100cm-*) del grupo guanidino, asi como a las vibraciones Vs (O-H)st (3500-3250 cm) y vs (C-H)g,
(3000-2800 cn1) 20,

- En la regién de 1680-1630 se define una banda infensa que corresponde a la vibracion vs (C=N)g del grupo
guanidino, Esta sefial se desdobla para las sales sulfato 2,

- Las sefiales intensas en 1042 cm! en estreptomicina y 1005 cm-! en estreptidina son debidas a la vibracion vs
{N-C-N)s:. En la regién de 800 a 450 cm-! se observa una banda ancha de baja intensidad correspondiente a la
vibracién & (N-H) 20,

- En el caso de las sales sulfato, se observa una banda intensa alrededor de 1114 cm-t debida a la vibracion
vas(S=0}st del SO42- idnico 20,

En |a tabla 8 se muestran las bandas de IR .



Tabla 8. Principales vibraciones en el IR (en cm) de las sales STP y STD.

Compuesto v (N-H-N)st, vs (N-H)st | vs (C=N)sr | vs (N-C-N)st | & (N-H) [ ves (S=O)sy
Vs (O-H)Sl
(STP),(H,S0,), 3378, 3200 1674 , 1636 1054 589 1114
(STP)(HCY), 3376, 3198 1668 1042 562
(STD)(H,S0O,) 3345, 3212 1660 , 1636 1005 584 1113
(STD)(HCI), 3342, 3192 1667 1005 560 |
Guanidina.HCI 3402, 3150 1640 1010 516

Enlas figura 6 y 7, se muestran los espectros de las sales de estreptomicina y estreptidina.

100

80

%T

40 — (8TR),(H,80,), 3

=weeeee STRHCI),

20 -

0 . o, . . , . .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cmrl

Figura 6. Sales de STP.
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Figura 7. Sales de STD.

3.1.2. Analisis por RMN.

Se llevd a cabo un andlisis por RMN de *3C en disolucién acuosa de las tres diferentes presentaciones de suffato
de STP comercial. Los espectros presentan las mismas sefiales y desplazamientos (tabla 9 y fig. 8) que estan
informados en la literatura 621,

Adicionalmente se estudiaron los espectros de RMN de '3C en disolucion del cloruro de STP, el sulfato de STD y
el cloruro de STD.

3.1.2.1. RMN de *3C de la estreptomicina (STP).

De acuerdo al trabajo de RMN de 3C y 15N realizado por Hull et. al.2! se demostro que el aldehido del sulfato de
STP no esta presente en disolucion acuosa, sino que forma un hidrato estabilizade por el grupo hidroxilo en el C-
3' de la L-estreptosa (tabla 9), asf mismo, se establece que los grupos metilamina y guanidinos de la STP se
encuentran protonados.

El espectro RMN del cloruro de STP no cambia significativamente con respecto al del sulfato de STP {tabla 9 y
fig. 8), esto nos sugiere que la conformacion en disolucion de la STP se mantiene independientemente de!
contraion. Por otra parte, tal como se informa en Ia literatura, no se observa la sefial del grupo aldehido (que
deberia aparecer alrededor de 200 ppm), y si una sefial a 89.1 ppm comespondiente al grupo -CH(OH),. Otra

observacién importante es que los desplazamientos para los carbonos C-7 y C-8 de los grupos guanidinos son
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ligeramente diferentes entre si en ambas sales de STP, esto indica que uno de los grupos guanidinos
interacciona mas con € resto de la molécula.
Otro aspecto adicional que se estudio fue la RMN de 3C en sélido del sulfato de STP (fig. 9). Como se puede
observar, el espectro es de menor resolucion que los realizados en disolucion. Sin embargo, aun cuando hay
sobreposicion de sefiales (bandas anchas por tiempos de relajacion largos) es posible ver que son semejantes a
las enconlradas en disolucion, pero desplazadas a bajo campo (por 4.6 ppm). Las sefiales que se pueden
comparar con claridad son las correspondientes a los grupos guanidinos a 162.22 ppm {a 157.62 ppm en
disolucion), la det C-5' del grupo metilo de la estreptosa a 16.80 ppm (a 12.17 ppm en disolucion), la del C-1' de
la estreptosa a 109.49 ppm (a 105.69 ppm) y la del C-7" del grupo metilo de la glucosamina a 37.12 ppm (a
31.75 ppm en disolucion). En el espectro en solido no aparece la sefial del aldehido (200 ppm), debido a que
este grupo se hidrata facitmente af contacto con la humedad del ambiente.

Tabla 9, Estructura, asignacién y desplazamientos en RMN de 13C para STP en disolucion (D20}.

Estructura de la STP en disolucién (STP),(H,S0O,); (STP)(HCI),
3(ppm) 8(ppm)
1 58.467 1 58.482
2 70.273 2 70.667
3 57.782 3 57.970
4 77.666 4 77.469
5 72.956 5 72979
6 71.167 6 71.228
7 157.859 7 157.911
8 157.382 8 157.456
1" 105.689 1'105.522
2' 84135 2 84.379
J 81.929 3 81.987
4 77159 4' 77229
5 12170 5 12170
6' 89.144 6' 89.177
1" 94,092 1" 94.242
2" 60.972 2" 61.124
3" 69.080 3" 69.264
4" 68.902 4" 68.956
" 72.568 5" 72.698
6" 60.077 6" 60.229

™ 31.756 7" 31.869
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Figura 8. Espectros de RMN de 13C para las sales de STP en disolucion (D20).
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Figura 9. Espectros de RMN de 3C para {STP),(H,S0,), en sélido.

3.1.2.2, RMN de 3C de 1a estreptidina (STD).

Por otro lado, por el nimero de sefales y desplazamientos de los espectros de RMN de 13C en disolucién de las
sales de STD (tabla 10 y fig. 10), se deduce que la molécuia de STD es simétrica estructuralmente, en particular
los grupos guanidinos. En e! estudio también se contemplo la RMN de 13C en sélido del cloruro de STD (fig. 11).
En solido se observa la sobreposicion de las sefiales de los carbonos C-7 y C-8 de los grupos guanidinos a
161.79 ppm, de los carbonos C-2, C-4, C-5 y C-6 en una sefial tinica a 75 ppm y de los carbonos C-1y C3 en
una sefal a 62.10 ppm, siendo todas equivalentes a las encontradas en disolucién.

Tabla 10. Estructura, asignacién y desplazamientos en RMN de 13 para STD en disolucién (D20).

(STD)(H,S0,) (STD)HCI),
5(ppm) 5(ppm)
1,3 58.80 1,3 58.80
2 7074 2 7068
5 7.4 5 7131
4,6 7453 4,6 74.56

7,8 158.09 7,8 157.96
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Figura 10, Espectros de RMN de 13C para las sales de STD en disolucién (D;0).
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Figura 11. Espectro de RMN de 13C para (STD)(HCH), en sélido.

3.1.3. Estudio por difraccion de rayos-X del sulfato de estreptidina, (STD)(H2504){H20).

Del sulfato de estreptomicina se obtuvé e! sulfato de estreptidina por hidrdlisis, el cual fue posible cristalizar. En
un trabajo previo® se estudio esta molécula, sin embargo, se llevé a cabo la difraccion de rayos-X de monocristal
ya que resultd interesante realizar un analisis méas detallado para conocer la naturaleza elecirénica de los grupos
sulfato cuando interactuan con los grupos guanidinos, asi como, comparar los resultados experimentales con los
del estudio tedrico que se contemplaba realizar. La informacion cristalografica basica se resume en el apéndice 1.
Se observa que en estado solido (fig. 12) la STD adopta una conformacion de silla con los sustituyentes en
posiciones ecuatoriales (como el scilo-inositol), y que los grupos guanidinos son planares. En disolucién la STD
de la STP muestra esta misma conformacion.

Las distancias interatémicas entre los atomos de N, H y O de ta STD, con los atomos de oxigeno del sulfato y del
agua de hidratacion (tabla 11 y fig. 13), denotan la existencia de interacciones por puente de hidrégeno que
estabilizan a la molécula. El ion sulfato esta estabilizado por diez puentes de hidrégeno, esencialmente con Ia
molécula de agua y los grupos guanidinos, existiendo una mayor interaccion con el N-8 (4 puentes de
hidrogeno). Esto explica fa diferencia en distancias de enlace C-N (tabla 1) que se esperaria que fueran

similares, su alta insolubilidad y el que se favorezca la protonacion de los nitrégenos de los grupos guanidinos, lo
cual los hace menos disponibles para la coordinacion.
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Figura 12. Estructura del (STD)(H2804)(H0) por difraccién de rayos-X.
Tabla 11. Distancias interatomicas (A) dentro del empaquetamiento para el (STD){H2504)(H:0).

N(1}-0(2a)  3.485 N@©)-0(2)  2.988
N(1)}-O(da)  3.259 N(9)-O(3a)  3.144
N(1)-S(1a)  3.766 N(10)-0(6)  2.908
N(7)}O(3a)  3.334 N(10)-0(3a)  3.334
N(8)}-O(1a)  3.003 H(2}-O0(1b)  2.805
N(8)}-O(da)  2.945 O(2)-H(1c)  2.805
N(8)}-S(1a)  3.717 0(4)0(6)  2.892
N(8)-S(1b)  3.825 O{@)}-0(1b)  2.785
N(3)}O{da)  2.965 0(5-0(1b) 2778
N(3)}-S(1b)  3.665 O(5}-0(2a)  3.186

O(1b)-O(3a)  2.780 O(5)-S(1c)  3.540



Wiae)

Figura 13, Interacciones intermoleculares de la (STD)(H2504)(H20).
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Tabla 12. Distancias de enlace (A) entre dtomos de carbono y nitrégeno de los grupos guanidinos.

C(1:-N(1)  1.451(7) C(N(3)  1.451(7)
COMN()  1.337() COMNG3)  1.323(7)
C(T-NT)  1.302(8) CEOMNE)  1.322(8)
C(T-N(@8)  1.343(8) COMN(10)  1.331(8)

Los grupos guanidinos presentan un entorno diferente entre si, esto resuita de la mayor interaccion por puentes
de hidrégeno en tomo a uno con relacién al otro dentro del empaquetamiento. Por lo tanto, al no presentar ef
mismo entorno quimico, esto se ve reflejado en el espectro de IR al desdoblarse la banda de la vibracion vs
(C=N)s en las sales sulfato (ver tabla 8).

3.1.4. Anlisis de los espectros electronicos de absorcion en la regién UV-vis,

El espectro electrénico de absorcion de una molécula en el UV-vis puede proveer informacion importante acerca
del entorno quimico del croméforo en estudio, por consiguients, el interés de emplear esta técnica fue el de
observar si tas bandas atribuidas a las transiciones electronicas de los compuestos empleados se modificaban al
cambiar el contraion, tanto en sélido como en disolucion. Por lo tanto, se compararon los espectros electronicos
de absorcion de cada una de las sales de STP y STD (fig. 14), por la técnica de reflectancia difusa, para poder
estudiar las interacciones en solido de los contraiones con los grupos guanidinos. Se puede observar que los
espectros son totalmente diferentes, pues las sales cloruro absorben en el intervalo estudiado, y las sales sulfato
no presentan absorcién alguna. La absorcion en aproximadamente 27500 cm-! (365 nm), es caracteristica del

grupo guanidino correspondiente a una transicién t—nx* 20,

—— STD(HC),
------ STP(HCI),

e STD(H,SO,) w
o (STP)(H,SO),

" 1 3 ! N 1 . 1 . L N 1 . 1
viem-} 32000 28000 24000 20000 16000 12000 8000 4000
A {nm) 312 357 418 500 625 833 1260 2500

Figura 14. Espectros de reflectancia difusa de las sales de STP y STD.
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Por el contrario, en estas moléculas el croméforo (el grupo guanidino), es muy sensible al contraion empleado. Al
usar el sulfato como contraidn de la estreptomicina y de la estreptidina, éste actia como un grupo auxocromo,
que favorece las transiciones electrénicas de n-—»n*, las cuales son de mucho menor absortividad (10 a 100
L/(em-mal)) con respecto a fas transiciones n—»n* (1000 a 15 000 L/{cm-mol)). De tal manera, se observa un
decremento de la absorcion del guanidino, por el efecto hipocromico de! sulfato 22.23,
Se puede observar, de los espectros de absorcién de UV-vis en disolucion acuosa de las sales de estreptomicina
y estreptidina {fig. 15 y 16), que independientemente de! contraién, las bandas a 190nm no cambian. Sin
embargo, la absorcion de las sales sulfato es ligeramente menor que fa de las sales cloruro a la misma
concentracion. De tal manera, se tiene que la interaccién del contraién con los grupos guanidinos de la STP y de
la STD se debilita por la solvatacion. Por otro lado, se tiene que la ley de Lambert-Beer se cumple de 40 a 80uM
para ef cloruro de STP y las sales de STD, y de 20 a 40uM para el sulfato de STP.

30 -

2ot . com (STP)(HzSO4)s

20F™, ..\

-]
247
3 ¥
1 1 L 1 J

0.5 b :
190 185 200 208 210 215 20 25
A {nm)

25} \.

NN + 120uM
“L \ + 100uM

20uM
10uM

(STP)(HCl)s

05 L L N t L £ I |
180 185 20 205 210 25 20 225

A {nm}

Figura 15, Espectros de UV-vis de sales de STP.
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Figura 16, Espectros de UV-vis de sales de STD.

3.1.5. Estudio fluorométrico.

Conforme 2 la literatura, para determinar la STP se emplearon variantes al método fluorométrico disefiado por
Faure, F. et. al. 24, en el cual a una A de excitacion de 366 nm, el antibistico presenta una banda de fluorescencia
con maximo a una A de emision de 445 nm. En estudios farmacolégicos que se han realizado in vivo con
roedores, se ha observado que las células del oido interno flucrescen 25, por lo tanto, para demostrar si la
fluorescencia que se observa en los estudios in vivo es debida al antibidtico, se realizd un anélisis por
fluorescencia del (STP)2(H2S04)3 a diferentes concentraciones y medios acuosos. Las disoluciones empleadas
en este trabajo fueron NaCl ai 0.85%, a pH=7.0; amortiguador de fosfatos (PBS) 0.1M, a pH=7.4; amortiguador
de cacodilato de sodio (SCB) 0.1M, a pH=7.4; y paraformaldehido al 4%, en SCB 0.1M, a pH=7.3. Estas cuatro
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disoluciones son usadas para la fijacién in vivo de los tejidos que son estudiados mediante microscopia de
fluorescencia,
El andlisis de las diferentes disoluciones se siguié por fluorescencia en un intervalo de 350 a 750 nm, a una % de
excitacion de 366 nm. La linea basal fue establecida con las disoluciones iniciales sin STP. Subsecuentements,
los espectros fueron registrados adicionando (STP)x(Hz2SO4)s a la disolucion original hasta registrar la
concentracién final de 30, 60, y 80 uM (concentracién que se alcanza teéricamente en el oido interno). Cada
espectro de fluorescencia realizado no se modificé por fa adicién de STP, independientemente de la
concentracion trabajada o la presentacion comercial. Adicionalments, se trabajé con una longitud de excitacion de
488 nm (la cual es usada en microscopia de fluorescencia), observandose los mismos resultados. Uno de los
espectros se muestra en la figura 17. De estos resultados se puede concluir que e) antibistico por si mismo, a
estas concentraciones, no fluoresce, a diferencia de los estudios reportados por Faure.

1000
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Figura 17. (STP):(H;S04); en disolucién amortiguadora de fosfatos a pH=7.4

Para descartar cualquier abatimiento de la fluorescencia por concentracién, se realizaron cormidas de
(STP)2(H2S04)s a concentraciones de 10-3 hasta 109 M (fig. 18). Puesto que se obsarva un aumento de sefial al
aumentar la concentracion, se procedioé emplear las sales de cloruro y sulfato de STP y STD a diferentes
concentraciones (100uM, 1mM, y 10mM (fig 19)), encontrandose que las sales cloruro son las que presentan
mayor fluorescencia. El hecho de que la estreptomicina y la estreptidina fluorescan menos cuando estan

presentes los iones sulfato, es debido a que el sulfato adiciona una transicién de baja energia n—n* a las
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moléculas de STP y STD, abatiéndose la fluorescencia al promoverse el cruzamiento de intersistemas,

disipandose a energia como fosforescencia 23.26,

2000

1

1500

1000

500

Fluorescencia (c.p.s.)
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Figura 18. Fluorescencia de (STP),(H;SO4); en agua a 25°C (pH=7).
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Figura 19. Fluorescencla de sales de STP y STD a 10mM en agua a 25°C (pH=7).
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En la figura 20, se muestran los espectros de flucrescencia de las sales de STD en medio basico y 4cido. Se
trabaj6 sblo con la STD ya que la STP se hidroliza en estos medios. Es interesante ver como se ven afectados
los grupos guanidinos por el pH. Se observa que en un medio basico se abate la fiuorescencia y se desplazan las
sefiales a 445nm y 470 nm para (STD)(H2S04) y (STD)HCl)s respectivamente, esto puede atribuirse a la
solvatacion sufrida por el estado excitado (denotada por el desplazamiento solvatocromico) que favorece el
cruzamiento de intersistemas 2326,

70000

e STD(HC), / H,0
...... STD(HCY), / NaOH 1N
--------- STD(HCI), / H,S0O, 1N

60000
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—— STD(H,S0,) / H,S0, 1N

30000 |
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amisién

Figura 20. Fluorescencia de sales de STD 10m M en diferentes medios.
De tal manera, de acuerdo a este anlisis espectrofotométrico en UV-vis y fluorescencia, de la estreptomicina y
estreptidina, en sélido y en disolucion, se observa que los grupos guanidinos en ambas moléculas, presentan un
efecto hipocrémico en solido y un abatimiento de fluorescencia en disolucién, cuando el ion sulfato es usado como
contraion. Lo anterior indica que los grupos guanidinos de estas moléculas son sensibles a la interaccion idnica en

torno a ellos, implicando esto la posibilidad de aumentar o disminuir a respuesta espectroscopica al modificar su
ambiente quimico.

3.2. ESTUDIO TEORICO ACERCA DE LA ESTREPTOMICINA Y LA ESTREPTIDINA.
Debido a que los calculos quimico-tedricos permiten realizar analisis conformacionales y de distribucion

electronica (apéndice II), son una herramienta importante de apoyo para poder explicar aigunos fendmenos que
se observan experimentalmente.
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Por consiguiente, se empled el método de mecanica molecular MM227 (contenido en el programa Chem 3D
Pro?) para la obtener la geometria inicial y el método semiempirico PM328 (del programa Spartan3) para obtener
la optimizacién de las moléculas y los datos teéricos correspondientes, con el propésito de conocer la
estereoquimica de la STP y fa STD, y su comportamiento en disolucién, analizando en particular las
caracteristicas de los grupos guanidinos.

Por los valores extraidos del método PM3 se tiene que la STP con aldehido es menos estable que la STP con -
CH(OH), esto se deduce ya que fa adicién de una molécula de agua {AHr = -53.42 Kcal/mol, pe = 1.73 Debye)
por si misma aumenta la estabilidad de la molécula de STP, es decir, si sumamos el AH; del agua y el AH de la
STP con el aldehido, obtenemos aproximadamente el valor de -512 kcal/mol correspondiente a la STP con -
CH(OH)z. Por otro lado, si se quiere conocer cual es Ia més estable en medio acuoso es necesario considerarlas
en un medio tal. El método semiempirico PM3 de Spartan, nos permite simular a la STP rodeada de moléculas
de agua. De los valores se puede ver que en medio acuoso la STP conR = -CH{CHY)2 (AHs= -707.816 Kcal/mol)
es mucho mas estable que la STP con R = -CHO (AH = -584.16Kcal/mot), ya que se incrementan los puentes

de hidrogeno entre las moléculas de agua y el grupo aldehido. Los valores considerados en este analisis se
muestran en la figura 21.

NH, R =-CHO
HoN “<N AH; = -459.62 Kcalimo! / -584.16
NH OH te = 1.051 Debye / 9.385
/k\ HO
H,N y OH -
o)
R R = -CH(OH);
AHi=-512.145 Kcal/mol / -707.816
O 5 OH
= 5,086 Debye / 5.589
HO O CH3 He y
HO NPQ
HO CH, R =-CHNOH rayos-X

AHt = -416.03 Kcal/mol
e = 3.745 Debye

Figura 16. Valores tedricos por PM3 para STP {aislado/en agua),

Por otro lado, se analiz6 la estructura de la estreptomicina vertida por mecanica molecular y por el método
semiempirico PM3 (fig. 22). La conformacion mas estable por ambos métodos muestra que la molécula se

“enrolla” manteniendo un grupo guanidino hacia adentro (interno) y el otro hacia afuera (externo, ef opuesto al
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enlace glucosidico, con el C7). La conformacion de la estructura tedrica (aisiada y en medio acuoso) es muy
semejante a la de la estructura obtenida por Neidle ef. al. 3 por rayos-X (con R=-CHNOH), esto nos indica que
independientemente de las interacciones intermoleculares en estado sélido, la conformacion en disolucién se
mantiene por las interacciones intramoleculares por puente de hidrogeno de fa propia STP. El valor de p.=9.385

(para la STP con el grupo aldehido) es debido a que, en este caso, e! grupo aldehido es el sitio nucleofilico de la
STP, que al solvatarse favorece la polarizacién en tomo a él.

Figura 22. Estructura calculada por mecanica molecular de la STP y estructura por difraccion de rayos-X
del selenato de estreptomicina oxima, (C21H«NsO12)2(H2Se04)s(H20)s *'.

Asi mismo, el método PM3 nos permite evaluar los valores de energia de los arbitales frontera, los cuales {como
se menciona en el apéndice II) se pueden considerar como los sitios nucleofilico (HOMO)} y electrdlfilico (LUMO)
de la molécula. En la figura 23 se presentan las gréficas de HOMO y LUMO para la STP con el grupo aldehido.
Las contribuciones atémicas més significativas al HOMO estan dadas por el grupo guanidino externo, mientras
que las contribuciones atémicas mas significativas al LUMO estan dadas por el grupo aldehido. Lo anterior

plantea que el grupo guanidino extemo es electrénicamente diferente al intemo dadas las caracteristicas de su
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entorno quimico, como se observa por RMN de *3C. Por otra parte, el grupo aldehido es el centro electrofilico de

la molécula, por lo cual es de esperarse que Ia adicion de una molécula de agua sea factible en este sitio.
HOMO

Figura 23. Estructura y representacion gréfica de los orbitales frontera
de la estreptomicina como molécula aislada.

Cuando el grupo aldehido de la estreptosa es sustituido por el grupo -CH(OH)2 en la STP, las principales
contribuciones al HOMO y al LUMO recaen sobre el grupo guanidino externo, es decir, se convierte en el sitio
mas reactivo de la molécula. Otro aspecto significativo es que las contribuciones atomicas a los orbitales
moleculares mas intemos (HOMO-1 y HOMO-2) y més externos (LUMO+1 y LUMO+2) siguen localizadas en el
grupo guanidino extemo. Sin embargo, el LUMO+3 se ubica sobre los enlace glucosidicos lo cual explica por qué
se requieren condiciones tan drasticas para romperios.
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Con respecto a la STD, se realizd un estudio de sus cuatro tautémeros. De los datos se deduce que el mas
estable es el que tiene el doble enlace deslocalizado entre fos tres nitrogenos del grupo guanidino (fig. 24). Por

otro lado, se tiene que la estabilidad de las especies diprotonadas es la misma, independientemente del
tautbmero manejado (fig. 25).

NH NH
HO HN NH, HO N=— NH,
"o OH HO OH
HO NH HO NH,
N N==
H
NH, NH,
AHi=-137.91 Kealfmol / -211.44 AHi=-147.56 Kcal/mot / -219.57
pe = 4.515/ 5,454 He = 3.942 Debye / 4.217
NH NH,
HO HN-’-‘T'/:-\ HO N:f.‘:/"\
NH, NH,
HO HO
Ho OH NH o OH NH
’ T 2
AHi = -136.20 Kcal/mol AHt = -149.33 Kcal/mot / -222.41
He = 3.312 Debye / 3.571 He = 2.791 Debye / 3.000

Figura 24. Resultados de calculos teéricos en PM3 para los tautémeros de STD (aislado / agua).

N,
s
HO HN=7=""
*NH,
HO
OH
HO NH;
N==h +
Ho
NH,

AHr = 188.94 Kcal/mol, pe = 7.573 Debye
Figura 25. Resuitados de célculos tedricos en PM3 para STD diprotonada.
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Al comparar las distancias intermoleculares de los guanidinos calculadas por PM3 y las vertidas por difraccion de
rayos-X (fig 26, apéndice I), encontramos que difieren de manera significativa debido a que en sélido, por el

empaquetamiento, la STD presenta interacciones por puente de hidrégeno.

Por el método PM3 Por difraccién de rayos-X
N33 N
N=—= . HO HN :
147 NH, : NH;,
HO- HO . o
OH
: E¥ ' 13231 320
1.479 N/ 1433 1.451°N '
1.308 N\ 1.437 1.331
NH, NH,

Figura 26. Distancias interatémicas de la STD

E! hecho de que los dos guanidinos no sean equivalentes en sélido, fundamentaimente se debe a los puentes de
hidrdgeno que el ion sulfato tiene con las moléculas de STD a su alrededor. Debido a que las contribuciones
atémicas al HOMO y al LUMO (fig. 27) ocurren sobre guanidinos diferentes, se puede suponer que ésta debe ser
una razon adicional para que los dos guanidinos no sean electronicamente iguales, puesto que los sitios
nucleofilico y electrofilico se situan en lados contrarios de la molécula.

HOMO LUMO

Figura 27. Estructura y representacién grafica de los orbitales frontera
de la estreptidina como molécula de aislada.

Conforme a los planteamientos espectroscdpicos y estructurales establecidos en tornc a la STP, la estructura
sugerida para el sulfato de estreptomicina, (STP)2(H2504)z, se presenta en fa figura 28. La localizacién de los



33
grupos sulfato es por analogia con las estructuras de rayos-X del STD{H2SQ4) y del (STP)2(H2Se04)3(H20%. La
conformacion de la estreptomicina debe mantenerse tanto en solido como en disolucion, puesto que la

estereoquimica dada por rayos-X y por los calculos tedricos es equivalente.

r.\
H2N
R=-CHO
solido

R +NH2 HZN'_‘F(\
HzN NH,
HO R = -CH(OH),

HaC

O~
O

disolucién
o +/CH3 Hac\ +

N N
H
HO 2 H; OH
HO OH HO OH

Figura 28. Arreglo intermolecular propuesto para el (STP)2{H2S04)s

3.3. ESTUDIO POR ESPECTROSCOPIA UV, RMN Y CG DE LA REACCION DE HIDROLISIS DE
ESTREPTOMICINA.

En los experimentos fluorimétricos informados en la literatura se emplean medios alcalinos {con NaOH) al
momento de hacer las mediciones". Por consiguiente, otra serie de experimentos consistieron en realizar

seguimientos espectrales en UV-vis de la STP en medio acuoso alcalino, con el fin de investigar la estabilidad y
los posibles productos de hidrélisis de la STP (fig. 29).

NH
H,N
NH
NH, OH
OH
H;N
HN HO 2
N \( OH Hoaz
o - HN HO
Ho. .OH HO /H,0 NH
B
HO CH3
/ Estreptidina Mattol N-metil-a-L-glucosamina
o 0 OH
CH;
o) O I\{H
HO CH;
HO

Figura 29. Productos de la hidrélisis basica de la STP.
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Inicialmente, se realizé el analisis por UV-vis de la STP en medio basico. En esta parte, se pudo establecer que
la absorcién de fa STP en este medio se debe al maltol, pudiéndose llevar a cabo la determinacién de la STP en

concentraciones de pM, por la formacion de maltol (fig.30). Para descartar la participacion de una oxidacion en la

hidrélisis, se trabajo también en atmésfera inerte, observandose los mismos resultados.
(STP)2(H2804)3

A (nm)
Maltol
125, 27
1
1,00 < /.:"".\\
1T ——120,M 319
o5 1% l
A
0.50
0.25
0.00
25 250 275 300 325 350
A (nm)

Figura 30. Espectros de UV-vis para STP y maltol en NaOH 1N a 25°C por 48 hrs.
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Para la hidrolisis de la STP en medio 4cido son necesarias condiciones drasticas. De acuerdo a i fiteratura es
necesario mantenerla a calentamiento prolongado (48 hrs.) en medio muy 4cido (H2804 1N)'7. Con Ia ruptura de
uno de los enlaces glucosidicos se obtiene la STD, la cual debido al PH acido se disuelve, por consiguiente, el
espectro resultante es semejante al que se obtiene de las sales de STD.
Con el objeto de establecer si en las bandas de absorcion que se observan en el espectro de UV-vis, puede
haber una contribucion de los productos de hidrdlisis basica, se llevaron a cabo una serie de experimentos que
consistieron en hacer combinaciones entre éstos (fig. 31). Se empled medio basico, para simular las condiciones
de hidrélisis y poder favorecer las reacciones. Como se puede ver, las sefiales de maltol no se ven afectadas, lo
cual indica que el sistema croméforo no reacciona con la STD y 1a glucosamina, Sin embargo, las bandas del
maltol podrian estar enmascarando las posibles bandas resultantes de la reaccion de los otros productos. Por
consiguiente, se manejaron aparte la STD y la glucosamina (fig. 32). La mezcla de reaccion se toma amarilla con
desprendimiento de NH3, y muestra la aparicion de una banda a 225nm, el cambio en el espectro puede deberse
a la hidrdlisis del grupo guanidino a estreptamina o estreptourea (fig. 33), la cual se ve favorecida en presencia

del aziicar reductor {glucosamina en medio béasico)s2 33,

1.6 227
|
1.4 4 “-““ .
[ —— Maltol + D-Glucosamina
124iA)  eemee- Maltol + STD + D-Glucosamina
R Maltol + STD
et 319
08 -E .','.:./
A Y
06+
0.4
021
00
225

Figura 31. Combinaciones a 120pM en NaOH 1N a 25°C después de 48 hrs
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Figura 32. STD + D-Glucosamina en NaOH 1N a 25°C. después de 48 hrs
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Figura 33. Hidrélisis de STD,

Para discemir si estas reacciones se estan levando a cabo se realizé un seguimiento de las reacciones de
hidrélisis por resonancia magnética nuclear de *H y BC con el fin de caracterizar

la estructura de ios productos
de hidrdlisis en disolucion. Se detecta la obtencion de la estreptidina por medio de la hidrdlisis acida y la

36
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formacion del maltol; asi como ia degradacion de la estreptidina y la glucosamina en la hidrolisis basica. En e
espectro de RMN de **C del sulfato de STP en medio &cido (H2S04) (fig. 34), se detecta la ruptura del enlace
glucosidico o 1—»4 por la aparicion de dos sefiales, una a 74 ppm la cual corresponde a los carbonos C-4 y C-5
de |a estreptidina "libre®, y otra a 99 ppm, la cual corresponde al carbono 1' de Ia estreptosa. Trabajando en

otras condiciones, con 1.3g de sulfato de STP en 10mL de agua (a reflujo por 10min), fue posible la separacion
de uno de los componentes de la STP, la N-metil glucosamina (fig. 35 y tabla 13).
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Figura 35, Espectro de RMN de 13C de la N-metil glucosamina.
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Tabla 13. Estructura, asignacién y desplazamientos de RMN de 13C de N-metil glucosamina.

8(ppm)
88.41
61.87
70.82
70.47
72.51
61.18
32.06

N@wm b WN

En relacion a la hidrélisis de la STP en medio basico (NaOH 1N) se detecta desprendimiento de NHs, lo cual
indica la posible formacién de estreptourea. Se realizd el correspondiente estudio para la reaccion de hidrolisis
por RMN de *3C {fig. 36). E! espectro cambia considerablemente sobre todo a bajo campo, donde las sefiales de
los grupos guanidinos se desplazan. De acuerde al nimero de sefiales y su desplazamiento, uno de fos
preductos es el maltol y otro de ellos es un derivado de la estreptidina (tabla 14). Este derivado es la estreptidina
con un grupo guanidino oxidado a urea, como se puede ver por ef desplazamiento a campo bajo del C-8 (a
170.98 ppm). Los desplazamientos de las seftales del mattol pueden cambiar af variar el pH y el disolvente {tabla
15), ya que se afecta el sistema constituido por la doble ligadura conjugada al carbonito. El grupo de sefiales
poco intensas de 33 a 101 ppm, a 162 ppm y a 181 ppm deben corresponder a las formas anoméricas o y B de
un derivado de ta N-metil glucosamina.
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Figura 36, Espectro de RMN de 13C del sulfato de STP en medio basico.
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Tabla 14. Estructura, asignacién y desplazamientos en RMN de 13C para la hidrélisis de STP.

S(ppm}

152.43
151.16
179.80
112.56
154.13

14.67

o

O

I
BN

&{ppm)

1,3 6037
2 72.711
5 73.00
4,6 7549
7 158.98
8 170.98

Tabla 15. Desplazamientos en RMN de 3C para maltol en diferentes disolventes.

& (ppm) DMSO-d6

1 1489

O 2 1426

s A2 OH 3 1724
| l1 4 113.2
5 o) CH 5 1543
& 6 138

N oW BN -

CDCl3

149.5
143.4
173.2
113.3
154.2

14.3

[3, I - 7 R N R

6

D0

185.7
141.7
175.0
113.2
154.3

13.7

NaOH 0.1 N/D20

1 1549
2 1442
3 1763
4 1134
5 1543
6 140
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Por otro lado, para poder separar los distintos compuestos que se forman en la hidrolisis basica, se empled

cromatografia de gases acoplada a un espectrofotometro de masas. Se empled una técnica de trimetilsilisacion

de aminoazlcares 34 3 {fig. 1). Posteriormente se analiza por GC y EM {fig. 37). De acuerdo al cromatograma, se

contempla la formacién de varios productos.
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Figura 37, Cromatogramas de (STP)x(H2804); hidrolizada en medio basico.
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En todos los espectros estan presentes los iones a miz 45 (CH30*=CHy), m/z 73 (MesSi¥) y miz 147
(Me3Si0*SiMey), los cuales son caracteristicos de los derivados trimetilsililados de carbohidratos . En los dos
primeros espectros de masas (fig. 38), se muestra ia primer fraccién del hidrolizado de (STP)2(H2S04)3 y el
maltol que se uso como estandar (a las mismas condiciones). E! pico metaestable a m/z 183 corresponde al
derivado sililado del maltot (fig. 38), que es resultado de la pérdida de Me (M-15) de! grupo trimetilsilicio (TMS). E!
ion M-15 esta siempre presente en los derivados trimetilsililados, y puede ser usado junto con los iones M-90
(pérdida de TMSIOH), M-(15+90), y M-(15+2x90) para determinaciones de masa molecular y confirmacion del
valor del ion M+, sin embargo, no provee de informacion estructural 34,

Primera fraccion del hidrolizado de (STP)2(H2SO4)s sililada

104 iy k|
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-
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Figura 38. Espectros de masas asignados a maltol trimetilsililado.
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Figura 39. Formacion del ion de! pico base de! maltol.

Para las siguientes fracciones se propone ia formacion de dos subproductos, un derivado inositélico (de fa
estreptidina) y otro furantsico (de la glucosamina) (figs. 40 y 41). E! primer espectro (fig. 40) presenta un pico
intenso a m/z 435, el cual es caracteristico de derivados inositdlicos trimetilsililados %. Los espectros siguientes
(fig. 41) muestran los picos caracteristicos para derivados trimetilsililados de hexofuranosas, a m/z 204 (TMSO--
CH=CH-OTMS), m/z 217 (o equivalente} (TMSO-CH=CH-CH=0*TMS) y m/z 319 (o equivalente) (TMSO-CH=CH-

CH(TMSQ)-CH-QOTMS) 3. %, Estos Gltimos espectros (fig. 41) son semejantes debido a que son formas
anomericas (o y B) de una misma furanosa .
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Figura 40. Derivado inositélico.
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Figura 41. Derivado furanésico.
3.4. ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO DE LA ESTREPTOMICINA FRENTE A IONES METALICOS.

Para analizar la interaccion de la STP con algiin ion metalico de interés biolégico, el antibidtico se hizo reaccionar
con sales metalicas de Co(ll), Ni(tl), Cu(l}) y Ca(ll) en estequiometria 3:1 (M:L) en medio acuoso y metandlico, se
mantuvieron a reflujo por 48 horas. El estudio espectrofotométrico en disolucion con el sulfato de STP se realizd
por UV-vis y fluorescencia, empleando sales cloruro de Cofil), Ni(l), Cu(ll) y Ca(ll) en medio acuoso y
metanolico.

Cuando se emplea agua como disolvente, se favorece fa hidrolisis acida de la STP, dichas disoluciones

presentaron fluorescencia como consecuencia de dicha reaccin (fig. 42), ya que la STD se solubiliza gracias al
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medio acido. En metanol, la fluorescencia es mucho menor y en la mayoria de los casos nula, debido a que Ia
STP s6lo se suspende en MeCH.
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Figura 42, Espectros de fluorescencia de sulfato de STP (5 mM) con CuClz (30mM).

De la hidrdlisis del sulfato de STP con CuClz en medio acuoso, se logro la obtencion de un monocristal el cual,
por difraccion de rayos-X, resultd ser el sulfato de estreptidina. Dicha obtencion resulta ser una forma novedosa
y mas réapida para obtener sulfato de STD, pues el tiempo de reaccion es menor (dos horas). A continuacion se
describen los compuestos que se obtienen de la interaccion de la STP y STD con diferentes iones metalicos

En medio metandlico la estreptomicina no se hidrolizé en presencia de los iones metalicos. Se observé el
desplazamiento del ion sulfato, lo cual se verificd por la ausencia de azufre en el analisis elemental y por la
desaparicién de las bandas caracteristicas en IR medio del ion sulfato.

3. 4.1. Caracterizacion de los compuestos metalicos obtenidos con estreptomicina y estreptidina.

La sintesis de los compuestos con sulfato de STP se realizé como se describe en la parte experimental. La
obtencion de los compuestos con STD no resulté sencilla. Iniciaimente, se trabajo el sulfato de STD en MeOH, en
un sistema a reflujo, sin resultado alguno, alin cambiando el disolvente por agua y los tiempos de reaccién hasta
por 7 dias. Posteriormente, se traté de hacer reaccionar con Na2COs, NaOH y sales carbonato de Cu(li) y Ni(tl)
(con el fin de eliminar los sulfohidratos de los grupos guanidinos, que impiden la coordinacion) sin éxito alguno en
ninguna de las condiciones antes mencionadas. Por Ultimo, se trabajo con el cloruro de STD, obteniéndose los
compuestos correspondientes (tablas 16, 17 y 18) .



Tabla 16. Anilisis elementales de compuestos con (STP)z(H2S04)s

45

MeOH/A/TL /48 hr
(STP)2(H2S04)3 + MCl, > compuesto
Compuesto Experimental / Calcufado Color
%C %H %N %S
(STPNCoCls)(H20)r | 25.70/27.77 | 554/5.88 | 9.67/10.79 00700 azul rey
(STP){NICI2}{H2Ohs | 26.28/26.18 | 7.52/7.01 | 9.33/10.18 0.0/0.0 verde claro
(STP)(CuCl;}(H20)s | 29.88/30.67 | 6.33/6.24 | 11.38/ 11.90 00/0.0 | amarillo verdoso
(STP)(CaClz)(H20)e | 30.55/30.15 | 6.94/6.63 | 11.88/11.72| 00/0.0 crema claro
Tabla 17. Anélisis elementales de compuestos con (STP)(HCI);
MeOH ¢ H.0
(STP)(HCl)s + MCl; > compuesto
Compuesto Experimental / Calcufado Color
%C %H %N

(STP){CoCl4){H20)7 30.86/27.77 6.4715.88 11.34/10.79 azul rey

(STP){NiCl2)(H20)14 26.84/26.18 7.20/7.01 9.537/10.18 verde claro

(STP){CuCi2}{Hz0)s 30.30/ 30.61 6.30/6.24 10.99/11.90 | amarillo verdoso

(STP)(CaCl2)(H,0)s 30.52/ 30.45 6.95/6.63 11.78111.72 crema claro

Tabla 18. Anélisis elementales de compuestos con (STD)(H2804)
MeOH & H20 / a sequedad
(STD)(HCH2 + MCl; »  compuesto
Compuesto Experimental / Calcufado Color
%C %H %N

(STD){CoCls)(H20)2 20.88/19.32 5.58/4.46 16.82/ 16.91 verde oscuro

(STDYHNICI2)(H20)16 14.04114.16 6.20/7.43 11.18/12.39 | amarillo naranja

(STD){CuCl2){(H20) 19.29/19.08 460/ 6.01 15.85/16.70 | amarillo naranja

(STD)(CaClz)(H0)1 | 1642/ 16.84 5.9217.07 13.06/ 14.74 crema claro
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Para corroborar el nimero de molécuias de agua de hidratacion en los compuestos sintetizados, se realizaron los
correspondientes analisis termogravimétricos (fig. 43).
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Figura 43. Anélisis termogravimétricos.
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La técnica base para caracterizar los compuestos fue la reflectancia difusa (UV-Vis en sélido), la cual nos permite
determinar el ambiente electrénico del ion metélico En la tabla 19 se describen transiciones electrénicas e

intervalos en ef UV-vis®, comrespondientes para las diferentes geometrias entomo al ion metalico de los
compuestos sintetizados.

Tabla 19. Espectroscopla electrénica en la region de UV-Vis-IR.

lon metdlico]  Geometria Transicion A (nm) v {em)

Co?* tetraédrico Tr(Fye*Az(v2) | 1110-2000 9000-5000
T1(P)e—*Ax(v3) 540-740 18500-13500
Niz octaédrico Mage—3Azg(v1) 770-1420 13000-7000
T1ge—3Azg(v2) 500-910 20000-11000
Mig(P)e—Azg(vs) |  370-530 27000-19000
Cu® octaédrico Mage—2Ey 625-910 16000-11000

Los espectros de reflectancia difusa de los compuestos con cobaito son tipicos de complejos tetraédricos. Estos
compuestos presentan una banda de absorcién ancha centrada en 15000 ¢m-! y otra de menor intensidad en
6550 cm' que por sus caracteristicas (posicion y forma), son asignables a las transiciones electronicas
T{P)e—*Az(v3) ¥ *Ts(F)«*Az(v2) respectivamente, las cuales son propias de compuestos de cobalto(ll) con
geometria tetraédrica (fig. 44).

———De (STP),(H,S0)),
------ De STF’(HCI)3
.......... De STD(HC!)z

------
K

viem?) 32000 28000 24000 20000 16000 12000 8OO0 4000
afnm) 312 as? 416 500 625 833 1250 2500

Figura 44. Espectros de reflectancia difusa de compuestos con CoCl.
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En la figura 45 se muestra la comparacion de espectros con el proposito de mostrar graficamente que la seftal en
el UV es debida a la absorcién caracteristica n—=* del grupo guanidine (27500 cm-1) y las bandas en el visible
son correspondientes a las transiciones efectronicas *T1(F)«4A; (v,=15000 cm) ¥ TH{P)e4Az (v3=6550cm1)
del ion [CoClg)?,

- STP[CoClI 4]

...... [CoClI 4]2‘

.......... Guanidina[CoCl,] S

—— STR(HCI), {8 Y
——STP(CaCl,) :

K L L .': L L N | R | N - L L I
vicm} 32000 28000 24000 20000 16000 12000 8000 4000
A {nm) 312 357 416 500 625 833 1250 2500

Figura 45. Comparacién de espectros con respecto al STP[CoCly].

Dado que los espectros electronicos de los compuestos obtenidos con niquel resultaron ser similares, éstos de
discuten conjuntaments (fig. 46). Se pudo observar que el ion metalico presenta una geometria octaédrica dada
la posicion de las bandas (tabla 19). La region de 33000 a 19000 cm*, para los tres compuestos, muestra una
banda con un hombro en el intervalo de 2800 a 2600cm-' debida a la Ia transicién n-»>=* de los guanidinos. El
desplazamiento de las seitales indica que el entomno slectronico no es el mismo, pero es muy semejante en
cuanto a la geometria octaédrica.

Los espectros de los compuestos de cobre presentan dos bandas en el UV-Vis(fig. 47), una debida a la transicion
n—>7" de los guanidinos y ofra asignable a la transicién 2T 20¢—2E, para un compuesto de Cu(ll) hexacoordinado
con una geometria octaédrica distorsionada (tabla 1).
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.......... De (STP) ,(H,S0,),
De STP(HCH),
De STD(HCY),

v{cm1) 32000 28000 24000 20000 16000 12000 BODO 4000
A {rtm) 312 357 418 500 6256 833 1250 2500

Figura 46. Espectros de reflectancia difusa de compuestos con NICl..
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Figura 47. Espectros de reflectancia difusa de compuestos con CuCl.

En la figura 48, se muestra una comparacién entre los compuestos de STD, en los que se denota la transicién

n->n* de los guanidinos y ias transiciones d-d, independientes entre si. Estos compuestos presentan un
comportamiento espectral similar a los correspondientes compuestos con STP.
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—-—-—STD*CuCIz 8250
----- STD~'-NiCIz

24100 ....... STD+CoCI2

—-—STD+C:aCI2 121

00

..........
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e, i 1 i H " 1 M I3 M i 1 i ]
viem') 32000 28000 240 20000 16000 12000 8000 4000
A {(nm) 312 357 416 500 625 833 1250 2500

Figura 48. Espectros de reflectancia difusa de compuestos con STD.

Los espectros de UV-Vis en disolucién acuosa de todos estos compuestos, corresponden a los espectros
reportados para las sales metalicas empleadas en medio acuoso %,

Los compuestos obtenidos con STP y STD son altamente higroscdpicos, sin embargo, los compuestos con Co(ll)
son poco higroscdpicos, lo cual permitié medir sus momentos magnéticos (tabla 20). El valor informado para en
ion tetragdrico [CoCls> es de 4.59 MB. Por precipitacion de AgCl se cuantificé la presencia de los cuatro cloruros
para el compuesto® a partir de la sal sulfato.

Tabla 20. Momentos magnéticos de compuestos con CoCls.

Compuesto W{MB)
(STP)2(H2804)a 0.00
(STP){CoCls} * 4.61
(STP)(HCI)a 0.00
(STP)[CoCly] 4.61
(STD)(HCI); 0.00
(STD)[CoCly) 4.61

Los espectros de infrarrcjo medio de los compuestos obtenidos presentan los desplazamientos y las bandas
comespondientes al cloruro de STP. Por consiguiente, fue necesario analizarlos por IR lejano para observar el
tipo de interaccién entre el ion metalico con fa STP o los iones cloruro, Los espectros de IR lejano de los
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CONCLUSIONES

La estreptomicina presenta una conformacién helicoidal que se estabiliza por puentes de
hidrégeno intramoleculares, mostrando un grupo guanidino externo. La conformacion de |a
estreptomicina se mantiene independientemente si se encuentra en estado solido, en
disolucion o aislada.

Por medio de las diferentes técnicas espectroscdpicas se pudo observar que los grupos
guanidinos de la estreptomicina y de Ia estreptidina, no son electrénicamente
equivalentes. Esto se corrobord por medio de Ia estructura por difraccion de rayos-X del
sulfato de estreptidina y adicionalmente por los calculos tedricos correspondientes.

Los grupos guanidinos son los responsables de que la estreptomicina y la estreptidina a
concentraciones milimolares y micromolares, presenten fluorescencia, la cual se
incrementa en las sales clorhidrato. La fluorescencia observada depende de la naturaleza
del grupo electroatractor que se emplee como contraion.

Se pudo determinar que el maltol es un producto de la hidrolisis basica y que la
estreptidina y [a glucosa reaccionan para dar un derivado inositélico y otro furandsico,
respectivamente. En la hidrélisis acida del sulfato de estreptomicina se obtiene el sulfato
de estreptidina.

El ion sulfato puede ser desplazado por los iones metalicos de transicién y el ion calcio en
medio metandlico, ocupando los mismos sitios de interaccion, o pueden hidrolizar a la
estreptomicina en medio acuoso. Este es un resultado importante desde el punto de vista

bioldgico, ya que esta podria ser una forma de activacion para que el antibiético ejerza su
accion.
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PERSPECTIVAS.

Los resultados de este estudio sobre las diferentes sales de estreptomicina y de sus
componentes, puede proveer las bases para el entendimiento de su comportamiento
quimico-biolégico, ya que hasta el momento no se ha podido determinar si la accidn de la
estreptomicina, a nivel tisular, se debe al compuesto completo 0 a sus derivados de
hidrélisis.

Las propiedades fluorescentes observadas sugieren que la responsable de Ia
citofluorescencia podria ser la estreptidina aislada y no la estreptomicina, lo cual se
encuentra apoyado por un reciente estudio de la unién de estreptidina a un receptor
biolégico de tipo catiénico en el oido “.

Desde el punto de vista bioldgico, las observaciones en torno a los grupos guanidinos, son
de gran importancia, puesto que por un lado comprueban que la unién a un sitio catidnico
membranal, se efectia a través del grupo guanidino *, y por otro lado, la gran estabilidad
que presenta in vivo la estreptomicina, ya que los enlaces glucosidicos solo pueden
romperse por una glucosidasa de aita especificidad como se ha encontrado recientemente

en la investigacién que se esta realizando in vitro e in vivo, para contribuir a esclarecer la
accion de la estreptomicina.
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APENDICE L. Informacién cristalografica del (STD)(H2504)(Hz0).
Tabla A1, Datos cristalograficos del sulfato de estreptidina.

Férmula empirica

Masa Molecular

Color

Temperatura de medicién
Longitud de onda, A (MoKa)
Grupo espacial

Dimensiones de |a celda unitaria.

Volumen

Z, Densidad calculada
Coeficiente de absorcién

F(000)

Tamafio del cristal

Intervalo 6 para datos de coleccidn
Reflecciones colectadas / (inicas
Método de refinamiento

Datos / restricciones / parametros
Indices F finales [1>2a(1)]

Indice R (todos los datos)

CaH22Ns Qg S

378.38 g/imol

Amarillo claro

293(2) K

0.71073 A

Trigonal, P3(2)
a=9.1207(6) A o =90°
b=9.1297(6) A B =90°.
c=16.2706(18) A y=120°.
1174.48(17) A3

3, 1.605 mg/m3

0.268 mm-

600

0.3x0.3x0.5mm

2.58 2 29.98 grados

3078 1 2478 [R(int) = 0.0363]
Matriz completa de minimos cuadrados sobre F2
2478111220

R1=10.0679, Rw2 = 0.1820
R1=10.0874, Rwz = 0.1986
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Tabla A2. Coordenadas atémicas ( x 104) y parametros de desplazamiento (A2 x 109),

X y Z Uleq)

S(1)  3614(2) 21335(2) 10422(1)  31(1)
O(1A)  3642(9) 21872(9) 11271(4)  67(2)
O(2A) 3738(14) 22683(%)  9882(5)  93(3)
O(3A) 4790(12) 20877(15) 10247(7) 114(4)
O4A)  1950(10) 19870(8) 10253(4)  77(2)
O(1B)  6514(7) 15834(7) 9419(3)  47(1)
C{)  3091(6) 21332(7) 6473(3)  25(1)
N(1)  2007(5) 20326(6) 7144(3)  35(1)
Cl)  2309(7) 22250(7) 60M0(3)  27(1)
O2)  21%4(6) 23347(6) 6575(3)  37(1)
C(3)  3438(6) 23213(6) 5274(3)  24(1)
N@)  2721(6)  24009(6)  4839(3)  30(1)
C4)  3595(7) 21998(6) 4691(3)  26(1)
O4)  4619(7) 22942(5)  4008(3)  44(1)
C()  4436(7) 21139(6) 5151(3)  27(1)
O(5)  4566(6) 19985(5) 4619(3)  38(1)
C6)  3419(7) 20193(6) 5909(3) 27(1)
OB)  4207(6) 19421(5) 6330(3)  38(1)
C7)  2312(7) 20729(7)  7940(3)  29(1)
N@©)  11727) 19665(7)  8486(3)  37(1)
N(T)  3660(9) 22081(8) B199(4)  56(2)
C(9)  3174(7) 25704(6) 4960(4)  30(1)
N(10)  4332(8) 26647(6) 5518(4)  42(1)
N@©)  2476(8) 26403(7) 4514(4)  47(1)




Table A3. Longitudes de enlace [A], angulos de enlace [°] y dngulos de torsion [%].

S(1)-0(3A) 1.362(8)| O(34)-5(1)-0(14) 114.6(6)|  C(6)-C(1)}-N(1)-C(7) 130.2(6)
S(1)-0(14) 1.463(6)| O(3A)-S(1)-0(4A) 107.3(6)| C(2)-C(1)-N(1)-C(7) -405.8(6)
S(1)}-0(4A) 1463(7)| O(1A)-5(1)-O(4A) 108.6(4)| N(1)-C(1)-C(2)-0(2) 62.4(6)
S(1)-0(2A) 1.470(8)| O(3A)-S(1)-0(24) 1129 C(6)-C(1)-C(2)-0(2) -175.4(4)
C(1)-N(1) 1451(7)|  O(1A)-5(1)-0(24) 107.6(5) N(1)-C(1)-C{2)-C(3) -176.6(4)
C(1)-C(6) 1526(8)| O(4A)-S(1)-0(24) 105.2(5)| C(6)-C(1)-C(2)-C(3) -54.4(5)
C(1)-C(2) 15428)|  N(1)-C{1)-C(6) 109.0(5)| O(2)}-C(2)-C(3}-N(3) 61.3(6)
N(1)-C(7) 1337 N(1)-C(1)-C(2) 111.05)|  C(1)-C(2)-C(3)-N(3) 479.3(4)
C(2)-0(2) 1402(6)|  C(B)-C(1)-C(2) 112214} 0(2)-C(2)-C(3)-C(4) 177.6(4)
C(2)-C(3) 15377  C)-N)-Ci1) 1249(5)} C(1)-C(2)-C(3)-C(4) 59.6(5)
C(3)-N(3) 1451(7)|  O(2)-C(2-C(3) 11.7(4) | C(4)-C(3)-N(3)-C(9) 142.9(6)
C(3)-Cd) 15247)|  0@E-cER-CH) 106.7(4) | C(2)-C(3)-N(3)-C(9) 95.5(6)
N(3)-C(9) 1323(7)|  CE)-CcER-CM) 109.5(4) | N(3)}-C(3)-C(4)-0(4) 57.4(5)
Cl4)-0(4) 14307)|  N(3)}-C(@3)-C(d) 109.7(4)|  C(2)-C(3)-C(4)-0(4) 178.7(4)
C(4)-C(5) 1539(7)|  N(3)-C(3)-C(2) 109.94) | N(3)-C(3)-C{d)-C(5) 177.2(4)
C(5)-0(5) 14140  c@)-cErc) 110.44)|  C{2)-C(3)-C(4)-C(5) 61.5(5)
C(5)-C(6) 1525(8){  C(O}-N(3)-C(3) 1245(5)| O(4)-C(4)-C(5)-0(5) 62.2(5)
C(6)-0(6) 14110  o@)-cic) 108.4(4)|  C(3)-C(4)-C(5)-0(5) 179.1(4)
C(7)-N(7) 1302(8)|  O@)-C(4)-C(5) 1101(5)|  O(4)-C(4)-C(5)-C(6) 177.1(4)
C(7)-N(8) 1.343(8)|  C(3)-C{4)-C(5) 108.8(4)|  C(3)-C(4)-C(5)-C(6) 58.4(6)
C()}-N(9) 1322(8)|  O(5)-C(5)-C(6) 109.1(4)|  O(5)-C(5)-C(6)-0(6) 59.7(6)
C(9)-N(10) 13318)|  O(5)-C(5)-C(4) 109.3(5)|  C(4)-C(5)-C(6)-0(6) -179.5(4)
C(6)-C(5)-C(4) 111.4(4)|  0(5)-C(5)-C(6)-C(1) 474.8(4)
0(6)-C(6)-C(5) 110.9(5)|  C(4)-C(5)-C(6)-C(1) -54.0(6)
0(6)-C(6)-C(1) 111.8(5)  N(1)-C{1)-C(6)-0(6) 59 5(6)
C(5)-C(6)-C(1) 111.84)|  C(2)-C(1)-C(6)-0(6) 177.2(4)
N(7)-C(7)-N{1) 122.8(6)|  N(1)-C(1)-C(6)-C(5) 175.4(4)
N(7)-C(7)-N(8) 119.6(6) | C(2)-C(1)-C(6)-C(5) 52.1(6)
N(1)-C(7)-N(8) H7.5(5)|  C{1)-N(1)-C(7)-N(T) -1.4(10)
N(9)-C(9)-N(3) 1196(6)|  C(1)-N(1)-C(7)-N(8) 179.5(5)
N(9)-C(9)-N(10) 118.7(5)|  C(3}-N(3)-C(9)-N(9) 178.1(6)
N(3)-C(9)-N(10) 121.7(5) | C(3)-N(3)-C(9)-N(10) 1.4(9)




Tabla Ad. Puentes de hidrogeno con H..A < r{A) + 2.000 A y angulo DHA > 110°,

D-H dD-H) | dH.A) | <DHA | d(D.A) A
01B-H1B 0.832 1.968 16642 | 2783 |O1A[-x+y-1, x+2, z-13]
O18-HIC 0.706 2.159 152,61 2805 |02{-y+3, x-y+4, 2+1/3 ]
N1-H1 0.900 2.498 14257 | 3259 |O4A[-x+y-2, x+2, z-1/3]
N1-H1 0.900 2614 163.24 3485 | O2A[-x+y-2, x+2, -1/3 ]
N1-H1 0.900 2.898 16272 | 3766 |S1[-x+y-2, x+2 z-1/3]
02-H2 0.826 2.062 14936 | 2805 |O1B[-x+y-1, x+3,2-113 ]
N3-H3 0.774 2.215 163.31 2965 |O4A[-y+2, xy+4, 2-2/3]
N3-H3 0.774 3017 14297 | 3665 |S1[-y+2, x-y+d, 2.2/3]
04-H4 0.799 1,995 17007 | 2785 |O1B[-y+2, xy+3,2.2/3]
05-HS 1.002 2.223 15630 | 3467 |O2A[-y+3, x-y+4, 223 ]
05-H5 1.002 2,601 11519 | 3161 |O1B[-y+2, x-y+3, 2-2/3]
05-H5 1,002 2.847 12682 | 3540 |S1[-y+3, xy+4,2:213]
06-H6 0.651 2.365 13970 | 2892 [O4[-y+3, xy+4, 2+1/3]
N8-H8A 0.819 2.129 17418 | 2945 |O4A

N8-H8A 0.819 2.990 14903 | 3717 [st

N8-HSB 0.894 2.134 163.67 3003 |OVA[-x¢y-2, x+2, z-1/3]
N8-H8B 0.894 2.946 168.02 | 3825 |[S1[-x+y-2, -x+2, z-13]
N7-H7 1.018 2.358 160.38 | 3334 [O3A[-xty-1, x+3, 2-1/3]
N10-H10A 0.887 2,036 16749 | 2908 [OB[x,y+1, 2]

N10-H108 0.776 2,629 171.24 | 3398 [O3A[-xty-1, 3, 2-1/3]
Ng-H9 0.842 2.335 161.28 | 3144 |O3A[-y+2 xy+4,2-2/3]
Ng-Hg 0.842 2.499 11803 | 2988 |02[-x+y-2, -x+3, 2-1/3]

D: atomo donador, A: atomo aceptor.
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APENDICE I1. METODOS QUIMICO-TEQRICOS.
A.1. Analisis conformacional.
El analisis conformacional involucra la determinacion de las caracteristicas tridimensionales de una molécula.
Existen fundamentalmente tres métodos para determinar la conformacion de moléculas:
i) La difraccion de rayos-X, para el estado sélido; en donde la energia de empaquetamiento del cristal puede
modificar la conformacion.
ii) Los calculos mecano-cuanticos y empiricos, para sistemas aislados: en estado gaseoso.
iify La resonancia magnética nuclear, para el estado liquido o en solucién: en el cual existen interacciones con el
disolvente.
El andlisis conformacional nos proporciona la estructura y estereoquimica de las moléculas, considerandose de
importancia por et hecho de que muchas reacciones quimicas y actividad farmacoldgica de ciertos compuestos
dependen de la conformacién.
Hoy en dia, las aproximaciones tedricas mas usadas en el estudio de aspectos tridimensionales de farmacos,
son la mecanica molecular y la mecanica cuantica.
A.2. Mecanica molecular.
La mecanica molecular! considera a una molécula como un conjunto de atomos unidos por fuerzas elasticas, las
cuales se describen mediante funciones clasicas de energia potencial, comprendiendo principalimente:
alargamiento y flexién de longitudes de enlace y angulos de valencia interacciones de no enlace y electrostaticas
y torsion a través de enlaces; siendo muy usado en aquelios casos en los que solamente se requiere saber
cuales conformaciones energéticamente preferidas,
Este método, conocido también como de campo de fuerza (force field), considera a la molécula desde el punto
de vista clasico, es decir, se considera que los atomos estan unidos por resortes mutuamente independientes.
A.3. Mecanica cuantica.
Los metodos de mecanica cuantica 2 se dividen en métodos a primeros principios (ab initio) y métodos
semiempiricos. Los métodos ab initio tratan de resolver la ecuacion de Schrodinger (HP=EW), empleando el
operador Hamiltoniano completo (de energia potencial y cinetica), siendo necesario indicar el orbital atomico
empleado. Por otro {ado, los métodos semiempiricos emplean aproximaciones para Ia obtencion de valores de
energia, haciendo uso tan solo de los orbitales atémicos de valencia, considerando que los orbitales atomicos
internos no intervienen en la combinacion. La gran diferencia entre estos dos métodos es el tiempo de computo,

el cual es mucho mayor para tos métodos ab initio que para los semiempiricos, siendo evidentemente mas
rapidos los semiempiricos (10 a 100 veces).
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Actualmente existen gran cantidad de semiempiricos3, pero es dificil decidir cual es el mejor, pues eso depende
del sistema a estudiar y la informacién que se quiera obtener.
Los calculos de mecanica cuantica (tanto métodos ab initio como semiempiricos), no solo proporcionan las
conformaciones preferidas, sino también fa distribucion de cargas, y propiedades fisicoquimicas tales como calor
de formacién, momento dipolar eléctrico, potencial de ionizacién y afinidad electronica; que se pueden obtener a
costa de un mayor consumo de recursos computacionales a partir de funciones de onda.
A.3.1 Calor de formacidn.,
E! calor de formacién esta definido como el cambio de entalpia para la reaccion en la que un mol de un
compuesto determinado se produce a partir de sus elementos en sus formas mas estables. Los calores de
formacion estandar, AHg, se obtienen en algunos casos de manera directa por medicién en un calorimetro pero,
en la mayoria de las veces, se determina indirectamente usando calores de combustion junto con ia ley de
Lavoisier-Laplace y la de Hess.
Los compuestos para los cuales AHp es negativo son, en general, mas estables con respectos a sus elementos,
por que se libera energia en su formacion. Por otra parte, un valor positivo de AHe indica que el compuesto
solamente puede formarse a partir de sus elementos sdlo cuando se le proporciona energia al sistema
reaccionante; siendo estos compuestos menos estables que los elementos puros.

Por el método semiempirico empleado 4, el AHe de una molécula se obtiene restando a la energia total, Eyyme! |

las energias electronicas de cada atomo, y adicionando los calores de formacion experimentales de los atomos
en la molécula, AHA

AT = B - 2 EG + S AHp
A A

La energia total, Ex™ , de una molécula es la suma de Ia energia electronica, Eel, y las repulsiones entre los
cores de los atomos Ay B, Egooe

ol _ re
Efot —EeI+EZE:;

A<B
A.3.2. Momento dipolar eléctrico.

La distribucion de carga eléctrica en una molécula se encuentra estrechamente relacionada con un gran ndmero
de propiedades o fenémenos observables, tal como el momento dipolar eléctrico () .
En general, las medidas de pe no se usan para obtener longitudes de enface, ni para conocer con exactitud la

separacion de cargas. Sin embargo, el conocimiento de los momentos dipolares de un compuesto resulta muy
atil para determinar la conformacion molecular e informar acerca de Ia posicion atomica relativa en el espacio, de
una especie, es decir, de su geometria.
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La expresion clasica? que se usa para el pe de un conjunto de cargas discretas es:

H =qure
¢ e

donde re, es €l vector de posicidn a partir del origen hasta la carga e; y ge, la densidad electrénica total en cada
atomo, que resulta de la suma de las contribuciones de cada orbital atémico a cada orbital molecular:

2
ge = X n; Ci

3
siendo Cie, el coeficiente del orbital atémico ¢i, ocupado por ne electrones. Cie? tiene el significado fisico de ser la
probabilidad de encontrar un electrén en la regién del espacio asociada con el orbital atomico ¢i. La suma es
tomada sobre todos los orbitales moleculares.
A.3.3. Potencial de ionizacién.
El potencial de ionizacion (Pl} se define como Ia energia necesaria para eliminar un electrén de una molécula en
fase gaseosa. (R -—> R*+e, AH=PI),
Por lo tanto, el primer potencial de ionizacion se refiere al electron menos unido a la molécula, Desde el punto de
vista tedrico, los potenciales de ionizacion corresponden, de manera aproximada, a la energia del orbital
molecular més alto ocupado {(HOMO) del sistema. T. C. Koopmans$ prob que Ia energla necesaria para sustraer
un electrén de un orbital, en un atomo o molécula con capa cerrada, tiene un valor aproximado al negativo de 1a

energia de Hartree-Fock, ¢, det orbital. Ya que esa cantidad es, en general, negativa; el Pl {cominmente llamado

Pl vertical) es un nimero positivo que puede aproximarse al Pl observado. Por consiguiente, ia energia de
onizacion molecular ¢ P1, puede estimarse tomando !a - del HOMO. Cuando se quiere encontrar el P, se hace
el célculo con una geometria fija, idéntica a la de la molécula en su estado neutro.

Al aplicar este teorema, suponemos que los orbitales del ion son idénticos a los del sistema de capa cerrada,
esto es una aproximacion; no obstante, el teorema de Koopmans se cumple en muchos casos con sorprendente
precision. Ahora bien, aunque no se entiende completamente la razén de esto, se afirma que el cambio de
energia producido por la distorsion de los orbitales del ion, es compensado, por un cambio de energia de
correlacion’. Asi, aungue es erréneo suponer invariante el comportamiento orbital en los estados basal y
lonizado, tal suposicién funciona bien.

Por otro fado, los PI calculados deben compararse con los valores experimentales obtenidos con la técnica
denominada de impacto electronico, la cual implica el bombardeo del compuesto en cuestion con electrones de
diferente energia. En esta técnica, el tiempo es extremadamente corto, por lo que si la ionizacién ocurre durante

este periodo, el ion permanece con la misma configuracion geométrica que Ia molécula original 8. A este tipo de
ionizacién se le llama "vertical'.
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A.3.4. Orbitales moleculares Frontera.
La teoria de orbitales moleculares frontera (FMO) ha sido incorporada en los Gltimos afios en la discusion de a
reactividad quimica . Los términos HOMO (highest occupied mofecular orbital) y LUMO (lowest occupied
molecular orbital) han sido utiizados para estos propositos™?.
Ademas de considerar al Pl como la -Enomo y a la afinidad electronica como la -Eumo , las energias del HOMO y
LUMO son indices dtiles de interés quimico y farmacologico, pues estos miden respectivamente la capacidad de
donar o aceptar electrones por parte de la molécula. Un valor grande del HOMO indicaria una alta tendencia a
donar electrones, asi como uno pequefio de LUMO denotaria una menor resistencia a aceptar electrones.
Por consiguiente, los atomos cuyos coeficientes de los orbitales atémicos contribuyen mas al HOMO, se sitian
como €l centro nucleofilico de la estructura. En el caso del LUMO, los atomos que contribuyen mas a éste, se
consideran como el centro electrofilico del compuesto correspondiente.
Siguiendo con este criterio, los FMO son los que contienen 1a mayor informacién de un sistemat. Sin embargo,
los orbitales moleculares internos (HOMO-n) y los externos {LUMO+m) a los frontera, también deben contener
informacion de la reactividad quimica de las moléculas y deben manifestarse de alguna manera cuando se lleva
a cabo una reaccion.
Este tipo de parémetros son importantes, puesto que en un instante dado la molécula de farmaco podria
interactuar con el sitio receptor a través de enlaces ionicos, dipolo-ion o dipolo-dipolo, en los cuales la capacidad

donadora & aceptora de electrones resulta significativa2. De tal manera, por ejemplo, se han encontrado
relaciones lineales entre la potencia analgésica y la energia del HOMO1,
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Anexo 1. Constantes de disociacion &cida, pKa.

De acuerdo al trabajo realizado por Agrawal et. al. ' {(mencionado en la seccién 1.5 de éste trabajo), se procedio
a determinar los pKa's de las sales de estreptomicina, encontrandose que para el sulfato y el cloruro de
estreptomicina el pKa es de 8 (igual al informado para perclorato de estreptomicina). Empleando la misma
metodologia se procedié a la medicion de los pka's de las sales de estreptidina, sin embargo, no fue posible
calcularlos de acuerdo al procedimiento informado dada la alta basicidad de los grupos guanidinos 2, como
comparacién se muestran [os siguientes valores:

Aminoglucésidos

Compuesto pKa (25°C)
Estreptomicina 8.0

Gentamicina 8.2

Kanamicina 7.2

Compuestos con grupos guanidinos

Compuesto pKa (25°C)
Guanidina 13.6
N-metil guanidina 136
Arginina - 125
Diguanidina 11.5

La estreptomicina es estable entre pH 4 y 7, fuera de este intervalo se hidroliza por los enlaces glucosidicos, por
consiguiente la diferencia entre el pKa de la estreptomicina y el pKa de un grupo guanidino, permite decir que es

factible la hidrélisis de la estreptomicina antes que la desprotonacion de los grupos guanidinos.
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Anexo II. Andlisis termogravimétrico (TGA).

Sulfato de estreptomicina (STP)2(H2S04)a(H20)10
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Sulfato de estreptidina (STD)(H2804)(H20)
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