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Resumen

Resumen.

En la presente tesis se presenta el estudio de la estreptomicina al
interactuar con iones metalicos en diferentes medios y condiciones de
reaccion, ademas de variar el contraion de las sales metalicas (sulfatos y
cloruros), para observar su efecto y comportamiento. Se llevaron a cabo
reacciones con calcio(Il), zinc(Il), cobalto(Il), niquel(Il), cobre(Il) vy
manganeso(ll), todos ellos con interés biologico. Adicionalmente se utilizo
mercurio(ll) para efectos de comparacion.

Resultados previos obtenidos en nuestro grupo de investigacion muestran
que la estreptomicina se hidroliza rompiendo el enlace oo 1—>4 glucosidico, en
medios acidos y basicos liberando la fraccion conocida como estreptidina, la
cual se ha encontrado que interviene en la ototoxicidad del antibiotico. La
estreptidina se caracterizé por las técnicas de infrarrojo, resonancia magnética
nuclear (en disolucion y estado soélido), andlisis elemental, termogravimetria,
espectroscopia electronica (en disolucion y estado sélido) y difraccidén de
rayos- X.

Los compuestos de la estreptomicina con los iones metalicos obtenidos
en este trabajo, se caracterizaron mediante las técnicas antes mencionadas, asi
como mediante absorcion atémica y espectrometria de masas, con excepcion

de difraccion de rayos-X, ya que no se lograron obtener monocristales.



Abreviaturas.

stpa

std
UV-Vis

v (cm™)
IR

RMN
RMN “C

ppm
MeOH

TGA

estreptomicina.

estreptidina.

Abreviaturas

Ultravioleta visible (40000-4000 cm™)

Numero de onda.

Infrarrojo (4000-400 cm’™)

Resonancia magnética nuclear

Resonancia magnética nuclear de carbono 13

Resonancia magnética nuclear de proton

Partes por millén

Metanol

Analisis termogravimeétrico
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I. Introduccion

Durante la II Guerra Mundial se inici6 un programa dedicado a la
busqueda de nuevos antibioticos, debido a la ineficacia de la penicilina en el
tratamiento de infecciones provocadas por bacterias gram negativas. Como
consecuencia se descubrieron la estreptomicina, aureomicina, cloromicetina,
entre otros antibioticos.

Los antibioticos o agentes antimicrobianos, son sustancias quimicas
(obtenidas de bacterias, hongos o por sintesis quimica) que se emplean en el
tratamiento de infecciones, ya que son capaces de inhibir en pequefias
cantidades Tos procesos vitales de ciertos microorganismos, destruyendo ¢
impidiendo su desarrollo y reproduccién'. Existen una gran variedad de
familias entre los antibidticos como los beta-lactamicos (penicilinas y
cefalosporinas), los glicopéptidos (vancomicina, teicoplanina), quinolonas
(grupo norfloxacino), polimixinas, macrolidos (grupo eritromicina),
tetraciclinas, cloramfenicol, clindamicina, lincomicina y las sulfamidas
(Figura 1.1). Asi mismo existe otro grupo conocido como tuberculostaticos los
cuales son un grupo de farmacos (rifampicina, isoniazida, etambutol,
pirazinamida), utilizados en el tratamiento de la tuberculosis’. Los
polipéptidos (polimixina B, colistina, bacitracina) son toxicos sobre el rindn y
el oido’, por lo que su uso se limita a la aplicacion tépica. La espectinomicina
se emplea solo en el tratamiento de las infecciones gonococicas (enfermedades
de transmision sexual).

[Los antibidticos tienen diversos mecanismos de accion antimicrobiano,

por ejemplo la penicilina actia rompiendo la pared celular de la bacteria,
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mientras que otros antibioticos actian inhibiendo el crecimiento de las

bacterias, como las tetraciclinas y aminoglucosidos por ejemplo.

NO,
COOH
o CH,
N
S CH3 /C\H

HO HCNHCOCHC!

C.H,CH,CONH i 2
CH,OH

Penicilina G

Cloranfenicol.

COOH
O¥
NN CH,
Hw/ S
90
R= CH, H,N T C.H,
Ampicilina
Eritromicina
OH O OH O
N OH
| X CONH,
OH
CONHNH, HO CH, N(CH,),
Isoniazida Tetraciclina

Figura 1.1.- Antibioticos mas comunes utilizados en el tratamiento de

infecciones.
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Los antibioticos durante su administracion producen diferentes efectos
colaterales tales como:

1.- Alergia.- muchos antibidticos producen erupciones en la piel y otras
manifestaciones de alergia (fiebre, artritis, etc.), en un pequefio numero de
personas predispuestas.

2.- Disbacteriosis.- al eliminar también bacterias "buenas” (de presencia
deseable en el tubo digestivo) pueden producir dolor y picor en la boca y la
lengua, diarrea, etc.

3.- Sobrecrecimientos.- algunos antibidticos eliminan unas bacterias pero
hacen crecer otras bacterias u hongos.

4.- Resistencias.- las bacterias se vuelven resistentes rapidamente a los
antibioticos, debido a la administracion continua o repetida de antibioticos. En
enfermedades menores esto favorece la aparicion de estas resistencias.

5.- Toxicidad.- los antibidticos pueden danar los rifiones, el higado y el
sistema nervioso, y producir todo tipo de alteraciones en los glébulos de la
sangre.

La definicion de antibidtico hecha por Waksman en 1951 se referia a las
sustancias producidas por microorganismos, pero existen sustancias similares
preparadas sintéticamente o existentes en algunas plantas superiores que
también son antibioticos, la mayor parte de los utilizados en la clinica son
producidos por microorganismos u hongos del suelo, pero se conocen
ejemplos de otros grupos como:

I.- Liguenes.- muchos de ellos deben sus propiedades bacteriostaticas y
antifingicas al acido usnico o al acido vulpinico.

2.- Monocotiledoneas.- el ajo fresco debe su accion antibidtica a la

alanina, aminoacido que contiene azufre.

(W]
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3.- Dicotiledoneas.- cjemplo de este grupo son los siguientes: [apulo
(fam. Cannabinaceae) que contiene las cetonas humuleno y lupuleno; en la
anemone pulsatilla y en muchas otras ranunculaceaes esta la lactona
protoanemonina; diversos compuestos sulfurados se han encontrado en las
cruciferas; en la drosera se encuentra la p/umbagina (2-metil-5-hidroxil-1,4-
naftoquinona). De las dicotiledoneas compuestas se han aislado principios en
diversas especies como la bardana, el cardo y el Hieracium pilosella. Esta
ultima planta, "oreja de raton™ o "pelosilla", se ha utilizado clinicamente para
el tratamiento de la fiebre de Malta. Se han ensayado, respecto a la actividad
antimicroblana muchas otras plantas, y en la literatura cientifica estan
apareciendo continuamente nuevos trabajos.

De los antibidticos mas efectivos en el tratamiento de infecciones
causados por bacterias se derivan los aminoglucosidos (Figura 1.2), los cuales
presentan su accion antimicrobiana después del transporte activo en
membrana de metabolitos dependientes de oxigeno, al interior de la célula
bacteriana, se unen a un receptor especifico en la subunidad ribosomal 30s,
bloqueando la union del ARNm con la formilmetionina y con el ARNt, lo que
impide una correcta produccion de aminodacidos esenciales, inhibiendo la
sintesis dé proteinas. Simultaneamente provocan la ruptura de los polisomas
en monosomas, no funcionales™™.

En general los aminoglucosidos son estables en un pH de 2-11 y son mas
activos a pH alcalino®’. Los aminoglucésidos puede ser incompatibles con
algunas drogas, incluyendo algunos beta-lactamicos; por esta razon se debe
verificar la compatibilidad de estos agentes antes de administrarlos

conjuntamente.
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Figura 1.2.- Estructuras de los principales aminoglucosidos.

Estos tarmacos son pobremente absorbidos por el tubo intestinal, por lo
cual son generalmente administrado por inyeccidn intramuscular y se dice que

se eliminan por via urinaria en mas de 0, icationi
| aria e del 90%, dado que son policatidonicos
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cruzan las membranas en muy pequeias cantidades'™ L la literatura se
cuestiona si estos antibioticos son metabolizados.

Estos antibioticos administrados en dosis elevadas y prolongadas, pueden
producir tres efectos adversos importantes:

I.- Nefrotoxicidad.- que resulta de la insuficiencia renal y la necrosis de
los tubulos renales.

2.- Ototoxicidad.- que se presenta en las celulas sensoriales. En el sitio
vestibular y coclear del oido interno.

3.- Pardlisis neuromuscular.- que se manifiesta como una paralisis
respiratoria que se antagoniza al administrar calcio """,

En el caso de la ototoxicidad, dependiendo el avance del dano, el
resultado puede ser la perdida del equilibrio, vértigo, ataxia (trastorno en la
coordinacion del movimiento voluntario), y perdida de la audicion. La
dihidroestreptomicina, la neomicina, la paromomicina, la aminosidina y la
kanamicina afectan fundamentalmente sobre la parte vestibular del oido
interno' %1

Generalmente los antimicrobianos que actuan sobre la pared celular
bacteriana (beta lactamicos y vancomicina) y los aminoglucdsidos, no se usan
como monoterapia en las infecciones sistémicas por enterococo debido a su
falta de capacidad bactericida. Se logra la sinergia bactericida cuando se
combina penicilina, ampicilina o vancomicina con un aminoglucosido
(gentamicina o estreptomicina). Sin embargo muchas bacterias se vuelven
altamente resistentes a los antibidticos, por eso la importancia de la
combinacion de antibidticos. La resistencia adquirida a los aminoglucosidos es

debida a enzimas inactivantes y por proteccion ribosomal que le da una

resistencia absoluta. Se ha estudiado en laboratorios la resistencia a los
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aminoglucosidos, producida por enzimas inactivantes, utilizando discos de
estreptomicina, gentamicina y kanamicina.

Una de las bacterias mas conocidas es el Micobacterium Tuberculosis, el
cual se disemina en forma directa y casi exclusivamente por el aire. La
tuberculosis esta considerada por la OMS entre las diez enfermedades
prevalecientes en los paises en desarrollo (como México). No obstante con las
drogas de primera linea, isoniazida, rifampiéina, y por lo menos cuatro
medicamentos efectivos de refuerzo, parece innecesario alarmarse ante el
incremento de la enfermedad. Los medicamentos antituberculosos actuan
bloqueando algunos aspectos del metabolismo del bacilo. Los organismos
mutantes comienzan a utilizar diferentes vias metabdlicas y de esta manera los
medicamentos resultan inutiles.

Afortunadamente las mutaciones del M. tuberculosis son raras: solo uno
de cada 100 000 microorganismos descendientes de un bacilo es resistente a la
accion de la isoniazida y solo uno en un millén puede inhibir los efectos de la
rifampicina o la estreptomicina. El tratamiento mas usual en el control de esta
enfermedad es la administracién diaria y por tiempo prolongado de la
estreptomicina por ser barato y disponible; sin embargo, sus acciones
secundarias son altamente incapacitantes por su alta toxicidad para el sistema
vestibular causando la destruccion de las células pilosas sensoriales del

- .38, 11-14
01do .

La dihidroestreptomicina ha sido abandonada y retirada de algunas
farmacopeas por la facilidad con que provoca sordera, generalmente
irreversible incluso en recién nacidos cuyas madres habian sido tratadas con
este antibidtico durante el embarazo’ "

La ototoxicidad de estos antibidticos esta en relacion con su acumulacion

[LI-13.16

en la perilinfa coclear y parece que la netilmicina es, de todos ellos, el
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que se elimina de esta con mayor rapidez, lo que podria explicar la menor
incidencia de alteraciones auditivas en animales de experimentacion y durante
el tratamiento de enfermos con este antibiotico; asi, la ototoxicidad de la
netilmicina es significativamente menor comparado con la tobramicina. La
toxicidad vestibular produce nauseas, vomito, vértigo y marcha inestable; es
mas trecuente con la estreptomicina, gentamicina y tobramicina’ ™",

Los antibioticos actlian a través de 2 mecanismos principales: matando
los microorganismos existentes (accion bactericida), e i1mpidiendo su
reproduccion (accion bacteriostatica). Los aminoglucosidos son generalmente
bacteriostaticos, sin embargo la estreptomicina‘“’“, la kanamicina, la
gentamicina, etc., presentan una accion bactericida a altas concentraciones y
en bajas una accion bacteriostatica, por ello son muy utilizadas en el
tratamiento de tuberculosis (producida por Micobacterium tuberculosis),

infecciones causadas por bacterias gram negativas®, infiltrados precoses,
formas laringeas y traqueo-bronquiales; en infecciones urogenitales,
brucelosis y en infecciones raras como tularemia y peste.

listos  antibioticos  actuan  combatiendo las  siguientes bacterias:
Actynobacillus ligneresii, Actinomyces bovis, Corynebacterium pyogenes,
Staphylococcus aureus, Klebsiella sp, Leptospira sp, Pasteurella sp.,
Escherichia coli, Listeria sp, Proteus sp y Brucella sp (en combinacion con
tetraciclinas, exclusivamente en caninos). Es por ello que estos antibioticos

son muy utilizados™".
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II. Antecedentes

2.1 Generalidades

Los aminoglucdsidos son quimicamente similares pues tienen una o dos
bases derivadas del inositol unidas a dos o tres aminoazlcares. l.as bases

principales de los aminoglucésidos son la estreptidina (std) y la 2-

1.3.6.7.11

deoxiestreptamina (Figura 2.1), que a su vez estan unidas a los

aminoazucares por enlaces glucosidicos.

Aminociclitoles y aminoazicares.

f/‘\JH
- HG HN/L\NHZ
HO. Zi ENHQ
HO CH
Ho NH, I
NH,

2- Deoxiestreptamina
Estreptidina (std}

HO OH
HO; NH HOO o H,N
HO 2OH % 2 O
HO NH, H,N OH OH TOH

Estreptamina D-glucosamina Kanosamina

Figura 2.1.- Bases derivadas del inositol y principales aminoazGcares
componentes de los aminoglucosidos.

Se han desarrollado cuatro tipos de aminoglucésidos, que a su vez estan
divididos en sus derivados: la estreptomicina que en la fraccion std posee un
par de grupos guanidino (también la dihidroestreptomicina), la kanamicina
que tiene en su estructura la 2-deoxiestreptamina (KAN, amikacinan, y

. .. 6,701 g
tobramicina), la neomicina (gentamicina y netilmicina) (Figura 2.2).
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Todos los aminoglucosidos se derivan del genero Streptomyces,
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con

excepcion del grupo gentamicina que se origina de Micronospora purpiirea.

]

M. echinospora y M. Actinomyctes™

NH,
J/
e
||0/\ /
HO
H.N
2 O NH,
%NHZ
HOCH o_. 0O

H,N 2
Neomicina
OH
CH,NH._ @] @] CH,
HO Ojﬁﬂj/
OH
HNCH, @]
espectinomicina
H
NH,

espermidina

R,CHNHR,
@]
HZN O NH2
HO \ L NHz
@]
@]
Gentamicina CH

C, R,=R,=CH, "OCH,NH
C, R,= CH,R,= H OH
C,a: R,=R,= H

Figura 2.2.- Estructuras de los principales aminoglucoésidos.
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El desarrollo de nuevos aminoglucosidos se debio a la gran toxicidad de
la estreptomicina (stpa) para las células sensoriales vestibulares (el mecanismo
molecular de su accion ototoxica a nivel de las células del oido interno no ha
sido debidamente aclarado)'"'*, por lo que se desarrollaron otros antibioticos
aminoglucosidos con sustituyentes quimicos dilerentes en cada componente
de la stpa. El resultado fue una serie de antibioticos con extrema toxicidad
para las células sensoriales del vestibulo y la coclea ™" U como las
kanamicinas (KAN)'"™" y otros con moderada vestibulotoxicidad, pero
altamente toxicos para las células auditivas, las gentamicinas (GEM)™
Después de ellos los que se han mantenido en la clinica son las GEM, a pesar
de que tanto la KAN como la GEM son nefrotdxicas, accion que es ausente en
la stpa3.

Debido a su ototoxicidad el uso de la stpa en la clinica esta limitado. En
los humanos produce crisis de vértigo, vomito e incapacidad para realizar las
tareas mas sencillas y en algunos casos produce sordera profundaﬂ. En
animales experimentales se ha comprobado que en tratamientos prolongados,
produce darios severos en la funcién vestibular, asociado a la destruccion de
las células sensoriales de los 6rganos vestibulares.

En la literatura se encuentra que los aminoglucosidos inician su accion en

4501413
la membrana™’

(incluyendo las membranas vestibulares) donde existen
sitios de interaccion con cationes (como el potasio o el calcio). Principalmente
la stpa es la que interactia debido a que posee una parte eminentemente
catidnica a través de sus grupos guanidino de su estructura. Se sabe que los
canales de K" que transportan a este cation al interior de la célula son

4,5.8.10.24-27 Siendo la

altamente sensibles a policationes, como las poliaminas
stpa una poliamina, muy posiblemente su sitio de accion este relacionado con

la interaccién con estos canales. Por lo que se realizaron estudios aislando las
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membranas de los 6rganos vestibulares por un procedimiento que enriquece
: I3
estas con los componentes de los pelos sensorios ’, corroborando que la

estreptomicina si interacciona con estos canales.
2.2 Estreptomicina (stpa)

l.a estreptomicina (stpa) es un antibidtico producido por el hongo
Streptomyces griseus de la Familia actinomicetaceas. Fue descubierto por
Waksman®™ y sus colaboradores, los cuales estudiaron actinomicetos del suelo
y demostraron la elaboracion por esta especie de varios antibidticos, pero
ninguno podia ser clinicamente util, por que eran demasiado toxicos o
insuficientemente activos”. En 1943 se aislo una cepa de Streptomyces griseus
que producia estreptomicina. En 1944 se demostro que esta sustancia inhibia
la multiplicacion de los bacilos tuberculosos, de algunos gram negativos y

3.7.29-31

positivos, tanto in vitro como in vivo . Se ha propuesto que el mecanismo

de accion de éste antibiotico podria estar relacionado a un aumento de la
disponibilidad biologica de magnesio y a una reduccion de calcio”'**7.

Se le clasitfica como un aminoglucosido de pequefio espectro. Es
pobremente absorbido desde el tracto gastrointestinal, difunde escasamente
hacta el sistema nerviosos central y el ojo. Posce cicrto potencial tOxico para
el rifon, pero su mayor toxicidad se observa en el octavo par craneano, en sus
vias auditiva. Puede afectar también al sistema nervioso central
(alucinaciones), al circulatorio (anemia plastica, tensién arterial), respiratorio
(asma), digestivo (nauseas, vomito, ictericia), entre otras, pero ninguna tan
severa como la toxicidad auditiva®.

Se produce por el método de cultivos en profundidad, empleando como

caldo un liquido de macerado de maiz en tanques fermentadores con seracion
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y agitacion a temperatura de 25 a 28 °C. Después de etectuar la filtracion a
presion se anade al filtrado carbon vegetal activado y luego se separa la
estreptomicina adsorbida por el carbon por elucion con metanol acidificado.
Se purifica por dilucion y precipitacion o por métodos cromatograficos o con

una combinaciéon de ambos procedimientos.
La stpa esta compuesta por tres entidades moleculares, que son la

estreptidina, la estreptosa y la N—metil-o-L-glucosamina'' """ (Figura 2.3).

HzN\‘¢NH
NH
NH
2 OH  Esweptidina (std)
| |N¢‘\ "o oH
i HN
Q H\ —0
L-estreptosa
00
HO OH
o OH
HO NI
HO CHj N-metil-a-1-glucosamina

Estreptomicina (stpa)

Figura 2.3.- Estructura de la stpa.

La stpa es una base organica de gran polaridad con numerosos grupos
hidrotilicos, es por ello que la stpa y sus sales acidas inorganicas son solubles
en agua, poco solubles en alcohol e insoluble en solventes organicos, éter y
cloroformo, es un polvo blanco, inodoro, de sabor amargo, sus soluciones
deben refrigerarse, es estable al aire y a la luz y se altera por el calor.

| as sales de stpa son estables en disolucion acuosa entre pll 4y 7,
hidrolizando a cualquier otro pH y disminuyendo su potencial bactericida

fuera de este intervalo. Las disoluciones acuosas del sulfato de stpa
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7.38 =

(C3|H_;()N70|3)j. 3H3804, PM= 1457 .4 1) Son acidas, Y sSon
msulicientemente estables para permitie su esterilizacion por autoclave para su
posterior administracion. A pesar de ello, el producto actualmente empleado

en clinica es el sulfato de estreptomicina”“w (Figura 2.4).

HO NH, HaN ol
N @ S0 @y NH O
HO N, Hy N
Ol R=CHO
¥ Sélido
NH NH
! / R= CH(OH),
N e NH H N R . .
e o Disolucion
FRN NH,

godz 804 - ()—

® _CH
NH7 \JH"
) OH

Figura 2.4.- Arreglo intermolecular del sulfato de stpa.

La ototoxicidad de la stpa se ha atribuido a su acumulacién en la perilinfa
del oido interno. A la fecha no se ha podido determinar si la stpa atraviesa
completa el epitelio sensorial para después ejercer su accion tdxica, pero si se
sabe que su blanco primario de accion actua sobre los pelos sensorios de la
célula pilosa'™. O bien que sea degradada a sus tres componentes, a los cuales
tendria acceso solamente abandonando los compartimentos perilinfaticos vy
depositandose en la endolinta®'

Estos hallazgos son congruentes con la postulacion de que el sitio de

accion vestibulotoxica™ "™ de la stpa son los grupos guanidinos de la std del
antibiotico, y que la propiedad antimicrobiana de estos aminoglucosidos se

debe a la porcidn del anillo del N-metil-a-L-glucosamina que es el susceptible
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a modificaciones quimicas por microorganismos ¢ue han desarrollado una
resistencia a estos antibioticos.

La baja vestibulo-toxicidad de la KAN se comprueba por su capacidad
parcial para desplazar a la espermidina (SPD), y a su vez se observa como la
stpa es la que en la membrana vestibular posee un mayor desplazamiento con
respecto a SPD, KAN, GEM, entre otros'".

La presencia en membranas aisladas de los organos vestibulares, que
tienen un sitio de afinidad para SPD, comparable al que ha sido encontrado en
cerebro, pueden desplazarse por stpa, std y sus analogos, con afinidades
mayores para las membranas del oido, en comparacion con membranas de
otros organos, incluyendo el rifion, esto sugiere fuertemente la presencia de un
sitio de interaccion cationica, al que se una la stpa, impidiendo las acciones de
cationes necesarios para el fenémeno de la transduccion. Asi mismo, dado que
la KAN solo participa en la union con un 56% podemos decir que la stpa se
une eficientemente a este sitio catidnico a través de los grupos guanidino,
ausentes en la KAN, y que posiblemente sean las responsables en la vestibulo-
toxicidad especifica de la stpa y no de la KAN'".

En la actualidad, la stpa es la mas eficaz de todos los antibioticos por ser
el Unico que realmente es bactericida y no bacteriostatica. Ha vuelto a
tabricarse y distribuirse por laboratorios farmaceuticos. Su uso y reaparicion
en el mercado parece acentuarse debido a nuevas enfermedades que atacan al
sistema inmune como el SIDA que en los enfermos produce infecciones
oportunistas como la tuberculosis*’.

Debido a su gran eficiencia y a su toxicidad el estudio de este antibiotico
se abordd de una manera interdisciplinaria mediante investigaciones tanto

quimicas como bioquimicas.
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La slpa s¢ puede suministrar  conjuntamente, con los  siguientes
medicamentos: anestésicos generales, anfotericina B, colistina, cefalosporinas
(ceftazidima, ceftriaxona), bloqueantes neuromusculares, cisplatino,

. . ;. .- . . . |
clindamicina, acido clodrénico, furosemida e indometacina .
2.3 Estudio quimico

El estudio quimico hecho en un inicio por nuestro grupo de trabajo’
mostro que la parte mas labil de la stpa es el enlace a 1 -4 glucosidico entre
la std y la estreptosa en base al aislamiento de sus productos de hidrolisis
basica dando lugar a 3 productos (std, maltol, N-metil-a-L-glucosamina),
mientras que la hidrolisis 4acida producen 2  productos (std 'y
estreptobiosamina). En disoluciones alcalinas (0.1 N) las sales de stpa se
hidrolizan rapidamente formandose el maltol a partir de la L-estreptosa. El
enlace glucosidico de la estreptobiosamina se rompe por la hidrolisis
prolongada con 4cidos fuertes (6N) formandose la N-metil-a-L-glucosamina,

siendo la L-estreptosa degradada en el proceso7"0‘47'48 (Figura 2.5).

%NH HN_|LHo or "

H,N

Estreptidina Maitol N-metil--a-L- glucosamma
H
o~ © OH
HO CH, &C'A oM cho
HQN\.[&NH
0 6N o 5 OH-
HO —/—7 § HN NH HO CH,
HO \ Ty Ho
CH, H,N N Of Ho O/H
? H Ho OH N
HO
- CH,
Estreptidina

Estreptobiosamina

Figura 2.5.- Productos de hidrdlisis de la stpa.
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Estos resultados indican la posibilidad de que la std sea un metabolito,
por lo que se llevaron a cabo estudios bioquimicos con esta fraccion, ya que
en ella se encuentran los grupos guanidino®.

Es importante el estudio de la interaccion del antibidtico con iones
metalicos presentes en los sistemas bioldgicos.

Asi mismo la std lleva a cabo una hidrolisis en presencia de un azucar

. , o 7.41.50-52
reductor (glucosamina en medio basico)™" >~

, perdiendo los grupos
guanidino para formar estreptourea seguido por la estreptamina (Figura 2.6).
Estos productos se identificaron siguiendo el estudio mediante la técnica de
RMN de "C y 'H, ademés de observarse en el espectro electrénico (al estudiar

la hidrolisis) una senal correspondiente a la estreptourea o estreptamina.

H,N

2 O
HO
Ba(OH)- H,N OH
I hora, A 0 HO OH
Estreptourea
H7N\I//NH Ba(OH), NH,
NH NH 24 horas, A Hw
‘ - OH
Estreptamina
Glucosa/H,O | N H

NaOH 0.1M HO °
Calentamiento H,N m OH

en bafio de agua. HO OH

Estreptamina

Figura 2.6.- Hidrdlisis de la std.
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2.4 Estudio bioquimico

El estudio bioquimico se llevo a cabo en colaboracion con el grupo de
trabajo de la Dra Graciela Meza en el Instituto de Fisiologia Celular, donde
llevaron a cabo estudios in vitro incubando stpa en presencia de suero humano
a 37 °C por 24 horas, dando como resultado la hidrélisis del antibiotico,
liberando la std.

Para el estudio del dafio en el oido interno, se realizaron pruebas in vivo
con ratas, inyectdndolas con stpa (400 mg/Kg diarios), durante 42 dias. Al
analizar la sangre de las ratas tratadas con stpa, empleando la técnica de
HPLC, se obtuvieron dos picos correspondientes a stpa y std (Figura 2.7).
Simultaneamente se realizaron pruebas de nado en las ratas tratadas,
encontrando una desorientacion y mala coordinacion en sus movimientos,

evidenciando un dafio en el oido interno.

std
stpa
0 aE z 1.5 10 12.5 12

minutos

Figura 2.7.- Cromatograma (HPLC) del suero extraido de las ratas

tratadas con sulfato de estreptomicina, al término del tratamiento (42

dias).
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A partir de la hidrolisis quimica y la deteccion de la std en las ratas
tratadas con stpa, se realizd un estudio en paralelo con std, suponiendo que
muy probablemente esté involucrada en los efectos tdxicos del antibiotico en
el vestibulo. Para dicho estudio se suministro std (50mg/Kg) bajo las mismas
condiciones (tiempo, condicion de la rata, etc.), tanto in vivo como in vitro,
donde se encontré que el grupo de ratas tratadas con la fraccion std también
tiene un efecto toxico vestibular en un tiempo mas corto, con respecto al grupo
tratado con stpa, confirmando que los grupos guanidino intervienen en la

ototoxicidad. Esto reviste de importancia el estudio quimico de la std.
2.5 Reacciones caracteristicas de la estreptomicina (stpa)
LLa stpa puede oxidarse mediante reacciéon con agua de bromo,

obteniéndose el 4cido carboxilico correspondiente, el acido estreptomicinico,

el cual es inactivo”"’ (Figura 2.8).

2 \KNH
NH
LT
H N OH
2 N
>// H o OH R=CHO  Estreptomicina
AN R R=CH,OH Dihidroestreptomicina
OH : o
HO @) O CH, R=COOH Acido estreptomicinico
O
HO H
N
HO CH

Figura 2.8.- Derivados de la stpa.
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Ademas, la stpa manifiesta propiedades caracteristicas del grupo aldehido
libre en la molécula, formando oximas, hidrozonas y semicarbazonas. Puede
ser reducido cataliticamente en disolucion acuosa utilizando paladio e
hidrogeno, sin  perdida de la accion antibacterial, obteniendo la
dihidroestreptomicina, que también es producida directamente por un proceso
de fermentacion. La dihidroestreptomicina al igual que la stpa es toxica para el
sistema auditivo, esta molécula puede separarse por cromatogratia en std,

dihidroestreptobiosamina, stpa y manosidodihidroestreptomicina ' (Figura

2.9).

HzNyN OH Estreptidina

H OH
HN o
R1
o~ © R2" Dihidroestreptobiosamina
HO CH,
R,= CH,OH
R3 © H R,= OH
H \ R.=OH
o o ;
R1 R2 R3
Dihidroestreptomicina CH,OH OH OH
OH
Estreptomicina CHO OH
OH
Dihidrodeoxiestreptomicina CH,OH H
CH,OH 06_|
Manosidodihidroestreptomicina CH,0OH OH HO 5
HO

Figura 2.9.- Estructura de la dihidroestreptomicina y sus componentes.

La stpa por si sola es muy higroscopica, por lo cual el grupo aldehido se

. . . 29
hidrata para producir el hemiacetal™".
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2.6 Estudio de la interaccion con iones metalicos de la stpa y su

derivado std

Diversos lactores influyen sobre la actividad antimicrobiana del

antibiotico, entre estos se encuentra la concentracion y el pH del medio. Se ha
. . L 7 ) VD4 - 2

propuesto que la presencia de algunos iones metalicos (Co™", Ni-" Cu”' y Zn"")
: Ay A 7.9.32-34
imcrementan la actividad de la stpa :

En un estudio previo en nuestro grupo de trabajo se sintetizaron

. .« s 2+ o+ -2+ ~ 2+ . -,

compuestos de coordinacion con Ca™, Co™, Ni*" y Cu™ en disolucién acuosa,
metanol y en disolucion agua-etanol’™”, en concentraciones equimolares con
respecto al sulfato de stpa. Cuando se adiciond NaOH para mantener un pH=
Y, s¢ obtuvo una mezela de compuestos con el correspondiente hidroxido del
metal, de donde se aislaron los compuestos y se caracterizaron por diversas

7.29.48.54-58,

técnicas espectroscopicas y analiticas . La reaccion de la stpa con la

sal de cobre en disolucion acuosa hidroliza a la stpa obteniendo el compuesto
[Cu(std)CI(H.0)] 7.

Se caracterizaron los compuestos en disolucion, mediante RMN de "°C,
se observo que los desplazamientos quimicos de los derivados metélicos son
muy similares a [os del sulfato de stpa, por lo que se propuso que se disocian
en disolucidon. Al caracterizarlos en estado solido se propuso, que la stpa
forma compuestos con los iones metalicos empleados, los cuales se coordinan
a los atomos de nitrogeno de los grupos guanidinos.

En general, se ha estudiado la interaccion en disolucion de 1ones
metélicos con la stpa, donde el compuesto de coordinacién con Cu" se ha
caracterizado de una manera mas completa sugiriendo enlaces Cu-O con la

stpa7'54.
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En estudios biologicos se ha observado que el calcio y el magnesio
influyen en el mecanismo de accion del antibiotico, donde el farmaco
interactia con el calcio para formar un complejo calcio-stpa, inhibiendo el
transporte de calcio e incrementando el de magnesio a través de la membrana

32-33

¢ . . . . .
celular” Se ha descrito como al unirse la stpa al calcio inhibe la

neurotransmision en células por bloqueo del canal i6nico con calcio activando
el canal de K™ afectando la mecano-transduccion en los canales de la coclea y
el vestibulo de las células del oido interno®272%37%¢",

Se ha propuesto la formacion de compuestos de CaCl, con stpa (1:1), no
especificandose que clase de compuestos se forman. En 1945 se sintetizo un
compuesto solido a partir de CaCl, y heliantato de stpa proponiéndose con

base en el analisis elemental del compuesto, la formacion del compuesto

CaCl,-triclorhidrato de stpa“.

2.7 Caracterizacion quimica de la stpa, std y sus compuestos de

coordinacion

En nuestro grupo de trabajo en un inicio se estudio el comportamiento
quimico de la stpa, std y los compuestos de coordinacion sintetizados. La
caracterizacion se realizd en estado solido, pero principalmente en disolucion,
ya que es importante considerar el aspecto hidrofobico de las moléculas a

nivel biologico.

2.7.1 Caracterizacion por RMN de "Cy 'H

En el trabajo previo de RMN®, se demostré que el aldehido del sulfato

de stpa no esta presente en disolucion acuosa, ya que no se observa la senal
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del carbonilo que aparece entre 180-200 ppm, en su lugar aparece la senial en
89.1 ppm correspondiente al grupo —CH(OH), (Figura 2.10). Se observa que
los desplazamientos para los C-7 y C-8 de los grupos guanidino son
ligeramente diferentes entre si, debido a que en uno de los grupos guanidino
tiene interaccion mas cercana con el resto de la molécula, no asi en la std,

29.63

donde los grupos guanidino son simétricos”™ (Figura 2.11).
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Figura 2.10.- Estructura de la stpa en disolucion y sus

desplazamientos en RMN de °C.

N NH STD(H,S04)
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Figura 2.11.- Estructura de la std en disolucion y sus desplazamientos en

RMN de "C.



Antecedentes

Los espectros de RMN de los compueslos de coordinacion oblenidos son
muy parecidos a los del ligante en estado libre (stpa y std), pero con esto se

. . C e 7.29
suglere una interaccion ionica en el compuesto .

2.7.2 Caracterizacion por emision de fluorescencia

El grupo de la doctora Meza Illevé a cabo un estudio de uorescencia de
la stpa dadas sus caracteristicas de emision en fluorescencia a nivel quimico y
fisiologico (con muestras de ratas tratadas) ™', con el objetivo de corroborar si
la fluorescencia es debida a la acumulacion de la stpa por si sola en las células
sensoriales vestibulares y células de soporte (del oido), o bien, a un compuesto
formado con ella, el cual presente la fluorescencia™**®’.

i estos estudios con ratas se encontrd que la stpa y la std fluorescen, por
lo que se realizo un estudio quimico, donde se detecta tluorescencia
incrementando las seflales conforme aumenta la concentracion. Las sales de
stpa y std con cloruro tienen una mayor fluorescencia en comparacion con el
ion sulfato que fluoresce menos, debido a que el sulfato adiciona una
transicion de baja energia n—n*, abatiéndose la fluorescencia al promoverse
el cruzamiento de intersistemas disipandose la energia como
fosforescencia®®®’.

Se observa que la std en un medio basico abate la fluorescencia, debido a
la solvatacion (denotada por el desplazamiento solvatocromico), que favorece

. . . 66.67
el cruzamiento de intersistemas .
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2.7.3 Caracterizacién por espectroscopia electrénica

Alberto Toxqui caracterizo las sales de stpa y std (cloruros y sulfatos) por
medio de la técnica de reflectancia difusa™** (Figura 2.12). Con UV-visible,
cromatografia de gases acoplada a masas y RMN se estudiaron los productos
de hidrolisis de la stpa en medio bésico. Observandose la presencia de maltol,

compuesto que se obtiene del rearreglo molecular de la estreptosa.

Std(HCI),
— — stpa(HCI),
- - - -std(H,S0,) :}-"
= e " (stpa),(H,S0O,), |
- J \
2 I 4 1 [ "-.,’
o [ ¢ \ N
@ '2 \ v\
a Tl \ In ﬁ
< ' [
'3 \Y va | \' 1
"’ - LY ‘;‘
I n"‘ ":.d‘:
l‘ ““*qo-co. "'. .
:I' P P el oS B . il i (
‘ , & e L ’ L . 1 : 1 a §
v (Cm-1) 32000 28000 24000 20000 16000 12000 8000 4000
A (nm) 312 357 416 500 625 833 1250 2500

Figura 2.12.- Espectros electronicos de las sales de stpa y std.

Los compuestos de coordinacién obtenidos con anterioridad en nuestro
grupo de trabajo se caracterizaron por medio de la técnica de reflectancia
difusa en sélidos, la cual permite determinar la geometria del ion metalico. El
espectro del compuesto (stpa)(CoCls)(H,O); es caracteristico de un ion

metalico con geometria tetraédrica, mientras que los compuestos
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(stpa)(NiCl,)(H,0),4 y (stpa)(CuCl,y)(H,0O)s presentan espectros caracteristicos
para compuestos con geometria octaédrica”**%,

Con el resurgimiento de la tuberculosis a causa de la apariciéon de
enfermedades que atacan el sistema inmunologico (SIDA o cancer entre
otros), el estudio de la stpa cobra nuevamente importancia. por lo que nuestro
interés es investigar el comportamiento del antibiotico frente a iones metalicos
en especial el calcio, ya que se ha observado en los estudios bioldgicos con
membranas que la interaccion de la stpa con calcio es relevante por su posible
participacion en el mecanismo de accion toxico.

Es muy importante en nuestra investigacion el conocer la estructura

tridimensional de la stpa que presenta un arreglo helicoidal como se muestra

en la figura 2.13

Figura 2.13.- Estructura helicoidal de la stpa.
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I11. Objetivos

El estudio de la estreptomicina y su interaccion con iones metalicos es de
suma importancia debido a que en el cuerpo humano se encuentran iones
metalicos como el zinc y el calcio, principalmente el calcio, que se encuentra
en altas concentraciones en el oido interno, el cual probablemente influye en

la actividad del antibiotico. Por lo que se plantearon los siguientes objetivos:

Estudiar el comportamiento de la estreptomicina frente a
diferentes iones metélicos, por lo que se propone sintetizar los compuestos con
calcio(Il), zinc(1l), niquel(Il), cobalto(Il), mercurio(Il), manganeso(Il) vy

cobre(1l).

Investigar la influencia de las diferentes condiciones de reaccion
como temperatura, disolvente, tiempo de reaccion, contraiones y relaciones

estequiometricas.

Caracterizar los compuestos obtenidos mediante diversas técnicas

. " e ! 13
analiticas y espectroscopicas: analisis elemental, IR, RMN de Hy "C,
espectroscopia  electronica, absorcién  atdémica, termogravimetria,

espectrometria de masas y rayos-X. (de ser posible).

Asi mismo, proponer el o los posibles sitios de coordinacion o de
interaccion de la estreptomicina con los iones metalicos, en base al analisis

y caracterizacion de los compuestos.



Objetivos.

Por ultimo se tiene como objetivo estudiar la fraccion
estreptidina, va que en etapas previas de esta investigacion, los estudios
biologicos mostraron que este puede ser un metabolito relacionado con la
toxicidad de la estreptomicina. Por lo que el estudio quimico de la estreptidina

se vuelve de suma importancia.
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IV. Desarrollo experimental

4.1 Reactivos

Todas las sales (sulfato, cloruro y nitrato) empleadas fueron grado
analitico marca J. T. Baker. El sulfato de estreptomicina (stpa) utilizado es del
laboratorio Sigma.

En las reacciones fue utilizado como medio de reaccion metanol de la
marca Merck, grado analitico y en algunos casos agua destilada. El agua se
destilo en un destilador compac ultrapure water system easypure RF.

Para la sintesis del sulfato de estreptidina se empled sulfato de
estreptomicina marca Sigma, H,SO, concentrado de la marca Aldrich y
acetona (grado analitico) de la marca Aldrich /J. T. Baker.

Otros disolventes empleados para la purificacion de los productos fueron
etanol (grado analitico) de la marca Aldrich / J. T. Baker y acetato de etilo

(grado analitico) de la marca Aldrich / J. T. Baker.
4.2 Instrumentacion

La caracterizacion de los compuestos de coordinacion se llevo a cabo
mediante diversas técnicas espectroscopicas y analiticas. Las técnicas
empleadas fueron: espectroscopia de infrarrojo, espectroscopia electrénica en
la region UV-Vis (en estado soélido), espectrometria de masas (FAB"),
resonancia magnética nuclear de 'H, "C, HETCOR y COSY, analisis
elemental organico, conductividad eléctrica y absorcion atomica. La std se

estudio mediante la técnica de difraccion de rayos-X.
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Los espectros de infrarrojo se obtuvieron con un espectrofotometro
Perkin Elmer FTIR modelo 1605, en el intervalo de 4000 a 400 cm’,
utilizando pastillas de bromuro de potasio.

Los espectros de IR lejanos se obtuvieron con un espectrofotometro
Bruker Vector 22, tipo PS15, en el intervalo de 600 a 200 cm™, empleando
pastillas de yoduro de cesio.

Los espectros electronicos en estado solido se obtuvieron de un
espectrofotometro Cary SE UV-Vis-NIR de Varian, utilizando la técnica de
reflectancia difusa en el intervalo de 40000 a 4000 cm’.

Los analisis elementales se realizaron en un equipo Fisons Instruments
modelo EA1108 (CHNS-O), utilizando estandares de sulfanilamida.

Los espectros de RMN de 'H, "C, HETCOR y COSY, se obtuvieron en
un equipo Varian modelo Unity a 300 MHz para 'H y 75 MHz para "C,
utilizando H,O deuterado como disolvente, dioxano como referencia externa
para °C y HETCOR, H,O deuterado como referencia para los espectros de
RMN de 'Hy COSY.

Los espectros de masas se obtuvieron en un equipo de marca Joel,
modelo SX-102A. Ademas debido a la baja solubilidad del ligante, sus
derivados y los compuestos de coordinacion fue necesario utilizar acido
trifluoroacetico para solubilizar la mayor cantidad posible.

La absorcion atdmica se realizd con un espectrofotometro de absorcién
atdbmica marca Perkin Elmer modelo 2380, por medio de la técnica de
absorcion atomica por flama. Para ello fue necesario solubilizar una cantidad
de muestra conocida en 10 mL de agua desionizada, de la cual se fueron
realizando las diluciones para determinar la concentracién de ion metalico en

el compuesto.
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El analisis termogravimétrico se realizo con un equipo analizador Mettler
Toledo Shir, bajo una atmosfera de nitrogeno, con un incremento de
temperatura de 5 °C por minuto desde una temperatura de 25°C hasta 350°C.

El analisis por difraccion de rayos-X se llevo a cabo con un difractdmetro
Bruker P4, a temperatura ambiente, con la radiacion Mo-Ka (1=0.71073 A),
con condictones de medicion estandar y aplicando una correccion por
absorcion. Las estructuras se resolvieron por métodos directos. Finalmente, los
modelos estructurales, incluyendo pardmetros de agitacion térmica
anisotropica se refinaron por minimos-cuadrados, con los atomos de
hidrogeno puestos en posiciones calculadas. En los ualtimos ciclos de
refinamiento, se aplico un esquema de ponderacion a los datos de difraccion y
se corrigio el efecto de la extincion secundaria mediante una formula semi-
empirica. Los calculos y refinamiento de la estructura se realizaron con ¢l

programa XSCANS.

4.3 Sintesis del sulfato de estreptidina (CgH3sN¢O4 H,SO4 H,0)

Para la obtencién de la std se disuelven 5 g de stpa en 390 mL de H,O
destilada, 350 mL de acetona y 10 mL de H,SO, concentrado. La disolucién
resultante se coloca a reflujo durante 48 horas hasta que presente una
coloracion naranja y un precipitado blanco. El precipitado se separa mediante
filtracion, se lava con agua y posteriormente con acetona. Para cristalizarlo, el
precipitado se disuelve en una solucién acuosa con 10 mL de H,SO, y se deja

evaporando la disolucion lentamente hasta la aparicion de cristales.
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4.4 Sintesis de los compuestos de coordinacion

Se presentan las condiciones utilizadas para la sintesis de compuestos de

coordinacion con los jones Co™', Nit'o Cu™, Mn™', Zn™, Ca™' v Ilgl‘, estos
lones interactuan con el ligante stpa para producir los compuestos de
coordinacion deseados.

Para la sintesis se utilizaron como materias primas las sales sulfato y
cloruro de los correspondientes iones metdlicos y como disolventes agua

destilada, metanol, acetato de etilo y etanol, asi mismo el sulfato de

estreptomicina como ligante.

4.4.1 Sintesis general de los compuestos de coordinacion con los

diferentes iones metalicos

En las reacciones de sintesis de los.compuestos de coordinacion, se
variaron las condiciones de reaccion tales como temperatura (a 70° que es el
punto de ebullicion del metanol y a 37°C temperatura del cuerpo humano),
tiempo de reaccion (12, 24 y 48 horas) y las relaciones estequiométricas
ligante-metal (1:10, 1:5, 1:3, 1:1) (esquema 1). Se inicio con una relacion 1:10

en la Stpa con el objetivo de saturar todos los posibles sitios de coordinacion.

(S}
o
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HZNYN-l
o NH
HN_ /L
N LT I_' \/ m
N H

CH
Q cHO MSO, AN Compuestode , Sal metdlica

v + O Reflljo 6 37°C coordinacion (exceso)
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M= manganeso(ll), cobalto(ll), nicuel(ll), cobre(ll), Zincill), mercurio(ll), calcio(l).

Esquema 1.- Método general de sintesis de los compuestos de

coordinacion.

La estreptomicina es soluble en agua o en un medio acido. Los
compuestos de coordinacion son solubles en agua, con excepcion de
compuestos formados con Ca®" y Hg”" que son poco solubles, es por ello que
la reaccion se lleva a cabo en suspension en metanol.

Los compuestos de coordinacion [Cosstpas(H,0)3(S0Oy)s],
[Co35tpa(SO4)(H20)]Cla,  [Nipstpa(Hy0)2(SO04)2], [Mngstpa(H,0)16(SO4)s ],
[Mn,stpa(H,O)SOL)ICL,  [Cuestpa(Hy0)15(SO4)e].  [Cuastpa(H,0)SO4]CL,
[Znestpa(H,0)12(S0,4)6]2H,0, [Znsstpa(HyO)o(SO4)3], [Znastpa(H,O)SO4)Cl]
Cl, [Casstpa(Hy0)7(SO4)7]7TH,0O, [Cagstpa(Hy0)0(SO4)e], [Caystpa(H,0)
(SO4)4], [Cazstpa(H,0)s(SOy),], [Hgstpa(H,0)eSO4]H,SO4 y [HgstpaSOy],
tueron sintetizados usando 0.2 mmol, 0.6 mmol, 1 mmol y 2 mmol para cada
una de las diferentes sales metalicas, dejando fija la cantidad del sulfato de
stpa (0.2 mmol; 0.2915 g). Después de pesar los dos reactivos se suspendieron

en 50 mL de mietanol y se coloco la mezcla a reflujo durante 48 horas. Pasado

(OS]
(s}
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el tiempo de reaccion se retird y se filtré al vacio. El solido aislado se lavo con
una mezcla de etanol-acetato de etilo (3:1) para eliminar el exceso de sal
metalica. En los compuestos de coordinacion con Ca™ y Hg™', se
aprovecharon sus propiedades fisicas para su purificacion (solubilidad), puesto
que los compuestos de coordinacion son solubles en agua y las sales con estos
iones metalicos no lo son. Se disolvio la mayor cantidad de producto en la
menor cantidad de agua, se aisla la sal metdlica por medio de filtracion y la
disolucion acuosa que contiene el producto se le induce a precipitacion con
acetona, ya que en este disolvente el compuesto es insoluble, para después
filtrar al vacio, obteniendo el compuesto puro.

Para tener temperaturas similares a las fisioldgicas se realizaron
reacciones a 37°C durante 24 horas en una solucion acuosa, donde se
obtuvieron los mismos compuestos polimetalicos [Casstpa(H,0)7(SO,)7]7H,O

y [Zngstpa(H,0),,(SO4)6)2H,0.

4.4.2.- Analisis elemental para la stpa, la std y los compuestos de

coordinacion sintetizados

Para la caracterizacion de la stpa y la std se utilizo la técnica de analisis

elemental y los datos se presentan en la tabla 4.1.
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Tabla 4.1.- Formulas minimas y analisis elementales para el sulfato de

estreptomicina (stpa) y sulfato de estreptidina (std).

Compuesto | Experimental/Teorico
%C %N %H %S
[stpas(H2SO4);(H,0)s] 32.71/32.60 12.57/12.67 6.3/6.12  6.29/6.22
[std(H,SO4)H, 0] . 25.6/25.4 121.96/22.21  5.9/5.86  8.27/8.47

En la sintesis de los compuestos de coordinacion con C02+, Ni2+, Cu* y
Mn”' se emplearon relaciones estequiometricas 1:10 y1:5 dando el mismo
compuesto, ademas se utilizaron sales teniendo cloro como contraion que se
muestran en las tablas del andlisis elemental indicando las condiciones a las
que fueron sintetizados.

Para los compuestos con Co" obtenidos se presentan sus

correspondientes analisis elementales en la tabla 4.2 y para el de Ni*" se

muestra en la tabla 4 .3.

Tabla 4.2.- Formulas minimas y analisis elementales para los compuestos

de coordinacion con cobalto.

L:M Compuesto Experimental/Tedrico

%C %N %H %S
110 [Cosstpas(HOR(SOy )5 30.04/29.98  11.63/11.65 6.28/4.85 5.09/5.72
1:5

1:10  [Cosstpay(SOy)(H,0)6Cl5] 20.3/29.48 | 11.49/11.46 5.09/53  4.89/3.75
18
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Tabla 4.3.- Formula minima y andlisis elemental para el compuesto de

coordinacion con niquel.

L:M Compuesto Experimental/Teoérico
%C %N %H %S
110 Nistpa(H.0)(SO4)]  27.91/27.24  10.66/10.59 6.11/4.67 6.68/6.92

Con manganeso(Il) y cobre(Il) se obtuvieron compuestos polimetalicos
con diferente numero de iones metalicos por unidad de estreptomicina, como
se muestra en la tabla 4.4. Los compuestos se sintetizaron utilizando diferentes
condiciones de reaccion y variando el contraion, observando que las sales con
cloruro solo permiten formar compuestos dimetdlicos inclusive con una
relacion estequiométrica 1:10, este comportamiento es con todos los

compuestos sintetizados con este tipo de sal.

Tabla 4.4.- Féormulas minimas y analisis elementales para los compuestos

de coordinacion con manganeso y cobre.

L:M Compuesto Experimental/Tedrico

%C %N %H %S

1:10  [Mngstpa(H,0)(SOg)s]  14.29/1427  5.38/5.55  3.57/3.59 12.84/10.88
1:10  [Mnostpa(H,0)(SO)ICl,  29.04/29.04 | 11.47/11.29 | 6.3/3.83  5.23/3.69

1:10  [Cugstpa(H,0)3(SO4)s) 14.15/14.28 = 5.55/5.55 4.04/3.25 10.7/10.89
1:10  [Cu,stpa(H,O)(SO4)]Cl, 28.5/28.48 11.39/11.07 6.2/3.76 5.48/3.62

Los analisis elementales de los compuestos de coordinacién con Zn™, se
muestran en la tabla 4.5, observando la formacion de compuestos

. . . . . 2 2
polimetalicos siguiendo con la misma tendencia del Mn™" y Cu~".
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Tabla 4.5.- Formulas minimas y analisis elementales para los compuestos

de coordinacion con zinc.

Compuesto | Experimental/Teorico
L:M Bl %N %H %S
1110 [Zngstpa(H,0)5(SOy)s]  13.96/13.99  5.25/5.44 3.6/3.775  10.19/10.67
2H,0 .

1:5  [Znsstpa(Hh0)e(SO.);]  20.69/20.54  7.91/7.98  4.74/4.68  9.26/7.83

1:10  [Znostpa(H,O)CI(SO4)]  28.36/28.69  11.21/11.15 | 6.21/4.47  5.45/3.65
J 98 CI'ZHQO

RES . .
Para los compuestos con Ca™’, se observa la misma tendencia que para
I . . RO 2
Zn~". Dada la importancia biologica del Ca”", se emplearon mayor numero de
relaciones estequiometricas L:M, los resultados de sus analisis elementales se

muestran en la tabla 4.6.

Tabla 4.6.- Formulas minimas y analisis elementales para los compuestos

de coordinacion con calcio.

L:M Compuesto Experimental/Teérico
%C %N %H %S
1110 [Casstpa(H,0)7(SOy)4] 14.18/14.12  5.22/549  4.06/3.78 12.54/12.54
7(H-0)
110 [Cagstpa(H,O);0(SO4)s] 16.22/15.98  6.1/6.21 4.1/3.78 12.35/12.19
1:5  [Caystpa(H0),0(SOy),4] 19.27/19.31  7.38/7.51  4.58/4.55 10.88/9.82
112 | Casstpa(HL0)s(SO, ), | 26.71/26.72  10.3/10.38 5.65/5.23  7.23/6.79

Cuando las reacciones se llevaron a cabo con CaCl, el rendimiento fue

muy bajo, debido a esto no se pudo caracterizar el compuesto obtenido. Para
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los compuestos con sulfato de calcio se observd la formacion de compuestos
polimetalicos con la estreptomicina al variar las condiciones de reaccion. Para
condiciones de retlujo en MeOH, 48 hrs de reaccidén y con una relacion
estequiometrica 1:10, se obtuvo el compuesto [Casstpa(H,0)7](SO4), 7H,0,
mientras que con una temperatura de 37 °C, 48 o 24 hrs de reaccion en
metanol, y con la misma relacion estequiométrica se obtuvo el compuesto
[Cagstpa(H,0)13](SOy)e. Al disminuir la relacion estequiometricaa 1:5y 1:2 se
obtuvo una menor cantidad de iones metdlicos en los compuestos
([Caystpa(H;0)10](SOL)4 y [Cazstpa(H>0)s](SO4),). Cuando se utilizd agua
destilada como disolvente a temperatura de 37 °C se obtuvieron los mismos
resultados. Dado que las sales de Ca’ son insolubles en agua se logrd
purificar disolviendo la mayor cantidad de compuesto en agua destilada o
desionizada, enseguida se filtra y se recupera de la disolucién el compuesto
puro.

Los compuestos de Hg™" en las mismas condiciones de reaccion que para
CaSO, dan como resultado compuestos mononucleares. Los datos de sus
analisis elementales se presentan en la tabla 4.7. Cabe destacar que en la

reaccion con el HgCl, no se encuentran iones CI.

Tabla 4.7.- Formulas minimas y analisis elementales para los compuestos

de coordinacion con mercurio.

Compuesto Experimental/Teorico
%C %N %H %S
[Hgstpa (H,O), SO,] 229/2326  9.07/9.04  4.75/439  4.76/5.91
(H-SOy)

[HestpaSO,] 28.94/28.98 11.36/11.26 6.17/3.59  5.39/3.68
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V. Resultados y discusion

S.1 Caracterizacion de la Estreptomicina (stpa) y la Estreptidina

(std)

A partir del sulfato de estreptomicina comercial de la marca Sigma. Este
presenta un arreglo helicoidal dejando uno de los grupos guanidino dentro de
la cavidad que se forma en este arreglo y el otro guanidino fuera (Figura 5.1),
se obtuvo la std mediante hidrélisis acida. La stpa y la std se caracterizaron
mediante diversas técnicas analiticas y espectroscopicas como analisis
elemental, espectrometria de masas (FAB", debido a que los productos tienen
punto de descomposicion y no de fusion), IR, RMN (‘Hy (), espectroscopia

electronica y en el caso de la std difraccion de rayos-X.

Figura 5.1.- Estructura helicoidal del stpa,(H,SO,);(H,0)s, modelado con

el programa Hyperchem.
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5.1.1 Caracterizacion por espectrometria de masas y espectroscopia

infrarroja
’ . ’ . ) . +
La espectrometria de masas se determind mediante la técnica de FAB',
en latabla 501 se encuentran fas senales correspondicentes a las [racciones mas

relevantes del ligante stpa.

Tabla 5.1.- Principales sefiales de la stpa en espectrometria de masas.

Fraccion Sefial (m/z)  Fraccion  Seial (m/z) |
stpa(H,SO4)(H,0)s 770 stpa 582 \
' stpa(H,S04)(H,0) 698 std 263
stpa(H,SOy) 680

Se observa el ion molecular de la stpa protonada y estabilizada por el
sulfato ionico.

El analisis por masas concuerda con la propuesta del analisis elemental
por lo que se observan las cinco moléculas de hidratacion. A partir de la
perdida de las moléculas de agua la stpa se va fraccionando por medio de sus
enlaces mas labiles, incluyendo el enlace a-1-4 glucosidico para liberar a la
std (la cual no se analizo por esta técnica debido a su insolubilidad en la
matriz).

En los espectros de IR de la std y de la stpa, algunas de las bandas que
presentan son muy parecidas y las frecuencias de vibracion son cercanas

(Figuras 5.2 y 5.3). En la tabla 5.2, se muestran las bandas en comun.
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Tabla 5.2.- Principales frecuencias de vibracion en el IR (cm™) de la stpa

y std.
stpa, std stpa, std
(H2804)3  (H,SOy) (H2804);  (H:804)
v(N-H--N),,, 3367, 3345, u(C-H),, 2900 2900
vs(N-H),,, 3200 3412
Ls(OH),,
vs(C=N),, 1677, 1660,  &((CHy),) - 700,
Ls(C-N), 1636 1636 750
b(N,-C-N),
us(R,C-CH,- 1054 1005  &(0-H--R) - 506
CRy)st |
v(S=0) 1098 1113 8(0-H) 615 584
S(N-H)
0(S0y)
100 -

O/OT
1
..,__../_ e

EERY St

! 4
4000 3000

) ' T
12000 1000
cm

Figura 5.2.- Espectro de IR de [stpa(H,SO,):(H,0)s].
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Figura 5.3.- Espectro de IR de [std(H,SO4)(H,0)].

En los espectros de IR de ambos compuestos, se observa una banda
ancha e intensa en el intervalo de 3500 a 3100 cm™, en la que se encuentran
las vibraciones L(N-H--N)g y v(OH), (3410-3340 cm™), y v(N-H), (3200
cm’) del grupo guanidino. Asi como las vibraciones v(N,-C-N), (3290 cm’™)
y V(C-H)y (2900 cm™) correspondiente a la vibracion de los grupos metilos y
metilenos, estas frecuencias de vibracién no estan definidas y se observan
como pequenos hombros, sin embargo estan definidas en la std, debido a la
menor cantidad de vibraciones de los OH en comparacion con la stpa.

Para la stpa en la region de 1680-1630 cm™ se define una banda intensa
que corresponde a la vibracién v(C=N), y Ly(N-C-N)y del grupo guanidino.
Esta sefial se desdobla por la interaccion de este grupo con el ion sulfato. En el
espectro de la std se observa el desdoblamiento de la banda correspondiente al
grupo guanidino monosustituido V(H4N,-C-NH-) en 1660 cm” y 1630 ecm’™.

Lo cual se atribuye a la fuerte interaccion que existe con las moléculas de
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sulfato provocando que no sean equivalentes los nitrégenos de los grupos
guanidino (ver la difraccion de rayos-X que se discute mas adelante).

Las sefiales intensas, en 1042 cm’' en la estreptomicina y 1005 cm™ en la
estreptidina son debidas a la vibracion v (R,C-CH>-CR,),. Donde la sefial de
1005 ¢m™ se desdobla deliniéndose, debido a la menor cantidad  de
vibraciones OH que existe en la molécula. En la region de 620 cm” se
presenta una banda ancha de baja intensidad (para ambas moléculas)
correspondiente a la vibracion 6(N-H), 8(O-H) y 8(SO,), por la torsion fuera
del plano. Para la std se observa en 506 cm’ una banda definida
correspondiente a la vibracién 6(O—H——R)72'75, las bandas de 700 cm™ y 750
cm’ corresponden a la vibracion 8((CHy),) del cicloalcano.

También se observa una banda ancha intensa alrededor de 1114 cm’
debida a la vibracion v(S=0) del SO,”. Esta sefial en la std se desdobla debido
al desorden que existe en los oxigenos del sulfato, como se puede observar en
ia difraccion de rayos-X.

La disminucion en el ancho de la banda por debajo de 3000 cm™, se debe

a que en la std ya no existen enlaces glucosidicos o tipo éter que aparecen en

la region de 2800 cm™.
5.1.2 Caracterizacién por RMN de °C, '"Hy HETCOR

En el espectro de RMN de 'H se observa que varios de los protones
aparecen en la misma region, por lo que fue necesario llevara a cabo un
HETCOR para su asignacion (Figura 5.4). Los datos obtenidos se muestran en

la tabla 5.3.
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Figura 5.4.- Espectro HETCOR (ppm) para la stpa (D,0).

g | . B .
Fabla 5.3.- RMN de "H de la stpa con sus desplazamientos quimicos ¢n

ppm (D,0 como disolvente).

Proton ppm Proton ppm Proton ppm
H(1) 3.39-3.3  H(1’) | 5.15%°  H(1") 5.419
HQ) | - H(2") 424  H2) 3.69%
H3)  3.51-3.39 R (- H(3’)  3.39-3.3

H(4)  3.51-339  H(4) 428°  H(4”) 3.77%
H(S)  3.51-339  H(5) 1.10° | H(5™) 3,39%
H(6) 3.39-3.3  H(6) | 4.91°  H(6") 3.15%

— o

b= an-cmho, s= siﬁgulete, d= -dobleté,- q= cﬁadruplete.
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Algunas de las bandas aparecen en la misma region como se puede
observar en el espectro. Las senales de los OH y las aminas desaparecieron
con el agua deuterada, por esta razon no se observan.

En el trabajo de RMN de Hull et. al®, se demostré que el aldehido del
sulfato de stpa no estd presente en disolucidén acuosa, sino que forma un
hidrato estabilizado por el grupo hidroxilo en el C-6" de la L-estreptosa. En el
espectro de C no se observa la sefial del grupo aldehido que aparece entre
180-200 ppm, en su lugar aparece la sefial en 90.3 ppm correspondiente al
grupo —CH(OH), (Figura 5.5). Los desplazamientos para los C-7 y C-8 de los
grupos guanidino son ligeramente diferentes entre si, lo cual indica que los

guanidinos no son equivalentes.

S

ppm
59.6

71.4
59.0
78.8
74.1
723
159.0
158.5

NH,

’

o -1 N B L)) —

1" 106.8
2 853
3’ &3.1
4 783
5 13.3
6 90.3

953
62.2
70.3
70.0
73.7
61.2
33.0

-~ N LB LN —

Y"HO 7
Figura 5.5.- RMN de "C con sus desplazamientos (ppm) y estructura de

la stpa en disolucion (D;0).

45



Resultados y discusion

En la std se observa que las sefiales para los carbonos del grupo

guanidino C-7 y C-8, asi como los carbonos C-4 - C-6 y C-1 - C-3 son

. . . . ;. . 7.29.63
similares, debido a que tienen un ambiente electronico equivalente” ™

(Figura 5.6).

TRN
¥
! 58.8

.
NH.O )

\

.

> OH 2 70.7

HaN HO& OH S 71.3

pus 3 4.6 74.6
HN 45

HNZ OH 78 1358.0

Figura 5.6.- RMN de YC (ppm) y estructura de la std en disolucion (D,0).

5.1.3 Analisis por espectroscopia electronica con la técnica de

reflectancia difusa

Los espectros electronicos de absorcidén en estado solido de la stpa y la
std en UV-VIS (Figura 5.7), nos dan informacioén del ambiente electronico del

cromoéforo (grupos guanidino), en la region de 27500 cm’™' absorben los grupos

uanidino, debido a la transicién m=>r °. En el espectro de la std se encuentra
g p

desplazada esta absorcién con respecto a la del stpa por efectos de
empaquetamiento en el estado sélido, ya que los grupos guanidino en la stpa
. . 2- .

interacciona con los grupos SO, en forma distinta con respecto a la std, como
se discute a continuacion. En disolucion, el espectro de la stpa tiene dos
bandas de transferencia de carga debida a los grupos guanidino (Figura 5.8),
donde se observa un desplazamiento a mayor energia debido a la interaccion

de los grupos guanidino con el disolvente.

46



Resultados y discusion
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Figura 5.7.- Espectros electronicos del sulfato de stpa;(H,SO4);(H,0)s y

Absorcién

36588

30322

Figura 5.8.- Espectro electronico en disolucion acuosa de

Stpaz(stO4)3(H20)5.
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5.1.4 Caracterizacion de la std por difraccion de rayos-X

~De la std se obtuvieron monocristales, por lo que se llevé a cabo el
analisis de la estructura mediante la técnica de difraccion de rayos-X. En el
presente trabajo se logré un mayor refinamiento de la estructura de la std que
el que se habia obtenido en un trabajo previo”*, esto permitié llevar a cabo un
analisis detallado de la estructura y sus interacciones intra e intermoleculares.
En la molécula, el anillo tiene una conformacion de silla (a) con los
sustituyentes en posiciones ecuatoriales (b) (como el inositol) y los grupos

guanidino son planares (Figura 5.9).

(a) (b)
Figura 5.9.- Diagrama ORTEP del sulfato de std.

En la estructura de la std se observa una molécula de agua de
cristalizacion que por su posicion y distancia tiene interacciones por medio de
puentes de hidrégeno con los grupos guanidino y OH de la molécula, al igual

que con el ion sulfato.
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La molécula de std se encuentra protonada y por lo tanto tiene una carga
2+ que se encuentra neutralizada por la carga negativa (2-) del sulfato. Debido
a la protonacion de los grupos guanidino, la densidad electronica se encuentra
deslocalizada en ambos grupos lo que le confiere la carga positiva a los
guanidinos, presentando una deslocalizacion en la densidad electronica.

Al mismo tiempo, se observa un claro desorden en los atomos de oxigeno
del ion sulfato, donde los factores de ocupacion del atomo en la red cristalina
son distintos, por ejemplo para el O(111) su factor de ocupacion es de
0.775(7) y su contraparte el O(112) tiene el valor complementario 0.225(7)

(ver apendice I) que indica que posicion ocupa preferentemente (Figura 5.10).

Figura 5.10.- Desorden en los atomos de oxigeno en el ion sulfato.

De acuerdo a la posicion que tome el atomo de oxigeno del ion sulfato su
interaccion de los puentes de hidrogeno con la std y las moleculas de H;O va a

variar (Figura 5.11).
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(b)

Figura 5.11.- Puentes de hidrégeno que estabilizan al sulfato.
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Las distancias interatémicas entre los atomos de N, H y O, con los atomos de
oxigeno del sulfato (Tablas 5.4 y 5.5) denotan la existencia de puentes de
hidrogeno que estabilizan a la estructura cristalina. Debido al desorden que
presenta el ton sulfato, en las posiciones atdmicas para los atomos de oxigeno,

Jas interacciones por puentes de hidrogeno varian entre 10 y 11 puentes

(Figura 5.11).

Tabla 5.4.- Distancias interatémicas (A) de los diez puentes de hidrogeno

del sulfato con std.

N(3)-H(3B)~-O(111) 2.143(5) O(5)-H(5) ~O(121) 2.02(6)
N(1)-H(1B) O(111) 2.492(5) N(9)-H(92) -~ O(141) 2.19(7)
N(7)-H(72) O(111) 2.16(6) N(8)-H(81) ~~O(141) 2.44(8)
N()-H(71) ~0(121)  2.18(7) N(8)-H(82) -~ O(131) 2.03(8)

0(200)-H(201) —O(121) 2.00(8) 0(200)-H(202) - O(131) 2.12(8)

Tabla 5.5.- Distancias interatomicas (A) de los once puentes de hidrogeno

del sulfato con std

NCTO)-1T02) - O(112) 2.43(7) N(7)-H(71) —O(122) 2.15(7)
N(7)-H(72) -~ O(112) 2.22(7) N(8)-H(82) -~ O(132) 2.14(8)
N(3)-H(3B) -~O(112) 2.10(6) N(9)-H(92) -+ O(142) 2.40(7)
N(9)-H(92) ~O(112) 2.47(7) N(8)-H(81) ~O(142) 1.94(8)
N(D-H(1B) ~-0(122) 221(6)  O(200)-H(201) ~O(142)  2.07(8)
O(5)-H(5) ~0(122) 1.84(6)

El desorden que presenta el ion sulfato da lugar a dos tipos de

interaccién. En los iones sulfato sus oxigenos pueden encontrarse en dos
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posiciones diferentes en la red cristalina. Cuando se encuentra en la posicion
(a) tiene 10 puentes de hidrogeno, de los cuales se observa que la interaccion
mas fuerte esta en el O(200)-H(201) ---O(121). Los oxigenos del grupo sulfato
tienen varios puentes de hidrogeno: el O(131) posee 2 puentes de hidrogeno,
el O(TT1) tiene 3 puentes de hidrogeno, el O(141) ticne 2 y el O(121) tiene 3
puentes de hidrogeno; estas interacciones se dan con dos moléculas de agua y
S de estreptidina, como se muestra en la figura 5.11 (a). Asi mismo, en la red
cristalina una molecula de estreptidina tiene muchas interacciones cortas con
otras moléculas de estreptidina equivalentes por simetria.

Cuando el sulfato se encuentra en la posicion (b) tiene 11 puentes de
hidrogeno, que modifican la cantidad de interacciones para cada uno de los
oxigenos del sulfato, ademas, las magnitudes (distancias puentes de
hidrogeno) disminuyen, evidenciando una interaccién mas fuerte en esta
posicion (Tabla 5.5). Por ejemplo el O(112) que es la contraparte de O(111)
tiene un cambio de 3 a 4 puentes de hidrogeno con un cambio en sus
distancias poco significativa, pero se aprecia como al cambiar su posicion
queda en una cavidad mas adentro interaccionando mas con otros hidrogenos.
El O(122) en comparacion con el O(121) varia en sus distancias observando
que uno de los puentes de hidrogeno es mas fuerte y que en esta posicion tiene
una menor distancia entre los atomos, lo que contribuye a este fenémeno. El
O(132) se alejo dejando un solo puente de hidrogeno que es mas débil en
comparacion con el O(131). En cambio el O(142) tiene tres puentes de
hidrogeno donde sus interacciones son mas fuertes que el O(141) que ademas
solo tiene 2 puentes de hidrogeno.

Todo esto nos indica que el sulfato tiene interacciones por puentes de
hidrogeno, que estabilizan a la std, debido a esto la std es insoluble en agua y

disolventes organicos.
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A su vez, cada estreptidina se encuentra estabilizada por puentes de
hidrégeno con otras 3 moléculas vecinas de estreptidina, las moléculas de
sulfato y 2 moléculas de agua. La cantidad de puentes de hidrégeno varia
debido a la posicion que ocupan los oxigenos de los sulfatos.

En la figura 5.12 se observa que los grupos guanidino son los que
contribuyen a una mayor cantidad de puentes de hidrogeno, preferentemente
con los oxigenos de los sulfatos. Debido a la fuerte interaccion del guanidino
con las moléculas de sulfato ubicadas a su alrededor se favorece su
cristalizacién y su baja solubilidad (tanto de la std como la stpa), es por eso
que el estudio de la interaccion intramolecular en la red cristalina tiene una

relevancia importante.

Figura 5.12.- Puentes de hidrégeno que presenta el grupo guanidino.

Por las distancias entre los atomos de los grupos guanidino, se observa

que los nitrogenos son equivalentes debido a que estan protonados, y por
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consiguiente. los electrones en el grupo guanidino  s¢  encuentran

deslocalizados (tabla 5.6).

Tabla 5.6.- Distancias y angulos interatomicos seleccionados de los grupos

guanidino en la std.

Longitud de enlace (A).

N(8)-C(7) 1.306(5) N(9)-C(9) 1.320(5)
N(7)-C(7) 1.343(5) N(10)-C(9) 1.327(5)
N(1)-C(7) 1.321(5) N(3)-C(9) 1.327(5)
N(1)-C(1) 1.451(5) N(3)-C(3) 1.453(4)

Angulos interatémicos (°).
N(7)-C(7)-N(8) 119.9(4) N(9)-C(9)-N(10) 119.4(4)
N(1)=C(7)-N(7) 117.9(3) N(9)-C(9)-N(3) 119.2(4)
N(1)—-C(7)-N(8) 122.2(4) N(10)-C(9)-N(3) 121.4(3)

Sin embargo, en la distancia de enlace interatomico en uno de los grupos
guanidino existe una variacién significativa entre el C(7)—N(8) (1.306(5) A),
observando una distancia mas corta, con respecto al C(7)—N(7) (1.343(5) A),
cosa que no ocurre en el otro grupo guanidino donde el C(9)—N(9) (1.320(5)
A) y C(9)-—N(10) (1.327(5) A), tienen distancias iguales dentro del error
experimental. Esta variacion se debe al distinto ambiente electrénico que
rodea a cada uno de los grupos guanidino como se muestra en la figura 5.13.
Se observa que un grupo guanidino (C(7)), esta interaccionando con 3
sulfatos. mientras que el otro grupo guanidino (C(9)) esta interaccionando con

una molécula de std vecina y con | 6 2 sulfatos de acuerdo a la posicion que
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ocupe él oxigeno. Ademas se ve como cambian los puentes de hidrégeno
dependiendo de la posicidn. La fuerte interaccion de los hidrégenos H(71, 72,
81 y 82) del N(8 y 7) con grupos sulfato, provocan una diferencia en las
distancias interatomicas, mientras que en el N(9 y 10) la interaccion con los
OH de una molécula de std no es tan fuerte y sus propiedades electronicas
(caracter electroatractor) son diferentes al sulfato. En el caso del C(7), se
observa como la posicion de los oxigenos del sulfato afecta en la interaccion
con los grupos guanidino, ya que el O(142) tiene una mayor interaccion con el
H del N(8) y esto se observa en la distancia que existe con este atomo

(1.941A), la cual es menor con respecto a las otras distancias de los grupos

guanidino.
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Figura 5.13.- Puentes de hidrogeno de los grupos guanidino.
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Otra evidencia de que los grupos guanidino estan protonados y son
equivalentes uno con respecto al otro, son los angulos interatémicos (ver tabla
5.6), los cuales no tienen una variaciéon importante. La variacion existente es
minima al tomar en cuenta el error experimental.

El grupo guanidino se protona y deslocaliza su par electronico, pero en
este caso la interaccion con los sulfatos y otra molécula de std da lugar a estas
variaciones.

La celda unitaria se encuentra formada por 3 unidades de estreptidina y 3
unidades de sulfato (Figura 5.14), las cuales se encuentran acomodadas asi
debido a las interacciones por puentes de hidrogeno que tienen favorecido este

arreglo.

-

Figura 5.14.- Celda unitaria de la std.
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S.1.4.1 Estructura supramolecular de la std

La red cristalina de la estreptidina esta formada por tres arreglos de la
molécula en el espacio en forma de lamina con los grupos guanidino
orientados en diferentes posiciones formando tres capas con un
empaquetamiento cibico compacto, en un sistema ABCA.... (Figura 5.15).

Este arreglo se puede observar a lo largo del eje C en la red cristalina, en

un mismo plano. En la celda unitaria, se aprecian las tres posiciones del grupo

b
2E 2

guanidino en el espacio.
X

/

"

Figura 5.15.- Capas que componen la estructura cristalina de la std en

direccion del eje C.

La estructura en tercera dimension muestra las tres capas que se van
desarrollando para formar una espiral, al mismo tiempo se van acomodando

las espirales de tal manera que el espacio vacio sea minimo, tal como en las
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capas para el acomodo en estado solido del empaquetamiento hexagonal
compacto y el cibico compacto.

Los grupos guanidino cuando se hacen crecer a lo largo de los ejes A4, B,
se localizan de tal manera que simulan un eje y las moléculas de estreptidina

forman una hélice alrededor de ese eje (Figura 5.16).

Figura 5.16.- Arreglo de la std vista a lo largo de los ejes A, B.

Los sulfatos se encuentran localizados a los lados entre dos moléculas de
estreptidina en cada una de las capas simulando un sandwich y la molécula de
agua completamente en medio de las dos moléculas de std (Figura 5.17), de tal
manera que los espacios vacios en la red cristalina sean lo mas pequefios

posibles.
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Figura 5.17.- Vista de una capa a lo largo del eje A, C de la std, donde se

observa la posicion de los sulfatos.

Estos arreglos de las capas forman taneles con un sulfato entre dos
moléculas de estreptidina (Figura 5.18). En el cristal el arreglo en tres
dimensiones es el de varios tineles. Estos tuneles se acomodan de tal manera

que ocupan el menor espacio posible tal como se acomodan una pila de tubos.

Figura 5.18.- Formacion de tiinel en espiral de la std en 3-D.

59



Resultados v discusion

VI. Resultados y discusion de los
compuestos de coordinacion sintetizados con

stpa

Debido a la importancia biologica de los iones metalicos en el sistema
fisiologico y en el metabolismo, se propuso investigar como interaccionan los
tones metalicos con el antibidtico aminoglucosidico (stpa). Por este motivo se
sintetizaron compuestos de coordinacién con los siguientes iones metalicos:
Co™", Ni¥", Cu™", Mn*", Zn®, Hg" y Ca’, variando las condiciones de
reaccion: tiempo (24-48 hrs), temperatura (37°C, reflujo en MeOH), relacion
estequiomeétrica y el contraion.

Los compuestos se caracterizaron en estado solido y en disolucion (con
excepcion de los compuestos sintetizados con Ca®” y Hg® debido a la
insolubilidad que presentan). A continuacién se presenta la caracterizacion en

estado solido.

Caracterizacion por masas, IR, espectroscopia

electronica, absorcion atomica y termogravimetria

6.1 Compuestos de coordinacion con cobalto(II),

[CO}Stpaz(H20)3(SO4)3] y [C03stpa2(SO4)2(HzO)6C|2|

- . . 2 .
En las reacciones de sintesis con Co”" y la stpa, se obtuvo siempre el

mismo compuesto, independientemente de las condiciones de reaccion y la
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relacion estequiométrica empleadas. Los compuestos obtenidos utilizando
sales de cobalto fueron el [Cosstpa(H20):(S04 )5 ] y el

-

[Cosstpas(SOy)(H,0)Cl]. La caracterizacion se describe a continuacion.

6.1.1 Caracterizacion por espectrometria de masas e IR del

compuesto [Cosstpa;(H;0):(5S0,)]

Por medio de la espectrometria de masas se corroboro que la molécula de
stpa permanece completa en los compuestos sintetizados con cobalto(I]),
puesto que se detecto la sefial en 582 (m/z) correspondiente a la stpa vy la de
std en 263 (m/z). Cabe senalar que para todos los compuestos de coordinacion
obtenidos se trataron de solubilizar al agregar acido trifluoroacético a una
cantidad suficiente de muestra para obtener el espectro, sin embargo fueron
poco solubles. En el espectro no se observa el pico base, asi como tampoco las
senales correspondientes a las fragmentaciones del compuesto o de la stpa,
debido a Ta limitacion de la téenica (FAB' solo delecta Tragmentos neutros o
con carga positiva) y a que la stpa es muy labil, por lo que el compuesto
descompone muy rapido impidiendo observar las fragmentaciones en el
aparato, solo se observan las mas estables.

De los espectros de IR para los compuestos de coordinacion con Co®' se
observa que no existe variacion significativa con respecto al IR de la Stpa en
estado libre debido a que esta poco definido el espectro por todos los grupos
OH que posee la molécula. Por esta razon se presentan solo las principales
bandas caracteristicas de la stpa y del compuesto en la tabla 6.1. Sin embargo,
se observa un desplazamiento de 1677 cm™ a 1671 em” lo que indica que el

grupo guanidino esta interaccionando con el ion metalico.
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Tabla 6.1.- Principales frecuencias de vibracion de la stpay

[Cosstpa;(H,0)3(SOy)s3).

stpa, [Cosstpa stpa, [Co;stpa
(H,S0y); (H,0); (H;SOy);  (H0);
(S04);] (SOy)s]
o(N-H-N),, 3367, 3413 o(C-H), 2900 2902
vs(N-H),, 3200
LS(OH ),
Us(C=N), 1677, 1671 5(0-H) 615 618
LS(C-N), 1636 S(N-H)
V(N2-C-N);, 8(SOy)
vs(R,C-CH,- 1054 1020 S((CHy),)  -ome o
CRy)s
v(S=0) 1098 1114 5O-H-R) - e

Fas bandas pertenccientes al jon sullato estan ligeramente desplazadas
debido al cambio que tuvo el sulfato al coordinarse. Este cambio es poco
visible en este compuesto por lo poco definido del espectro, pero mas adelante
se ve claramente con otros compuestos. El compuesto
[Cosstpa(SO4):(H,0)Cl] es muy parecido en los desplazamientos, por lo

cual no se incluyeron.

6.1.2 Caracterizacion por espectroscopia electrénica del compuesto

[CO3Stp82(H20)3(SO4)3]

Con lo que respecta al espectro electronico con la técnica de reflectancia
difusa se observa que los atomos de cobalto(ll) presentan una geometria
octaédrica, donde el compuesto [Cosstpa(H,0)3(SOy);] tiene las transiciones

V) (4T2g(F) — 4T.g(F)) centrada en 8231 cm™ y v, (4TIQ(P) — 4T,g(F)) centrada
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en 19990 cm™' (tabla6.2), donde la banda de v; es muy ancha caracteristica

para esta geometria, por lo que v, (4Azg(F) «— 4T|g(13)) (calculada) se observa
como un pequefio hombro en 17660 cm’ (Figura 6.1). Las transiciones®™”!
del compuesto [Cosstpa,(H,0)3(SO4);] se encuentran en  posiciones
intermedias al compararlas con [Co(H,0)]*" y [Co(NH;),]*". El compuesto

con cloruros presenta transiciones similares.

Tabla 6.2.- Valores de absorcién para compuestos con Co®".

Compuesto vi (em™) | va(em™) vy(em™)

[Co(H,0)]" 8100 16000 19400

[Co(NH;)e)* 9000 21100
[Cosstpar(H,0)3(SO4)5] 8231 17660 19990

[Cosstpay(SO,)(H,0) ClL] | 8200 17620 19965 |

1 TC:S0;->M
28938

Tou(F) < 'T1o(F)

Vi

Absorcion

] Tio(P) « T 1o(F) 8231

T T T v 1
30000 25000 20000 156000 10000 5000
-1
cm

Figura 6.1.- Espectro electronico del compuesto [Cosstpa,(H,0)5(SOy);].
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6.1.3 Propuesta estructural de los compuestos |Cosstpa,(H,0)3(SOy)s|
Yy [C03Stpaz(SO4)2(H20)(,Clzl

De los analisis realizados a los compuestos con cobalto(1[), se propone la
estructura presentada en la figura 6.2, en donde ¢l cobalto presenta una
geometria octaédrica. Se propone que la stpa mantiene su estructura helicoidal
que es la mas estable (ver figura 5.1 en él capitulo V).

La stpa en el compuesto es un ligante neutro, ya que al aislar el
compuesto se midio el pH de la disolucion. No se reporta un valor debido a
que el medio de reaccion es metanol y es distinto al del agua, pero si se
observa mas acida la disolucion indicando la formacion de H,SO,. El
modelado se realizo con ayuda de los programas hyperchem y mercury 1.2.1,
utilizando la estructura mas estable de acuerdo a la caracterizacion de analisis
elemental, espectrometria de masas, IR, RMN, espectroscopia electronica y
absorcion atémica. En el compuesto [Co;stpay(SO,).(H,0),Cl;] los cloros
estan sustituyendo un sulfato en la propuesta.

Con ayuda del programa hyperchem se modelaron las propuestas para las
estructuras, mostrando la estructura mas estable de cada compuesto que se

obtiene con este programa.
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Figura 6.2.- Estructura propuesta del [Costpa,(H,0)3(SOy);].

NH
H2N‘7<
Cobalto . NH
NH,
Nitrogeno . 8
HN
Oxigeno .
Carbono

(N-C(7))-Co(1)-(N-C(7))
(N-C(8))-Co(2)=Co(3)-(N-C(77))

< -
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6.2 Compuesto de coordinacion [Ni,stpa(H;0),(SOy);|*7H,0

ln las reacciones de sintesis con Nit' oy stpa, se obtuvo siempre ¢l
compuesto [Nisstpa(H,0),(SO4),]*7H,0, sin importar las condiciones de
reaccion empleadas. En el caso de la reaccion llevada a cabo con NiCl, se

obtuvo un rendimiento muy bajo por lo que no fue posible caracterizarlo.

6.2.1 Caracterizacion por espectrometria de masas e IR del

compuesto [Niystpa(H,0),(SOy);]*7H,O

En espectrometria de masas para el compuesto sintetizado con Ni™" se
detecto la sefial en 582 (m/z) perteneciente a la stpa y la de std en 263 (m/z).

El espectro de 1R del compuesto, esta poco definido y no se observan
desplazamientos significativos de las bandas pertenecientes al compuesto

[Nizstpa(H>0),2(SOy),]*7H,0 en comparacién con la stpa (Tabla 6.3).

Tabla 6.3.- Principales frecuencias de vibracion de la stpay

[N izStpa(Hzo)z(SO4)2] °7H20.

stpa, [Nistpa stpa, [Nistpa
(H,S04); + (H,0), (H;S04);  (H,0),
(SO4),] (SO4)]
V(N-H--N)y, 3367, 3347, V(C-H),, 2900 2920
vs(N-H), 3200 3208
Ls(OH)
LS(C=N)y 1677, 1678, L(S=0) 1098 1092
Ls(C-N);, 1636 1636
V(N2-C-N)
vs(R,C-CH,- 1054 1020 S8(S0y) 615 616

CRZ)st
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Dado que no se observa un desplazamiento significativo en las bandas
del compuesto en con respecto a las del ligante, se propone que la interaccion

del niquel(ll) en la stpa es muy débil.

6.2.2 Caracterizacion por espectroscopia electronica del compuesto

[lebtpa(Hzo)z(SO4)2| '7H20

El espectro electronico nos da informacion tanto del atomo metalico
como del sulfato y del ligante coordinado, ya que se observa que el compuesto

tiene tres transiciones d-d permitidas (Figura 6.3).

TC: SO, > M
19859
V3
25385 14705
] 9200
_ ,
Q
£ ' \/ \/
@]
(74
£2
< T1u(P) P Ag(F) fndF)e-xnoF)
3ng(r) «— Alg(F)
" 1 ' T T T i T T
25000 20000 15000 10000
cm’

Figura 6.3.- Espectro electronico del compuesto
[NizStpﬂ(HzO)z(SO;;)z]'7H20.

Las tres transiciones muestran que los atomos de niquel presentan una

gceometria octaédrica. En la tabla 6.4 se muestran y comparan las
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. 68.71
fransiciones

pertenecientes a compuestos con Ni™, que tienen una
geometria octaedrica, [NI(H,O)4] v [NI{NH;z)q].

Tabla 6.4.- Valores de absorcién con Ni*".

Compuesto Vi (cm") vz(cm") v3(cm")

[Ni(H20)e] 8500 13800 25300

[Ni(NH;3)6] 10750 17500 28200
[Nixstpa(H,0),(SOy), ] 9200 14705 25389

En el espectro se observan tres bandas definidas pertenecientes a las
transiciones Vi (Tag(F) ¢ "Axg(F)), va CTio(F) ¢ *Ag(F)) y vi CTio(P) «
3Azg(F)). La primera transicién v, en 9200 cm™' corresponde al 10 Dq para este
tipo de compuestos.

Al observar los valores de absorcion en la tabla de los compuestos de
Ni*", se ve claramente que el valor de absorcion del compuesto de
coordinacion con stpa es intermedio al compararlo con el hexamin y el
hexacua. Esto nos habla de que en la esfera de coordinacion del niquel se
encuentran atomos de nitrégeno y oxigeno.

En todos los compuestos de coordinacion obtenidos (con Ni*", Mn”",
Zn’"y Ca™") aparece una banda en la region de 19000 cm-1, la cual se propone
que esta asociado a la interaccion de los grupos sulfato con los iones
metalicos, Ja banda aparece con excepcion de los compuestos con Co™ y Cu”
ya que las bandas de transicion electronicas se presentan en esta region. Esta
banda tnicamente se observa en los compuestos de coordinacion ya que no
esta presente en la stpa en estado libre y tampoco en el sulfato de la sal
metalica.

En el compuesto con Co’" la banda asignada como v; es mas ancha de lo
esperado por lo que muy probablemente también se encuentre encimada la

banda observada en 19000 cm™ presente en el compuesto de niquel.
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6.2.3 Caracterizacion por termogravimetria del compuesto

[NizStPﬁ(HzO)z(SOOz] '7H20

En el andlisis termogravimétrico (Figura 6.4) se encontré6 que en un
intervalo de temperatura de 50-110°C hay una perdida de 7 moléculas de agua
de hidratacion, que no se encuentra por analisis elemental, dado que el
compuesto es higroscopico por lo que la formula minima al paso del tiempo es
[Nizstpa(H,0)(S0,4),]-7H,O. La segunda pérdida entre 190-220 °C
corresponde a la pérdida de 2 moléculas de agua, lo cual concuerda con
nuestro andlisis elemental. Después de esta pérdida el compuesto descompone.

100 - s 7(H:0)

N 2(H,0)

‘%\‘}»

%W 60 - \\

-0.2
-0.3 4
-0.4 ]
-0.5 T T T T r . x 7 : r . I r -
50 100 150 200 250 300 350
Temp.(°C)

Figura 6.4.- Termograma (TG y DTG) del compuesto
[NizStPﬁ(HzO)z(SOOz]'7H20.
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6.2.4 Propuesta estructural del compuesto

[Nizstpa(H20)2(SO4)2] '7H20

A partir de la caracterizacion del compuesto con niquel(1l) se propone la
estructura presentada en la figura 6.5. El niquel(Il) presenta una geometria
octaédrica, donde los sitios de coordinaciéon de la stpa son similares a los
propuestos para el [Cosstpa(H,0)3(SOy);]. Asi mismo se observa que la stpa
mantiene su estructura mas estable, con uno de los grupos guanidino
orientados dentro de la hélice y el otro fuera de ella.

Con ayuda del programa hyperchem se pudo modelar la estructura

propuesta.

5 Ni(1)-(N-C(7))
(N-C(8))-Ni(2)-(N-C(7”))

c

Figura 6.5.- Estructura propuesta para [Ni,stpa(H,0),(SOy),]*7H;0.
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6.3 Compuestos de coordinacion [Cugstpa(Hy0)13(S04)] ¥
[Cu,stpa(H,0)(SO,)CLCI

En metanol, los compuestos de coordinacion con Cu™" asi como los
compuestos sintetizados con formula general [Mgstpa(H,0)(SOy)] (M=Zn"",
Mn™ y Ca™"), forman compuestos polimetalicos con Jas sales que contienen
sulfato ([Cugstpa(H»0);3(SO4)s]), mientras con cloruros solo dos atomos
metalicos estan coordinados ([Cu,stpa(H,O)(SO4)CIICI), con formula general
[M,stpa(H,0)(SO,)CI|CIL. En las reacciones con sulfato al utilizar agua como
medio de reaccion se obtuvo una hidrélisis de la stpa a std debido al cambio
de pH=2 en disolucion. La formacion de los compuestos de coordinacion
polimetalicos se lleva a cabo inclusive al cambiar los tiempos de reaccion y

relaciones estequiométricas.

6.3.1 Caracterizacién por espectrometria de masas e IR de los

compuestos [Cugstpa(H,0),3(504)¢] v [Cu,stpa(H,O0) (SO )CHCI

En espectrometria de masas para los compuestos [Cugstpa(H,0)5(SOy)e]
y  [Cu,stpa(H,O)SO,)CIICI, se encontraron las sefiales en 582 (m/z)
correspondientes a la molécula de stpa y la de std en 263 (m/z), encontrando
reproducibilidad en todos Jos compuestos.

Debido a que los espectros de IR son similares solo los datos del
compuesto [Cugstpa(H,0)3(SO,)¢] se muestran en la tabla 6.5. Los espectros
son muy parecidos a la stpa en estado libre, por tal motivo no es posible

asignar un mayor numero de bandas (Figura 6.6).
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Tabla 6.5.- Principales frecuencias de vibracion de la stpa y

[Cugstpa(H,0)3(SO4)]

IR stpa, [Cugstpa ; . stpa; | [Cugstpa
| (H:SO04); | (H20)3 | (H2S04)3 | (H20)13
| | (SOys] ! (SO4)s]
'O(N-H--N),,, = 3367, 3393, | u(C-H)y 2900 2930
vs(N-H);, 3200 3209 ;
US(OH)st ;
'us(C=N)y, 1677, 1677, | 8((CHz)) | - —
Ls(C-N),; 1636 1638 f |
Y T(;thl E |
vs(R;C-CH,- = 1054 | 1058 {&(O-H-R) - ==
CR,). | |
T u(s=0) | 1098 | 1101 | 3(O-H) 615 | 611
| 3(N-H) ‘
[ 8(SOg) |
100
80
60
-
58

40

20

0

4000

|
3000

|
2000

-t

cm

v
1000

Figura 6.6.- Espectros de IR de |Cugstpa(H,0),:(SO4)s] y

[Cu,stpa(H,0)(SO,)CI|CL.
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6.3.2 Caracterizacion por espectroscopia electronica de los

compuestos [Cugstpa(H,0)13(SO,)6] y [Cuzstpa(H,0)(SO4)CICI

En el espectro electronico, para ambos compuestos (de color azul
verdoso) presentan una banda alrededor de 12200 cm™, que pertenece a la

8,71 O . .z 2+
%871 electronica d-d ya que los compuestos de coordinacién con Cu

transicion
solo presentan una transicion permitida por tratarse de un d’, pero al ampliar la
region de 19000 a 20000 cm’ los compuestos polimetalicos
[Cugstpa(H,0)13(SO4)s] ¥ [Cuspstpa(H,O)(SO4)CI]Cl presentan un hombro que
se debe a la transferencia de carga del sulfato hacia el ion metdlico como se ha
observado en los otros compuestos de coordinacion (Figura 6.7). La posicion

L4 . . . 2
de la banda de absorcién en el espectro indica que el ion Cu”" presenta una

geometria tetraédrica, en ambos compuestos.

12200

Absorcién

~T L

I v I v I v L
25000 20000 15000 10000

]
30000

N
cm

Figura 6.7.- Espectros electronicos de los compuestos
[Cu6stpa(H20)13(SO4)6] Yy i{'u :Stpal( H 1(}’){"’%{;@){ “( 1.
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6.3.3 Propuesta estructural de los compuestos [Cugstpa(H,0),3(SO4)¢]
y [Cuzstpa(H,O)(SO4)CICI

En base a la caracterizacion de los compuestos [Cugstpa(H,0)13(SO4)6] y
[Cu,stpa(H,O)(SO,4)CI]CI se propone una estructura probable y estable con los
programas antes mencionados.

Para el compuesto [Cugstpa(H,0),3(SO4)¢] se propone una estructura con
geometria tetraédrica, con dos atomos metalicos ocupando la posicion
correspondiente a los iones sulfato en la stpa en estado libre, mientras los otros
iones metalicos se encuentran ocupando los sitios de coordinacion disponibles

fuera de la estructura helicoidal de la stpa (Figura 6.8).

Cu(1)-(N-C(7))
(N-C(8))-Cu(2)-(N-C(7”))
R-Cu(3)-(N-C(8))
R-Cu(4)=Cu(5)=Cu(6)-R

Figura 6.8.- Estructura propuesta para [Cugstpa(H,0)3(SO4)g]-
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Para la propuesta del compuesto [Cu,stpa(H,O)(SO4)CI|CI, que también
presenta una geometria tetraédrica se propone una ocupacién de los atomos
metalicos en el sitio ocupado por los sulfato, manteniendo la estructura
helicoidal de la stpa. Cabe sefialar que al realizar un analisis cualitativo de
cloruros con nitrato de plata se observo la precipitaciéon de cloruro de plata,
evidenciando la presencia de estos iones en el compuesto. En esta estructura
se propone la sustitucidon de un atomo de CI' y uno de agua por un grupo

sulfato (Figura 6.9).

Cu(1)-(N-C(7))
(N-C(8))-Cu@)-(N-C(7))

Figura 6.9.- Estructura propuesta para [Cu,stpa(H,0)(SO,)CI|Cl.
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0.4 C ompuestos de coordinacion con manganeso(ll),

[Mngstpa(H,0),4(SO4)s| y [Mnystpa(H,0)(SO,)CICI

En las reacciones con los iones metalicos siguientes se hizo un mayor
numero de variaciones estequiométricas (1:10 a 1:5) que se refleja en la
cantidad de iones que se coordinan.

Los compuestos de coordinacion con Mn> forman compuestos
polimetélicos como los compuestos formados con Cu®’, incluso al cambiar las

condiciones de reaccion el comportamiento es muy similar.

6.4.1 Caracterizacion por espectrometria de masas e IR de los

compuestos [Mngstpa(H,0)6(SO4)s| y [Mn,stpa(H,O0)(SO4)CICl

En espectrometria de masas para los compuestos [Mngstpa(H,O)6(SOy)e]
y [Mnsstpa(H,O)(SO4)CIICI, se encontraron unicamente las senales en 582
(m/z) correspondientes a la molécula de stpa y-la de std en 263 (m/z).

Las principales frecuencias de vibracidn de las bandas caracteristicas en
la stpa y el compuesto de coordinacion se muestran en la tabla 6.6. En el IR de
los compuestos (Figura 6.10) se pueden observar los desplazamientos en
dichas bandas. En el espectro de IR del compuesto [Mngstpa(H>0)6(SO4)s],
fue posible asignar un mayor nimero de bandas donde se observa como la
banda ancha arriba de 3398 c¢m™ cambia en intensidad, indicando una
disminucion en las vibraciones OH.

En la region de 1670-1636 se define una banda de intensidad media que
corresponde a la vibracion v(C=N), y v(N-C-N) del grupo guanidino. En
este caso, al desplazarse se evidencia la interaccion de los atomos metalicos

con los grupos guanidino.
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La sefal intensa en 1018 cm™ correspondiente a la vibracion vs(R,C-
CH,-CRy),, del anillo, se llega a definir debido a la interaccion que tienen los
OH del anillo con el Mn”",

Las sefiales en 625 cm™ y 608 cm’' se definen gracias a que en la zona
del esqueleto se desdoblan las bandas debido a la influencia que ejercen los
iones metalicos con los grupos OH de la molécula, esto nos habla de una
posible coordinacion del ion metéalico con estos grupos, estas sefiales indican
claramente el cambio del sulfato al entrar en la esfera de coordinacion del
metal y coordinarse®®’?. Debido a esto se logran ver: las bandas de 655 cm’
correspondiente  a la  vibracién 8((CH,),), la banda en 506 cm’
correspondiente a la vibracion §(O-H--R)"*”, ademés la banda en 820 cm’'
que indica una interaccion de los enlaces glucosidicos con los iones metalicos.

Para el compuesto [Mn,stpa(H,O)(SO,)CI]Cl las bandas y el espectro son
muy similares a las de la stpa y las frecuencias de vibracion no son muy

diferentes, por lo que se discutira principalmente las bandas del compuesto

100 r
] |
| |
80 \ .
.'. lﬁI\l:
60 \I
= " '
EN ] | |
| I
40 — |
20 -
v}
0 T T T T T 1
4000 3000 2000 1000

1
cm

Figura 6.10.- Espectro de IR de [Mngstpa(H,0)16(SO4)s.
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Tabla 6.6.- Principales frecuencias de vibracion de la stpa y

[Mngstpa(H,0),6(SOy)s]-

stpa, [Mngstpa stpa, [Mngstpa
(H:804);  (H20)¢ (H2804);  (H;0)44
(SOl (SO4)s]
V(N-H--N),,, 33067, 3398, v(C-H),, 2900 2926
vs(N-H),,, 3200 3208
LS(OH),
LVS(C=N)g, 1677, 1670, O3((CH3),) 655
Ls(C-N), 1636 + 1636 e
V(N;-C-N),
vs(R,C- 1054 1018 8(O-H--R)  ----- 520
CH,-CRy),,
V(S=0) 1098 116 §(SO,) 615 625
608

6.4.2 Caracterizacion por espectroscopia electronica de los

compuestos de |[Mngstpa(H,0),4(SO4)¢] Y [Mn,stpa(H,0)(SO,)CICI

.- -1
En el espectro electrénico se observa la banda en 19767 cm’™ que aparece
en compuestos de coordinacién con este ligante. Esto nos indica una

interaccion ligante-metal.

El Mn’™ es un d” de alto spin, por lo que no tiene transiciones d-d”*’'. La
transicion observada en 19767 cm™ (Figura 6.11), se debe a la coordinacion
del grupo sulfato al ion metalico dando lugar a una transferencia de carga. El
espeetro del compuesto [Mnastpa(l-H,O)SOL)CHCT ¢s muy similar al dcl

compuesto [Mngstpa(H,O),,(SOy)s], razéon por la cual no se presenta.
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19767
c |
K] |
e 26004
o _
[7)]
Q
<
"';Ié... T A
214 LLM ]
IB] I(H‘f:‘
I 1 1 T T
25000 20000 15000 10000
cm'1

Figura 6.11.- Espectro electréonico de [Mngstpa(H,0),6(SOy)s]-

6.4.3 Propuesta estructural de los compuestos

[Mngstpa(H,0)6(SOy)s] y [Mn;stpa(H,0)(SO4)CI|ClL

En base a la caracterizacion de los compuestos [Mngstpa(H,O),6(SO4)e] y
[Mnastpa(H,O)(SO,4)CICI se proponen las siguientes estructuras probables
para todos los compuestos con este tipo de formulas minimas.

Para el compuesto [Mngstpa(H,0)4(SO4)s] S€ propone con una geometria
octaédrica con dos atomos metédlicos dentro de la estructura helicoidal,
mientras los otros 4 atomos metalicos ocupan posiciones fuera de este arreglo.
Para todos los demas compuestos con formula general [Mgstpa(H,O)(SO, )]
se proponen estructuras similares (Figura 6.12).

En el caso de la estructura para los compuestos con formula general
[Msstpa(H,0)(SO,)CI]CI, se propone una estructura con geometria octaédrica
con el atomo de Cl” y la molécula de agua sustituyendo a un grupo sulfato

(Figura 6.13).
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f Mn(1)-(N-C(7))
(N-C(8))-Mn(2)-(N-C(7”))

' R-Cu(3)-(N-C(8))
\’ J R-Cu(4)=Cu(5)=Cu(6)-R
Mn(3) ‘ ()

n(2)

| \=—~

Mn(1)-(N-C(7))
(N-C(8))-Mn(2)-(N-C(77))

Figura 6.13.- Estructura propuesta para [Mn,stpa(H,0)(SO,)CI]|Cl.
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0.5 Compuestos de coordinacion con zine(ll),

IZH(,Sfpﬂ( H20)|2(SO4)(,|’2H20 Y |Lngstpa(H2())(S()4)C||C|°2 Hg(.)

Debido a la impoitancia biologica que tienen los iones metélicos como el
Zn'" y Ca’" resulta interesante y reviste de importancia el estudio de los
compuestos de coordinacion de la stpa con estos iones metalicos, pero sin
dejar de lado otros iones metalicos presentes en menores concentraciones,
_pero de igual interés como el Cu™, Ni*™, Cc.)2+

Los compuestos con Zn®" obtenidos a partir de las reacciones con ZnSO,
0 ZnCl, se estudiaron en diferentes condiciones, inclusive lo mas cercano
posible a las condiciones fisiologicas. Los compuestos obtenidos se
caracterizaron pol diversas técnicas analiticas y espectroscoOpicas que se

discutiran a continuacion.

6.5.1 Caracterizacion por espectrometria de masas e IR de

[Znostpa(HzO),2(804)6|-2HZO Yy |anstpa(HzO)(SO4)Cl|CI°2HZO

Por medio de la espectrometria de masas se corroboro que la molécula de
stpa permanece completa, puesto que en ella se detecto la sefial en 582 (m/z)
correspondiente a la stpa y la de std en 263 (m/z). En ambos compuestos se
tienen  estas  senales, pero adicionalmente para el compuesto
| Znystpa(H,O)NSOCHCIe2H,0 se observa la fraccion [Znstpa(H>O),CHCI en
772 (/7). mientras en 773 (m/7) se tiene una scial que tiene /3 de
intensidad, indicando Ta isotopia del cloruro.

En el [R del compuesto [Zngstpa(H,0)2(SOy).]2H,O se observa un
cambio significativo en las bandas de absorcion debido a la coordinacion del

ton metalico con los atomos de oxigeno y nitrogeno de la stpa. Las bandas
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caracteristicas de la stpa v de los compuestos [Znsstpa(H.O)SOHCHCI«2H-O

y [Znestpa(H>0)15(SOy),] 2H,0, se muestran en la tabla 6.7.

Tabla 6.7.- Principales frecuencias de vibracion de stpa,

[anstpa(HzO)|2(SO4)6]-2H20 y [ZﬂzStPﬁ(HzO)(SO4)CI ] CI'ZH)_O

stpéz [Zngstpa | Zn,stpa(H,0)
(H,S04)s  (H20)12(SO4)] CI(SOy)|CI
22H,0 *2H,0
O(N-H--N),, 3367, 3346, 3208 3360, 3220
Us(N-H), 3200
vs(OH),; :
vs(C=N),, 1677, 1670, 1636 1670, 1636
Vs(C-N)q, 1636
U(N,-C-N)g
vs(R,C- 1054 1020 1054
CH,-CR,),,
v(S=0) 1098 1109 1094
v(C-H),, 2900 2032 2910
8(CHy),) - 668,
738
8(0-H-R)  ----- 506 e
5(0-H) 615 619, 615
5(N-H) 604
3(S0y)

Los espectros tienen cambios en sus desplazamientos, debido a la
Interaccion que tiene la stpa con los 4atomos de los iones metalicos (Figura
6.14). Se observa como la banda ancha arriba de 3000 cm™ cambia para el
compuesto [Zngstpa(H->0),,(SOy)q]+2H,0.

Los espectros evidencian la interaccion que existe entre Jos iones 7Zn”"y

la stpa con los OH de la molécula desdoblando las bandas y permitiendo
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definir las bandas 6((CH,),), 6(O-H--R), 8(O-H), 3(N-H) y 3(SO,), que tienen
un desplazamiento significativo.

En la region de 1680-1630 cm™ se define una banda de intensidad media
que corresponde a la vibracion v(C=N) y Ly(IN-C-N) del grupo guanidino.
Existen diferentes sefiales en 1670 cm™, 1660 cm™, 1636 cm™, por lo que se
deduce que si existe interaccion entre los iones metalicos y los grupos
guanidino de la stpa. Se observa en la region del esqueleto que la sefial en
1054 ¢m™ perteneciente a LS(R,C-CH,-CR,)q en la stpa se desplaza a 1022
cm” por la coordinacion de los OH de la std con el Zn*". Las sefiales en 604
em™ y 619 cm” correspondientes a los sulfatos coordinados se definen’™,
debido a la interaccién del ion metélico con los OH y las bandas en 668 cm™ y

72-75

738 cm™ que corresponden a la vibracion 8((CH,),)"* ™" se definen.

En el caso del compuesto [Znystpa(H,O)(SO4)CI|CIe2H,O los
desplazamientos son similares con respecto a la stpa sin un cambio drastico en

las bandas por lo que no se analiza a detalle el espectro (Figura 6.14).
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Figura 6.14.- Espectros de IR de |Zn stpa(H,0),,(50,)¢]-2H,0,
|Znystpa(H,0)(SO4)CI|Cle2H;,0 y stpa,(H,SO,);.
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6.5.2 Caracterizacion por espectroscopia electronica de

[Zn6stpa(l-120).2(SO4)6] '2H20 Yy [ZﬂzStPﬂ(HzO)(SO4)CI] CI'2H20

Los espectros electronicos de absorcion en estado solido de los
compuestos [Zngstpa(H,0)12(S04)s]*2H,0 y [Zn,stpa(H,O)(SO,)CI]Cl*2H,0
nos da informacion acerca del ambiente electronico de los iones metalicos al
interaccionar con el sulfato y con la stpa, ya que el Zn”* no tiene transiciones
permitidas y se observa claramente la banda en la region de 19000 cm’
perteneciente a la transferencia de carga entre el sulfato y el ion metélico
(Figura 6.15). El compuesto que tiene los cloros presenta dos bandas cercanas
en la misma region que se atribuye al cambio en el ambiente electronico del
ion metélico por efecto del cloro desplazando en uno de los 4&tomos metalicos

la transferencia de carga.

Absorciéon

! T T T T T T T T
30000 25000 20000 15000 10000
-1
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Figura 6.15.- Espectros electrénicos de |Zn,stpa(H,0)(SO,)CICI-2(H,0)
Yy [Zn6stpa(H20)12(SO4)6] 2H20.
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6.5.3 Caracterizacion por termogravimetria y absorcion atomica de

[Znestpa(B,0),2(SO,4)|-2H,0 y | Znystpa(H,0)(SO,)CI{CI2H,0

Por medio de absorcion atomica se obtuvo que cada 0.02 g de
| Zngstpa(H>O)-(SO,), [0 2HA O, tiene una concentracion de 408.4 ppm de 7Zn" .
Con este dato se realizaron Tos calculos necesartos para obtener una relacion
atomica  1:6  (ligante-metal). Mientras que para el compuesto
[Znsstpa(H,O)(SO,)CI]CI2H,0, solo se obtiene una concentraciéon de 50
ppm, lo cual indica una menor concentraciéon de iones en el compuesto
correspondiente a una relacion 1:2 (ligante-metal) que concuerda con la
propuesta.

A su veg, apoyado en el analisis termogravimétrico (TG y DTG) de los
compuestos de coordinacion se encontrd que la cantidad de moléculas de agua
de hidratacion y coordinacion para [Zngstpa(H>0)2(SO,)]*211-0 concuerdan
con nuestra propuesta evidenciando la primera perdida (Figura 6.16) de 2
moléculas de agua que se lleva a cabo en el intervalo entre 50-115°C lo cual
indica que estas dos moléculas se encuentran débilmente unidas (de
hidratacion), la segunda perdida entre 155-235°C corresponde a 6 moléculas
de agua de coordinacidn, por lo que se propone que de acuerdo con esta
informacion que seguramente estas moleculas de agua se encuentran
coordinados al ion metalico que se encuentran fuera de la estructura
helicoidal, la ultima perdida corresponde a 6 moléculas de agua entre 240-
280°C que estan unidas con mayor fuerza por encontrarse coordinados a los
jones metalicos que estan dentro de la cavidad antes ocupada por los grupos
sulfato, lo cual concuerda con nuestras propuestas estructurales, al tener la
ultima perdida se observa que el compuesto se descompone. La suma de las

moléculas de agua concuerdan con las propuestas con analisis elemental.
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Figura 6.16.- Termograma (TG y DTG) del compuesto
[Zn6stpa(HzO)12(SO4)6] 2H20.

Para el compuesto [Zn,stpa(H,O)(SO4)CI]CI*2H,O se encontré en el
analisis termogravimétrico (Figura 6.17) que, debido a que el compuesto es
higroscopico se pierden 2 moléculas de agua de hidratacion y un dtomo de
cloro en una primera pérdida entre 40-100°C, lo cual indica junto con un
analisis cualitativo de cloruros con AgNQOj la presencia de cloruros idnicos en
el compuesto. La segunda perdida en 190-220°C que corresponde a otra
molécula de cloro y una moléculas de agua coordinados.

Como se ha mencionado, se proponen estructuras similares analogos a
los compuestos con manganeso(Il) con formula general [Mgstpa(H,O),(SO4)s]

y [Mastpa(H,0)(SO,)CI]CL.
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Figura 6.17.- Termograma (TG y DTG) del compuesto
[Zn,stpa(H,0)(SO,)CI|CI-2(H,0).
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0.6 Compuestos de coordinacion con mercurio(ll),

[Hgstpa(H,0)sS0,|(H,;SO,) y [HgstpaSQOy|

[ os compuestos de coordinacion con Hg'  tienen un comportamiento
distinto a los demas compuestos con los otros iones metalicos. Esto se reflcia
en los analisis elementales y demas técnicas, donde los grupos guanidino estan
protonados dejando uno de los sulfato idnicos en su estructura. Al tomar en
cuenta que las sales de mercurio son insolubles en agua, sc purifican de
manera similar a los compuestos con Ca’', disolviendo en agua para recuperar
el compuesto puro. Estos compuestos debido a su baja solubilidad no fue

posible caracterizarlos con técnicas como RMN.

6.6.1 Caracterizacion por espectrometria de masas e IR del

compuesto |Hgstpa(H,0)SO,|(H,SOy)

Con la adicion de acido trifluoroacético, se pudo disolver un poco los
compuestos [Hestpa(H-0)SO,[(H,SOy) v [HgstpaSOy], que permitio detectar
dos senales en espectrometria de masas en 582 (m/z) que corresponde a la
molécula de stpa y en 263 (m/z) a la de std.

En fos espectros de IR se tienen cambios poco significativos, por que es
muy parecido al espectro de la stpa. Sin embargo, se desdoblan las bandas
S((CH,),) v 8(0O-H--R) que se analizan, ya que evidencia una interaccion con
los OH de la stpa. Hay que recordar que el mercurio es muy atin a oxigeno y a
pesar de ser un solo atomo metalico se observa que en estado solido hay una
tnteraccion con la stpa, para ello se tiene en la tabla 6.8 los datos de este
espectro (Figura 6.18). El espectro de y los desplazamientos del compuesto

[HgstpaSOy], son muy similares, razon por la cual no se presenta.
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Figura 6.18.- Espectro de IR del compuesto |Hgstpa(H,0),SO;| (H,SOy).

Tabla 6.8.- Principales frecuencias de vibracion de la stpa,(H,SO,); y

L(N-H--N);;,
vs(N-H),,,
vs(OH),,
LS(C=N)
LS(C-N)
U(Nz'C'N )51
vs(R,C-CH--
CRy)st
v(S=0)

[Hgstpa(HzO)GSO4] (HzSO4)

stpa, [Hgstpa
(1,50,),  (11LO),
SO,

(H2S0,)

3367, 3995,
3200 3216
1677, 1673,
1636 1639
1054 1058
1098 1114

U(C'H)sl

6((CI—IZ)n)

3(0-H--R)

o(0O-H)
O(N-H)
d(S0,)

stpa;
(11,S0,),

2900

[Hgstpa
(11:0),

SOy

(H,S0,)

2929

674,
708

500

617
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l.a banda ancha arriba de 3000 ¢cm™ tiene un cambio significativo en su
desplazanuento lo que indica una interaccion del ion metalico con la stpa. Las
frecuencias de vibracion correspondientes a los grupos guanidino en la region
de 1680-1630 no tienen cambio, por lo que se propone una interaccion debil
con €stos grupos.

En la zona del esqueleto se logran ver las bandas en S00 cm’
correspondiente a la vibracion 8(O-H--R) y en 674 cm’, 708 cm’ que

corresponden a la vibracién 6((CH3)n)72'75.

6.6.2 Caracterizacion por espectroscopia electronica del compuesto

|Hgstpa(H,0)SO,4|(H,50,)

En el espectro electréonico del compuesto con mercurio no se observa la
banda cercana a 20000 cm’ perteneciente a la transferencia de carga del
sulfato al metal, debido a la banda tan ancha de la trasferencia de carga que
tiene este compuesto de coordinacion (Figura 6.19). La banda ancha es
produclto de las bandas de la transferencia de carga tanto del ion metalico
como del sultato, ya quec ambas bandas al estar cercanas a la misma region se

enciman y se suman.
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7 27300
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Figura 6.19.- Espectro electronico de |Hgstpa(H,0)sSO4](H,SOy).
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6.7 Compuestos de coordinacion con calcio(ll),

[C‘]7Stpa(1‘]20)7(804)7|'7(H20) b |Ca45tpa(H20) |()(SO4)4|

En la literatura se encuentra reportado como el calcio y el magnesio
miluven en el mecanismo de accion del antibidtico. en donde el farmaco
mteractua con ¢l calcio para formar un complejo calcio-stpa, inhibiendo cl
transporte de calcio e incrementando el de magnesio a través de la membrana
celular'”. Mientras que también se ha descrito como la stpa al unirse al Ca’'
inhibe la neurotransmision en células por bloqueo del canal ionico de calcio
activando el canal de K™ afectando la mecano-transduccion en los canales de

, , , L 24:26.36.37.39-61
la coclea y el vestibulo de las células del oido interno™ """

. por lo que
podemos decir que el calcio juega un papel importante en el metabolismo y
por lo tanto su estudio es de suma importancia, es por eso que el analisis de
los compuestos obtenidos a partir de la reaccion con CaSQO,, tiene gran
relevancia. El estudio se realizd en diferentes condiciones, como en el caso de
108 compuestos de zinc, procurando acercarnos lo mas posible a las
condiciones fisiologicas. Los compuestos [Cajstpa(H,0)7(SO4)7]7(H,0),
[Cagstpa(H20)0(SO4)e),  [Cagstpa(H,0)10(SO4)4]  y  [Casstpa(H;0)5(SO.),]
obtenidos al variar las relaciones estequiométricas se caracterizaron por

diversas técnicas analiticas 'y espectroscOpicas que se discutiran a

continuacion.

6.7.1 Caracterizacion por espectrometria de masas e IR de los

compuestos [Ca;stpa(H,0)7(SOy);]*7(H,0) y [Cagstpa(H,0),0(SOy),4|

Por medio de la espectrometria de masas se corrobord que la molécula de

stpa permanece completa, puesto que en ella se detecto la senal en 582 (m/z)
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correspondiente a la stpa v la de std en 263 (m/z). Para el compuesto
[Casstpa(H,0)7(SO,)7]°7(H,0) no se ve el ion molecular, pero si se detecta la
seflal perteneciente a Ja fraccion [Casstpa(H,O)(SO,),] (tabla 6.10). Esta senal
indica la estabilidad con la que estan unidos los iones calcio a la stpa, si no se
observan las senales correspondientes a las tragmentaciones de la stpa, es
debido a la limitacion de la técnica (FAB' solo detecta fragmentos neutros o

con carga positiva) y por lo labil de la stpa.

Tabla 6.10.- Principales sefales de la stpa en espectrometria de masas.

Fraccion Senal (m/z)  Fraccion  Senal (m/z)
| Casstpa(l 1,0)(SO ), | 872 stpa 582
[Castpa(SO,)] H.SO4 816 std 263

En el analisis de IR se observa un cambio en las bandas de absorcion
debido a la interaccidn del ion metalico al unirse con los atomos de oxigeno y
nitrogeno de la stpa. Las bandas caracteristicas de la stpa y del compuesto
[Ca-stpa(H,0)7(SO,);]+7(H,0), se muestra en la tabla 6.9.

FI cspectro tiene cambios en su forma y sus frecuencias de vibracion,
debido a la ftuerte interaccion que tiene la stpa con los atomos de los iones
metalicos (Figura 6.20). Se observa como la banda ancha arriba de 3000 cm’
para el compuesto [Ca;stpa(H,0)7(SO,)]*7(H,0O) se desdobla, cambia su
forma y frecuencias de vibracion, permitiendo distinguir entre el enlace con el

. : o - - oy
atomo de oxigeno (3407 cm’™) y con el de nitrégeno (3548 cm™).
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Tabla 6.9.- Principales frecuencias de vibracion de la stpa,(H,S04); v

[Ca7stpa(H20)7(SO4)7|°7(H20).

stpa, [Castpa stpa, [Casstpa
(H,S0y);  (H,0), (H,50y);  (H,0),
(SO04)] (SO4)]
*7(H,0) *7(H,0)
V(N-H--N),,, 3367, 3548, v(C-H),, 2000  eeee-
vs(N-H)y, 3200 3407
vs(OH),,
LS(C=N); 1677, 1681, 6((CHy),) - ———-
LS(C-N)y, 1636 1623
L(N;-C-N),;
vs{R,C-CH,- 1054 8(0-H--R) - 460
CR2)g
v(5=0) 1098 1139 S(S0y) 615 601
669

El espectro svidencia la interacciéon que existe entre los iones Ca’ con
los OH de la stpa desdoblando las bandas y permitiendo definir algunas.

b Ta region de To8O-1630 se encuentran las vibraciones v(C=N), vy
VA N-C-N), del grupo guanidino. En el compuesto
[Casstpa(H,0)(SOy);1+7(H,0) las senales correspondientes a los grupos
guanidino se desplazan al interaccionar con calcio a 168] y 1623 cm’!
indicando una interaccion evidente con los nitrégenos de estos grupos.

En la region del esqueleto aparecen dos bandas en 601 cm’ y 669 cm’”
correspondientes a la vibracion 6(SOy) cuando se encuentra coordinado. Las
bandas que corresponden a &(N-H) y 6(O-H) estan poco definidas (Figura
6.16). Al tener una interaccion fuerte el Ca”™ con los OH de la molécula se
observan claramente las bandas 8(SO,) y 8(O-H--R) ya que las bandas de la

stpa dejan de ser tan anchas.
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Figura 6.20.- Espectros de IR de la stpa,(H,50,);y
[Ca7stpa(H20)7(SO4)7]°7(H20).

6.7.2 Caracterizacion por espectroscopia electronica de los

compuestos [Ca;stpa(H,0),(S04)7]*7(H,0) y [Casstpa(H;0)10(SO4)4]

Para el compuesto [Ca;stpa(H,0)+(S0,);]*7(H,O) se observa la banda en
19694 cm™ de la transferencia de carga de los grupos sulfato hacia los iones
metéalicos (Figura 6.21). Esta banda se presenta en los compuestos de
coordinacion a diferencia del ligante en estado libre y la sal metélica que no

presentan bandas de absorcion.
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Figura 6.21.- Espectro electronico del [Ca;stpa(H,0)7(SO4)-]*7(H;0).

6.7.3 Caracterizacion por termogravimetria y absorcién atoémica de

los compuestos [Ca-stpa(H;0)-(S04),]*7(H,0) v [Cagstpa(H,0),9(SO4)4]

Dado que cl compuesto mas soluble en agua fue el que tiene 4 atomos
metalicos en su estructura fue posible analizarlo. Para dicho compuesto en el
analisis de absorcion atomica se obtiene que por cada 0.0196 g de
[Caustpa(H,0),4(SO4)4] existe una concentracion de 149 ppm de Ca™. Con
este dato se realizaron los calculos necesarios para obtener una relacion
atdmica |:4 (Ligante-metal), lo cual concuerda con nuestra propuesta.

Pyl analisis termogravimdéuico (TG oy DTG) de Tos compuestos de
coordinacion se tiene una primer perdida entre 100-135°C de 7 moléculas de
agua que corresponden a las moléculas de agua de hidratacion y la segunda
perdida 180-220°C fue de 5 moléculas mas pertenecientes a las de

coordinacion. Se observa una perdida mas correspondiente a 2 moléculas de
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agua de coordinacion en el intervalo 160-230 °C lo cual muestra que en total

hay 14 moléculas de agua en el compuesto que concuerda con el analisis

elemental (Figura 6.22).
100 > 7(H20)
- \ N 5(H20)

» 2(H20)

® ] \
- ;:I\/- \/

-0.2

I ! | ! T T 1 T T v I

50 100 150 200 250 300 350
Temp.(°C)

Figura 6.22.- Termograma (TG y DTG) del compuesto
[Casstpa(H20)7(S04)-]*7(H0).

De manera analoga a la propuesta con el manganeso(ll) y zinc(ll), se
propone una estructura similar para el compuesto

[Ca7stpa(H20)7(SO4)7] 7(H20)
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Caracterizacion por espectroscopia electronica,
RMN de C, 'H, HETCOR en disolucién y RMN

de 13C, >N en estado solido

Se estudio el comportamiento de los compuestos polimétalicos en

disolucion mediante las técnicas de espectroscopia electronica y RMN,

6.8 Caracterizacion por espectroscopia electronica en disolucion de

los compuestos polimetalicos

Para la caracterizacion por espectroscopia electronica en disolucion de
los compuestos polimetalicos se utilizé una concentracién de 107 M.

Los compuestos |Cugstpa(H.0)5(SO4)e] v [Cuastpa(SO4)(H,O)CICl
presentan en los espectros (Figura 6.23), una banda en 12812 12488 cm’
respectivamente, correspondientes a la transicion electronica d-d del ion
metalico, que se ven ligeramente desplazadas con respecto al espectro en
estado solido por la interaccion del disolvente. Los espectros al compararlos
con el de su correspondiente sal metalica, tienen un desplazamiento por la
formacién del compuesto de coordinacion. En la region de 21000 em” se
presenta una banda en ambos compuestos, {a cual en el espectro en estado
solido, se presentaban como hombros que se definen claramente en disolucion
y corresponden a la transferencia de carga del sulfato al ion metalico.

La 1" transicion de transferencia de carga de los grupos guanidino se

encuentra ligeramente desplazada a 30685 y 30835 cm™ en comparacion con

; py -] . a e
1a stpa que aparece en 30322 cm’'; sin embargo Ja 2" banda que originalmente
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se encuentra en 36588 cm’' se desplaza a mayor energia y no se observa. Esto

corrobora

Absorcion

40000

la interaccidn de los grupos guanidino con los 4tomos de cobre.

T L
35000 30000 25000 20000 15000 10000
cm’

Figura 6.23.- Espectros electronicos en disolucion acuosa de CuSO,,
CuCly, |[Cugstpa(H,0),3(504)6] y [Cusstpa(SO4)(H,O)CI|CL.

Los espectros de los compuestos con Zn>" se presentan en la figura 6.24.
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Figura 6.24.- Espectros electronicos en disolucion acuosa de ZnSQO,,
[Zngstpa(H;0),2(SO4)s] 2H;0 y [Zn,stpa(H,0)CI(SO,)]CL
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De manera similar a los compuestos anteriores la 2° banda de
transferencia de carga de los grupos guanidino se encuentra desplazada a
mayor energia en el compuesto [Zngstpa(H,0),,(SO4)s] 2H,0, mientras en el
compuesto [Zn,stpa(H,O)CI(SO4)|CI] no hay un desplazamiento significativo,
sin embargo se observa en la region de 19000 cm™ la transferencia de carga
del sulfato al ion metalico en ambos compuestos, la cual no esta tan
desplazada en comparacion con los espectros de estado solido.
Adicionalmente, para el compuesto [Zn,stpa(H,O)CI(SO,4)]Cl, se observa una
banda en la region de 16800 cm™ como se observa en estado solido, la cual se
asigna como una tranferencia de carga del cloruro. Para efectos de
comparacion se muestra el espectro del ZnSO4 que no tiene transiciones
permitidas, lo que nos indica una coordinaciéon del ion metalico a la stpa, el
grupo sulfato y el cloruro.

La figura 6.25, muestra el espectro de [Cagstpa(H20)o(SO4)4].

17322
36903
At
SETTWEN T T
Absorcion SN
- =T T T T T T
40000 35000 30000 25000 20000 15000 10000

cm!

Figura 6.25.- Espectros electronicos en disolucion acuosa del CaSQO, y el
compuesto [Casstpa(H,0),0(SOy)4].
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Ei compuesto |Caystpa(HaO) oSO, | tuvo una mayor solubilidad, por lo
cual fue posible obtener el espectro, observando las bandas pertenecientes a la
stpa y adicionaimente una banda en 17322 cm’ perteneciente a la
transferencia de carga del sulfato al jon metalico. Al compararlo con el
espectro de b sal metalica, que no tiene lransiciones electronicas evidencia la
tormacion de un compuesto de coordinacion.

La caracterizacion conjunta en estado solido y disolucion muestra que ¢l
calcio forma y favorece compuestos polimetalicos estables, por lo que muy
probablemente sea que debido a estas interacciones con los iones metalicos en
el oido Interno, el antibiotico precipite y tenga un papel importante en el

mecanismo de accion toxico.
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6.9 Caracterizacion por RMN de "C, 'H y HETCOR de los

compuestos de coordinacion

Otra técnica utilizada en disolucién fue la RMN ('H, °C y HETCOR),
donde  se  obtuvieron los  espectros  para los  compuestos
[Nisstpa(H,0).(SO,),]+7H, 0, [Znestpa(Hy0)2(SO4)s) 2H,0,
[Zn;stpa(Hy0)e(SOy)3], [Znastpa(H,O)CIHSOL)]CH, [Cugstpa(H,O) 5 (SOu) )
[Cuastpa(H,O)(SOL)CHCI, [Nigstpa(H;0)2(SO04),], [Cosstpar(HaO)s(SOq)aCla],
[Costpax(T OSSO L [MNgspatt 1,0),(SO DLy TMsstpal O XSO NCTCT,
con excepcion de los compuestos con Ca’ y Hg®', debido a su baja
solubilidad, por las fuertes interacciones que tiene el Ca’” con el antibiético.

En los espectros de RMN de los compuestos de coordinacion se observa
que no existen desplazamientos quimicos significativos de los compuestos
obtenidos en comparacion con la stpa en estado libre, con excepcion de los
carbonos base de los grupos guanidino (C(7) y C(8)), por otro lado, al llevar a
cabo el estudio en disolucidn de espectroscopia electronica, se observa que los
compuestos de coordinacion son estables en disolucion. Estos resultados
indican que la stpa mantiene su estructura helicoidal en estado solido y en
disolucion, en donde los iones metalicos estan ocupando los sitios en lo que se
encontraban los iones sulfato.

En los espectros HETCOR de los compuestos anteriores, se observan las
sefiales de 'H y las 21 sefiales de los carbonos (Figura 6.26), correspondientes
a la molécula de stpa. Esto, en conjunto con las técnicas antes mencionadas,
coincide con la propuesta de que la stpa no se hidroliza en estas condiciones
de reaccion.

Debido a que todos los espectros son similares solo se muestra el del

compuesto [Zngstpa(H,0)12(SO,)6] 2H,0.
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Figura 6.26.- Espectro de RMN HETCOR de |Zngstpa(H;0),2(SOy)¢]
2H,0.

A continuacion se presentan los valores obtenidos en ppm de los
desplazamientos quimicos para el compuesto [Zngstpa(H,0),2(SO4)s] 2H,0 en

las tablas 6.11 y 6.12.
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Tabia 6.11.- Desplazamientos quimicos de RMN de 'H para
|Znéstpa(H20)|2(SO4)6] 2H20 en DzO.

Protéon
H(D)
H(2)
H(3)
H(4)
H(5)
H(o)

Ppm
3.39-33
3.51-3.39
3.51-3.39
3.51-3.39
3.39-3.3

Proton

H(1)
H(2")
H(4")
H(5)
H(6")

ppm
5.13%%

4 375

Proton

H(1™)
H(Z™)
HE™)
H(4™)
H(5™)
H(6™")
H(7™")

b= ancho, s= singulete, d= doblete, q= cuadruplete.

ppm
5.43¢

3.64%

3.39-3.3

3.78%
3.39%
3.15%
2.68"°

Tabla 6.12.- Desplazamientos quimicos de RVMIN de BC para
[Znéstpa(HzO)lz(SO4)6] 2H20 en DzO

l3C
C(1)
C(2)
C(3)
C(4)
C(5)
C(6)
C(7)
C(8)

Ppm
60.744
72.651
60.152
79.689
75.238
73.444
160.140
159.661

13C
C(1”)
C(2%)
C(37)
(4
C(5%)
C(6")

ppm
107.943

86.139
84.235
79.452
[4.351
91.336

I3C
C(1”)
C2")
C(3™)
C4’)
C(5™)
C(6”)
(7"

ppm
96.237
63.286
71.417
71.216
74.810
62.339
34.006
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6.10 Caracterizacion por RMN de C y "*N en estado solido

En la figura 6.27 se presentan los espectros de RMN de C para lastpay
el compuesto [Zngstpa(H,0),,(SO4)s] 2H,0.
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Figura 6.26.- Espectros de RMN "°C en sélido de la stpa y
[Zngstpa(H,0),(S04)s] 2H,0.

En los espectros de RMN de BC del compuesto [Zngstpa(H,0),2(SO4)s]
2H,0 en estado solido se observan cambios en los desplazamientos quimicos
en comparacion con la stpa en estado libre, debido a la coordinacion de los
atomos metalicos con el antibiotico. Las sefiales de los carbonos base de los

grupos guanidino de 158.8 a 163.5 ppm y la metil amina de 37.6 a 34.7 ppm
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principalmente, son las que presentan un desplazamiento mas significativo, sin
embargo, se evidencia la coordinacion de los atomos metalicos con la
molécula por los desplazamientos que presentan la molécula como se observa
en la figura 6.26. En la sefial de 75.6 ppm se encuentran varias sefiales
correspondientes a los carbonos que en disolucion aparecen en la region de
60-80 ppm.

En el espectro d¢ RMN de "N en estado solido es evidente Ia
coordinacion del ion metalico con los grupos guanidino por el desdoblamiento
que presentan las sefiales que originalmente se encuentran en 62, 45.3 y 40.6
ppm se desplazan a 50.3, 46.7 y la sefial en 40.6 se desdobla en dos sefiales
que aparecen en 38.7 y 32.1 ppm(Figura 6.27), y las del nitrogeno secundario
en la N-metil-a-L-glucosamina en 0.13 ppm se desplaza y se desdobla
observandose dos sefiales en 2.3 y —4.5 ppm, indicando que tanto los grupos
guanidino como el NH de la N-metil-a-L.-glucosamina participan en la
coordinacion hacia el ion metalico.

[Zngstpa(H,0):2(SO04)s] 2H,0. o

stpa =

| |

50.3 62.0 ! |1
46.7 45.29

38.7 40.6 ;’1\

32.1 40.6 ' %\

23 0.13 /\,j 1\
/

45 0.13
/ \

\
\ 1

o \ /
Y AN

f\\—\ ;ML\F

Figura 6.27.- Espectro de RMN "N en sélido de la stpa.
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VII. Conclusiones.

Mediante  fa caraclerizacion  de  los  compuestos  de  la
estreptomicina con iones metalicos, se observod la formacion de compuestos
polimetalicos, esto se debe a que presenta diferentes sitios de coordinacion,

como son los grupos guanidino, hidroxilo y amino.

El contraion tiene un efecto importante ya que en el caso de los
cloruros se obtienen compuestos con 2 4tomos metélicos por unidad de
estreptomicina, sin importar el ion metélico, la relacion estequiométrica
empleada o las condiciones de reaccion, mientras que con los sulfatos se
obtuvieron compuestos que poseen de 2 a 6 atomos metélicos por unidad

de estreptomicina, dependiendo de la relacion estequiométrica empleada.

En el caso de los compuestos que contienen iones sulfato, estos se
encuentran interaccionando con [os iones metalicos, como se observo de
los estudios en disolucion y en estado solido por espectroscopia
electronica. El valor del 10 Dq concuerda con la propuesta de la
coordinacion de los grupos nitrégenos e hidroxilo hacia los 1ones

metalicos.

Por medio de RMN en estado solido y en disolucion se ve
claramente que la estreptomicina mantiene su estructura helicoidal al no
tener desplazamientos significativos con respecto a la stpa en estado libre,
con excepcion de los carbonos base de los grupos gaunidino y del amino

secundario de la N-metil-a-L-glucosamina, indicando un enlace de
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débil con el ion metalico en los sitios antes ocupados por el sulfato. Esto se

corrobord por la RMN de N en estado solido

-~ Mediante el estudio quimico y biologico realizado a la
estreptidina se observé que esta fraccion del antibiodtico juega un papel

muy importante en el mecanismo de accion toxico de la estreptomicina.

- Se demostré mediante este estudio que la estreptomicina tiene
una alta afinidad con los iones calcio ya que se obtienen compuestos que
contienen de 2 a 7 atomos metalicos por unidad de estreptomicina, los
compuestos con este ion metalico son muy estables e insolubles. Lo que
nos lleva a la propuesta que muy probablemente se formman compuestos
polimetalicos in situ en el sistema biologico, que al ser insolubles
participan en la toxicidad del amtibiético en el oido, ya que en este sitio

existe una alta concentracion de calcio.
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Ap¢cndice 1.

IX Apéndice.- Informacion cristalografica de la std

Tabla Al.- Datos del cristal y refinamiento de la estructura para std

Codigo de identificacion
Formula empirica

Peso molecular

Temperatura

Longitudes de onda

Sistema del cristal

Grupo espacial

Dimensiones de la celda unitaria

Volumen
Z

Densidad (calculada)
Coeficiente de absorcion
F(000)

Tamano del cristal

std .

CR H22 N6 09 S
378.38

293(2) K
0.71073 A
Trigonal

P3(1)
a=9.1297(6) A
b=9.1297(6) A
c=162706(18) A
1174.48(17) A3
3

1.605 Mg/m3
0.268 mm-!

600
3x.3x.5mm3

a= 90°.
3= 90°.
v =120°,

Rango theta para la coleccion de datos2.58 a 29.98°.

Intervalos de los indices
Coleccion de reflecciones
Reflecciones independientes
Finalizacion de theta = 29.98°
Correccion de la absorcion
Meétodo de refinamiento

Datos / restricciones / parametros
Goodness-of-fit on F2

Indices finales R [I>2sigma(l)]
Indices R (todos los datos)

-12<=h<=1, -1<=k<=12, -1<=[<=22

3078

2478 [R(int) = 0.0363]
99.6 % |
Ninguno

)
Matriz de minimos cuadrados en F -

2478 /17320

1.034

R1=0.0443, wR2 = 0.0973
R1=0.0634, wR2 =0.1070

Parametros de la estructura absoluta -0.12(11)

Diferencia maxima del pico y cavidad 0.273 y -0.225 e.A-3
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Tabla A2.-
3
desplazamientos isotropicos equivalentes (Azx 10 ) para Std U(eq).

4
Coordenadas atémicas (x 10) y parametros en

X y zZ U(eq) Occ
C(1) 13581(4) 2007(4) 2717(2) 26(1)
N(1) 14666(4) 2997(4) 3392(2) 34(1)
C(2) 14350(5) 1085(4) 2254(2) 28(1)
O(2) 14468(4) -25(4) 2818(2) 37(1)
C(3) 13239(4) 127(4) 1516(2) 25(1)
N(3) 13942(4) -770(4) 1080(2) 30(1)
C(4) 13056(5) 1331(4) 038(2) 27(1)
0(4) 12040(4) 389(4) 255(2) 42(1)
C(5) 12230(5) 2183(4) 1398(2) 27(1)
O(5) 12109(4) 3359(4) 867(2) 38(1)
C(6) 13255(4) 3150(4) 2152(2) 27(1)
O(6) 12465(4) 3924(3) 2578(2) 39(1)
C(7) 14355(4) 2611(5) 4179(2) 29(1)
N(7) 15486(5) 3672(5) 4728(2) 38(1)
N(8) 12997(6) 1253(6) 4431(3) 55(1)
C(9) 13494(5)  -2377(4) 1204(2) 31(1)
N(9) 14217(5)  -3058(5) 765(3) 46(1)
N(10) 12328(5)  -3315(4) 1756(3) 44(1)
S 8002(1) 1054(1) 0(1) 32(1)
O(1'11) 6543(8) 1348(9) -159(4) S1(1) 0.775(7)
O(121) 8522(6) 1558(6) 859(2) 46(1) 0.775(7)
O(131) 9361(6) 2281(7) -537(3) 65(2) 0.775(7)
O(141) 7477(8) -636(6) -157(4) 78(2) 0.775(7)
O(112) 6370(20) 460(30)  -278(10) 45(4) 0.225(7)
0O(122) 9107(19)  2558(19) 321(15) 65(7) 0.225(7)
O(132) 8960(20) 610(30)  -675(11) 64(5) 0.225(7)
O(142) 7890(20)  -290(20) 643(10) 56(5) 0.225(7)
0(200) 12515(4) 2659(5)  -1002(2) 49(1)
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Tabla A3.- Longitudes de enlace [A] y angulos [°] para la Std.

C{1)-N(1)
C(1)-C(6)
C(1)-C(2)
C(1)-H(1A)
N(D-C(7)
N(1)-H(1B)
C(2)-0(2)
C(2)-C(3)
C(2)-H(2A)
O(2)-H(2)
C(3)-N(3)
C(3)-C(4)
C(3)-H(3A)
N(3)-C(9)
N(3)-H(3B)
C(4)-0(4)
C(4)-C(5)
C(4)-H(4A)
O(4)-H(4)
C(5)-0(5)
C(5)-C(6)
C(5)-H(5A)
O(5)-H(5)
C(6)-0(6)
C(6)-H(6A)
O(6)-H(6)
C(7)-N(8)
C(7)-N(7)
N(7)-H(71)
N(7)-H(72)
N(8)-H(81)
N(8)-H(82)
C(9)-N(9)
C(9)-N(10)

1.451(5)
1.528(5)
1.536(5)
0.94(5)
1.321(5)
0.91(6)
1.411(4)
1.532(5)
1.02(5)
0.73(6)
1.453(4)
1.518(5)
0.99(5)
1.327(5)
0.84(5)
1.427(4)
1.525(5)
1.06(5)
0.86(6)
1.424(4)
1.527(5)
0.98(5)
0.82(6)
1.418(5)
1.04(5)
0.73(6)
1 306(5)
1.343(5)
0.82(7)
0.79(6)
0.87(8)
0.79(8)
1.320(5)
1.327(5)
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N(9)-H(9 1)
N(9)-H(92)
N(10)-H(101)
N(10)-H(102)
S-0(122)
S-O(112)
S-0(141)
S-O(131)
S-0(121)
S-O(111)
S-0(142)
S-0(132)
O(200)-H(201)
0(200)-H(202)
N(1)-C(1)-C(6)
N(1)-C(1)-C(2)
C(6)-C(1)-C(2)
N(D-C(1)-H(1A)
C(6)-C(1)-H(1A)
C(2)-C(1)-H(1A)
C(7)-N(1)-C(1)
Ce7)-N(D)-11T13)
C(1)-N(1)-H(1B)
0(2)-C(2)-C(3)
0(2)-C(2)-C(1)
C(3)-C(2)-C(1)
0(2)-C(2)-H(2A)
C(3)-C(2)-H(2A)
C(1)-C(2)-H(2A)
C(2)-0(2)-H(2)
N(3)-C(3)-C(4)
N(3)-C(3)-C(2)
C(4)-C(3)-C(2)
N(3)-C(3)-H(3A)
C(4)-C(3)-H(3A)
C(2)-C(3)-H(3A)

0.83(6)
0.93(7)
0.94(6)
0.83(7)
1.338(16)
1.383(16)
1.391(5)
1.472(4)
1 475(4)
1.507(6)
1.576(14)
1.582(16)
0.79(8)
0.71(7)
109.5(3)
110.9(3)
112.2(3)
108(3)
110(3)
106(3)
125.3(3)
122(3)
112(3)
111.5(3)
107.2(3)
110.1(3)
114(3)
103(3)
112(3)
103(5)
110.1(3)
110.6(3)
110.7(3)
109(3)
104(3)
113(3)



C(9)-N(3)-C(3)
C(9)-N(3)-H(3B)
C(3)-N(3)-H(3B)
O(4)-C(4)-C(3)
O(4)-C(4)-C(5)
C(3)-C(4)-C(5)
O(4)-C(4)-H(4A)
C(3)-C(4)-H(4A)
C(5)-C(4)-H(4A)
C(4)-O(4)-H(4)
O(5)-C(5)-C(4)
O(5)-C(5)-C(6)
C(4)-C(5)-C(6)
O(5)-C(5)-H(5A)
C(4)-C(5)-H(5A)
C(6)-C(5)-H(5A)
C(5)-O(5)-H(5)
0(6)-C(6)-C(5)
0(6)-C(6)-C(1)
CO)-Co-C(h)
O(6)-C(6)-11(6A)
C(5)-C(6)-H(6A)
C(1)-C(6)-H(6A)
C(6)-0O(6)-H(6)
N(8)-C(7)-N(1)
N(8)-C(7)-N(7)
N(1)-C(7)-N(7)
C(7)-N(7)-H(71)
C(7)-N(7)-H(72)
H(71)-N(7)-H(72)
C(7)-N(8)-H(81)
C(7)-N(8)-H(82)
H(81)-N(8)-H(82)
N(9)-C(9)-N(3)
N(9)-C(9)-N(10)
N(3)-C(9)-N(10)

124.8(3)
115(3)
121(3)
108.7(3)
110.6(3)
109.0(3)
110(3)
114(3)
104(2)
111(4)
109.3(3)
107.9(3)
111.9(3)
110(3)
111(3)
106(3)
101(4)
111.3(3)
111.6(3)
111.2(3)
106(3)
107(3)
110(3)
110(5)
122.2(4)
119.9(4)
117.9(3)
118(4)
116(4)
122(6)
129(5)
116(6)
114(7)
119.2(4)
119.4(4)
121.4(3)

Apéndice 1.
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C(9)-N(9)-H(91)
C(9)-N(9)-H(92)
H(91)-N(9)-H(92)

C(9)-N(10)-H(101)
C(9)-N(10)-H(102)
H(101)-N(10)-H(102)

O(122)-S-0(112)
0(122)-S-0(141)
O(112)-S-0(141)
0(122)-S-0(131)
O(112)-S-0(131)
O(141)-S-0(131)
0(122)-S-0(121)
O(112)-S-0(121)
O(141)-S-0(121)
0(131)-S-0(121)
O(122)-S-0(111)
O(112)-S-0(111)
O(141)-S-O(111)
O(131)-S-0O(111)
O(121)-S-O(111)
0(122)-S-0(142)
O(112)-S-0(142)
O(141)-S-0(142)
O(131)-S-0(142)
O(121)-S-0(142)
O(111)-S-0(142)
O(122)-5-0(132)
O(112)-5-0(132)
O(141)-S-0(132)
O(131)-S-0(132)
O(121)-8-0(132)
O(111)-S-0(132)
0(142)-S-0(132)

FI(201)-0(200)-H(202)

110(5)
117(4)
127(6)
124(4)
127(5)
108(6)
129.8(12)
151.0(7)
78.5(11)
62.2(10)
115.9(7)
115.3(4)
49.4(10)
123.2(8)
113.5(3)
107.9(3)
99.4(7)
30.4(9)
108.7(4)
104.2(3)
106.4(3)
105.3(12)
105.9(10)
53.6(7)
133.6(6)
60.0(7)
122.2(6)
107.7(1 1)
107.6(11)
60.9(8)
54.5(8)
127.3(7)
125.5(7)
95.1(9)
108(8)

Transformaciones de simetria usados para generar atomos equivalentes.
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2 3
Tabla Ad.- Parametros de desplazamientos anisotropicos (A'x 10°) para
Std. Los desplazamientos anisotropicos tienen la forma de factor

exponencial 27t2 [hza"*‘zUll +..+2hka*b* Ulzl

yll U22 U33 U23 yl3 ul2
C(l)  26(2) 26(2) 23(2) O(1) 2(1) 10(1)
N(I)  35(2) 27(2) 24(1) -1(1) (1) 3(1)

C(2) 28(2)  26(2)  26(2) 6(1) 4(1) 12(1)
O(2) 40(2)  46(2)  32(1)  14(1) 5(1) 27(1)
C3) 26(2)  22(2)  28(2) 0(1) 2(1) 13(1)

NG3) 36(2)  27(1)  32(2) 4(1) (1) 19(1)
C4)  33(2)  21(2)  24(2)  -1(1) 2(1) 12(1)
O(4)  65(2)  34(2)  31(1)  -7(1)  -14(1)  28(2)
C(5) 27(2)  23(2)  332)  -21) 3(1) 13(1)
O(5)  44(2)  29(1)  4522)  -1(1)  -lI(1)  22(1)

C(6) 29(2)  20(2)  28(2) 0(1) 5(1) 9(1)
O6)  52(2)  26(1)  43(2) 2(1) 15(1)  22(1)

C(7) 30(2)  31(2)  27(2) 1(1) (1) 15(2)
N(7)  40(2)  44(2)  25(2) 0(1) 2(1) 17(2)
N(8)  59(2)  43(2)  28(2)  12(2) 2(2) 1(2)
C(9) 34(2)  26(2)  37(2)  -1(1)  -1(2) 17(2)

N(©) 48(2)  32(2)  6122)  -3(2) 12(2)  23(2)
N(10) S1(2)  28(2)  57(2) 10(2) 18(2)  22(2)

S 30(1)  35(1)  25(1)  -2(1) (1) 12(1)
O(111)52(3)  77(4)  40(3) 8(3) 2(2) 44(3)
O(121)54(2)  57(3)  31(2)  -3(2) 72)  31(2)
O(131)40(2)  82(4)  39(2) 9(2) 3(2) 4(2)
O(141)108(5)  45(3)  88(4)  -23(3)  -16(4)  44(3)

O(112) 27(7)  77(13)  28(7)  11(9)  -3(5)  22(9)
O(122) 42(8)  33(8)  129(19) -16(10) -11(10)  25(7)
O(132)71(11)  92(14)  52(10)  -2(9) 1(8)  S7(11)
O(142)62(10)  68(11)  54(9)  26(8)  14(8)  43(9)
0(200) 43(2)  56(2)  37(2)  -3(2) 0(2) 17(2)
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Tabla AS5.- Coordenadas del hidrogeno ( x 104) y sus parametros en los
desplazamientos isotropicos (A2x 10 3) para std.

FHCTA)
H(IB)
H(2A)
H(2)
H(3A)
H(3B)
H(4A)
H(4)
H(5A)
H(5)
H(6A)
H(6)
H(71)
H(72)
H(81)
H(82)
H(91)
H(92)
H(101)
H(102)
H(201)
H(202)

X

12550(60)
15530(70)
15470(60)
15160(80)
12060(60)
14670(60)
14210(60)
12210(80)
11110(60)
11070(80)
14400(60)
11760(30)
16250(80)
15200(70)

12230(100)

12970(90)
13590(80)
15000(80)
12010(70)
11900(80)
12560(90)
11710(90)

y

[ 150(060)
4000(70)
1910(60)
-120(70)
-690(60)
-280(70)
2340(60)
1040(80)
1350(60)
2910(70)
4130(60)
3290(80)
4580(80)
3530(70)
420(90)
1040(100)
-4100(80)
-2370(80)
-4440(80)
-2980(80)
2440(90)
2590(90)

z

2940(30)
3220(30)
1990(30)
2650(40)
1680(30)
710(30)
720(30)
~160(40)
1600(30)
820(40)
1940(30)
2830(40)
4560(40)
5190(40)
4140(50)
4900(50)
740(40)
370(40)
1880(40)
2100(40)
-1470(50)
-940(50)

U(eq)

+0)
52
41
55
37
45
40
63
41
56
41
59
57
57
83
83
69
69
66
66
73
73
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Tabla A6. Angulos de torsion [°] para std.

C(6)-C(1)-N(1)-C(7)
C(2)-C(1)-N(H-C(7)
N(H-C(1)-C(2)-0(2)
C(6)-C(1)-C(2)-0(2)
N(D-C(1)-C(2)-C(3)
C(6)-C(1)-C(2)-C(3)
O(2)-C(2)-C(3)-N(3)
C(1)-C(2)-C(3)-N(@3)
O(2)-C(2)-C(3)-C(4)
C(1)-C(2)-C(3)-C(4)
C(4)-C(3)-N(3)-C(9)
C(2)-C(3)-N(3)-C(9)
N(3)-C(3)-C(4)-O(4)
C(2)-C(3)-C(4)-0(4)
N(3)-C(3)-C(4)-C(5)
C(2)-C(3)-C(4)-C(5)
O(4)-C(4)-C(5)-0(5)
C(3)-C(4)-C(5)-0(5)
O(4)-C(4)-C(5)-C(6)
C(3)-C(4)-C(5)-C(6)
O(5)-C(5)-C(6)-O(6)
C(4)-C(5)-C(6)-0(6)
O(5)-C(5)-C(6)-C(1)
C(4)-C(5)-C(6)-C(1)
N(1)-C(1)-C(6)-0(6)
C(2)-C(1)-C(6)-O(6)
N(1-C(1)-C(6)-C(5)
C(2)-C(1)-C(6)-C(5)
C(1)-N(1)-C(7)-N(8)
C(1)-N(1)-C(7)-N(7)
C(3)-N(3)-C(9)-N(9)

C(3)-N(3)-C(9)-N(10)

128.9(4)

~106.8(4)

61.8(4)

~175.4(3)
-176.9(3)

-54.0(4)
-60.4(4)

-179.2(3)

177.2(3)
58.5(4)

_142.8(4)

04.6(4)
56.3(4)
179.0(3)
177.0(3)
-60.4(4)
-62.6(4)
178.0(3)
177.9(3)
58.5(4)
60.2(4)

-179.5(3)
-174.8(3)

-54.5(4)
-59.5(4)
176.9(3)
175.6(3)
52.1(4)
0.2(7)

-179.6(4)

179.6(4)
0.1(6)

Transformaciones de simetria usados para generar atomos equivalentes.
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Tabla A7.- Enlaces hidrogeno para Std [A y °].

D-H..A dD-Hy  d(H..A)  d(D..A)
N(1)-H(1B)...O(122)#10.91(6)  2.21(6)  2.984(15)
N(I)-H(IB)..O(111)#10.91(6)  2.49(5)  3.177(8)
N(1)-H(IB)..S#1  0.91(6)  2.93(6)  3.768(3)
O(2)-H(2)...0(200)420.73(6)  2.07(6)  2.793(5)
N(3)-H(3B)...O(112)#30.84(5)  2.10(6)  2.926(18)
N(3)-HG3B)..O(111)#30.84(5)  2.14(5)  2.976(7)
N(3)-HGB)..S#3  0.84(5)  2.89(5)  3.665(3)
O(4)-H(4)...0(200) 0.86(6) 1.93(6)  2.787(5)
O(5)-H(5)...0(122) 0.82(6) 1.84(6)  2.614(16)
O(5)-H(5)..0(121) 0.82(6)  2.02(6)  2.836(6)
O(5)-H(5)...0(131) 0.82(6)  2.60(6)  3.164(6)
O(5)-H(5)...S 0.82(6)  2.79(6)  3.548(3)
O(6)-H(6)..0(d)#4 0.73(6)  2.17(6)  2.896(4)
N(7)»-H(71)...0(122#10.82(7)  2.15(7)  2.908(18)
N(7)-H(71)..0(121)#10.82(7)  2.18(7)  2.995(6)
N(7)-H(72)...0(1 1 1#50.79(6)  2.16(6)  2.946(7)
N(7)-H(72)..0(112)#50.79(6)  2.22(7)  2.978(17)
N(7):-H(72)..S#5  0.79(6)  2.97(6)  3.718(4)
N(8)-H(81)...0(142)#40.87(8)  1.94(8)  2.756(16)
N(8)-H(81)...0(141)#40.87(8)  2.44(8)  3.294(8)
N(8)-H(82)...0(131)450.79(8)  2.03(8)  2.815(6)
N(8)-H(82)...0(132)4#50.79(8)  2.14(8)  2.787(19)
N(8)-H(82)..S#5  0.79(8)  2.99(8)  3.696(5)
N(9)-H(91)...0(5)#6 0.83(6)  2.03(7)  2.853(5)
N(9)-H(92)..0(141)%30.93(7)  2.19(7)  3.069(8)
N(9)-H(92)...0(142)#30.93(7)  2.40(7)  3.030(17)
N(O-TI(O2) O TOI30.03(7)  2.47(7)  3.28(2)
NCLO-TICLO1)..O6H60.94(6)  2.07(6)  2.911(5)
N(10)-H(101)...0(5)#60.94(6)  2.64(6)  3.278(5)
N(10)-H(102)..0(112)#4 0.83(7)  2.43(7)
N(10)-H(102)...0(141)#4 0.83(7)  2.55(7)
O(200)-H(201)...0(121)#7 0.79(8)  2.00(8)

<(DHA)

142(5)
133(4)
154(4)
171(7)
169(5)
170(5)
154(4)
174(6)
155(6)
170(6)
127(5)
154(5)
173(6)
154(6)
174(6)
171(6)
162(6)
160(5)
155(7)
167(7)
177(8)
139(7)
151(7)
172(7)
158(5)
125(5)
144(5)
148(5)
126(5)

3.011(2)

3.382(7)

2.764(6)

140(6)
179(6)
160(7)



Apcendice |

O(200)-H(201)...0(142)#7 0.79(8) 207(8)  2.808(17)  155(7)
O(200)-H(202)..0(13D)0.71(7)  2.12(8)  2.827(6) 171(8)
0(200)-H(202)...0(132)0.71(7)  2.28(8)  2.869(19)  141(8)

Transformaciones de simetria usados para generar atomos equivalentes.
Bl -vt2.x-y,z+1/3  H2 -y+2 x-y-1,z+1/3  #3 x+1,y.z

#4 -v—1,x-y-1,z+1/3  #5 -x+y+2,-x+1,z+2/3  #6 x,y-1.z

#7 -xty+2,-x+1,z-1/3
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