Articulo
Cientifico

INTERVENCION DE LA RESONANCIA ELECTRONICA
Y DE FENOMENOS DE SUPERFICIE EN LA ACCION
DE LOS ANTIBIOTICOS

. POY
Eugenio Riesz

Director del Laboratorio de Quimica de la Facultad
de Humanidades y Ciencias

(Segiin comunicaciones presentadas al II Congreso In-
ternacional de Bioquimica, Paris, Julio de 1952, y con-
ferencia dictada en ocasion del Congreso anual de la
Asociacion Francesa para el Progreso de las Ciencias,
Cannes, Setiembre de 1952). - -

Continuacion ()

Segtin lo expuesto en la primera parte de este articulo, los an-
tibidticos, por su actividad de superficie, una vez fijados a la mem-
brana de un microbio, pueden penetrar en el interior de éste e inter-
ferir, electrénicamente, en el metabolismo microbiano.

Por esta razén, nos parecid necesario estudiar la estructura elec-
trénica de los antibiéticos segin el grupo al que pertenecen.

Refiriéndonos, primero, a las sulfamidas, hemos, desde 1937, tra-
tado de aclarar su estructura electrénica, estudiando junto con R.
Freymann (Sorbona, Parfs) especialmente su espectro de absorcion en
el infrarrojo. De estas investigaciones, resulté que las sulfamidas no
mostraron la banda caracteristica del grupo OH, excluyendo asi la
formula IV para ellas. Pero, también, la banda caracteristica del gru-
po N-H (con N trivalente) aparecié muy debilitada en este espectro,
de manera que una disposicién segin la férmula V contribuye, pro-
hablemente muy poco en el sistema electrénico de las sulfamidas. Un
compuesto de estructura electrénica V (no disociado) y también su
sal alcalina VI (forma disociada), hubieran mostrado, normalmente, la
banda caracteristica del grupo N-H. El hecho sorprendente, encon-
trado por M. Freymann y P. Rumpf (2) de que las sales alcalinas de
las sulfamidas mostraron de nuevo normalmente, la banda caracteris-
tica del grupo N-H, nos ha permitido interpretar de una manera ade-
cuada estos fenémenos, que segun las féormulas V y VI quedan con-
tradictorios. Para nuestra interpretacion, nos sirvié otro fenémeno, en-
contrado ya, anteriormente por Job, M. y R. Freymann (3), que pu-
dieron demostrar, que el enlace N-H, en el caso de tratarse de un
nitrégeno tetra-coordinado con una carga positiva, no muestra mas
su banda caracteristica en el espectro infrarrojo de absorcion. Estos
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antecedentes, nos han llevado a interpretar una sulfamida no disocia-
da, segin la férmula VII (con N tetracoordinado) y su sal alcalina
disociada segiin la férmula VIII (con N trivalente). Es significativo,
que sulfamidas monosubstituidas en el grupo amido, no muestran mas,
tampoco en su forma disociada (sales alcalinas), la banda caracteris-
tica del enlace N-H, lo que se explica perfectamente segin la férmu-
la IX,, en la cual no aparece mas un H ligado a un N trivalente.

Estas férmulas con el puente de oxigeno, estin de acuerdo con
la gran estabilidad de las sulfamidas contra la accién de acidos y 4l-
calis, y es interesante mencionar que, ya en 1930, dos investigadores:
J. v. Braun y K. Weissbach (4) se han visto en la necesidad de adop-
tar para un derivado de las sulfamidas, obtenido por accion de PCl;
sobre las mismas, una formula semejante (X).

Pero lo mas caracteristico de las formulas con puente de oxige-
no, son los dos electrones disponibles, representando dos cargas ne-
gativas no localizadas en la molécula y, por esta razon, probablemen-
te aptos para ser captados por fisuras electrénicas en otras molécu-
las que se aproximen bastante. Es nuestra opinién que este tipo de
electrones “disponibles” de las sulfamidas, puede intervenir, en el tras-
lado normal de electrones que ocurre entre las moléculas de otras
substancias; traslado que es, también, basico para el metabolismo bio-
l6gico.

La accion de las sulfamidas consistiria pues, segiin nuestra opi-
nién, en la intervenciéon con sus electrones disponibles en el metabo-
Jismo microbiano. En las reacciones normales del metabolismo, diri-
gidas por enzimas, se trata principalmente de la sintesis de los meta-
bolitos esenciales y de su transformacién en forma encadenada, y nos
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preguntamos pues, cuales serian las reacciones enzimaticas, en las que
intervendrian las sulfamidas.

La observacion de que la accién bacteriostatica de la sulfanilamida
(XI) es antagonizada por el acido para-aminobenzoico condujo a la
teorfa, llamada de Woods y Fildes (5), teorfa segin la cual la sulfa-
nilamida por su similitud molecular con el acido para-aminobenzoico,

desplazaria a este ltimo, por competencia, en un complejo enzimético,
que queda asi anomalo. -

Para nosotros, esta teoria, segun la cual el factor decisivo en la
accion de la sulfanilamida y de las sulfamidas en general seria unica-
mente la similitud molecular, no es satisfactoria, lo que demuestra cla-
ramente el comportamiento del acido sulfanilico mismo, que tiene ain
mas similitud molecular con el 4cido para-aminobenzoico, pero que
es inactivo. La similitud molecular, en el mecanismo de la accién de
muchos antibi6ticos como en el de las sulfamidas, sirve segim nues-
tra opinion solamente para aproximar el antibiético a determinado
metabolito esencial 6 a su predecesor en las reacciones metabdlicas.

Tales metabolitos esenciales son: la cocarboxilasa (tiamina-difos-
fato) y las coenzimas I y II (di- y trifosfo-adenino-nicotinamido-dinu-
cleotidos), a los cuales ciertas sulfamidas pueden aproximarse para in-
-tervenir después en su funcién. Un predecesor de un metabolito es el
ya mencionado acido p- aminobenzoico contenido en la molécula del

acido fdlico, indispensable para el crecimiento y la divisién de mu-
chos microbios.

El acido félico (XII) est4 constituido por los restos: pterinico, ami-
nobenzoilo y glutaminico. La tltima etapa en la sintesis biolgica del
4cido fdlico, se realiza por condensacién del 4cido pterino-aminoben-
zoico (resto “pteroilo”) con é4cido glutamico, en la cual con la inter-
vencion de un fermento v de un dador de energia (adenosinotrifosfa-
to) se forma un enlace —CO-NH—. Una interpretacién electrénica de
la sintesis peptidica biolégica hemos presentado al II Congreso In-
ternacional de Bioquimica, junto con el Dr. Pascual Rubino en otra co-
municacién y repetimos aqui brevemente lo fundamental de esta in-
terpretacién, a fin de comprender porqué la sulfanilamida u otras sul-
famidas, después de haberse aproximado al resto aminobenzoico del
acido pteroilico, gracias a su similitud molecular, pueden intervenir
con sus electrones disponibles en esta sintesis.

Es nuestra opinion que los fermentos responsables de la sintesis
y también hidrélisis peptidica actuarian modificando por inducciéon la
disposicion electronica de sus substratos de manera que éstos reaccio-
nen después en cierto sentido. Asi los fermentos responsables de la
sintesis peptidica modificarian el sistema de resonancia del grupo car-
boxilico de un componente de la reaccién, de manera que su forma

e
con fisura electrénica —C O OH — y de nivel energético mas alto
contribuya mas. En esta forma el grupo carboxilico (del acido pteroi-
lico en caso de la sintesis del acido félico) puede captar los dos elec-
trones no compartidos del grupo amino del 4cido glutamico, forman-
dose, primero un producto intermediario de adicion y finalmente el
péptido (en el caso presente acido fdlico) segin el esquema (XIII). Con
respecto al poder inductivo de los fermentos en cuestién, es nuestra
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opinién, que se trata de substancias altamente polarizadas por tener
polos opuestos, de un lado en la parte prostética, del otro lado en la
parte protinica. Aumentando la distancia entre los dos polos, por la
magnitud de la parte proteinica, aumentaria también el momento di-
polar, actuando asi, la parte proteinica como “amplificador”.
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La sulfanilamida, u otras sulfamidas, una vez aproximadas al aci-
do pteroilico, pueden, con sus electrones disponibles, llenar la fisura
electrénica de este Gltimo, evidentemente no para formar un produc-
to estable de adicién, pero impidiendo, por lo menos temporalmente,
la sintesis peptidica del acido félico. La adiciéon del acido p-amino-
benzoico, que por si mismo segin el esquema XIV puede formar fisu-
ras electrénicas y atraer electrones disponibles, contrarrestarda pues la
intervencion de la sulfanilamida en la sintesis del acido folico.

A la intervencién de electrones disponibles, que es la causa se-
gun nuestra opinién, de la actividad antibidtica de las sulfamidas, se
puede también, atribuir la responsabilidad por un fendémeno, obser-
vado por Emilio Abderhalden con nosotros y otros colaboradores (6),
no explicado hasta ahora: la relativa lentitud de la saponificacion al-
calina de sulfamidopéptidos de la férmula general Ar-SO,-NH-CHR-
- CO-NH-CHR;-COOH, en comparacion con los péptidos respectivos
no asi substituidos. Los iones OH — de soluciones alcalinas modifican
‘por induccién (como lo hacen también segiin nuestra opinion los fer-
‘mentos proteoliticos) el sistema de resonancia del grupo —CO-NH-—
peptidico, de manera que de las tres formas limites A, B, C (del es-
~quema XV) la forma C contribuye més que normalmente.

La fisura electrénica de esta Gltima podré entonces captar un ion
-OH-, formandose primero un compuesto de adiciéon D, D; (XV), que
se desdobla después en E v F. En el caso de los sulfamido-péptidos,
los electrones disponibles del grupo —SO.-NH— serén captados por
la fisura electrénica del grupo —CO-NH-— dificultando asf, al ion
OH — el acceso a ésta y demorando asi la hidrolisis. Los electrones
disponibles de las sulfamidas, mientras que provocarian en el ultimo
caso solamente la polarizacion dentro de una sola molécula, podrian,
por desplazarse a las fisuras electrénicas de grupos —CO-NH— de
otras moléculas, causar la formaciéon de combinaciones moleculares
por fuerzas polares y sér asi responsables de la afinidad entre sulfami-
das y fibras animales o la parte proteinica de las membranas micro-
bianas. :

Las sulfamidas parecen pues inhibir temporalmente la sintesis bio-
J6gica de un metabolito esencial para los microbios: el acido télico;
pero interfieren también con las funciones de metabolitos esenciales
va presentes, como lo son la cocarboxilasa (XVI) y las coenzimas I
(XVII) vy II. Una vez mas, el hecho de la similitud molecular, para .
poder aproximarse al metabolito en cuestion, tiene aqui su importan-
cia. Asi, la sulfadiazina (XVIII) v el sulfatiazol (XIX), semejantes ca-
da uno a una parte distinta de la tiamina, podran facilmente aproxi-
marse a ésta y la sulfapiridina (XX) a la parte nicotinamidica de la
coenzima I o II.

Pero esto no impide a las sulfamidas mencionadas el aproximar-
se también, gracias a sus restos sulfanilamidicos, al acido pteroilico pa-
ra impedir la sintesis del acido félico v parece esta multiple funcion
causar la gran actividad antimicrobiana de las sulfamidas mencio-
nadas. e

Si ahora preguntamos en que funcién de la co-carboxilasa y de
la coenzima I interfieren las sulfamidas en cuestion, expresamos nues-
tra opinién, de que interfieren con sus electrones disponibles en la
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funcion de oxido-reduccién de estos metabolitos. La co-carboxilasa in-
terviene al lado de la coenzima I, como uno de los aceptores de hi-
drogeno en la decarboxilacion oxidativa del acido piravico CH3CO-
COOH a CO, y acido acético, catalizada por una carboxilasa.

Son reducidas en estas reacciones el resto tiazolico de la cocar-
_boxilasa (al cual el resto diazinico estd directamente ligado por un
grupo metilénico), y el resto nicotinamidico (piridinico) de la coenzi-
ma I, (separado por 2 restos de ribosa y 2 restos fosféricos de la ade-
nina). Por poder aproximarse al resto tiazolico de la cocarboxilasa
son pues muy activos el sulfatiazol y la sulfadiazina, y por poder
aproximarse al resto nicotinamidico de la coenzima I o 1I, la sulfapi-
ridina y lo es mucho menos la sulfa-adenina (sulfamido-purina)
(XXTI) (7). :

A la co-carboxilasa reducida corresponde la férmula XVI b des-
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pués de haber aceptado en una reaccion enzimatica 2 hidrogenos. Pa-
ra explicar la intervencién de las sulfamidas mencionadas, sobre la
funcién de la co-carboxilasa (como ejemplo), hacemos la hipétesis, de
que los dos electrones disponibles de la sulfamida se fijan al grupo
CH ligado con doble enlace al nitrégeno del ciclo tiazoélico, adquirien-
do asi la co-carboxilasa dos cargas negativas (XVIa). Por adicién de
dos protones provenientes del agua del ambiente fisiolégico se llega
a la forma reducida (XVI b) ya mencionada. Esta transterencia de 2
protones deja disponibles 2 iones oxhidrilo negativos, los que ahora
podrian ser atraidos por las dos cargas positivas de la sulfamida, asi
oxidada a una hidroxi-sulfamida (postulada por algunos autores (8) pe-
ro solo excepcionalmente (9) encontrada). Es mas probable, que la
sulfamida recupere solamente sus dos electrones, forméandose H:O:
(82) o trasladindose el oxigeno, que se forma segin la ecuacion:
" 90H - - H,0 1+ O L 2e, directamente a otra substancia mas facilmen-
te oxidable que la sulfamida. La interferencia de las sulfamidas, por ej.
" del sulfatiazol en la decarboxilacién oxidativa seria, pues, la siguien-
te: la co-carboxilasa es reducida, sea en el caso normal, sea en el
caso de presencia del sulfatiazol, pero en el caso normal el acetalde-
hido en forma especifica es el aceptor del oxigeno; en presencia del
sulfatiazol, lo seran otras substancias. Algo analogo sucede con la
" coenzima I y II (reducidas en el ciclo piridinico) y también con el ade-
1ino-flavino-dinucleotido.

La tiamina, la nicotinamida y la riboflavina son antagonistas de
las sulfamidas (10) por atraer a si mismas los electrones disponibles,
quedando asi la co-carboxilasa, la coenzima I y II y el adenino-flavi- .
no-dinucledtido en su funcién normal. :

Asi, la accién de las sulfamidas consistiria en provocar cataliti-
camente en las células microbiana procesos de oxido-reducciéon com-
petitivos con los normales, lo que esti de acuerdo con las observacio-
nes de varios investigadores (11), cuyas teorias respectivas, sin em-
bargo, no explican satisfactoriamente f;s mencionadas propiedades ca-
taliticas de las sulfamidas. \

Esta interpretacién de la accién de las sulfamidas como “antifer-
mentos” nos lleva a hacer una hipétesis méas con respecto al mecanis-
mo de la accién de los propios Earmentos de éxido-reduccién. Segiun
nuestra hipdtesis estos fermentos podrian formar electrones disponi-
bles, con los cuales y con protones reducirian los substratos reducibles
(los diferentes cofermentos), recuperando sus dos electrones de dos
iones oxhidrilo y trasladando el oxigeno asi liberado de un modo muy
especifico a sus subtratos oxidables. (20H - > H,O 4O +2¢). De
esta manera podria ser interpretada como fermento la clorofila mis-
ma, la cual, segiin nuestra opinién, (12) reduce el acido carb6nico con
los electrones disponibles del sistema tetrapirrélico, mediante este me-
canismo de “electrélisis biolégica, liberando sin embargo el oxigeno,
sin trasladarlo. Es significativo que, todos los fermentos de 6xido-re-
duccién parecen tener como grupo prostético un resto homocromogeé-
nico, capaz, segiin nuestra opinién, de formar electrones disponibles
gracias a su sistema tetrapirrélico y eventualmente también a su con-
tenido de hierro, que puede cambiar de valencia.

De las sulfonas y de los sulfoxidos nos ocuparemos en otra oca-
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sién y trataremos de interpretar alli, todavia el mecanismo de la ac-
ci6n de la penicilina, basindonos en su férmula quimica (XXII).

Lo méas caracteristico de esta férmula es el ciclo de 4 eslabones
al lado de un ciclo tiazélico. Es conocido que los ciclos tetra-atomi-
cos son, en general, inestables por su tensién interna, provocada por
cambios forzados en los dngulos de valencia.

En la penicilina la tensién estd atn aumentada por pertenecer el
enlace CH-N a la vez a un ciclo tetra y penta-atomico teniendo asi
los 4 eslabones del ciclo tetra-atémico atin menos libertad de dispo-
nerse en una forma relativamente estable. Por este ciclo tetra-atomico,
la penicilina debe tener un nivel energético alto y en efecto fué en-
contrado que la penicilina es sumamente inestable, inactivandose f4-
cilmente por transformacién en écido penilico (XXIII), que tiene un
ciclo penta-atémico en lugar del tetra-atémico (bajando asi mucho el
nivel energético del compuesto). También el alcohol metilico abre fa-
cilmenté el ciclo tetra-atémico, fijindose el resto —OCH; al grupo
—CO— y el H'— al nitrogeno, formandose primero un producto inter-
mediario (XXIV) v después el éster metilico del acido penilico (XXV).

Asf, podemos admitir que también ciertos amino-dcidos pueden
ser captados en esta “trampa” del ciclo tetra-atomico, para formar
compuestos del tipo (XXVI) (con la eventual ciclizacién subsiguiente).
Ademas, el traslado de un amino-4cido al sistema de la penicilina, por
el alto nivel energético de ésta, se hara con suma facilidad, de mane-
ra que el amino-4cido en cuestién puede ser sustraido a la sintesis pep-
tidica biolégica normal, en la cual se necesita un fermento y un da-
dor de energia (adenosinotrifosfato). Tampoco debemos excluir la po-
sibilidad de que un enlace —CO-NH— de un compuesto peptidico o
proteinico sea “atacado” por la “trampa” en el sistema de la penicilina,
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como ocurre con el grupo R-CO-NH— de su propia molécula en el
caso de su tranformacién en acido penilico.

Nuestra teoria, segtin la cual la actividad de la penicilina consis-
te en su capacidad de apoderarse de amino-4cidos, estd de acuerdo
con el fenémeno, observado por diferentes investigadores (13) (14), de
que la penicilina inhibe los microbios en la sintesis peptidica biol4gi-
ca, especialmente en aquella en la que el 4cido glutdmico est4 invo-
lucrado. En fin, la observacién hecha por diferentes investigadores
(13) (14) (15) de que los microbios bajo la influencia de la penicilina
acumulan en una forma anormal los mononucleétidos y los nucledsi-
dos hace probable, que el sistema de la penicilina puede también in-
tervenir en la formacién y el metabolismo de los polinucleétidos y de
las nucleoproteinas, responsables por el crecimiento y la divisién ce-
Iular, actuando con su “trampa” sobre restos fosféricos, pentdsicos o
purinicos (15) y no solamente sobre los aminodcidos. Tenemos la in-
tencion de preparar, por su relaciéon con la estructura de la penicili-
na, ciertos compuestos con ciclos tetra-atémicos o tetra- v penta-ato-
micos condensados para estudiar su eventual actividad contra los mi-
crobios. '

Segtn los conceptos expuestos, nos hemos dedicado a preparar
compuestos, capaces, 1) de fijarse por su actividad de superficie a la
membrana microbiana (a los cuales pertenecen segiin nuestra opinién
los productos con afinidad por la fibra del algodén); 2) de aproximar-
se por su similitud estructural a ciertos metabolitos esenciales para
los microbios y, 8) de formar por resonancia clectrones disponibles,
que puedan intervenir en el metabolismo microbiano. Nos hemos
pues ocupado especialmente de los colorantes substantivos, que cum-
plen el primer postulado (16) y de combinaciones de la sulfanilamida
que cumple el segundo y tercero. Expondremos los resultados de
nuestros experimentos en otra ocasion, mencionando aqui solamente
que hemos encontrado una actividad antimicrobiana pronunciada “in
- vitro” en un grupo de substancias, que cumple por si mismo los tres
‘postulados, el grupo de la primulina, de la cual derivan colorantes
substantivos conocidos. La disposicién atémica bésica estd represen-
tada, en este grupo, por la dehidrotiotoluidina, derivado tiazélico, cu-
vas férmulas de resonancia por ej. XXVII presentan electrones dis-
ponibles. ,

Derivados de la serie naftalénica, que cumplen con los tres pos-
tulados, han dado también resultados interesantes en los ensayos de
inhibicién y uno de ellos, en particular, inhibié al estreptococo aun
en la concentracion de 0,1 gama por cm?.
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(Direction: M. Polonovski) 12. serie p. 148 (1951).

La gran eficacia de la combinacién Estreptomicina - Rojo Congo contra
el bacilo de Koch, observada por G. Pescetti y E. Destefanis, (Torino),
Chem. Abstr. 46 p. 10411 (1952) es seguramente debida a la unién del
antibidtico con un componente fuertemente “substantivo”.
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