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1. IMPORTANCIA DE LA ESTEREOQUIMICA EN LA QUIMICA BIOLOGGICA

La constitucién estéreoquimica o constitucion en el espacio de los com-
puestos orginicos juega un papel muy importante en la Farmacodinamia,
dado que un mismo compuesto puede presentar una gran diferencia en su
accidn farmacoldgica, diferencia que solamente es debida a su distinta es-
tructuracién estéreoquimica.

La estructuracidn estéreoquimica de la molécula de un compuesto or-
ginico explica la presentacién del fendmeno conocide con el nombre de
isomeria dptica. Este fendmeno consiste en que una substancia, de idéntica
constitucién a otra, difiere en alguna de sus propiedades fisicas, v. g, en
la propiedad de desviar el plano de polarizacién de la luz. Esta desviacién
de la luz polarizada es idéntica- para los dos isémeros fisicos, sélo que de
signo contrario; en tanto que uno de los compuestos desvia el plano de pola-
rizacién un cierto nimero de grados hacia la derecha, el isémero provoca
esta misma desviacién hacia la izquierda. -

Fste fenémeno es debido, segin la teoria de Van’t Hoff y Le Bel, a la
asimetria en la estructura de las moléculas, asimetria que se presenta cuando
las cuatro valencias de un atomo de carbono estdn saturadas por cuatro
grupos funcionales, radicales, o 4tomos diferentes entre si. La hipdtesis de
Van't Hoff descansa sobre la teoria de que los dtomos de carbono pueden
representarsé estéreoquimicamente como colocados en el centro de un tetrae-
dro regular y con sus valencias dirigidas hacia los vértices (Figs. 1, 2 y 3).

Esta concepeién del dtomo de carbono permite, efectivamente, la exis-
tencia de dos diferentes estructuras, por la diferencia de colocacién de los

® Trabajo leido en la sesidn del 17 de junio de 1953,
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cuatro substitutivos diferentes, sobre las valencias del 4tomo de carbono
asimétrico. Estas dos estructuras son enantiomorias, es decir, no pueden su-
perponerse, y una es a Ja otra como un objeto a su imagen en un espejo
plano. '

De lo anteriormente expuesto se concluye que una substancia que con-
tiene en su molécula un itomo de carbono asimétrico puede presentarse ea
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dos formas isémeras Spticamente activas: la forma dexérdgira, que es aguella
que desvia el plano de luz polarizada hacia la derecha, y la forma levégira,
que causa.1a misma desviacién del plano de la luz polarizada, pero hacia la
izquierda. La mezcla de partes equimoleculares de ambos isémeros, da lugar
a la formacién del tercer isémero llamado compuesto racémico, que no
manifiesta ningura actividad éptica porque no desvia en ningin sentido el
plano de polarizacién de la luz; o mejor dicho: no manifiesta ninguna
actividad Sptica porque desvia el plano de la luz polarizada el mismo ni-
mero de grados hacia la derecha que hacia la izquierda. '
Siempre que se lleva a cabo una reaccién en la que se forma algiin
carbén asimétrico se obtienen estos compuestos racémicos, porque hay ¢l
mismo nimero de probabilidades de que se forme el compuesto dextrégiro
que de que se forme el compuesto levogiro. Es de estos compuestos racé-
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micos y por medio de técnicas especiales, como se obtienen los isémeros épti-
camente activos {fig. 4). : :

La diferente estructuracién estéreoquimica de un mismo compuesto
orgnico no solamente confiere a éste propiedades fisicas diferentes, sino
que, lo que es mAs importante desde el punto de vista terapéutico, le con-
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fiere también diferencias en cuanto a su farmacodinamia. Numerosos ejem-
plos de ello los encontramos entre los alcaloides, que son substancias en su
mayor parte farmacolégicamente activas y que, también en su mayor parte,
exhiben una definida actividad éptica.

Ejemplos:
> La atropina y la escopolamina o hioscina son los alcaloides més im-
portantes del grupo de la belladona. Se encuentran ampliamente distribui-
dos en la naturaleza en plantas de la familia de las solanaceas, y actfian
como inhibidores o paralizantes de los aparatos inervados por el para-
simpdtico.

Ambos alcaloides presentan formas estéreoisémeras, que actGian dife-
rentemente.

La atropina es un compuesto racémico, ya que es una mezcla de partes
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iguales de los isdmeros 6pticos de la hiosciamina. En vista de que la dextro-
hiosciamina tiene una débil accién periférica se concluye que la atropina
debe su potencia principalmente a su contenide en levohiosciamina. Esta filti-
ma ejerce la misma accién central que la atropina, pero es doblemente
poderosa en sus efectos. -
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En cuanto a-la escopolamina o hioscina, la forma usualmente emplea-
da y oficialmente reconocida de este alcaloide es 1a levorrotatoria, que actfia
tomo un potente midriatico y sedante cerebral y espinal. El compuesto
opticamente inactivo o racémico si bien tiene el mismo efecto sobre el sis
tema nervioso central que el compuesto levorrotatorio, en cambio manifiesta
la mitad de la actividad en la periferia.

La efedrina es otro importante alcaloide, que se encuentra en diversas
especies de ephedra, las cuales han sido usadas como medicamentos por
espacio de cientos de afios en China bajo la denominacién de Ma-Huang,
La efedrina, descubierta y aislada por Nagai en 1887, obra como un exci-
tante de los aparatos inervados por el simpatico. La efedrina contiene en
su molécula dos 4dtomos de carbono asimétricos, lo que hace posible la
existencia de cuatro isémeros Gpticamente activos que se conocen y se
encuentran naturalmente en una u otra especie de ephedra. Estos isémeros
son: la dextro y la levoefedrina y la dextro y la levopseudoefedrina (iso-
efedrina). Todos estos compuestos son mas o menos activos fisiolégicamente,



CONSIDERACIONES ESTEREOQUIMICAS DEL CLORANFENIGOL 217

pero difieren entre si no solamente en su poder relative, sino también en

Ia bondad de su accibn.

Las fanmacopeas americana y britinica reconocen solamente la forma
levdgira. Los métodos de sintesis de la efedrina producen el compuesto
racémico, el cual puede ser desdoblado en las dos formas épticamente acti-
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vas. Se ha comprobado que este compuesto racémico es menos activo que
el levoisémero. '

Un ejemplo mas de la influencia de la constitucién estéreoquimica de
un compuesto sobre su actividad fisiolégica es el de la ergotamina, uno de
los principales alcaloides del cornezuelo de centeno, y que actia sobre las
terminaciones motoras de la seccién simpatica de) sistema nervioso auténomo.
La ergotamina exhibe una actividad éptica levégira, en tanto que la ergo-
taminina, isémero cristalino dextrorrotatorio, ejerce una accién menos po-
tente que la ergotamina.

Y por titimo, otro ejemplo ¢s el de la quinina, el alcaloide mis impor-
tante obtenido de la quina, y que sigue constituyendo uno de los mas valiosos
antipalidices. La quinina es un compuesto levégiro, en tanto que su isbmero
dextrorrotatorio, la quinidina, aunque también actia sobre los protozoarios
y las bacterias como la quinina, manifiesta una accién mucho menos pode-

rosa que ella.
En el campo mis nuevo y de palpitante interés como es el de los
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antibi6ticos se manifiesta también la importancia de la estérecisomeria. Sobre
este aspecto cabe hablar de uno de.los més recientes y valiosos antibiéticos
{al que Fleming ha definido como el més importante entre los descubiertos
después de la penicilina) que se ha sumado al va rico arsenal terapéut:co
‘que constituyen estos nuevos compuestos.

Este antlblotxco es el Cloranfenicol.
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2. RESENA HISTORICA DEL DESCUBRIMIENTO DEL GLORANFENICOL

A fines del afio de 1947, Paul R. Burkholder, botinico de la Univer-
sidad de Yale (Estados Unidos de América), en el curso de un estudio
sobre aproximadamente 6,000 muestras de terreno reunidas de todas partes
del mundo, aislé de una muestra recogida cerca de Caracas, Venezuela, un
nuevo actinomiceto. Este actinomiceto, aunqué muy parecido al Streptomy-
ces lavendulae, productor de la estreptotricina, diferia, por caracteristicas
morfolégicas y de cultivo, de todos los anteriormente descritos y clasificados.
Por lo tanto, se catalogé como una especie nueva, para la que se propuso
el nombre de Streptomyces venezuelae, ’

Los cultivos de esta nueva cepa de streptomices man:festaron una mar-
cada actividad bacteriostitica, vy poco después Ehrlich y sus colaboradores
_aislaron, de los filtrados de los cultivos de dicho hongo, una substancia cris-
talina dotada de un gran poder antibiético, a la que denomiparon clo-
ranfenicol.

" De todas las investigaciones modernas sobre los antibitticos, 1a refe-
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rente al cloranfenicol es Ia que tiene el mérito de haberse realizado en todos
sus pasos, siguiendo la via teérica més racional: aislamiento de ia substan-
cia en forma pura, estudio y determinacién precisa de su férmula estruc-
tural y sintesis quimica.
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3. METoDOS DE OBTENCION DEL CLORANFENIGOL

_a) Proceso biolégico. El proceso biolégico para la manufactura del
cloranfenicol puede ser resciiado brevemente como sigue: _

‘La semilla, constituida por esporas de Streptomyces venezuelae, se va
desarrollando sucesivamente. Primero se hace la slembra en tanques de 50
galones, que sirven después de siembra para tangues de 500 galones, los
cuales. finalmente, se utilizan para los tangues de fermcntacién de 3,000
palones. Ei desarrollo se hace en un medio nutritive compuesto de gluten
de trigo, glicerina, carbonato de sodio v cloruro de sodio, el cual se somete
2 una aereacién conveniente. El caldo del tanque de fermentacién se filtra
y en el filtrado se lleva a cabo la extraccién con acetato de amilo y esta
fltima solucién se concentra al vacio, hasta alcanzar el punto de cristaliza-
¢ién del cloranfenicol crudo. El antibidtico impuro es disuelto en agua
caliente, tratado después con carbén para remover las impurezas y, final-
mente, cristalizade de esta solucién. _

Hay otro proceso de extraccién descrito por Gottlieb y sus colaborado-
res que consiste en: extraccién con éter, evaporacién de extracto etéreo,
purificacién del residuo con benceno, recristalizacién del residuo con una
mezcla de benceno y alcohol metilico, cromatografia sobre alimina, con-
centracién del eluido y recristalizacién con cloroformo y aleohol metilico.

b) Proceso quimico. La manufactura del cloranfenicol por sintesis
quimica comprende diez reacciones principales, con un total de alrededor
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de treinta pasos o etapas. El proceso se lleva a cabo a partir de p-nitro-
bromo-acetofenona, y las diez reacciones sucesivas de esta sintesis son las
siguientes: condensacién con metenamina, hidrélisis 4cida, acetilacién, hi-
droximetilacién, reduccién con isopropilato de aluminio, otra hidrélisis 4cida,
neutralizacién, separacién del isémero active de una mezcla de cuatro isé-

a
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meros mediante el uso de icido d-canfo-sulfénico, neutralizacién y reaccién
con metil dicloro-acetato, para producir finalmente el cloranfenicol.

Se puede decir que, en la actualidad, el proceso quimico de sintesis ha
substituido completamente a los procesos bioldgicos.

El producto sintético obtenido es absolutamente igual al producto natu-
ral en todas sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas y Smadel (Proc,
S. Exp Biol. Med., 70:191, 1949), ha demostrado que los productos tienen
los mismos efectos terapéuticos,

4. QuiMICA DEL CLORANFENICOL

El cloranfenicol corresponde quimicamente al (D(-)-Treo-I-p-nitrofe-
nil-2-dicloroacetamida-1,3-propanodiol) .

Caracteristicas. F) cloranfenicol se presenta en forma de cristales se-
mejantes a agujas de color blanco, blanco grisdceo y blanco amarillento o
bien en forma de ldminas alargadas. Tiene sabor amargo. Sus soluciones
son pricticamente neutras al papel litmus. Es razonablemente estable en
soluciones neutras o moderadamente 4cidas. Es un compuesto Gpticamente
activo (su solucion alcohélica es dextro-rotatoria y su solucién en acetato
de etilo es levo-rotatoria). Es poco soluble en agua {un gramo en alrededor
de 400 c.c.}, bastante soluble en propilénglicol y muy soluble en los alcoho-
fes, metilico, etlhco y butilico, en acentona, en acetato de etilo y en éter
etilico. Funde entre 149 y 153 grados. Bl cloranfenicol es ripidamente des-
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truide en soluciones alcalinas: a un pH de 10.8, méas del 87 por ciento es
inactivo en un lapso de 24 horas a 25 grados (Bartz, J. Biol, Chem, 172:445,
1948).

El cloranfenicol tiene un espectro de absorcién caracteristico en la. zona
ultravioleta {entre 298 y 278 milicrones). Su actividad dptica oscila entre
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17° y 20°, medida en una solucién de alcohol dehidratado, que contenga
500 miligramos de cloranfenicol seco por cada 10 c.c.

El cloranfenicol, cuando es reducide con zine en polvo, produce un
color que varia del rojo wioleta al morado, por la adicién del cloruro de
benzoilo y clorure férrico.

La férmula estructural del cloranfenicol es la siguiente:

TN
on{ /w(l)H—CH-CHxOH

OH-NH-CO-CHCI.

La molécula del cloranfenicol se caracteriza por la presencia de un
grupo nitrobencénico y un radical dicloroacético.

Estéreoisomeria del cloranfenicol. El cIoranfenlcol es un compuesto Gp-
ticamente activo, su actividad éptica depende de la presencia en la molécula
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de dos itomos de carbone asimétrices no equivalentes, lo que hace posible
la presencia de cuatro estérepisémeros (figs. 5, 6 y 7), que pueden repre-
sentarse estructuralmente come sigue:

NO, NO,
() (]
{/ )

. H—(IJ—OH HO-C-H
H-C-NH-CO-CHCI: CLHC-OC-HN-C-H
CH,OH - : CH-OH
NO, NO.
0 ()
NS N
Hw(i]vOH HO-CIZ'—H
CLHC—OC—HN—(I:~—H H—?—NH—-C O-CHCL
CH,OH CH.OH

Como ya se dijo anteriormente, la sintesis de compuestos organicos
donde se forma algiin carbdén asimétrico produce siempre compuestos racé-
micos, ya que hay ]a misma posibilidad de que se forme el compuesto levégiro
que de que se forme el compuesto dextrégiro. Asi, el cloranfenicol sintético
es un compuesto racémico, dpticamente inactivo, y que puede ser desdo-
blado por medio de técnicas especiales en sus dos formas épticamente actsvas.
levégira y dextrégira.

~ La diferente estructuracién estéreoguimica del cloranfenicol, que per-
mite la formacién de estéreoisdmeros con propiedades fisicas diferentes, de-
termina también una gran diferencia en la actividad biolégica de dichos
estérecisdmeros. En efecto, se ha comprobado que la dnica forma del clo-
ranfenicol que posee propiedades antibidticas es la forma levégira; la forma
dextrdégira es inactiva biolégicamente y, ademas, las recientes investigacio-
nes realizadas en Italia (en la Universidad de Florencia}, ponen de mani-
fiesto su toxicidad, propiedad que ha impedido su empleo en terapéutica.

De aqui que el compuesto racémico, que tiene capacidad para desdo-
blarse proporcionalmente en ambas formas, manifieste solamente el 50 por
ciento de la actividad del isdmero levorrotatorio.

Esta diferencia en la accién farmacolégica de los cloranfenicoles esta
indiscutiblemente regida por la situacién en el espacio de los agrupamientos
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funcionales ya que viene a imprimir una nueva modalidad estimativa entre
los medios de valoracién del cloranfenicol; esta nueva modalidad es la
apreciacién de la desviacién de la luz polarizada.

El estudio de la desviacién de la luz polarizada se ha empleado muy
poco en el control de los medicamentes y de los antibibticos y este es un
asunto al que se le deberia de poner més atencién, pues no es dificil que la
carencia o deficiencia de actividad farmacolégica de muchos medicamentos
estribe precisamente en que se trate de cantidades racémicas en mayor o
menor proporcién.

RESUMEN

E! autor estudia Iz influencia que la rotacién de la luz producida par los com-
puestos isémeros, tiene sobre sus propiedades firmacodinimicas. En relacidn al clo.
ranfenicol, estas diferencias son de consideracién, ya que este antibiftico tiene mezcla
de 12 forma dexirdgira ¥ de la levégira; y ésta es la Onica que posee actividades anti-
biticas, mientras que aquélla, a mis de inactiva, es téxica.

Recomienda, por ltimo, que el estudio de Ia desviacién de la luz polarizada
se emplee en el control de los medicamentos.

SUMMARY

The author studies the different deviation of polarized light brought about by
isomers, and its bearing on their pharmacodynamic properties, Such differences on
their pharmacodynamic behavior are especially interesting on the chloranphenicol,
whose levo-rotatory [raction is the only one biclogically active, while its dextro-ro-
tatory fraction is, not only inactive, but actually toxic.

He recommends that the study of the deviation of polarized light should be
used in the assay of medical drugs as chloranphenicol. '



COMENTARIO AL TRABAJO
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Ramon Pirez CIRERA
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El trabajo del doctor Bretén Manjarrez estd orientado en el sentido
de Ia importancia que tiene la estérecisomeria sobre la actividad farmacodi-
namica y terapéutica de los medicamentos.

Los ejemplos de los alcaloides de la belladona, efedra, cornezuelo de
centeno y quina son bien demostrativos.

De entre los antibiéticos es el cloranfenicol, cuya férmula se conoce
perfectamente, el que ha sido posible de obtener por sintesis. Su forma levé-
gira es la verdaderamente activa y el compuesto racémico tiene solamente
el 50 por ciento de actividad. :

La explicacién que podemos dar a la diferencia de actividad de los
estéreoisbmeros, es muy interesante. Son cuerpos que tienen aniloga férmula
quimica y cuyas propiedades fisicas y quimicas son idénticas. '

La actividad farmacoldgica estriba en que reaccionan con determinadas
substancias del organismo las cuales son también épticamente activas, como
son las proteinas, que son levégiras.

Si tenemos dos estéreoisémeros, uno levégiro y otro dextrogiro, que
reaccionan con una proteina levégira, los compuestos resultantes son distin-
tos, no son simétricos, y tienen prop:edades fisicas y quimicas dlferentes

Un ejemplo sencillo serfa el de la pagina 226. _

Estos dos compuestos resultantes son distintos, no son simétricos, no
se pueden ver como su imagen en un espejo plano y sus propiedades fisicas
y quimicas son diferentes,

Esto es lo que seguramente ocurre con el l-cloranfenicol y el d-cloran-
fenicol los cuales reaccionan con determinadas proteinas protoplasmaticas
bacterianas formando compuestos distintos, uno activo (el formado por l-clo-
ranfenicol) y otro inactivo y téxico, €l formado por el d-cloranfenicol.

Sefiala el doctor Bretén la importancia que puede tener el estudio

225
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polarimétrico de las substancias épticamente activas como métedo de
control, y esperamos que en comunicaciones posteriores nos informe de datos
precisos sobre la aplicacidn de este método en la valoracién del cloranfenicol
que, como €l indica, seria de gran utilidad.

Dos estéreoisémeros:
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Los métodes quimicos para la valoracién de lps medicamentos son
generalmente mis rapidos y més exactos, cuande pueden emplearse.

Los estudios biolégicos son menos sensibles que los quimicos v dan un
porciento mayor o menor de error, pero, para muchas substancias, consti-
tuyen el dnico método de control y en el caso de los antibiéticos, debido a
que se desconoce en muchos de ellos la férmula quimica o a que son produc-
tos con un cierto grado de impurezas, el tinico método de control empleado
hasta hoy es la prueba bioldgica en el sentido de su actividad inhibidora
de crecimiento sobre determinade microorganismo sobre el cual son verda-
deramente activos.

Los métodos de las diluciones para la valoracién de los antisépticos son
conocidos desde hace mucho tiempo. Fué Florey, al estudiar Ia penicilina,
el que ideé el método de las torres, llamado método de Florey o método de
difusién, en el que coloca sobre placas de agar, trozos de tubos de porcelana
o cristal de determinada altura y didmetro, en los que se coloca Ia dilucién
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del antibibtico y se observa en la placa sembrada la zona de inhibicién-de
crecimiento del germen, y se mide el radio de estas zonas circulares.

Este método se ha aplicado para diferentes antibiéticos y ha sido modi-
ficado por Benedict y Stodola para la valoracién de-la poliximina. Ellos
emplean torres o discos de papel de filtro impregnados de la dilucién del
antibiético, y siguen normas precisas referentes a dilucién del antibidtico,
preparacién del medio de cultivo, cantidad de indculo’ empleado, factores
de difusién, etc., con el objeto de que los resultados sean lo mas constantes
posibles. A pesar de ello el porciento de error es de un 20.

En este método, las diluciones del antibidtico se hacen en regulador
de glicina CIH 0.05M a pH 2 y la sicmbra de las placas se hace con 4 ml. de
medio de cultivo con agar al 1.2 por ciento y Tween 80 a] 1 por ciento
previamente inoculado. La incubacién se hace a 37° G durante 18 horas:

Joslyn, D. J. y Galbraith, M. publican, en el Journal of Bacteriology
Vol. 59, p. 711, 1950, un nuevo método turbidimétrico para valoracién de
antibi6ticos, empleado en nuestro laboratorio por Gavarrén y sus colabora-
dores en la valoracién de la polimixina, la bacitracina, etc., con excelentes
resultados.

Fl método consiste en hacer una serie de diluciones basadas en ta poten-
cia que sc calcula al antibidtico (muestra), tomando en cuenta que la adicién
del antibiético va a producir una dilucién del mismo de 1:10. Se toman
una serie de tubos previamente seleccionados y se les agrega 8.8 ml. de medio
de cultivo caldo-cerebro-corazén Difco de fuerza 1.1 (4.07 por ciento).
Después, se agrega 1 ml. de cada dilucién del antibiético y 0.2 ml. de un
cultivo de dos horas en el mismo medio diluido, de tal manera que dé en el
fotocolorimetro una densidad éptica de 0.05.

Estos tubos se incuban durante tres horas a 37° G en bafio Maria y
después se lee la densidad éptica de cada tubo en el fotocolorimetro.

"~ En la serie de tubos de incluyen dos testigos: uno que lleva 8.8 mi. de
caldo-cerebro-corazén y 1 ml. de agua destilada y otro 1guaI al a.ntenor,
pero inoculade.

El porciento de crecimiento se calcula dividiendo la densidad éptica
de cada tubo entre la densidad éptica del testige de crecimiento y multipli-
cando por 100. '

E! porciento de inhibicién se caleula restando de 100 el porciento de
crecimiento.

Este método da resultados muy exactos y constantes, sl se conserva siem-
pre la cepa en el mismo medio con resiembras frecuentes y si se tiene mucho
cuidado en hacer la dilucién de la cepa 2 la densidad éptica indicada.

Poniendo en grificas el porciento de inhibicién en funcién de 1a con-
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centracién del antibidtico {microgramos/mililitro), se obtiene una linea recta
que no pasa por el origen, cuyo coeficiente angular depende de la actividad
de la preparacién,

El célculo de las unidades, correspondiente a la muestra que se ensaya -
debe hacerse por comparacién con los resultados obtenidos con un standard
de actividad conocida.

Este método da un porciento de error de 5, mientras que el de Florey
da un error de 20 por ciento.

En la valoracién de antibiéticos, especialmente del cloranfenicol, se nos
ocurre que el método polarimétrico propuesto por el doctor Bretén requiere
determinadas condiciones:

1. Que el producto sea 6pticamente activo, como ocurre con el clo-
ranfenicol. _

2. Que sea quimicamente puro, pues las impurezas (si son Spticamente
activas) y la turbidez, interfieren con las pruebas polarimétricas.

3. Que las soluciones sean perfectas e incoloras.

4. Que se disponga de cantidad suficiente, pues las pruehas polarimé-
tricas requieren concentraciones altas.

5. - En los preparados comerciales no serfa posible esta prueba, pues casi
siempre el antibi6tico va mezclado con un excipiente que interferiria con la
polarografia, o habria que separarlo de éL.

6. Siempre la prueba polarimétrica deberia ir acompafiada de una
valoracién de actividad, pues son muchas las substancias dpticamente ac-
tivas.

Creemos que el caso del cloranfenicol la polarimetria puede ser un mé-
todo complementario de la valoracién bioldgica.

Me permito felicitar sinceramente al doctor Rubén Bretén Manjarrez
por su trabajo en que resalta la importancia de la estéreoquimica en la acti-
vidad farmacolégica y terapéutica y nos indica un nuevo método de interés
para la valoracién del cloranfenicol.



