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REACCIONES DE DEGRADACION
DE ISOXAZOIL-PENICILINAS
|—Cinética de formacion de los acidos penilico
y peniciloico en disolucion acida.

Por J. M. Calleja *
D. Ordoriez

En disolucién acida las penicilinas se degradan a productos biolégicamente
inactivos, dependiendo la velocidad de degradacién de la naturaleza de la cadena
lateral. Esta sensibilidad al ataque electrofilico se manifiesta especialmente en el
nitrégeno del anillo B - lactama, sufriendo inevitablemente una transformacién a
4cido penicilénico, el cual es sumamente inestable y rdpidamente se isomeriza a
4cido peniciloico y 4cido penilico. La velocidad de formacién relativa de los pro-
ductos de degradacién es una funcién del pH del medio para una estructura dada
y resto de variables temperatura y fuerza iénica fijas.

Aunque han sido varios los estudios clinicos realizados en la serie homéloga
de las isoxazoil-penicilinas (1 al 4), por el contrario, son escasos los trabajos en-
contrados concernientes al estudio de las mismas en disolucién y particularmente
en medio 4cido. Por esta razén y dada la importancia que en la terapéutica por via
oral poseen estas penicilinas, creemos que este estudio esti sobredamente justifi-
cado.

TECNICA EXPERIMENTAL

El 4cido peniciloico producido por tratamiento de la penicilina con élcalis
o por accién del enzima bacteriano penicilinasa, reduce el reactivo dcido arsenomo-
libdico-HgCly descrito por Pan5 y NELsON ® a «azul arsenomolibdato», determi-
nandose la absorcién a 800 mp. . El 4cido penilico absorbe en un maximo de
235-237 m . no desarrollando color con el reactivo de PaN. En todos nuestros
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experimentos las isoxazoil-penicilinas han sido degradadas en las mismas condi-
ciones: concentracién inicial 0,9 10-3 M, temperaturas de 37,45 y 55°C, fuerza
ibnica 0,3 e intervalo de pH 1,0 a 4,0. Puesto que el radical de la cadena lateral
unido al 4cido 6-amino-penicilanico interfiere en la medida de la absorcién en estas
penicilinas, se ha seguido de forma general el siguiente procedimiento: A una mues-
tra se le afiade el reactivo arsenomolibdico-HgCls y se determina la absorcién del
azul de molibdeno producido. Esta lectura es proporcional a la cantidad de 4cido
peniciloico presente. Otra muestra se trata con hidréxido sédico 10-2 M

hasta que la reaccién sea completa, aproximadamente treinta minutos. La lectura -

de la absorcién da la medida del 4cido peniciloico presente mis el formado de la
penicilina intacta. El 4cido penilico se deduce por diferencia entre el 4cido penici-
loico + penicilina y la penicilina inicial. Las medidas colorimétricas se han reali-
zado en un espectrofotémetro Unicam 500-SP y las penicilinas empleadas en su
forma sédica tenian una pureza minima del 98 % comprobada por valoracién quimi-

ca y bioldgica. El resto de los reactivos empleados han sido de grado analitico. -

RESULTADOS Y DISCUSION

Como el resto de las penicilinas las isoxazoil-penicilinas se degradan en diso-
lucién 4cida a temperatura, pH y fuerza iénica constante, segiin una reaccién de
primer orden, dependiendo la velocidad de la misma de la concentracién de iones

hidrégeno del medio. Esta: dependencia no es lineal debido a su ionizacién, inacti- -

véndose globalmente de acuerdo a la expresién.

1 a
K=
t In (a— x)

donde a representa la penicilina que queda sin degradar al cabo de un tiempo ¢ y x =
4cido penilico + 4cido peniciloico. Puesto que los dos isémeros inactivos se for-
man simultineamente segiin la ecuacién de primer orden

K = ki (penilico) + ko (peniciloico) 1

Las curvas que representan la cinética tipica para la formacién de los productos de

degradacién en las tres penicilinas estudiadas se representan en la figura 1. Dado

que la relacién de los productos de degradacién es constante con el tiempo
[penilico] ky

m = [peniciloico] = 2 pueden calcularse facilmente k; y K, a partir
peniciloico 2

de los datos experimentales, teniendo en cuenta las expresiones (1) y (2).
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K 1 m+ 1 m K
ky L+ m ki m ! m+ 1
¢ K K
—=m+1; kg =——m
ko m+ 1

Los valores de las constantes macroscépicas de degradacién de la Oxacilina
necesarios para cilculos posteriores han sido leidos de las curvas «catenarias» de
estabilidad del trabajo de NiEn CHU 8. Para la determinacién de las constantes de

“degradacién de la cloxacilina y dicloxacilina a distintas temperaturas,pHy it = 0,3

se ha conseguido el método de OERTENBLADT.? Se trata a su vez de una modificacién
del método de Aricinio 10 y nos permite valorar practicamente sin error el antibiético
activo en presencia de sus productos de degradacién en todo el intervalo de pH. Los
valores hallados en las condiciones de trabajo expresadas se hallan recogidos en

la Tabla I.

TABLA 1
Temperatura = 370 C L =03

pH Koy hr! Kiox, br? K giclox. b '
1,45 1,20 0,887 0,518
2,00 0,380 0,316 0,247

1,00 0,930 a 0,868 a

1,48 b 141b 135b
2,35 0,206 0,150 0,138
3,86 0,160 0,134 0,110

Para el calculo de las constantes macroscépicas se ha tenido en cuenta sola-
mente el efecto catalitico general de los protones del medio, despreciandose los posi-
bles efectos especificos de los ingredientes del bufer quienes por otra parte solamente
podrian ser considerados por encima de pH 3,0. Las constantes de velocidad‘ ki
y 1(2 a 37°C y 1 = 0,3 como una funcién del pH del medio, se hallan recogidas

en la Tabla II para las tres penicilinas estudiadas.

Cuando se representa graficamente en escala semi-logaritmica la constante
macroscépica (K = ki + ko), ki v ke frente al pH del medio, se obtiene una velo-
cidad comparativa entre ambas reacciones para las penicilinas estudiadas.



TABLA 11
Oxacilina Cloxaciling Dicloxacilina
pH ki - hr-1 ks - hr-1! Kyhr! ko.hr ™! ky.hr! Kke.hr 1

145a 0,700 0,500 0,425 0,462 0,164

s » B J B 0,384
200b 0230 0,150 0,168 0,148 0,101 0,146
2,35 0,124 0,081 0,082 0,068 0,067 0,071
3,86 0,093 0,064 0,078 0,056 0,051 0,060

a) bufer de CIH-CINa. b) pH 2,00 — 3,86 bufer de « fosfatos.)

Energia de activacion—La dependencia de la temperatura sobre la velocidad
de degradacién de las isoxazoil-penicilinas en medio 4cido, se ha determinado para
el isémero inactivo 4cido penilico, midiendo las constantes de velocidad de forma-
cién de dicho isémero a pH = 2,00 a tres temperaturas 37,45y 55°C y = 0,3.
La aplicacién de la ecuacién de ARRHENIU

) AN H 1
ogks = — X + log A
2,303.R T

nos ha permitido calcular en cada caso el valor de /\H de la representacion grafica
de los k; frente a 1/T. Estos valores deducidos de la figura 3 han sido Oxacili-
na & H = 174 Keal. mol-1, Cloxacilina AH = 18,7 Kcal mol-! y Dicloxacilina
/A~ H = 19,7 Keal mol-1

La hidrélisis de la penicilina a 4cido peniciloico transcurre con el ataque di-
recto al enlace B - lactama por HOH. En la serie isoxazoilica la produccién de acido
peniciloico alcanza en todos los casos niveles sensiblemente mas bajos que los apor-
tados por las penicilinas inestables en medio cido. Sin embargo, la labilidad del
anillo B - lactama dentro de la serie homéloga no parece estar influida por el cam-
bio de polaridad producido en la cadena lateral por introduccién de uno o dos
tomos de cloro respectivamente en la molécula en las posiciones indicadas en la
figura 4.

S CH3
—Ce—Ce——cQ——NH_—_CH_CH— ™ <

I | ~ o
N 0=C —N
~ H
\ 0~ g, ~ COONa
oxacilina cloxacilina dicloxacilina
Ri=H,R.=H Ri=Cl,R:=H Ri=Cl, R,=Cl
Figura 4
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Una situacién distinta es, sin embargo, la que afecta a la conversién de estas
peniclinas a 4cido penilico. Cuando se comparan los resultados obtenidos por noso-
tros con los obtenidos por otros autores 7 atin cuando se trate de penicilinas con
diferentes cadenas laterales, se pone de manifiesto el bajo nivel de 4cido penilico
producido en la transformacién de los tres primeros términos de la serie isoxazoilica,
que llega a ser de diez a quince veces menor que el producido, por ejemplo, por la
bencilpeniclina en las mismas condiciones experimentales. Dentro de la propia
serie homéloga, la produccién de acido penilico estd condicionada al nimero de
atomos de cloro sustituidos en el radical isoxazoil—, aumentando la velocidad de
formacién del mismo en el orden dicloxacilina —>cloxacilina—oxacilina. Estos
resultados deberian esperarse si consideramos que en la formacién de 4cido peni-
lico en medio 4cido la reaccién implica un reajuste intramolecular directo en el cual
un enlace C; — OH reacciona con un enlace C; — N para dar C; — Ny G — OH

en la figura 5.

S

N/

R —— C —— NH— CH——CH C
| ~N
o =G N CHCOOH
5N/
7/

S S R— C = N— CH —CH \c\

R— C — NH—CH — c I

| | ~ OH

C C——N CHCOOH
U Z
OH” ™0  Ny_—CHCOOH 072
N COOH
(2)CH
s /
N en \c
I D
. R— N CHCOOH
Figura 5 ((1:)

Esta supuesta reaccién podria transcurrir a través de la forma electrométrica
intermedia encerrada en el corchete; para la cual no estin en contradiccién las
supuestas relaciones mutuas enire dtomos y enlaces implicados en la misma. Si
admitimos este modelo, la estabilidad deberia variar con el efecto inductivo (—1)
del sustituyente en las posiciones indicadas en la figura 4, siendo aproximadamen-
te proporcional a la fuerza del acido de la cadena lateral de la cual deriva la corres-
pondiente penicilina, tal y como ha propuesto DoyLE.!* Los valores hallados com-
prueban estas predicciones en las penicilinas ensayadas. La introduccién de uno
o dos atomos de cloro en el radical de la cadena lateral unido al acido 6-amino-pe-
nicildnico, producen una disminucién de la velocidad de formacién del dcido peni-
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lico en medio acido. Cuando esta velocidad se estudia a pH-2,00, condiciones a las
que corresponde aproximadamente la mayor formacién relativa de 4cido penilico,
en funcién de la temperatura para los tres primeros términos de la serie y se calcula
el valor de la energia de activacién aparente en cada caso, se encuentra que estas
energiassiguenel orden oxacilina——> cloxacilina——> dicloxacilina, lo queestden
perfecto acuerdo con la suposicién de que la introduccién de sustituyentes electrone-
gativos en el radical de la cadena lateral impiden el desplazamiento de los electro-
nes evitando de esta forma la iniciacién de un reajuste hacia la forma isomérica
biolégicamente inactiva de 4cido penilico. Es de sefialar, no obstante, que aunque
tanto los valores de las energfas de activacién a scido penilico como los efectos es-
tabilizantes de los 4tomos de cloro, tienen en la serie estudiada una indudable rela-
cién de secuencia; no se acusan diferencias sustanciales en el comportamiento ci-
nético de los tres primeros términos de la serie en medio acido. Otro aspecto de in-
dudable interés es la via de formacién de este 4cido penilico. SCHWARTZ 12 ha
demostrado sobre la base de los resultados experimentales obtenidos por Krejcr 13
que la degradacién de la penicilina en disoluciones 4cidas se caracteriza por dos
reacciones paralelas cinéticamente equivalentes. La formacién del acido penicilé-
nico la considera como resultado de la hidrélisis catalizada por ion hidrégeno del
anién penicilinato o por el reajuste espontineo del acido penicilinico indisociado
segiin el esquema siguiente:

b
,I"E-I -+ gt ——-- PH 2 —=—=2 Productos
H
+ + 4===pu +
p—+H --—>PH I ___5 Productos

En los resultados encontrados en la serie estudiada se observa un aumento de
la velocidad de formacién del cido peniciloico cuando el pH desciende, lo que no
supone en forma alguna que la velocidad de transformacién a acido peniciloico
aumente cuanto mayor sea la concentracién de iones hidrégeno del medio. Esto
indica que el 4cido penicilinico se forma de la molécula de penicilina de la manera
que prevé SCHWARTZ a través del intermedio metastable y que ambos, el acido pe-
nicilinico disociado y no disociado, se isomerizan a los dos productos biolégica-
mente inactivos aunque evidentemente con diferente extensién. BUNGAARD 4 ha
sugerido recientemente, estudiando solamente los resultados obtenidos a partir del
éster de la bencil-penicilina, que el intermedio metastable es un compuesto Oxazo-
lona-tiazolidina de estructura altamente inestable y tal como habian previsto otros
investigadores 15 de existencia transitoria.
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RESUMEN

Se ha estudiado la degradacién en medio acido de los tres primeros términos de
la serie homéloga de las isoxazoilpenicilinas. Los valores de las constantes de for-
macién de 4cido peniciloico mostré en todos los casos valores sensiblemente igua-
les. Los valores de las constantes de velocidad de formacién del dcido penilico se
ha encontrado que varian con el nimero de 4tomos de cloro sustituidos en el radical
de la cadena lateral unida al 4cido 6-amino-penicildnico. Esta observacién queda
confirmada con los correspondientes valores de la energia de activacién. Final-
mente y en funcién de los resultados obtenidos se discute el mecanismo de transfor-
macién a los isémeros inactivos en medio dcido para las tres penicilinas estudiadas.

RESUME

On a étudié la dégradation des trois premiers termes de la série homologue
des isoxazoilpénicillines dans un milieu acide. Les valeurs des constantes de for-
mation d’acide pénicilloique montrérent, dans tous les cas, des valeurs sensiblement
égales. On a trouvé que les valeurs des constantes de vitesse de formation d’acide
pénilique varient avec le nombre d’atomes de chlore substitués dans le radical de
la chdine latérale unie a l’acide 6-aminopénicillanique. Cette observation est con-
firmée par les valeurs correspondantes de 1’énergie d’activation. Finalement, et
d’apres les résultats obtenus, on décrit le mécanisme de transformation en isome-
res inactifs dans un milieu acide pour les trois pénicillines étudiées.

SUMMARY

A study has been carried out on the degradation of the three first nomes of
the homologous series of isoxazoilpenicillins in an acid medium. The values of the
constants of penicilloic acid formation were sensibly equal in all the cases. It has
been found that the values of the constants of penillic acid formation vary according
to the number of chlorine atoms substituted in the radical of the side chain linked
to the corresponding values of the activation energy. Finally, a discussion has been
made on the mechamism of transformation into inactive isomers in an acid medium

of the three penicillins studied.
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