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El Espectro Infrarrojo de la Bleomicina
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RESUMEN. Se registr6 el espectro infrarrojo del antibiético antitumoral bleomici-
na en el intervalo entre 4000 y 250 cm™ y se propone una asignacién general del
mismo basada en datos estructurales conocidos. Se muestra que este espectro es
muy caracteristico y puede resultar de utilidad en la identificacién de la droga.
Asimismo, se hacen algunos comentarios acerca del espectro electrénico del anti-

bidtico.

SUMMARY. The infrared spectrum of the antitumor antibiotic bleomycin has been
recorded in the spectral range between 4000 and 250 cin™! and a general assignment
based on known structural data, is proposed. It is shown, that this spectrum es very
characteristic and useful for identification purposes. Some comments on the elec-
tronic spectrum of the antibiotic are also made.

INTRODUCCION

Las bleomicinas constituyen un in-
teresante grupo de antibidticos glico-
peptidicos anticancerigenos '*3. Han si-
do obtenidos, en forma de complejos
clpricos, en cultivos de Streptomyces
verticillus en los que se genera una mez-
cla compleja de ellos constituida por
once componentes estructuralmente rela-
cionados, siendo los mds abundantes las
bleomicinas cominmente identificadas
como A, (60 - 70%) y Bz (20 - 25%).
La remocién del Cu (II) por tratamiento
con sulfuro de hidrégeno en solucién
metandlica permite obtener las bleo-
micinas puras y libres del metal. La mez-
cla de antibidticos asi preparada ha
encontrado amplia difusién y aplicacién

en el tratamiento de diverso tipo de car-
cinomas 1*2,

El agregado de aminas, particular-
mente di y triaminas, durante el proceso
de fermentacion inhibe la formacién de
las mezclas usuales y favorece la produc-
cion de bleomicinas conteniendo las ami-
nas agregadas. De esta manera, ha sido
posible obtener unas 200 bleomicinas
diferentes !*2? muchas de las cuales aiin
no han sido adecuadamente caracteri-
zadas y estudiadas.

En la Figura 1 se muestra la es-
tructura basica de las bleomicinas. Las di-
ferencias estructurales se originan en los
distintos grupos que pueden ocupar la po-
sicién indicada como R, los que han sido
indicadas explicitamente en la figura
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Fig. 1 Estructura de la bleomicina

para el caso de las bleomicinas Az y
B2.

Uno de los aspectos quimicos mds
interesantes de las bleomicinas es que
son excelentes ligandos multidentados
para diversos cationes metdlicos; los as-
pectos salientes de esta particular qui-
mica de coordinacién han sido objeto
de recientes revisiones bibliograficas*>*.
Por otra parte, existen diversas eviden-
cias de la participacién directa de catio-
nes metilicos, y en particular del hierro,
durante la accién terapéutica de la dro-
ga (ver p. ej.5 y las referencias alli
citadas).

Por tal razén hemos iniciado el
estudio del comportamiento espectros-
copico de diversos complejos metdli-
cos de la bleomicina con el objeto de
obtener informacién mis detallada
acerca de las geometrias de coordina-
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cién y de las propiedades electronicas
y estructurales de estos sistemas. En la
etapa inicial de estos estudios, hemos
obtenido y analizado el espectro de in-
frarrojo de la mezcla clinica de bleo-
micinas, comercializada en nuestro pais.

Este estudio espectroscépico preli-
minar resultaba indispensable a efectos
de tener una referencia adecuada para los
trabajos posteriores. Y, por otra parte,
aparecia interesante en si mismo ya que
no se encuentran todavia en la literatura
referencias detalladas sobre su espec-
tro de infrarrojo y tampoco existen esos
datos en las colecciones mis conocidas
de espectros vibracionales de antibi6ti-
cos (ver p. ej.”). De esta forma, contri-
buimos también a facilitar la identifica-
cién y caracterizacién de la bleomicina a
través de ‘esta util y potente técnica es-
pectroscopica.



DISCUSION DEL ESPECTRO INFRARROJO

El espectro IR medido en la re-
gion comprendida entre 4000 y 250
cm™ se presenta en la Figura 2. El
mismo resulté ser muy caracteristico e
independiente de pequefias variaciones en
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la composicién de bleomicinas constitu-
yentes. El andlisis de la muestra cuyo
espectro se esquematiza respondia a la si-
guiente composicion: Blm . A =
69,9 % Blm . Bz = 29,1 %, otras —
1,0 %.

T (%) —

3600 3000 2000

Fig. 2 Espectro infrarrojo de la bleomicina

Como puede apreciarse, el espec-
tro es relativamente pobre en bandas
y algunas de ellas aparecen escasamente
definidas. Con el objeto de lograr infor-
macibén vibracional adicional se intentd
obtener también, aunque lamentable-
mente sin éxito hasta ahora, el respectivo

1500 1000 500 _
[em™]
espectro Raman,

En la Tabla I se presenta la posi-
cidén exacta de las bandas medidas en el
espectro, las que se han ordenado en
cinco zonas de absorcién a efectos de
facilitar la discusién del mismo.

Frecuencias de vibracién (cm™ )

Pt

IL.

—

.{ 3330,3190sh,2970,2920
1720sh,1652,1545,1512,1440

II1.| ~1390,~1326,1250

IV.] 1130s%,1090,1052,1020,971

V.| 880,807,773,730,~660,620,54 8,~332

(sh = inflexién)

Tabla I — Posicién de las bandas medidas en el espectro IR de la bleomicina.

Si bien una asignacién total del
espectro es, obviamente, imposible dada
la complejidad estructural y los previ-
sibles acoplamientos entre diferentes ti-
pos de vibradores, puede realizarse una

asignaciéon muy general en cada una de las
cinco regiones en que arbitrariamente
se dividi6 el espectro, basada en el cono-
cimiento de la estructura del sistema y
utilizando tablas de frecuencia caracte-
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risticas para los diversos grupos funcio-
nales y residuos presentes "~°.

La banda muy ancha e intensa u-
bicada entre 3700 y 3000 cm™ invo-
lucra, esencialmente, los estiramientos de
valencia de los grupos NH, NH: y OH. El
doblete débil siguiente estaria, entonces
asociado a los estiramientos de grupos
con uniones CH, aunque no se descarta
la posibilidad de que también la in-
flexiobn en 3190 cm™ esté asociada
con alguna vibracion de este tipo.

El segundo grupo de bandas
(1800 - 1400 cm™ ) se asocia, fundamen-
talmente, con deformaciones en el pla-
no de los grupos NH2 con los estira-
mientos de los grupos carbonilo y con
las muy caracteristicas bandas identifi-
cadas cominmente como “Amida I”
y “Amida II” y que corresponden, res-
pectivamente, a la vibracion de estira-
minto de los carbonilos y a la deforma-
cibn § (NH) de los grupos peptidicos.
En el presente caso, estas dos tltimas
bandas deben caer muy proximas y pro-
bablemente en la zona de los 1650 cm™
En esta misma region espectral, y proba-
blemente entre 1550 y 1400 cm™!
se esperan bandas asociadas a estiramien-
tos de uniones C = N y C = C presen-
tes en la pirimidina sustituida, en el imi-
dazol y en los grupos tiazol.

En la regién entre 1400 y 1200
cm™ el espectro aparece escasamente
definido, en forma de unas pocas y muy
débiles bandas, lo que en principio es
justificable dado que en esta zona se
esperan sblo bandas de tipo deforma-
cional, asociadas a los grupos CHa,
CHs y C—(OH) asi como las asociadas
a los esqueletos C—C.

El grupo siguiente, ubicado entre
1200 y 900 cm™, con la banda intensa
centrada en 1052 cm™ incluye los es-
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tiramientos de las uniones C-NH, C—OH
y C—O—C asi como, muy probablemente
otras deformaciones que involucren gru-
pos con enlaces N-Hy C-H.

El dltimo grupo de bandas, a par-
tir de 900 cm™, también poco defini-
do, esti esencialmente asociado a defor-
maciones de grupos con uniones C-H
asi como a vibraciones caracteristicas de
los anillos (pirimidina, imidazol, aztcar,
tiazol). También el estiramiento C—S
de los grupos tiazol se espera en esta
zona, probablemente en la zona de los
600 cm™,

La asignacién general propuesta
estd pues en concordancia con las pre-
dicciones mds simples que pueden ha-
cerse en base a la estructura de la bleo-
micina y muestran que, a pesar de la re-
lativa complejidad de ésta, el espectro
resulta ser bastante sencillo debido a la
fuerte superposiciéon de bandas en di-
versas regiones espectrales. Por otra
parte, reiteramos, el espectro es muy
caracteristico y resulta por lo tanto Gtil
como herramienta de identificacién de
este antibiotico.

ESPECTRO ELECTRONICO

También pudieron obtenerse los
espectros electrénicos de varias mues-
tras de bleomicina, los que coinciden sa-
tisfactoriamente con el descripto pre-
viamente en la literatura®. Este espectro,
que también resulta til como elemento
de identificacién, presenta dos bandas
muy intensas centradas respectivamente
en 290 nm (con una débil inflexibn
en ca. 310 nm) y 235 nm. Esta Gltima
banda estd parcialmente solapada por
una tercera banda, que es la mis intensa
del -espectro, cuyo mdiximo se ubica
debajo de los 200 nm y que no pu-
dimos medir con exactitud debido a



limitaciones instrumentales.

La banda de 290 nm estd aparen-
temente asociada a transiciones electro-
nicas que involucran los grupos tiazol®.
Entonces, la de 235 nm podria asignar-
se a transiciones 7> 7 * en el anillo pi-
rimidinico sustiruido'® mientras que la
muy caracteristica e intensa transicion
n > 7 * de los grupos carbonilo segura-
mente es la banda que cae debajo de los
200 nm, solapada probablemente con la
banda n - 7 * del imidazol°.

PARTE EXPERIMENTAL

Las muestras de clorhidrato de
bleomicina liofilizadas, utilizadas en este
estudio, fueron donadas gentilmente por
Laboratorios Dr. Gador y Cia. SACI
Los espectros IR se midieron utilizando
un espectrofotémetro Perkin Elmer 580
B, empleando la técnica de micropasti-
llas de KBr. Los intentos realizados para
obtener espectros Raman se hicieron mi-
diendo directamente la bleomicina sélida
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