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RESUMEN

Fundamento: las cadenas laterales unidas al acido 7-
aminocefalosporanico, base estructural de las
cefalosporinas, condiciona sus propiedades moleculares
y provoca diferencias en su accion farmacoldgica. La
modelacion molecular contribuye a profundizar en los
conocimientos acerca de esta relacion.

Objetivo: calcular propiedades estructurales vy
electréonicas de cinco cefalosporinas: cefradina,
cefalexina, cefadroxilo, cefprozilo y ceftobiprole.

Métodos: se realizd un estudio tedrico empleando
métodos de la mecanica cuantica para modelar la
estructura y propiedades electronicas de las
cefalosporinas nombradas anteriormente. Se optimizaron
las geometrias moleculares con calculos semiempiricos,
segin el modelo parametrizado 3. Las propiedades
moleculares se calcularon siguiendo la teoria del
funcional de la densidad. Se analizaron las densidades
de cargas atdmicas y los orbitales de frontera. Se
establecieron comparaciones para medir el efecto de los
sustituyentes sobre las propiedades del anillo
betalactdmico. Todos los calculos se ejecutaron en
computadoras personales pertenecientes a la
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Resultados: los parametros estructurales del anillo
betalactamico no cambian como consecuencia de las
modificaciones en las cadenas laterales. El anillo tiene
una marcada tendencia a la planaridad. El ceftobiprole
se diferencia del resto por la disposicion espacial de la
cadena lateral, que facilita el acceso hasta el carbono
carbonilico. No existen variaciones importantes en las
densidades de carga, sobre todo en la carga positiva del
referido carbono.

Conclusiones: la estructura y propiedades electronicas
del anillo betalactamico no tienen modificaciones
significativas entre las cefalosporinas modeladas. La
estructura tridimensional del ceftobiprole potencia una
mayor reactividad.
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Molecular modeling contributes to further knowledge
about this relationship.

Objective: To calculate structural and electronic
properties of five cephalosporins: cephradine,
cephalexin, cefadroxil, cefprozil and ceftobiprole.

Methods: A theoretical study using quantum mechanics
methods to model the structure and electronic properties
of the cephalosporins listed above was conducted.
Molecular geometries were optimized with semi-
empirical calculations, according to the parameterized
number three model. The molecular properties were
calculated following the density functional theory. The
densities of atomic charges and the frontier orbitals were
analyzed. Comparisons were established to measure the
effect of substituents on the properties of the beta-
lactam ring. All calculations were run on personal
computers belonging to the Medical Sciences University
of Las Tunas, from November 2009 to March 2010.
Results: The structural parameters of the beta-lactam
ring do not change as a result of changes in the side
chains. The ring has a marked tendency to planarity.
The ceftobiprole is different from the rest of the
cephalosporins in the spatial disposition of the side
chain, which facilitates access to the carbonyl carbon.
There are no significant variations in the charge
densities, especially in the positive charge of this carbon.
Conclusions: The structure and electronic properties of
the beta-lactam ring have no significant changes among
modeled cephalosporins. The three dimensional
structure of ceftobiprole favors a higher reactivity.

Key words: cephalosporins; drug design
INTRODUCCION

La utilizacion de la bencilpenicilina, en los afios 40 del
pasado siglo, marco el inicio del uso terapéutico de los
antibidticos. A finales de esa misma década fue aislada
de cepas del hongo Cephalosporium acremonium la
primera cefalosporina. En lo adelante, esta familia de
compuestos ha estado en constante crecimiento hasta
nuestros dias. >

La base estructural de las cefalosporinas lo constituye el
acido 7-aminocefalosporanico, resultado de la fusion de
los anillos betalactamico y dihidrotiacinico, con
sustituyentes en las posiciones 3 y 7. Su actividad
antibidtica se asocia directamente al anillo
betalactamico, especificamente a la reactividad a través
del carbono carbonilico. El grupo carboxilo, las
insaturaciones en el anillo dihidrotiacinico y la presencia
de radicales amino en la posicion 7, también constituyen
elementos estructurales importantes en su accionar
antibacteriano. La conjuncion de todos ellos se refleja en
las conformaciones que definen estas moléculas en el
espacio tridimensional. Las modificaciones en el radical
amino del carbono 7 y la existencia de sustituyentes en
el carbono 3, condicionan las propiedades moleculares y
dan lugar a una gran variedad de cefalosporinas. )
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Las cefalosporinas, al igual que el resto de los
antibidticos betalactamicos, actian a nivel de la pared
celular de las bacterias. Mediante una inhibicion
competitiva se unen a las proteinas ligadoras de
penicilinas (PBPs, por las siglas en inglés de Penicillin
Binding Proteins), imposibilitando que estas ejerzan su
accion catalitica en la union y entrecruzamiento de las
cadenas de péptido glucan, sustancia que le confiere la
forma, rigidez y estabilidad a la membrana celular de
muchas bacterias de importancia médica. ®” Con el
paso del tiempo y en respuesta al uso indiscriminado de
los antibidticos, las bacterias han reaccionado
desarrollando mecanismos de resistencia que neutralizan
su accion. "3 En el caso de las cefalosporinas el
principal mecanismo esta asociado a la ruptura del anillo
betalactamico por la accidén de enzimas betalactamasas,
comunmente denominadas cefalosporinasas. Otro
mecanismo importante es la sintesis de nuevas PBPs con
menor afinidad por los agentes antibacterianos. 7 ®

La resistencia a los antibioticos es un fendomeno que
continGia en ascenso, convirtiéndose en un problema de
salud a escala mundial. ¥%% Ello ha motivado la
busqueda continua de nuevas formulas mas potentes y
generales. (%1% Consecuentemente, se siguen
incorporado a la practica médica nuevos antibidticos
activos frente a agentes patdgenos muy resistentes.
Segiun la literatura cientifica, uno de los mas
prometedores es el ceftobiprole (inicialmente BAL9141),
cefalosporina de quinta generacion que en los ensayos
clinicos en fase III mostro ser reactiva frente a cepas de
Staphylococcus aureus meticilino resistentes (MRSA, por
las siglas en inglés de methicillin-resistant
Staphylococcus aureus). Ademas, tiene una elevada
afinidad por algunos tipos de proteinas ligadoras de
penicilinas que son responsables de la resistencia en
estafilococos y neumococos. La efectividad de este
compuesto continla siendo investigada en varios
ensayos clinicos, aunque en paises como Canada y Suiza
ya han aprobado su uso clinico. (%3 2% 2%

Los estudios de relacién estructura - actividad bioldgica y
las investigaciones a nivel molecular, incluyendo la
modelacion en computadoras de estructuras
moleculares, propiedades electronicas y mecanismos de
reaccion, constituyen herramientas muy utilizadas en la
busqueda de nuevos conocimientos acerca de los
mecanismos de accion y resistencia que involucran a los
antibidticos, asi como en el disefio y sintesis de nuevos
compuestos de este tipo. (1315 2239

En el presente trabajo se realiza la modelacién molecular
de una seleccion de cinco cefalosporinas: cefradina,
cefalexina, cefadroxilo, cefprozilo y ceftobiprole,
comparando sus propiedades estructurales, densidades
de cargas atdmicas y caracteristicas de los orbitales de
frontera, lo cual puede ser de mucha utilidad en la
descripcion de sus propiedades quimicas y en
consecuencia, de su comportamiento farmacoldgico.

324



Revista Electrénica de las Ciencias Médicas en Cienfuegos

METODOS

Se realizd la modelacién molecular de 5 cefalosporinas,
utilizando computadoras personales IBM compatibles
pertenecientes a la Universidad de Ciencias Médicas de
Las Tunas, desde noviembre de 2009 a marzo de 2010.
Inicialmente se estudiaron 4 cefalosporinas de primera y
segunda generacion: cefradina, cefalexina, cefadroxilo y
cefprozilo (Figura 1a), escogidas por poseer un nimero
relativamente reducido de atomos, lo que posibilité que
se realizara la modelacién molecular a un menor costo
computacional; ademas, por tener estructuras quimicas
andlogas o muy similares a la de compuestos
pertenecientes a la familia de las penicilinas (Figura 1b).
En esta seleccion de cefalosporinas existen diferencias
que pueden afectar el radical amino en la cadena lateral
unida a la posicion C7 del anillo betalactamico y/o el
carbono C3 del anillo dihidrotiacinico, en la estructura
basica de este tipo de compuestos; aspectos relevantes
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expectativas por su reactividad frente a agentes
patdégenos muy resistentes.

Las estructuras tridimensionales se obtuvieron mediante
la optimizacion de las geometrias moleculares aplicando
calculos semiempiricos basados en la modificacion de la
negacion a la superposicion diatomica, especificamente
el modelo parametrizado 3 (PM3, Parametric Model 3);
(9 empleando para ello el paquete de programas
MOPAC, versién 7.01.3 para Linux. Una vez
obtenidas las geometrias de equilibrio se calcularon las
densidades de cargas naturales y los orbitales
moleculares, mediante el analisis de los orbitales
naturales de enlace segln la teoria del funcional de la
densidad (DFT, por las siglas en inglés de Density
Functional Theory) a un nivel DFT / B3LYP/6-31G(d) //
HF/PM3. 7 Se utilizd la teoria de los orbitales de
frontera de Fukui para analizar la reactividad. %39
Estos calculos se realizaron con el paquete de programas

;e . ; y ; 40 y
para sus caracteristicas farmacocinéticas. En una Gaussian 98 version A.7 para Linux. 40 En la confeccién
segunda etapa de la modelacion se incluyd el de las estructuras moleculares iniciales y la visualizacion
ceftobiprole, cefalosporina de quinta generacion ~de resultados se Utl|lzal‘0(?1)|05 programas HYPeFChE(TZ’l
alrededor de la cual se han creado numerosas ?3-)02 (version de prueba) *** y MOLDEN version 3.6. ™~
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Figura 1. Estructuras guimicas de: a. Cefalosporinas modeladas y b. Penicilinas estructuralmente
andlogas, estudiadas en un trabajo precedente, ¥
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RESULTADOS

Los parametros geométricos del anillo betalactdmico no
tienen variaciones significativas cuando se modifica la
cadena lateral unida al carbono C7. Solo existen
pequefios cambios en el cefprozilo. Este compuesto es
muy similar estructuralmente al cefadroxilo, pero con un
grupo —CH,CH=CH, en lugar del radical metilo (—CH3;) de
la posicion C3 (Figura 1a). Comparando el anillo
betalactamico en ambas estructuras, es perceptible que
en el cefprozilo las distancias de enlaces son ligeramente
mas cortas; especificamente, el enlace N1 — C8 es
menor en 0,0156 nm y el C7 — C8 en 0,0031 nm. Por el
contrario, existe un pequefio aumento de 2 grados en el
angulo de enlace con vértice en C8 y de 2,2 grados en la
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desviacion del plano del anillo. Fuera del mismo, el
angulo de enlace que define la posicién de la cadena
radical en C7 se cierra 2,1 grados respecto al carbono
carbonilico.

Descontando las pequefias variaciones descritas para el
cefprozilo, el resto de los parametros estructurales del
anillo betalactdmico es muy similar entre todas las
cefalosporinas modeladas. Este resultado se mantiene
aunque se extienda la comparacion a una cefalosporina
patron, modelada en otro trabajo precedente, con un
grupo —NHCH3.como radical amino en C7 e hidrégeno en
lugar de —CHs.en C3. “ En resumen, las modificaciones
en las cadenas laterales no afectan significativamente la
estructura del anillo betalactamico. (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros estructurales mas relevantes del anillo betalactamico™

Parametro** Cefradina Cefalexina Cefadroxile  Cefprozilo Ceftobiprole
M1 —LC8 0,1378 0,1469 0,1469 0,1313 0,1479
El—EB 0,1540 0,1552 0,15352 0,1521 0,1552
C7 — N9 0,1445 0,1465 0,1465 0,1470 0,1460
C8 — 010 0,1201 0,1195 0,1195 0,1220 0,1196

MN1-CB-C7 91,5 Q0,5 90,5 92,5 Q1.0
C8-C7-N9 1184 117,3 117.3 115,2 117,7
Desv. plang, 0,7 1,4 1,4 3,6 0,4
Mumeracidn empleada: ‘J’Ha' v o g 8T

b

v 7 | A
I [ i l

ok

**Distancias de enlace en nandmetro (nm) y angulos en grados.

*Por razones de espacio solo se incluyeron las variables de los dtomos mas directamente

involucrados en el

Las estructuras tridimensionales obtenidas de las cuatro
cefalosporinas de primera y segunda generacidn
muestran como el oxigeno (en rojo) del grupo carbonilo
en el radical amino (nitrégeno en azul) unido a C7, se
orienta ligeramente en direccidn del anillo betalactdmico,
pero en un plano por encima de este. Ello se refleja en
las distancias atdmicas entre el mencionado oxigeno y el
carbono carbonilico del anillo (C8), atomo que define la
futura union del antibidtico al materializar su accion
antibacteriana. Las referidas distancias se acercan hasta:
0,292 nm en cefadroxilo y cefalexina; 0,273 nm en
cefradina y 0,232 nm en cefprozilo. No ocurre asi con la
cefalosporina de quinta generacion. (Figura 2).

El ceftobiprole, optimizado segin el modelo empleado,
se muestra en la siguiente figura. En la parte superior
(a) es posible ver la estructura de forma desplegada con
el anillo betalactdmico hacia el centro. En el extremo
inferior izquierdo (b) se observa la molécula rotada, con

mecanismo de accdn antibidtca. Las
estructurales pueden ser solicitadas a los autores.

matrices Z con todos los datos
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Figura 2. Estructuras tridimensionales obtenidas
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el anillo betalactamico en el plano horizontal; es visible
como el oxigeno (en rojo) del radical amino se alejé
considerablemente del carbono C8 (a 0,443 nm). (Figura
3)

a. Ceftobiprale seqin modelizacidn.

b. Anillo betalactdmico en el plano.

t. Fdrmula quimica desarrollada,
HO
N

N
£ .t h H
NN
=1 . \__,,' \ p .
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0 N b hH
L 1
HO" 70

Figura 3. Ceftabiprole: a. Estructura tridimensional optimizada con calculos semiempiricos PM3; b
Vista con el anillo betalactamico en el plan horizontal, |as flechas sefialan el carbono carbonilico
(C8) v ¢. Fdmula quimica desamollada.

En el anillo betalactamico de todos los compuestos las
mayores densidades de cargas negativas recaen sobre
los heteroatomos, nitrogeno (N1) y oxigeno (010),
mientras que el carbono carbonilico (C8) tiene la mayor
densidad de carga positiva. Fuera de este anillo, el grupo
carboxilo del anillo dihidrotiacinico representa otra zona
importante por sus densidades de cargas. En general,
los valores se corresponden con el entorno electronico
de los atomos en sus respectivas moléculas. Las
variaciones en las cadenas laterales no afectan
apreciablemente las densidades de cargas en la base
estructural de las cefalosporinas. Las mayores
diferencias se localizan en N1 al comparar la cefradina
con el cefprozilo; este Ultimo es 0,104 unidades menos
negativo; mientras que el 010 es 0,094 unidades menos
negativo en el ceftobiprole, también al compararlo con la
cefradina. (Tabla 2).

El andlisis de los orbitales moleculares mostré diferencias
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Tabla 2. Densicades dz cargas atdmicas mas impartantes

Atomos®  Cefradina  Cofalexina Cefadroxilo  Cefprozilo
1 1,330 .49 4% 1,426 {483
(8 0,1 0,743 0.4 0,740 0,68
e 0,709 0,659 663 0670 676
010 0,608 1,402 4,32 1,33 {315
il 0,868 0,874 0,876 0,840 0,866
012 1,631 0,580 4,50 {1,373 4,577
013 1337 0,570 4,570 0,361 {365

*|.3 numeracidn dz los atomos coincide con (3 utizada en Ja Tabla 1.

Ceftobiprole

energéticas LUMO — HOMO muy similares entre todas las
cefalosporinas modeladas. Los valores fueron menores a
0,2 eV, caracteristicos de moléculas susceptibles a las
transiciones electronicas, fendmeno estrechamente
relacionado con una alta reactividad quimica.

DISCUSION

Estos resultados se enmarcan en la blsqueda de
conocimientos acerca de las caracteristicas moleculares
de los antibidticos betalactamicos que resultan clave en
la definicién de sus capacidades para reaccionar, tanto al
ejercer su accion antibacteriana como al ser inactivados
por los agentes patdgenos resistentes. Se utilizd la
modelacién molecular, convertida en una herramienta de
eleccidn en investigaciones de interés biomédico. (¢*®
En este sentido, es reconocida la calidad de los métodos
de la quimica cuantica (semiempiricos, ab initio y DFT)
en el modelaje de propiedades moleculares. (%50

En la parte metodologica se describi6 como se
combinaron calculos semiempiricos PM3 para optimizar
las geometrias moleculares y DFT para las propiedades
electronicas. Esta forma de proceder fue empleada en
nuestros estudios precedentes, donde se modelaron:
una representacion genérica de diferentes
betalactamicos y una seleccion de penicilinas. En ambos
casos se concluyd que el anillo betalactdmico es muy
estable geométrica y electrénicamente ante el efecto de
las cadenas laterales. Sin embargo, se detecté que las
diferencias en las conformaciones espaciales que
implicaban una mayor o menor exposicion del anillo
betalactamico provocaban algunas variaciones en sus
propiedades moleculares. ¢ 4>

Es conocido que los antibidticos betalactamicos realizan
su accion a nivel de la pared celular. El grupo —OH de la
serina, presente en las proteinas ligadoras de penicilinas
(PBPs) de las bacterias, ataca el carbono carbonilico del
anillo betalactamico (C8). Se forma un complejo estable
acil-enzima que imposibilita a las PBPs ejercer su accion
catalitica en la union y entrecruzamiento de las cadenas
de péptido glucan, debilitando sustancialmente la pared
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celular de las bacterias. Las caracteristicas estructurales
y electrostaticas del antibidtico resultan fundamentales
en la formacion del mencionado complejo. La planaridad
del anillo betalactamico, la fortaleza de los enlaces que
lo conforman, la magnitud de la carga positiva en el
carbono carbonilico y la disposicién espacial en las
vecindades de ese carbono, son algunas de las
caracteristicas mas relevantes.

Atendiendo a ello, el andlisis de los resultados obtenidos
enfatiza que la geometria del anillo betalactamico no se
modifica significativamente por la acciéon del radical
amino unido a C7, coincidiendo con los trabajos
anteriores. ** % Esta afirmacin no es posible
extenderla a las cadenas unidas a C3, pues solo dos de
las cefalosporinas estudiadas tienen sustituyentes
diferentes al grupo —CHz.en esa posicion, el cefprozilo y
el ceftobiprole. En el primero existen pequefas
variaciones geométricas descritas en los resultados,
mientras que en el segundo los parametros estructurales
del anillo tienen caracteristicas muy similares al resto de
las cefalosporinas.

En el andlisis estructural, el hecho mas relevante es la
conformacién espacial apreciablemente diferente del
ceftobiprole. La molécula se dispone de una forma mas
alargada, sobre todo por la cadena lateral en C7,
dejando que el orbital atomico p desocupado del
carbono carbonilico C8 (con hibridacion sp?) quede
facilimente accesible por ambas caras del plano del
anillo. (Figura 3b). Otro aspecto importante en este
compuesto es la cantidad de atomos de elevada
electronegatividad que estad presente en la estructura de
las cadenas laterales. En el radical amino de C7, ademas
de los -NH y —C=0 caracteristicos, de los otros 9 atomos
diferentes de hidrogeno que conforman esa cadena, 6
son muy electronegativos: 1 oxigeno, 4 nitrogenos y 1
azufre. Por su parte, la cadena unida a C3 tiene 2
nitrégenos y 1 oxigeno. En la estructura tridimensional
optimizada se observa que estos atomos quedan en
posiciones muy expuestas, facilitando las interacciones
electrostaticas a través de ellos. (Figura 3). Este aspecto
es muy importante en el proceso de reconocimiento
molecular por las PBPs y la preparacion de la molécula
del antibiético para formar el complejo acil-enzima. © 52
Uniendo a ello la antes mencionada facilidad espacial
para el acceso hasta el carbono carbonilico (C8), sitio a
través del cual ocurren las transformaciones quimicas
asociadas a la accion antibacteriana, el ceftobiprole tiene
una estructura molecular que potencia su reactividad.
Existen varios trabajos donde se reportan reacciones de
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este farmaco frente a PBPs menos reactivas elaboradas
por algunos agentes patdgenos como mecanismo de
resistencia; por ejemplo, las PBPla, PBP2a, PBP2b,
5P3lez)2x y PBP3 de estafilococos y neumococos, %3202l
Por otra parte, los resultados de las densidades de
cargas atémicas y las diferencias energéticas entre los
orbitales de frontera confirman lo discutido en el analisis
estructural, las modificaciones en las cadenas laterales
no afectan significativamente la estructura base de las
cefalosporinas estudiadas. Al parecer, en las cadenas
laterales estan las causas directas de las diferencias
farmacoldgicas existentes, en detrimento de la idea que
son causas indirectas al inducir modificaciones en la
base estructural del compuesto. En el analisis de la
reactividad no se consideré la forma espacial de los
orbitales de frontera por ser poco concluyente,
caracterizadas por una elevada deslocalizacion sobre
varios atomos.

El descubrimiento en este siglo de tres nuevas clases de
antibioticos, oxazolidinonas, lipopéptidos y mutilinas,
puso fin a un largo periodo de casi 40 afios sin cambios
estructurales trascendentales en estos farmacos. Sin
embargo, esto no ha resuelto el fendmeno de la
resistencia bacteriana. Nuevas expectativas vienen
acompanadas de derivados de antibacterianos clasicos
como las cefalosporinas y carbapenemas. ?® Para
enfrentar agentes patdgenos resistentes pueden ser muy
Utiles antibidticos betalactamicos que establezcan
interacciones fuertes con las PBPs en la etapa de
reconocimiento molecular. Esto es posible lograrlo
incorporando en las cadenas laterales sustituyentes
donde existan varios atomos muy electronegativos e
hidrégenos muy reactivos.

La prescripcion adecuada de antibidticos, el control de su
uso y la educacién de la poblacién para evitar la
automedicacion y el abuso en el consumo de estos
medicamentos, constituyen elementos importantes que
deben estar presentes en cualquier estrategia para
enfrentar la resistencia bacteriana. Simultaneamente, es
necesario continuar en la busqueda y desarrollo de
nuevos antibacterianos. En este sentido, la modelacion
molecular puede realizar aportes. En el presente trabajo,
partiendo de las propiedades estructurales y electrénicas
calculadas de la muestra de cefalosporinas objeto de
estudio, se han llegado a conclusiones que aportan
elementos a tener presente en la estructura quimica mas
idonea para este tipo de farmacos.
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