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RESUMEN

Fundamento: Las penicilinas se diferencian
estructuralmente entre si por las cadenas laterales. Al
mismo tiempo, poseen diferencias en su accion
farmacolégica, que pueden estar asociadas a
modificaciones inducidas en el anillo betalactamico y/o
efectos localizados en las propias cadenas. Esclarecerlo,
serfa un aporte en la busqueda de las caracteristicas
estructurales y electronicas méas adecuadas para el
disefio de mejores penicilinas. Objetivo: Comparar las
propiedades estructurales, densidades de cargas
atémicas y los orbitales de frontera de cuatro penicilinas
(bencilpenicilina, fenoximetilpenicilina, ampicilina vy
amoxicilina) mediante la modelacién de la Teoria del
Funcional de la Densidad. Método: Se optimizaron las
estructuras moleculares con célculos semiempiricos PM3.
Las propiedades moleculares se calcularon segin la
Teoria del Funcional de la Densidad, a un nivel B3LYP/6-
31G (d). Se analizaron las densidades de cargas
atomicas y los orbitales de frontera. Se evalud el efecto
de los sustituyentes sobre las propiedades del anillo
betalactamico. Resultados: Los parametros
estructurales del anillo betalactamico no variaron como
consecuencia de las modificaciones en la cadena lateral
unida al carbono 6. El anillo presentd una marcada
tendencia a la planaridad. Tampoco se observaron
variaciones en la densidad de carga positiva del carbono
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carbonilico. Conclusiones: La estructura y propiedades
electrénicas del anillo betalactdmico, base estructural de
estos antibioticos, no tienen modificaciones significativas
entre las penicilinas modeladas.
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ABSTRACT

Background: Penicillins differ structurally among

themselves by the lateral chains. At the same time, they
have differences in their pharmacological action that can
be associated to modifications included in the
betalactamic ring and/or effects localized in the same
chains. Making it clear would be a contribution to the
search of the most adequate structural and electronic
characteristics to design better penicillins. Objective:
To compare structural properties, density of the atomic
charges and the frontier orbitals of four penicillins:
bencylpenicillin, phenoxymethylpenicillin, ampicillin and
amoxicillin. Method: The molecular structures were
optimized with PM3 semiempirical calculi. The molecular
properties were calculated according to the Density
Functional Theory, at a B3LYP/6-31G(d) level. The
density of the atomic charges and the frontier orbitals
were analyzed. The effect of the substituents on the
properties of the betalactamic ring was evaluated.
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Results: The structural parameters of the betalactamic
ring do not change as consequence of the modifications
in the lateral chain linked to carbon 6. The ring has a
marked tendency to planarity. There are no variations in
the density of the positive charge of the carbonylic
carbon. Conclusions: The structures and electronic
properties of the betalactamic ring, structural basis of
these antibiotics, do not have significant modifications
among modelled penicillins.

Key words: Penicillins; molecular structure; models,
molecular

INTRODUCCION

La era antibidtica en la medicina se inicia en 1928 con el
descubrimiento de la penicilina, que 10 afios mas tarde
se logra desarrollar como agente terapéutico y cuyo
empleo comienza a generalizarse en 1950. En la misma
década del 50 se crea la primera penicilina semisintética,
la fenoximetilpenicilina. Le siguieron la meticilina,
carbenicilina y otras, hasta completar un largo listado. A
pesar de la variedad existente, la penicilina encabezé la
lista durante mucho tiempo. En 1984 se inicia el uso del
acido clavulanico asociado a las penicilinas, comienza asi
el empleo de los inhibidores de betalactamasas.

Estructuralmente, las penicilinas estan formadas por la
fusibn de los anillos betalactdmico y tiazolidinico,
originando el acido 6-aminopenicilanico, con una cadena
lateral en la posiciéon 6 del anillo. Variando esta cadena
se modifican propiedades y surge la diversidad de
miembros de la familia. Son antibidticos potentes, de
amplio espectro bactericida y baja toxicidad. Dentro del
grupo se pueden destacar la bencilpenicilina (penicilina
G) y la fenoximetilpenicilina (penicilina V), consideradas
como representantes clasicos de esta familia de
betalactamas, efectivas frente a gérmenes
grampositivos. También resultan relevantes la ampicilina
y la amoxicilina, caracterizadas por su amplio espectro
de accion y eficacia al ser combinadas con inhibidores de
las betalactamasas. **

Las penicilinas actdan inhibiendo las etapas finales de la
sintesis del 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, las bacterias han reaccionado
desarrollando mecanismos de resistencia que neutralizan
la accion de los antibidticos, las penicilinas no han
escapado a esta respuesta. El principal mecanismo de
resistencia, para esta familia de antibiéticos, consiste en
la ruptura del anillo betalactamico por la accién de
enzimas betalactamasas de las bacterias. Otro
mecanismo importante es la sintesis de nuevas proteinas
ligadoras de penicilinas (PBPs, por las siglas en inglés de
Penicillin Binding Proteins), con menor afinidad por estas
dltimas. ©¢®

La busqueda de nuevas férmulas mas potentes y
generales que superen la resistencia bacteriana

ISSN:1727-897X Medisur 2009; 7(4)

continta. © Las penicilinas siguen estando en el centro
de atencion de los investigadores; sus propiedades
antimicrobianas, caracteristicas estructurales,
mecanismo de accion, posibilidades de sintesis, entre
otras, justifican este interés. El desarrollo alcanzado en
los procesos de sintesis enzimética ha permitido la
creacién de una amplia coleccién de nuevas penicilinas,
candidatas a convertirse en farmacos. *?

En el presente trabajo se realiza la modelacién molecular
de cuatro penicilinas comerciales: bencilpenicilina,
fenoximetilpenicilina, ampicilina y amoxicilina, con el
objetivo de comparar sus propiedades estructurales,
densidades de cargas atdmicas y los orbitales de
frontera. Ademas de la mencionada importancia de estos
farmacos, su eleccion responde a las caracteristicas de
las cadenas laterales en el carbono 6, que permite medir
el efecto de los sustituyentes en esa posicion.

METODOS

Se estudiaron 4 miembros de la familia de las
penicilinas: bencilpenicilina, ampicilina, amoxicilina y
fenoximetilpenicilina. (Figura 1). La modelacion
molecular se realizd utilizando computadoras personales
IBM compatibles. Las estructuras tridimensionales se
obtuvieron mediante la optimizacion de las geometrias
moleculares a un nivel semiempirico PM3, ® empleando
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 andlisis de los
Orbitales Naturales de Enlace, segun la Teoria del
Funcional de la Densidad (DFT, por las siglas en inglés
de Density Functional Theory) a un nivel B3LYP/6-31G
(d) // HF/PM3. @ Se utilizé la teoria de los orbitales de
frontera de Fukui para analizar la reactividad. ™ Los
célculos se realizaron con el paquete de programas
Gaussian98 Versién A.7 para Linux. ®® El andlisis grafico
se realizd con el programa MOLDEN Versién 3.6. 9
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Figura 1. Estructura molecular de las penicilinas estudiadas
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RESULTADOS

Los valores de las variables geométricas mas relevantes
del anillo betalactamico no varian como consecuencia de
los cambios en la cadena lateral unida al carbono 6.
(Tabla 1). En general, las diferencias no superan los
0,0004 nm y 0,3 grados para las distancias y angulos de
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enlace, respectivamente. Solo la distancia de enlace N1
— C5 varia un poco mas, unos 0,008 nm en ampicilina y
amoxicilina, respecto a un modelo de penicilinas en el
cual se sustituyo la cadena lateral por un grupo —CHjs. Al
comparar la fenoximetilpenicilina con el modelo, la
planaridad del anillo se modifica 1,8 grados en el caso
extremo. (Anexo 1).

Variables
Bencilpenicilina Ampicilina | Amoxicilina [Fenoximetilpenicilina

geométricas™
N1-C2 0,1431 0,1433 0,14382 0,1434
C2-0C3 0,1564 0,1567 0,1568 0,1567
C3i-54 0,1871 0,1870 0,1870 0,1870
54— C5 0,1818 0,1813 0,1813 0,1813
C5-Ch 0,1564 0,1564 0,1564% 0,1564
Ce—-C7 0,1544 0,1543 0,1547 0,1543
C7-MN1 0,1454 0,1483 0,1483 0,1483
C7—-08 0,115 0,11%6 0,11%6 0,1196
c2-0C8 0,1523 0,1526 0,1526 0,1526
Ch—MN11 0,1461 0,1462 0,1462 0,1461
M1-C2-C3 1112 1114 1114 1111
C2-C3-54 106,2 108,6 108,86 108,86
C3-54-C5 94,1 94,1 94,1 93,8
54-C5-N1 110,1 109,9 109,9 109,9
M1-C5-Ch 894 89,3 89,3 894
C5-Ce-C7 87,7 87,6 87,6 87,6
Ch-C7-M1 91,2 91,2 91,2 91,2
C7-Ch-M11 118,5 1184 118,5 1184
M1-C5-Ce-C7 1,5 2,0 2.3
C7-N1-C5-54 1217 1227 122,83 1231
M1-C2-C5-010 126,7 128,1 1284 128,8
M1-C7-Ch-MN11 1294 124,38 124,38 125,6

61.' '—* -4,5-‘

sk

*Distancias en nm y Sngules en grados,

Anexo 1. Datos estructurales més significativos.
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Figura 2. Representacion de las estructuras tridimensionales obteni-
das.

En los atomos del anillo betalactamico, las mayores
densidades de cargas negativas recayeron sobre los
heteroatomos, oxigeno (08) y nitrogeno (N1). El
carbono C7 presentd una marcada densidad de carga
positiva. Fuera del anillo betalactamico, resalté la
densidad de carga negativa sobre el nitrogeno de la
cadena lateral que define a cada penicilina (N11) y la
carga positiva del carbono C9 del grupo carboxilo. (Tabla
2).

Las densidades de cargas en los atomos que conforman
la base estructural de las penicilinas, el éacido 6-
aminopenicilanico, no recibieron el efecto de los
diferentes sustituyentes en el carbono C6 y mostraron
valores acordes a lo esperado segln su entorno
electrénico.
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Tabla 1. Estructura del anillo betalactamico en las penicilinas.
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Variables* Bencil- o o Fenoximetil-
Geométricas penicilina Ampicilina Amoxicilina penicilina Modelo
N1 - C7 0,1484 0,1483 0,1483 0,1483 0,1485
C6 — C7 0,1549 0,1548 0,1547 0,1548 0,1549
C5-C6 0,1564 0,1564 0,1564 0,1564 0,1560
N1 -C5 0,1517 0,1515 0,1515 0,1516 0,1523
C7-08 0,1195 0,1196 0,1196 0,1196 0,1196
N1-C5-C6 89,4 89,3 89,3 89,4 89,6
C5-C6-C7 87,7 87,6 87,6 87,6 87,6
C6-C7-N1 91,2 91,2 91,2 91,2 91,4
Desv. plano 1,5 1,9 2,0 2,3 0,5
5
g
*Distancias en nm y angulos en grados.
Tabla 2. Densidades de cargas atdbmicas mas importantes.
Atomos Bencilpenicilina | Ampicilina | Amoxicilina | Fenoximetil-
N1 -0,504 -0,505 -0,505 -0,504
C7 0,721 0,727 0,726 0,728
08 -0,515 -0,599 -0,522 -0,519
C9 0,823 0,820 0,821 0,819
N11 -0,668 -0,661 -0,662 -0,670

Las diferencias energéticas LUMO — HOMO no variaron
significativamente en la muestra de penicilinas
estudiadas. Sus valores fueron menores a 0,2 eV,
propios de moléculas susceptibles a las transiciones
electrénicas y que en consecuencia son muy reactivas.
Esto ocurrié con todas las penicilinas modeladas. La
forma de los orbitales se mostré6 muy compleja y existid
una elevada deslocalizacién sobre diferentes atomos,
caracteristicas que limitan su empleo en el andlisis de la
reactividad.

DISCUSION

Determinar la estructura tridimensional de una
biomolécula constituye una premisa basica para poder
explicar la funcidon que desempefia. En este sentido, ha
aumentado el empleo de las técnicas de modelacion
molecular, fundamentadas en métodos de la mecéanica
molecular y/o de la quimica cuéantica. ™ "1 yna vez
establecida la estructura molecular, es posible calcular

Y ocucién latina que significa desde el principio.

las propiedades electrénicas y relacionarlas con la
actividad bioldgica que manifieste el compuesto. Este es
el fundamento de los estudios donde se establece la
relacion cuantitativa entre la estructura y la actividad
(QSAR, por las siglas en inglés de Quantitative Structure-
Activity Relationships), muy empleados en las modernas
técnicas de disefio de farmacos asistido por
computadoras. %%

En la literatura cientifica aparecen reportes de trabajos
donde se abordan problematicas de interés médico a
través de la modelacion molecular. ®*3? Es comun el
empleo de los métodos de la mecanica molecular para
calcular los parametros estructurales en las
biomoléculas, debido al elevado nimero de atomos que
las forman. Sin embargo, los métodos de la quimica
cuéantica (semiempiricos, DFT y ab initic’) son mas
precisos, aunque también mas costosos
computacionalmente. @ 33330 Anteriormente, otros
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autores han modelado compuestos betalactamicos
determinando su estructura por métodos de la mecanica
molecular. ©®*? Las penicilinas objeto de este estudio
tienen un menor ndmero de atomos, lo que permitié
elevar la calidad del método a un nivel semiempirico
PM3. @70 partiendo de estas estructuras se calcularon
las propiedades electronicas segun calculos DFT, de
probada calidad en la evaluacion de conceptos quimicos
como: electronegatividad, dureza y blandura, reactividad
y otos. ®3)va con anterioridad los célculos DFT han
sido empleados exitosamente en sistemas de interés
biomédico. 08 4142

Por otra parte, las investigaciones sobre las bases
moleculares de la acciéon antibacteriana y de los
mecanismos de resistencia desarrollados por las

bacterias, han tenido un fructifero avance. “3-°9

Los antibidticos betalactamicos realizan su accion a nivel
de la pared celular. Mediante una inhibicion competitiva
se unen a las proteinas ligadoras de penicilinas (PBPS),
imposibilitando que estas ejerzan su accion catalitica en
la unién y entrecruzamiento de las cadenas de péptido
glucan. EI mecanismo comienza por el ataque del
oxigeno del grupo —OH de la serina, presente en las
PBPs, al carbono carbonilico del anillo betalactamico (C7
en este trabajo). Se forma un complejo acil-enzima que
se estabiliza mediante un enlace covalente, con la
simultanea ruptura del anillo betalactamico. ElI complejo
formado tiene una mayor estabilidad y se hidroliza muy
lentamente, entorpeciendo la liberacion de la enzima. La
estructura del complejo acil-enzima define la potencia en
la actividad antimicrobiana. Asi, los antibidticos
betalactamicos que forman complejos muy estables, con
menores distancias de enlace, tienen una mayor accion
contra esa bacteria. Las conformaciones espaciales y las
caracteristicas electrostaticas del antibidtico resultan
determinantes en este mecanismo. Analogamente, la
resistencia bacteriana por accién de las lactamasas sigue
un mecanismo de reaccion muy similar. En este caso el
complejo se forma entre el antibiético y la enzima
betalactamasa. Existen evidencias experimentales de
complejos acil-enzima que apoyan los mecanismos
descritos. 34659

En la reaccion antibacteriana de los betalactamicos, el
complejo acil-enzima se forma por un ataque nucleofilico
al carbono carbonilico (C7) del anillo. Una mayor carga
positiva en este atomo favorecera el ataque. La
planaridad del anillo permite un mejor acercamiento del
—OH de la serina por un plano perpendicular, forma en la
cual probablemente ocurra. Ademas, enlaces mas faciles
de romper entre el nitrégeno del anillo (N1) y el carbono
carbonilico (C7), facilitarian la formacion del complejo.
Atendiendo a estas premisas se analizaron los valores de
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estas propiedades en las modelaciones realizadas. Los
resultados demuestran que no existen diferencias
significativas entre las cuatro penicilinas. La estructura
del anillo betalactamico no sufre modificaciones por
efecto de los sustituyentes en el carbono 6. La similitud
del anillo con el modelo de penicilinas, donde solo existe
un grupo —CHs en la cadena, lo confirman. El anillo
betalactamico es el fragmento basico en la estructura del
antibidtico, al transformarse y permitir materializar su
accién. Sin embargo, otras partes de la estructura son
determinantes para que el complejo acil-enzima llegue a
formarse. Para alcanzar este complejo, el
reconocimiento molecular del sustrato por la enzima
debe permitir el mayor acercamiento entre ambos.

La ampicilina solo se diferencia estructuralmente de la
bencilpenicilina por la presencia de un grupo amino (-
NH,) unido al carbono contiguo al grupo carbonilo de la
cadena lateral. El grupo amino crea una nueva region
con notable polaridad. Otra marcada diferencia en la
polaridad surge en la amoxicilina por la adicion de un
grupo —OH en posicién para del anillo bencénico (Anexo
1). La presencia de grupos que crean polaridad y que
poseen hidrégenos muy reactivos puede facilitar la
interaccion con grupos en las cadenas laterales de las
PBPs, lo que aumenta las probabilidades de formacién
del complejo acil-enzima. Lo anterior coincide con el
mayor espectro de accion de estas penicilinas. No ocurre
asi con la fenoximetilpenicilina, en la cual se sustituye el
radical bencilo de la bencilpenicilina por un fenoximetil.
A pesar de la presencia del oxigeno en este radical, su
ubicacion en el interior del esqueleto principal de la
cadena no incrementa las regiones con polaridad en la
molécula. En el caso de esta Ultima penicilina, las
propiedades analizadas no permiten explicar su menor
fortaleza y espectros de accion.

En resumen, la modelacion de las penicilinas es factible
combinando célculos semiempiricos para determinar la
estructura y DFT para las propiedades electronicas.
Segun los resultados obtenidos, las propiedades
estructurales y las densidades de cargas atémicas en el
anillo betalactdmico del acido 6-aminopenicilanico, asi
como las diferencias energéticas en los orbitales de
frontera, no varian significativamente entre las
penicilinas estudiadas. Es necesario considerar otros
elementos para poder determinar las causas en las
diferencias farmacoldgicas existentes entre ellas. A pesar
de ello, para lograr un incremento de los sitios que
potencialmente interactien <con las PBPs, es
recomendable que en la estructura de las penicilinas
existan grupos polares en posiciones externas de las
cadenas laterales, lo que puede facilitar el proceso de
formacion del complejo acil-enzima.
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