Revista CENIC Ciencias Quimicas, Vol. 41, No. 3, pp. 177-182, 2010.

RESENA ANALITICA

Cefalosporinas: métodos de sintesis
y estudios de modelacion molecular

Zalua Rodriguez-Riera, Blanca Idelmis Toléon-Murguia y Miguel Antonio Lopez-Lopez.

Centro de Quimica Biomolecular, Avenida 200 y Calle 21, Reparto Atabey, Playa, Ciudad de La Habana, Cuba. Correo
electrénico: zaluarodriguez@infomed.sld.cu

Recibido: 31 de octubre de 2010. Aceptado: 23 de diciembre de 2010.

Palabras clave: cefalosporinas, sintesis, acilacién, grupos protectores de la acilacion, modelacién molecular.
Key words: cephalosporins, synthesis, acylation, acylation protective groups, molecular modelation,

RESUMEN. Las cefalosporinas son los antibiéticos més utilizados en el tratamiento de enfermedades infecciosas por su
amplio espectro de accién, buenas propiedades farmacocinéticas y baja toxicidad. La busqueda de nuevas cefalosporinas
efectivas frente a bacterias patégenas es una linea de investigacién actual. En este trabajo se resumen los métodos de
sintesis basados en la acilacién de la funcién amino, unida a la posiciéon C-7B y de introduccion de sustituyentes en la po-
sicién C-3 del nucleo cefalosporanico més utilizados en la obtencién de cefalosporinas, asi como los grupos que con mayor
frecuencia se utilizan para proteger los centros reactivos que existen en la molécula. Ademas, se resumen los estudios de
modelacién molecular realizados con el fin de contribuir al conocimiento de las propiedades electrénicas y las caracteris-
ticas quimico estructurales en las cefalosporinas, asi como de los mecanismos moleculares que sustentan su mecanismo
de accion. Como resultado se puede afirmar que existe un amplio arsenal de procedimientos para efectuar modificaciones
estructurales en las posiciones C-3 y C-7 del nucleo cefalosporanico, incluidos los métodos requeridos para la proteccién
de grupos funcionales. Por otra parte, los trabajos de modelacién molecular estan avalados por numerosas publicaciones
en que los métodos de la Mecanica Molecular y la Quimica Cuantica han desempenado un papel fundamental en la de-
terminacién de los requisitos estructurales que influyen sobre la actividad antibacteriana y en la farmacocinética de estos
compuestos. Sin embargo, los estudios de estructura actividad son relativamente escasos, en particular, los vinculados a
la orientacién del trabajo quimico-sintético encaminado hacia la busqueda de nuevas estructuras activas.

ABSTRACTS. Cephalosporins are the most commonly used antibiotics in the treatment of infectious diseases because
of their broad actibacterial spectrum, good pharmacokinetics properties and relatively low toxicity. The search of new
cephalosporins effective against bacterial pathogens is a current research. In the present paper, the synthetic methods
based on of acylation of amino function at C-7p position and the procedures to introduce different substituents at C-3
position of cefalosporanic core are rewieved. In addition, a survey of the protective groups most often used to temporar-
ily block the molecule reactive centers during the cephalosporin synthesis is made. In the other hand, it is summarized
the molecular modeling studies made in order to know the electronic properties and structural chemical characteristics
of cephalosporins, as well as the molecular mechanisms that support its mode of action. As a conclusion it is possible to
assert that there is a wide array of procedures to make structural changes at C-3 and C-7f positions of the cefalosporanic
core, including the methods required for the protection of functional groups during cephalosporin synthesis. In rela-
tion with the molecular modeling, there are a lot of publications where the molecular mechanics methods and quantum
chemistry have played a key role in determining the structural requirements that influence the antibacterial activity and
pharmacokinetics of these compounds. However, there are few structure-activity relationship studies, especially those
focused on guiding the chemical-synthetic efforts directed towards the search for new active structures.

INTRODUCCION

Las cefalosporinas constituyen el grupo de antibi6-
ticos mas utilizados en el tratamiento de enfermedades
infecciosas. Su importancia radica en la combinacién
de una potente accién bactericida y un amplio espectro
de accién, con buenas propiedades farmacocinéticas y
una baja toxicidad.!?

Actualmente, se manifiesta la proliferacién de bac-
terias grampositivas multiresistentes a la accién de nu-
merosos antimicrobianos tales como el Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SaRM).? Este fenémeno
ha hecho impostergable la necesidad de disponer de nue-

vos antibiéticos con actividad antimicrobiana selectiva
frente a estas bacterias.*

La busqueda de nuevas cefalosporinas efectivas
frente a estas bacterias patégenas es una linea de inves-
tigacién actual debido a las ventajas terapéuticas y al
perfil de seguridad de esta familia de antibiéticos.’ Asi, el
primer antibiético B-lactamico con actividad bacteriana
frente a SaRM fue una cefalosporina, denominada cef-
tobiprol medocaril introducida en el mercado durante
2008.5" Recientemente, se introdujo la ceftarolina fosa-
mil,? mientras que otras cefalosporinas se encuentran en
diferentes fases de ensayo clinico con este mismo fin.?
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La estructura quimica bésica de las cefalosporinas
consiste en un sistema B-lactdmico acoplado a un ani-
llo de dihidrotiazina que en su conjunto se denomina
nucleo cefem (Fig. 1). La introduccién de diferentes
sustituyentes, fundamentalmente en las posiciones 3
(R,) y 7 (R,) de dicho nucleo, posibilita obtener una am-
plia variedad de cefalosporinas con diferente espectro
antimicrobiano, propiedades farmacocinéticas y grado
de estabilidad quimica.®

El objetivo de este trabajo consistié en realizar un
estudio bibliografico sobre los métodos de sintesis en
cefalosporinas, basados en la reaccién de acilacién de
la funcién amino, unida a la posiciéon C-7 y de intro-
duccién de sustituyentes en la posicién C-3 del nucleo
cefalosporanico, mas utilizados en la obtencién de cefa-
losporinas, asi como los grupos que con mayor frecuen-
cia se emplean para proteger los centros reactivos que
existen en la molécula. Ademas, resumir los estudios
de modelacién molecular basados en los métodos de la
mecanica molecular y quimica cuantica mas importantes
realizados en esta familia de antibidticos

SINTESIS DE CEFALOSPORINAS

Los procedimientos de sintesis quimica en cefalospo-
rinas se caracterizan por evitar medios basicos o acidos
fuertes, asi como por el empleo de bajas temperaturas
debido a la extrema labilidad quimica y térmica del
nucleo cefalosporanico. Ademas, en la molécula existen
multiples centros reactivos lo que requiere, por lo gene-
ral, del uso intensivo de grupos protectores que puedan
ser eliminados bajo condiciones suaves. A continuacién,
se resumen las caracteristicas de varias de las principa-
les reacciones que han sido utilizadas en su obtencién.

Acilacion de la funcion amino unida a la posiciéon C-73
del nicleo cefalosporanico

La acilacién de la funcién amino unida al C-78 del
nucleo cefalosporanico es una de las principales reaccio-
nes durante la sintesis de cefalosporinas. Esta reaccion
permite introducir por la posicién 73 (R7) la cadena lateral
cuya estructura quimica y configuracion espacial ejercen
una mayor influencia sobre el grado de penetrabilidad
del antibiético y por lo tanto, definen su espectro antibac-
teriano. El grado de lipofilidad del sustituyente en esta
posiciéon determina la penetrabilidad en uno u otro tipo de
bacteria.! El procedimiento a utilizar se selecciona sobre la
base de las caracteristicas estructurales, tanto del agente
acilante portador de dicha cadena, como del ntcleo cefem.

Método del reactivo de Vilsmeier

En este procedimiento el agente acilante es el clo-
ruro de acido, que se obtiene por tratamiento con sales
de clorometilenoiminio preparadas de acuerdo con el
procedimiento general de acilacién de Vilsmeier-Haack-
Arnold. Estas sales se pueden preparar por reacciéon de
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Fig. 1. Estructura basica de las cefalosporinas.

una N,N-formamida disustituida con el oxicloruro de
fésforo, fosgeno u otro agente halogenante.'? La etapa 1
de este método consiste en preparar el denominado reactivo
de Vilsmeier (sal de clorometilenoiminio) por reacciéon de
la dimetilformamida (DMF) con oxicloruro de fésforo a
temperaturas entre 0 y 5 C, en ausencia'® o presencia de
un disolvente como el tetrahidrofurano (THF),* acetato de
etilo,’® o diclorometano.’ Como agente halogenante tam-
bién se utiliza el cloroformiato de triclorometilo!” (Fig. 2).
En la etapa 2, se adiciona el acido portador de la cade-
na lateral sobre el reactivo de Vilsmeier a temperaturas
entre 0y 5 °C para garantizar la formacién exclusiva del
cloruro de acido y excluir la posibilidad de que ocurra la
formilacién de la cadena lateral como reaccién colateral.
Finalmente, en la etapa 3, se realiza la acilacién del
nucleo cefalosporanico por adicién de la disolucién obte-
nida en la etapa anterior sobre el nticleo cefalosporanico
disuelto en una mezcla disolvente acuoso-organica o en
un medio totalmente organico, en dependencia de la
estabilidad del agente acilante frente al agua. Cuando
se emplea un medio acuoso-organico, el disolvente de
eleccién es el THF en presencia de trietilamina (TEA)'
o hidrégenocarbonato de sodio'® como bases que cumplen
con la doble funcién de disolver al nucleo cefalosporanico
y capturar el &cido formado. Si la reaccién se efectia en
medio organico se pueden utilizar el THE, el acetato de
etilo o el diclorometano como disolventes y la bistrime-
tilsililacetamida (BSA)Y o la trimetilsililacetamida? para
disolver al nucleo (Fig. 3). Su principal desventaja radica
en que, dada la elevada reactividad de este tipo de deri-
vados, es necesario proteger temporalmente al resto de
las funciones activas de las moléculas involucradas, para
evitar la ocurrencia de reacciones colaterales que impuri-
fican el producto de interés y reducen los rendimientos.
Meétodo de condensacion directa
El método consiste en acilar el ntcleo cefalosporani-
co por reaccién del dcido portador de la cadena lateral
sin derivatizar en presencia de un agente condensante
como la diciclohexilcarbodiimida (DCC),* el hidrocloruro
de N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida,?? y el
oxicloruro de fésforo. En este ultimo caso, es preciso
emplear una amina terciaria, como la N,N-dietilanilina®
con el objetivo de eliminar el 4cido formado. Los procedi-
mientos de condensacién directa, aunque proporcionan
buenos rendimientos estan limitados al caso de que el
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Fig. 2. Mecanismo de reaccion de la formacion del Reactivo de Vilsmeier.
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nucleo cefalosporanico tenga protegida la funcién acida
unida al C-4, ya que de estar libre competiria con el acido
portador de la cadena lateral.

Método del anhidrido del acido

El método consiste en la acilacién del nicleo con
un anhidrido mixto o simétrico del acido portador de la
cadena lateral a introducir. El anhidrido mixto se obtiene
por tratamiento del acido con cloroformiato de etilo* o
isobutilo.? La acilaciéon se realiza en un medio acuoso-
organico compuesto por THF? 0 DMF. En el primero de
los casos, se utiliza como aceptor del 4cido formado la
TEA? y en el segundo, se ha empleado la BSA.?®

Cuando se utiliza un anhidrido simétrico, este se
obtiene por condensacién previa del acido portador de
la cadena lateral mediante el uso de la DCC como agente
deshidratante.? La principal desventaja (en relacién con
el uso del anhidrido mixto) radica en que es necesario
utilizar como minimo dos equivalentes del acido por
equivalente del nucleo cefalosporanico y normalmente
los acidos portadores de la cadena lateral de estos an-
tibiéticos son productos de un elevado precio. Al igual
que en los procedimientos descritos con anterioridad,
esta técnica requiere de la proteccién del resto de las
funciones activas de las moléculas que intervienen, dada
la elevada reactividad de los anhidridos.

Introduccion de sustituyentes en la posicion C-3 del na-
cleo cefalosporanico por sustitucion nucleofilica con tioles

Durante la sintesis de cefalosporinas, la modifica-
cién de la posicién 3 (R3) del nucleo cefalosporanico
mediante la introduccién de diferentes sustituyentes,
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Fig. 3. Método de acilacion por el reactivo de Vilsmeier.
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tiene un marcado interés dada la influencia positiva
que ejercen los grupos electroaceptores y los buenos
grupos salientes en esta posicién sobre la reactividad
del nucleo B-lactamico.

Con este propésito, se han descrito dos estrategias
de sintesis (Fig. 4) cuya diferencia fundamental radica
en el sustrato sobre el cual se realiza la modificacion: (a)
una 3-acetoximetilcefalosporina (donde la posicién C-7
se encuentra previamente acilada con la cadena lateral
deseada; (b) el 7-ACA, que luego de efectuarse la modifi-
caciéon en C-3 se acila por la posicion C-7p para sintetizar
la cefalosporina de interés.?® Los agentes nucleofilicos
portadores de un a&tomo de azufre en su estructura mas
utilizados son los tioles alquilicos y heteroarilicos, aun-
que también se han empleado tiosulfatos, carbamatos,
tioureas y tioamidas.’!

En la mayor parte de los casos, la reaccién se efectua
en una mezcla disolvente compuesta por agua y acetona
(esta Glltima con la finalidad de favorecer la solubilidad
del tiol), en presencia de una base inorgéanica débil (como
el hidrégenocarbonato de sodio) cuya funcién consiste en
disolver al sustrato cefalosporanico en el medio, a tem-
peraturas entre 60 y 70 °C y tiempos que pueden variar
desde tres hasta 24 h .3°3! Por lo general se obtienen bajos
rendimientos debido a las reacciones colaterales relacio-
nadas con la hidrélisis del ciclo B-lactdmico. La funcién
acida del nucleo cefalosporanico debe encontrarse libre,
ya que su protecciéon en forma de éster conduce a la
isomerizaciéon del doble enlace de la posicién C3-C4 del
anillo de dihidrotiazina con la consiguiente formacién
mayoritaria del isémero en el que dicho doble enlace
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Fig. 4. Estrategias de sintesis para la introduccion de sustituyentes en la posicion C-3 del nicleo cefem.
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se localiza entre las posiciones C-2 y C-3, el cual resulta
biolégicamente inactivo.

La cefazolina y el cefamandol son ejemplos de ce-
falosporinas con tioles heterociclicos en su estructura.

Proteccion temporal de la funcion amino unida a la
posicion C-75 del nicleo cefalosporanico

La proteccién de la funcién amino unida a la posiciéon
C-7B del nucleo cefalosporanico es una operacién de
suma importancia durante la sintesis de cefalosporinas,
ya que permite anular la reactividad de este grupo fun-
cional con el objetivo de realizar otras modificaciones
estructurales en el nlicleo cefalosporanico.

Proteccion por acilacion con cloruros de acido

Entre los grupos protectores mas utilizados se en-
cuentran el fenilacetilo® y el fenoxiacetilo,* los cuales
se introducen en la molécula por acilacién con los
correspondientes cloruros de acido. La eliminacién de
estos grupos se efectia por el método del iminocloruro
con el que a partir de la formacién de este derivado se
forma el iminoéter que al hidrolizarse permite obtener
el derivado de interés.?* Como agente halogenante para
la formacién del iminocloruro se utiliza el pentacloruro
de fésforo en diclorometano, cloroformo o tetracloruro
de carbono como disolventes en presencia de una amina
terciaria como la piridina. Para la posterior formacién del
iminoéter se han utilizado como alcoholes el metanol,
propanol,®®2-butanol® y el 1,3-propanodiol.??

Proteccion por formacion de Bases de Schiff

En cefalosporinas, otra forma de bloquear la funcién
amino consiste en la preparacién de Bases de Schiff por
tratamiento del nucleo cefalosporanico con salicilal-
dehido®® o benzaldehido,?” reacciéon que constituye un
caso particular de la formacién de iminas por la adicién
de aminas a aldehidos y cetonas. El proceso transcurre
mediante la formacién inicial del N-hemiaminal corres-
pondiente y la posterior pérdida de agua. Con frecuencia
el equilibrio necesita ser desplazado por remocién del
agua, ya sea por destilacién azeotrépica o con un agente
desecante como sulfato de sodio anhidro o tamices mo-
leculares. La eliminacién del grupo protector se realiza
por tratamiento con &cido clorhidrico en disolventes
organicos, ya sea en medio heterogéneo o mediante el
uso de mezclas que garantizan la formaciéon de un medio
homogéneo.

Proteccion de la funcion acida unida a la posicion C-4
del nicleo cefalosporanico

La proteccién temporal de la funcién 4cida unida a
la posicién C-4 es, en muchas ocasiones, una operaciéon
imprescindible con el objetivo de realizar modificaciones
en las restantes posiciones del nucleo cefalosporanico.
Se conoce que los grupos protectores mas utilizados son
los ésteres de p-nitrobencilo, de p-metoxibencilo, de
tert-butilo y de difenilmetilo.?® Este Gltimo se introduce
por tratamiento con difenildiazometano y es el mas
empleado porque ademas de ser un reactivo selectivo
para proteger grupos acidos, la reaccién de protecciéon
ocurre a temperatura ambiente y en condiciones neutras
de reaccién donde no se afecta la estabilidad del ntcleo
cefem. Con relacién a la posterior eliminacién de estos
grupos protectores, el p-nitrobencilo se puede eliminar
por hidrogendlisis en presencia de paladio sobre carb6on
como catalizador y mediante el uso de diferentes disol-
ventes como metanol, THF o sus mezclas. Los grupos
protectores p-metoxibencilo, tert-butilo y difenilmetilo
se eliminan por tratamiento con TFA en presencia de
anisol como auxiliar de la desproteccién.®

ESTUDIOS DE MODELACION MOLECULAR EN CE-
FALOSPORINAS

El diseno empirico y tradicional de cefalosporinas
tiene su mayor auge en las décadas de los sesentas y
setentas del siglo xx, periodo en que muy pocos céalcu-
los teédricos proporcionaron informaciones utiles. En la
década de los ochentas, los estudios computacionales en
cefalosporinas comienzan a desarrollarse con la expecta-
tiva de contribuir al disefio de nuevos antibiéticos cada
vez mas potentes.® El estudio y desarrollo de métodos de
modelaciéon molecular han contribuido al conocimiento
de las propiedades electrénicas y las caracteristicas qui-
mico estructurales en las cefalosporinas, asi como de los
mecanismos moleculares que sustentan su mecanismo
de accién.

Lareactividad quimica del anillo B-lactdmico frente a
los nucleéfilos y su influencia en la interaccién enzima-
sustrato en cefalosporinas, ha sido objeto de estudio de
varios grupos de expertos en quimica computacional.
Donald B. Boyd, uno de los lideres indiscutibles en este
campo, demuestra que la fortaleza del enlace C-N y la
carga sobre el grupo carbonilo son factores que influyen
en la actividad biolégica. De igual modo, basado en el
estudio de los mapas de densidad electrénica, sostiene
que la deficiencia de densidad electrénica en las cer-
canias del grupo carbonilico del anillo B-lactdmico, se
relaciona con la susceptibilidad de este sitio al ataque
nucleofilico y utiliza la energia del estado de transiciéon
en lareaccién de acilacién como un indice de reactividad
tedrico del anillo B-lactdmico.*

Otros especialistas evaltan, mediante métodos de
céalculo ab initio, la reactividad quimica del grupo car-
bonilo del anillo B-lactdmico frente al ataque nucleofilico
de los grupos hidroxilo y la influencia de los disolventes
en esta reaccién. 24

Estudios con diferentes aproximaciones tedricas,
en su mayoria de naturaleza semiempirica, modelan la
geometria molecular de las cefalosporinas* y evalian
las relaciones entre las propiedades geométricas y elec-
tréonicas en cefalosporinas activas e inactivas.*®

La influencia del sustituyente de la posicién C-3
del nucleo cefem sobre el mecanismo de accién de las
cefalosporinas y sus propiedades como grupo saliente
han sido estudiados mediante el calculo de los orbitales
moleculares por el método CNDO/2 y se ha demostrado
que su labilidad es un factor importante en la activacién
del ataque nucleofilico del nucleo B-lactamico.

El empleo de métodos cuantitativos de relacién
estructura quimica-actividad biolégica conocidos como
métodos QSAR (Quantitative Structure Activity Rela-
tionships) basados en el calculo de descriptores molecu-
lares en cefalosporinas tiene sus origenes en la década de
los ochentas con el establecimiento de una correlacién
entre la energia del estado de transicién y la actividad
biolégica frente a bacterias Gram negativas.*” La utili-
zaciéon de la polarizabilidad y la energia del estado de
transicion permiten modelar la permeabilidad a través
de la membrana y la reactividad del anillo B-lactdmico
frente a las PBPs de varias cefalosporinas.* El empleo
de otros descriptores electrénicos y lipofilicos permite
estudiar las caracteristicas del mecanismo de resistencia
basado en el eflujo activo del antimicrobiano en las bac-
terias Gram negativas con el objetivo de poder disenar
nuevas cefalosporinas resistentes.*

Lamodelacién de los parametros relacionados con la
absorcién, distribucién, metabolismo y eliminacién en
el organismo permite la busqueda de nuevos candidatos
a fairmacos con buenas propiedades farmacocinéticas.>
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La obtencién de modelos cuantitativos que de forma
simple permiten predecir diferentes pardmetros farma-
cocinéticas de varias cefalosporinas comerciales se realiza
mediante el empleo del método de redes artificiales
de neuronas® y del cadlculo de descriptores topo-
légicos a partir de la estructura bidimensional de
estos compuestos.??

Al analizar la literatura relacionada con el empleo de
métodos de modelacién molecular en cefalosporinas, la
mayoria se basa en el estudio de la relacién existente
entre las caracteristicas estructurales de estos com-
puestos y la potencia antibacteriana, su espectro de
actividad y resistencia a la inactivacién enzimatica. De
forma general, es posible concluir que existen muy pocos
trabajos basados en el calculo de modelos mateméaticos
que relacionen la estructura quimica con la actividad
biolégica y que permitan predecir la actividad de nuevos
compuestos.

CONCLUSIONES

Se puede concluir que existe el volumen de informa-
cién necesario para enfrentar el gran reto que constituye
desarrollar nuevas cefalosporinas con la finalidad de
enfrentar la accién de cepas de Staphylococcus resis-
tentes. En particular, la busqueda de nuevas cefalospo-
rinas activas contra Staphylococcus aureus resistente
a meticilina de acuerdo con la estrategia de obtencién
de antibiéticos de espectro reducido contra patégenos
especificos, resulta un campo de sumo interés.

Desde el punto de vista sintético, la quimica de las
cefalosporinas es bien conocida y la literatura al respecto
es abundante. Existe un amplio arsenal de procedimien-
tos para efectuar modificaciones estructurales en las
posiciones C-3 y C-7 del ntcleo cefalosporanico, inclui-
dos los métodos requeridos para la proteccién de grupos
funcionales, aspecto crucial durante la preparacién de
este tipo de agentes antibacterianos.

Por otra parte, los trabajos de modelacién molecu-
lar en cefalosporinas estan avalados por numerosas
publicaciones en las que los métodos de la Mecéanica
Molecular como de la Quimica Cuantica han desempe-
nado un papel fundamental en la determinacién de los
requisitos estructurales que influyen sobre la actividad
antibacteriana y en la farmacocinética de estos com-
puestos. Sin embargo, los estudios QSAR mediante el
empleo de diferentes descriptores son relativamente
escasos, en particular, los vinculados a la orientacién del
trabajo quimico sintético encaminado hacia la busqueda
de nuevas estructuras activas.
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