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RESUMEN 

En la presente tesis se estudió el mecanismo de inhibición de la enzima β-

lactamasa CTX-M-15 por Avibactam, mediante simulaciones de dinámica 

molecular y posteriores cálculos híbridos QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular 

Mechanics). Las simulaciones de dinámica molecular se realizaron con el software 

NAMD, usando el campo de fuerza CHARMM36 y el modelo de agua TIP3. Las 

simulaciones se realizaron hasta un tiempo de 40 ns, y la estructura final para el 

estudio de la reacción tomada a los 30 ns. Para los estudios QM/MM, el sistema 

se dividió en una región QM y una región MM. El subsistema QM, incluye el 

inhibidor Avibactam y los residuos Ser70, Lys73, Ser130 y Glu166; mientras que la 

región MM incluye el resto del sistema.  

El mecanismo de reacción se estudió postulando que el único residuo catalítico 

responsable de la inhibición es el residuo de Ser70, los residuos restantes del sitio 

activo participan en el correcto posicionamiento del inhibidor y estabilización del 

estado de transición mediante interacciones de carácter electrostático. 

Los resultados de las simulaciones de dinámica molecular sugieren que los 

residuos Glu166 y Lys73 deben estar en su forma iónica, de lo contrario las 

interacciones entre el sitio activo y Avibactam se pierden o se debilitan, 

desfavoreciendo la reacción.  

La topología de la superficie de energía potencial sugiere que la reacción ocurre 

mediante un mecanismo concertado asincrónico, en el cual el ataque nucleofílico 

del residuo Ser70 sobre el carbono carbonílico del Avibactam es el evento que 

gatilla la protonación del átomo N6 de Avibactam y la consecuencia apertura del 

anillo. La barrera de energía de activación calculada es de  16 kcal/mol, en 

concordancia con el valor experimental de 15 kcal/mol. 
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ABSTRACT 

In this thesis, the mechanism of inhibition of the CTX-M-15 β-lactamase enzyme by 

Avibactam is addressed by molecular dynamics (MD) and quantum 

mechanics/molecular mechanics (QM/MM) calculations. The MD simulations were 

performed with the software NAMD, using CHARMM36 force field and TIP3 water 

model. Simulations of 40 ns were carried out, and the final MD structure was taken 

at 30 ns as a single representative configuration. For the QM/MM studies, the 

system was partitioned in a QM and MM subsystems. The QM zone includes the 

inhibitor Avibactam and Ser70, Lys73, Ser130 and Glu166 residues.  

The mechanism of inhibition was studied by postulating that Ser70 is the sole 

reacting residue, the remaining residues of the active site participate in the right 

positioning of Avibactam and also in the stabilization of the transition state by 

means of electrostatic interactions.  

The molecular dynamics simulations suggest that Glu166 and Lys73 should be in 

their ionic form, otherwise the interactions between the active site and the inhibitor 

are lost or weakened disfavoring in consequence the reaction. 

The topology of the PES (potential energy surface) suggest that the reaction 

occurs via an asynchronic concerted mechanism, in which the nucleophilic attack 

of Ser70 hydroxilic oxygen on the carbonylic carbon of Avibactam is the event that 

triggers the protonation of the N6 atom and the ring opening. The calculated 

activation barrier is 16 kcal/mol, in agreement with the experimental value of 15 

kcal/mol. 
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CAPÍTULO 1: INTROUCCIÓN 

1.1 Antibióticos beta-lactámicos 

La era moderna de los antibióticos probablemente comenzó con el descubrimiento 

de la penicilina por Fleming en el año 1929; aunque las propiedades 

antibacteriales de ciertas plantas y hongos han sido conocidas desde tiempos 

antiguos. Un ejemplo de ello es la planta de Artemisia annua (ajenjo chino), la cual 

ha sido usada por la medicina tradicional china por miles de años como un 

remedio para muchas enfermedades. 

Los antibióticos β-lactámicos, descubiertos hace aproximadamente 80 años, son la 

base de terapias para muchas infecciones causadas por bacterias Gram-negativa. 

Estos antibióticos actúan mediante el anclaje a las proteínas denominadas 

“penicillin-binding protein” (PBP), las cuales se encuentran en la membrana celular 

bacterial, impidiendo la formación de peptidoglican y con ello produciendo 

eventualmente la lisis celular. Sin embargo, las bacterias Gram-negativas han 

desarrollado enzimas de tipo β-lactamasas, que neutralizan el efecto de los 

antibióticos. 

1.2 Enzimas beta-lactamasas 

Esta clase de enzimas hidroliza el anillo β-lactámico de antibióticos comunes tales 

como penicilinas, cefalosporinas, monobactamas y carbapenémicos, haciéndolos 

ineficientes para la muerte bacterial. 

Hay 4 familias de enzimas β-lactamasas, clases A, B, C y D, basadas en la 

similitud de sus secuencias de ADN.  En las enzimas de clase A, C y D, un residuo 

de serina está directamente involucrado en la reacción hidrolítica, mientras que en 

las enzimas de clase B se utilizan dos átomos de zinc que coordinan un hidroxilo 

para producir la hidrólisis.  Las enzimas de clase A y C son las más comunes 

observadas en clínicas.  Actualmente, alrededor de 1000 enzimas β-lactamasas 

han sido documentadas comprendiendo variadas clases estructurales y un amplio 

rango de sustratos y eficiencia catalítica. 
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De acuerdo a la literatura, el mecanismo enzimático incluye etapas de acilación y 

desacilación, en ambas se involucra una transferencia protónica facilitada por una 

catálisis acido-base general. El ciclo catalítico consta de 4 etapas, Figura 1:  

a) Activación del residuo aminoacídico Ser70. La activación comienza con 

la abstracción del hidrógeno hidroxílico del residuo Ser70 por parte del 

grupo carboxilato del residuo Glu166 mediado por una molécula de agua y 

ataque nucleofílico por parte del átomo de oxígeno hidroxílico del residuo 

Ser70 hacia el carbono carbonílico del antibiótico. 

b) Formación del complejo acil-enzima. El residuo Ser130 protona el átomo 

de nitrógeno del antibiótico, mediante transferencia protónica por parte del 

hidrógeno hidroxílico. 

c) Formación del intermediario de desacilación (Int#2). La formación del 

intermediario (Int#2) precede a la etapa de hidrólisis, mediante el ataque 

nucleofílico por parte del oxígeno de una molécula de agua hacia el 

carbono carbonílico del antibiótico y abstracción del protón de la molécula 

de agua por parte del grupo carboxilato del residuo Glu166. 

d) Hidrólisis del antibiótico y regeneración de la enzima. El residuo Glu166 

protona el átomo de oxígeno del intermediario de desacilación (Int#2), 

mediante transferencia protónica por parte del hidrógeno del grupo 

carboxílico, produciendo la ruptura del enlace C-O formado en la etapa a).  
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Figura 1. Etapas del ciclo catalítico de beta-lactamasas tipo serina hidrolasas: a) 

Activación del residuo aminoacídico Ser70; b) Formación del complejo acil-enzima; 

c) Formación del intermediario de desacilación (Int#2); d) Hidrólisis del antibiótico y 

regeneración de la enzima. 

 
Fuente: Elaboración propia. 
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1.3 Inhibidores de enzimas beta-lactamasas 

Una estrategia probada para superar este mecanismo de resistencia a los 

antibióticos es combinar un antibiótico β-lactámico con un inhibidor de la enzima β-

lactamasa. Es así como al final de la década de los 70, e inicio de los 80, tres 

inhibidores β-lactámicos fueron llevados a uso clínico: acido clavulánico, 

sulbactam y tazobactam, todos ellos contienen un anillo β-lactámico, Figura 2.  

 

 

 

 

Figura 2. Inhibidores de enzimas beta-lactamasas con anillo beta-lactámico. 

 

Estudios experimentales cinéticos y de espectroscopia de masa, combinados con 

estudios cristalográficos sugieren que los inhibidores acido clavulánico, sulbactam 

y tazobactam siguen caminos de reacción análogos, comenzando con la 

formación de un intermediario acil-enzima. Luego de la acilación, la apertura del 

anillo β-lactámico conduce a la formación de un intermediario de imonio, para 

finalmente llegar a la desacilación o inactivación irreversible, mediante hidrólisis 

del inhibidor y regeneración de la enzima β-lactamasa activa, Figura 3. 

 

 

 

 

 

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 3. Mecanismo de inhibición de enzimas beta-lactamasas por ácido 

clavulánico; a) acilación, b) formación de intermediario de imina y c) hidrólisis del 

acido clavulánico y regeneración de la enzima. 

 

El uso clínico de inhibidores β-lactámicos ha disminuido debido a la creciente 

cantidad de nuevas enzimas contra las cuales estos inhibidores son inefectivos.   

A pesar de la extensa investigación por parte de compañías farmacéuticas, no hay 

nuevos inhibidores β-lactámicos en el mercado en alrededor de 20 años, por lo 

que ha sido necesario el desarrollo de nuevos inhibidores no β-lactámicos.   

Avibactam es un nuevo inhibidor no β-lactámico que inhibe enzimas de clase A, C 

y algunas de clase D. Avibactam es estructuralmente diferente de los inhibidores 

señalados previamente, ya que no contiene un anillo β-lactámico, Figura 4. 

Además, tiene un mecanismo inusual de inhibición, es decir, mientras la etapa de 

acilación procede de un modo similar al mecanismo de inhibición de enzimas β-

Fuente: Elaboración propia. 
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lactamasa por parte de inhibidores β-lactámicos vía apertura del anillo de 

Avibactam, la reacción es reversible, por lo cual la desacilación resulta en la 

regeneración del compuesto intacto y de la enzima, Figura 5. 

 

 

 

 

Figura 4. Estructura química de Avibactam. 

 

Ambos pasos, acilación y desacilación, involucran una transferencia protónica 

facilitada por una catálisis acido-base general. El ciclo catalítico consta de 4 

etapas. 

a) Activación del residuo Ser70 y formación del intermediario tetraédrico. 

La activación del residuo Ser70 ocurre mediante abstracción del hidrógeno 

hidroxílico por parte del grupo amina del residuo Lys73 y ataque nucleofílico 

del oxígeno del residuo Ser70 hacia el carbono carbonílico del Avibactam. 

b) Formación del complejo acil-enzima. El átomo de nitrógeno del 

Avibactam es protonado mediante transferencia protónica por parte del 

hidrógeno hidroxílico del residuo Ser130, lo cual conduce a la ruptura del 

enlace C7-N6 del Avibactam. 

c) Regeneración del intermediario tetraédrico. El protón enlazado al 

nitrógeno del Avibactam es abstraído por parte del residuo Ser130 y cierre 

del anillo, mediante formación del enlace C7-N6 del Avibactam. 

d) Regeneración del Avibactam y de la enzima. El átomo de oxígeno del 

residuo Ser70 es protonado mediante transferencia protónica por parte del 

hidrógeno del grupo amonio del residuo Lys73, lo cual conduce a la ruptura 

del enlace O-C7. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 5. Mecanismo de inhibición de beta-lactamasas por Avibactam: a) 

Activación del residuo Ser70 y formación del intermediario tetraédrico; b) 

Formación del complejo acil-enzima; c) Regeneración del intermediario tetraédrico; 

d) Regeneración del Avibactam y de la enzima. 

 

 

Fuente: Elaboración propia. 
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Esta diferencia mecanística de los inhibidores no β-lactámicos hace que aumente 

la efectividad de Avibactam en la protección del antibiótico contra la hidrólisis 

mediante enzimas β-lactamasas. Recientemente  el compuesto Avibactam fue 

aprobado por la Administración de Drogas y Alimentos (FDA), en combinación con 

ceftazidima, para el tratamiento de infecciones intra-abdominales complicadas e 

infecciones del tracto urinario. 

A pesar de la cantidad de artículos sobre el mecanismo de inhibición de las 

enzimas β-lactamasas por Avibactam, aun existen algunos aspectos que siguen 

siendo desconocidos y controversiales. En consecuencia, hay puntos de vista 

alternativos para el mecanismo de activación del residuo de serina durante la 

acilación, para el caso de la enzima CTX-M-15, Figura 6. En una perspectiva, el 

residuo aminoacídico Glu166 activa el residuo Ser70, mediante desprotonación del 

oxígeno hidroxílico a través de una molécula de agua.  La segunda propuesta 

involucra al residuo Lys73 como la base responsable para la activación del residuo 

Ser70. 
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Figura 6. Mecanismos propuestos para la activación del residuo Ser70: a) 

mediada por Glu166 y b) mediada por Lys73. 

 
Fuente: Elaboración propia. 
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Adicionalmente, el origen del átomo de hidrógeno que protona el átomo de 

nitrógeno N6 de Avibactam no ha sido claramente elucidado.  Por otro lado, para la 

subsecuente reciclación de Avibactam, se han propuesto diferentes residuos  que 

juegan el rol de base responsable para la reciclación reversible. El átomo de 

nitrógeno N6 debe estar desprotonado para facilitar el ataque intramolecular del 

carbono C7 hacia el nitrógeno N6 produciéndose nuevamente la reciclación del 

anillo.  Ninguno de estos puntos han sido claramente elucidados y permanecen 

como controversiales. Por lo tanto, un estudio detallado del mecanismo de 

reacción a nivel molecular debería mejorar la comprensión de la inhibición de las 

enzimas β-lactamasas por Avibactam, que a su vez podrían ser importantes para 

el desarrollo de nuevos antibióticos e inhibidores. 

1.4 Propuesta de investigación 

En esta tesis, se estudia el mecanismo de acilación de la enzima β-lactamasa de 

clase A, denominada CTX-M-15 por Avibactam mediante el uso de métodos 

químico computacionales. El estudio incluye simulaciones de dinámica molecular 

(MD), exploración de la superficie de energía potencial (SEP) QM/MM, la zona QM 

incluye al inhibidor Avibactam, y los residuos aminoacídicos Ser70, Lys73, Ser130 

y Glu166; mientras que la zona MM incluye el resto de la enzima.   

El objetivo principal de este estudio es contribuir a comprender a nivel molecular 

como ocurre la inactivación de la enzima CTX-M-15 por Avibactam, esto es 

determinar si el mecanismo es concertado o por etapas, sincrónico u asincrónico; 

así también se evaluará/n la/s correspondiente/s barrera/s de energía de 

activación. Además, se estudia el rol de los residuos aminoacídicos tanto en la 

activación de la serina catalítica (Ser70) como en la protonación del átomo N6 del 

inhibidor Avibactam. Los puntos críticos observados en la SEP son caracterizados 

con cálculos de frecuencia e IRC (intrinsic reaction coordinate). 

Se espera que estos resultados sean de interés para el desarrollo racional de 

nuevos antibióticos e inhibidores de β-lactamasas 

 



  Capítulo 1: Introducción 

Magíster en Ciencias con Mención en Química – Universidad de Concepción 10 

 

1.5 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

1.5.1 Hipótesis 

 

En la presente tesis se postulan la siguiente hipótesis: 

 

1. El residuo aminoacídico Ser70 es el único residuo catalítico, responsable 

tanto del ataque nucleofílico sobre el carbono carbonílico, C7, por parte del 

oxígeno hidroxílico, como de la transferencia protónica hacia el átomo de 

nitrógeno del Avibactam, N6, por parte del hidrógeno hidroxílico. 

 

 

1.5.2 Objetivos 

 

Objetivo general: Investigar el mecanismo de inhibición propuesto en la hipótesis 

de la enzima β-lactamasa CTX-M-15 por Avibactam, mediante un estudio 

combinado de dinámica molecular y cálculos QM/MM. 

 

Objetivos específicos: 

1. Dinámica Molecular: Realizar simulaciones de dinámica molecular del complejo 

enzima-Avibactam, para diferentes estados de protonación de los residuos 

Glu166 y Lys73, a fin de obtener una estructura representativa del sitio activo, 

la cual será usada para la exploración de la SEP. 

 

2. Exploración de la SEP: Estudiar el mecanismo propuesto, mediante la 

exploración de la SEP usando cálculos QM/MM, los cuales permiten incorporar 

los efectos del ambiente proteico sobre la reacción. 

 

3. Caracterizar los puntos críticos observados en la SEP utilizando un modelo 

clusterizado del sitio activo. 
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CAPÍTULO 2: METODOLOGÍA 

2.1  Construcción del sistema enzima sustrato 

La estructura cristalina de la enzima β-lactamasa CTX-M-15 determinada a 1,1 Å 

de resolución, con código PDB (Protein Data Bank) 4HBU y que se encuentra 

cristalizada con el inhibidor Avibactam, se tomó como estructura de partida para 

todas las simulaciones de dinámica molecular. Esta estructura cristalina está 

compuesta por un monómero de 261 residuos aminoacídicos y el inhibidor 

Avibactam.  

Los estados de protonación fueron asignados de acuerdo a los valores de pKa 

obtenidos por el software PROPKA 3.0 a pH 7, el cual permite predecir el pKa de 

los grupos ionizables que se encuentran en una proteína, usando información 

basada en la posición y en la naturaleza química de los grupos cercanos a estos 

sitios ionizables. Se ha demostrado que la mayoría de las predicciones de pKa 

usando PROPKA tienen una desviación con respecto al valor experimental de ± 

1.0 unidad de pKa. Por lo tanto, a pesar de su carácter empírico, PROPKA permite 

obtener una estimación razonable de los valores de pKa para los residuos 

ionizables en una proteína.  De acuerdo a los resultados de PROPKA, los residuos 

aminoacídicos Lys73 y Lys234 deberían estar protonados, mientras que el residuo 

Glu166 debería estar desprotonado.  Sin embargo, dos tipos de simulaciones de 

dinámica molecular se llevaron a cabo con el fin de determinar cuál de los dos 

sistemas es el que mejor describe las interacciones residuo-residuo y residuo-

Avibactam. En un primer caso ambos residuos, Lys73 y Glu166, están sus formas 

iónicas, es decir, Lys73 como butilamonio y Glu166 como propionato, según su 

cadena lateral; y en el segundo caso ambos residuos aminoacídicos están en sus 

formas neutras, es decir, Lys73 como butilamina y Glu166 como acido propiónico. 

La carga total del sistema para ambos casos fue de +3, por lo que se neutralizó 

con 3 iones cloro (Cl-), cada uno de ellos a 5 Å de distancia de los átomos 

periféricos de la enzima, usando para esto el visualizador VMD (Visual Molecular 

Dynamics). La estructura obtenida a partir de esto se centró en el centro 

geométrico del complejo enzima-sustrato para luego solvatarla con modelo de 
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agua TIP3, mediante una caja de solvatación con condiciones periódicas de 

contorno con dimensiones 80Åx80Åx90Å, de modo que los átomos periféricos de 

la enzima se encuentren a 20 Å de las aristas de la caja de solvatación, Figura 7. 

Como resultado, el sistema final se compone de 48438 átomos en total, de los 

cuales 44466 corresponden a átomos de moléculas de agua y el resto a la 

proteína más Avibactam. 

 

Figura 7. Imagen 3D del sistema en caja de agua. 

 

2.2 Simulaciones de dinámica molecular 

Las simulaciones de dinámica molecular se llevaron a cabo utilizando el software 

NAMD con campo de fuerza CHARMM36. Los parámetros de CHARMM36 fueron 

obtenidos a través del software CGenFF (CHARMM General Force Field). Se 

utilizó el colectivo isobárico-isotérmico (NPT) y condiciones periódicas de 

contorno. Se mantuvo constante la presión y temperatura utilizando la 

implementación Nosé-Hoover. Las interacciones electrostáticas fueron calculadas 

Fuente: Elaboración propia. 
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directamente dentro de un radio de corte de 12 Å, mientras que los efectos 

electrostáticos de largo alcance, fueron tomados en cuenta por el método PME 

(Particle Mesh Ewald). Las interacciones de Van der Waals fueron consideradas 

con el uso de una función “switch”, la cual suaviza el corte abrupto de estas 

interacciones a 12 Å, de esta forma a partir de 10 Å estas interacciones van 

disminuyendo gradualmente hasta 12 Å. Se procedió a minimizar el sistema con 

400 ps de simulación y paso de integración de 1 fs, para luego equilibrar el 

sistema con 1000 ps (1ns) de simulación a 300 K con paso de integración de 2 fs.  

A partir de esto se realizó una dinámica de producción de 40 ns para ambos 

sistemas (forma iónica y neutra) sin restricciones harmónicas, con paso de 

integración de 2 fs totalizando 20000 estructuras. Durante las simulaciones, todos 

los movimientos intramoleculares asociados a los átomos de hidrógeno fueron 

restringidos usando el algoritmo SHAKE. 

El análisis y visualización de las dinámicas (RMSD, RMSF, distancias, ángulos y 

energías de interacción) fue realizado con el software VMD y NAMD Energy.  

2.3 Cálculos QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular Mechanics) 

Para la construcción del modelo QM/MM del sitio activo, se tomó una estructura a 

30 ns de la dinámica molecular, para luego construir una esfera de 30 Å, centrada 

en el carbono carbonílico de Avibactam (centro de reacción), Figura 8. Así, este 

nuevo sistema que contiene 10972 átomos se ha dividido en dos subsistemas. Por 

un lado el subsistema QM (Quantum Mechanics) que tiene todos los átomos 

tratados cuánticamente, Avibactam y las cadenas laterales de los residuos 

aminoacídicos Ser70, Lys73, Ser130 y Glu166. Por otro lado, el subsistema MM 

(Molecular Mechanics), contiene todos los átomos restantes. Para los átomos 

ubicados en la frontera QM/MM se aplicó el método de “link atom”, el cual agrega 

átomos de hidrógeno al carbono fronterizo para completar su valencia. 
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Figura 8. Esfera de radio 30 Å para realizar estudio QM/MM. 

 

2.3.1 Exploración de la superficie de energía potencial (SEP) 

La parte QM del sistema se describió usando el hamiltoniano semiempírico AM1, 

mientras que la parte MM fue descrita mediante el campo de fuerza CHARMM36. 

La SEP fue explorada en términos de dos coordenadas simétricas, R1 y R2. La 

coordenada R1, definida como la distancia entre el oxígeno hidroxílico del residuo 

aminoacídico Ser70 y el carbono carbonílico de Avibactam, la cual da cuenta de la 

reacción de acilación; mientras que la coordenada R2, definida como la distancia  

entre el hidrógeno hidroxílico del residuo aminoacídico Ser70 y el nitrógeno 

amídico  de Avibactam, da cuenta de la transferencia protónica, Figura 9. Las 

coordenadas iniciales para la construcción de la SEP son R1: 4.0 y R2: 4.0, 

mientras que los valores finales fueron 1.3 y 0.9, respectivamente. La exploración 

Fuente: Elaboración propia. 
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se llevó a cabo con pasos de 0,1 Å, totalizando 896 estructuras. Tanto para la 

exploración de la coordenada R1, como para la coordenada R2, se utilizó el 

método ABNR (Adopted Basis Newton-Raphson) con una tolerancia del gradiente 

de 0.0001 kcal/mol y 200 ciclos de minimización de energía para cada estructura. 

Para todas las minimizaciones se consideró un radio de 25 Å para el móvil (región 

de dinámica o de reacción) y los átomos que estén fuera de ese margen se 

consideraron estáticos (reservorio). 

N
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NH2
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Figura 9. Coordenadas de reacción R1 y R2, correspondientes a la acilación y 

transferencia protónica. 

 

2.3.2 Corrección de la SEP a nivel DFT. 

Para mejorar la descripción de la SEP, se llevó a cabo correcciones a nivel 

DFT/MM utilizando la interfaz Q-Chem/CHARMM. Estas correcciones se 

realizaron mediante cálculos “single-point” utilizando el funcional M06-2X y set de 

base 6-31+G(d,p.) para la zona QM, y el campo de fuerza CHARMM36 para la 

zona MM. Cargas atómicas y órdenes de enlace se obtuvieron mediante el uso del 

software Jaguar. 

 

 

 

 

Fuente: Elaboración propia. 
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CAPÍTULO 3: DISCUSIÓN Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

3.1. Dinámica Molecular. 

Debido a que los estados de protonación para los residuos Glu166 y Lys73 aún no 

se encuentran claramente establecidos, dos dinámicas moleculares a 40 ns se 

realizaron considerando dos formas del complejo enzima-sustrato, denominadas 

forma iónica y neutra.  La primera considera los residuos Glu166 y Lys73 en su 

forma iónica o cargada, mientras que la segunda forma considera estos residuos 

en su forma neutra.   

El análisis de RMSD (root mean square deviation), tanto para la proteína como 

para los residuos del sitio activo, muestra que el sistema a la forma iónica tiene un 

comportamiento más estable a lo largo de la simulación, comparado con lo 

observado en el sistema a la forma neutra, Figuras 10 y 11. Por otro lado, los 

resultados del análisis de RMSF (root mean square fluctuation), por residuos de la 

proteína, también muestran un comportamiento muy estable para la forma iónica 

comparada con la forma neutra, Figura 12, de acuerdo a lo observado 

anteriormente en el RMSD. 

 

Figura 10. Gráfico RMSD de la proteína. Negro: forma iónica; Rojo: forma neutra. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 11. Gráfico RMSD de los residuos del sitio activo. Negro: forma iónica; 

Rojo: forma neutra. 

 

 

Figura 12. Gráfico RMSF por residuo de la proteína. Negro: forma iónica; Rojo: 

forma neutra. 

Fuente: Elaboración propia. 

Fuente: Elaboración propia. 
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A continuación se describen las interacciones residuo-Avibactam y residuo-residuo 

más relevantes encontradas en las simulaciones de dinámica molecular.  

Interacción Lys234-Avibactam: Para evaluar esta interacción se determinó la 

distancia entre el nitrógeno de la cadena lateral del residuo Lys234 y el átomo de 

azufre del grupo sulfato del Avibactam, además de la energía de interacción total 

entre el residuo Lys234 y Avibactam. Para la forma iónica se observó una 

distancia promedio de 4.44 Å con una desviación estándar (DE) de 0.33 y una 

importante energía de interacción de -64.35 kcal/mol (DE=6.33). En cambio, para 

la forma neutra, la distancia promedio fue de 7.76 Å (DE=1.15) y energía de 

interacción total de -18.57 kcal/mol, Figuras 13 y 14. Por lo tanto, el grupo sulfato 

ubicado en uno de los extremos del sustrato Avibactam tiene una importante 

interacción electrostática con el grupo amonio de la cadena lateral del residuo 

Lys234, Figura 15, fijando un extremo del Avibactam a la enzima.  

 

Figura 13. Gráfico de distancia entre el átomo de nitrógeno de la cadena lateral 

del residuo Lys234 y el átomo de azufre del grupo sulfato de Avibactam. Negro: 

forma iónica; Rojo: forma neutra. 

 Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 14. Gráfico de energía de interacción entre Lys234 y Avibactam. Negro: 

forma iónica; Rojo: forma neutra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Imagen 3D sobre interacción entre el residuo Lys234 y Avibactam, en 

sistema a la forma iónica. 

 

Interacción Asn104-Avibactam: Para la forma iónica se observó una distancia 

promedio de 2.08 Å (DE=0.50) entre el hidrógeno del grupo carboxamida del 

Fuente: Elaboración propia. 

Fuente: Elaboración propia. 
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residuo Asn104 y el oxígeno carbonílico del grupo amida del Avibactam, mientras 

que la forma neutra mostró una distancia promedio de 9.1 Å (DE=3.51), Figura 16. 

Las respectivas energías de interacción para la forma iónica y neutra fueron -9.57 

kcal/mol (DE=2.40) y -0.67 kcal/mol (DE=1.23), Figura 17. Esto se debe a que el 

grupo carboxamida del Avibactam, interactúa con el grupo carboxamida de la 

cadena lateral del residuo Asn104, mediante enlaces de hidrógeno de tipo O…H-

N, anclando el otro extremo del Avibactam a la enzima, Figura 18.  

 

Figura 16. Gráfico de distancia entre el hidrógeno del grupo amida del residuo 

Asn104 y el oxígeno carbonílico del grupo amida del Avibactam. Negro: forma 

iónica; Rojo: forma neutra. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 17. Gráfico de energía de interacción entre Asn104 y Avibactam. Negro: 

forma iónica; Rojo: forma neutra. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Imagen 3D sobre interacción entre el residuo Asn104 y Avibactam, en 

sistema a la forma iónica. 

 

Interacción Lys73-Avibactam: Se evaluó la distancia entre el nitrógeno de la 

cadena lateral del residuo Lys73 y el oxígeno carbonílico del Avibactam, además 

Fuente: Elaboración propia. 

Fuente: Elaboración propia. 
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de la energía de interacción total entre el residuo Lys73 y Avibactam. Para la 

forma iónica, se observó una distancia promedio de 3.50 Å (DE=0.38) y energía de 

interacción total de -35.4 kcal/mol (DE=5.75), en cambio, para la forma neutra, la 

distancia promedio fue de 8.97 Å (DE=1.80) y energía total de 0.55 kcal/mol 

(DE=1.21), Figuras 19 y 20.  

Se concluye que el nitrógeno de la cadena lateral del residuo Lys73 interactúa con 

el oxígeno carbonílico del Avibactam, mediante interacción de tipo electrostática 

fuerte en el caso de la forma iónica, contrariamente a lo observado para la forma 

neutra, anclando el Avibactam al sitio activo y localizándolo en una optima 

posición para el ataque nucleofílico por parte del oxígeno hidroxílico del residuo 

Ser70 y el carbono carbonílico C7 del Avibactam, y al mismo tiempo dejando 

expuesto el par de electrones del átomo de nitrógeno N6 para realizar la 

transferencia protónica desde el hidrógeno hidroxílico del residuo Ser70 hacia el 

nitrógeno N6 del Avibactam, Figura 21. 

 

Figura 19. Gráfico de distancia entre el nitrógeno de la cadena lateral del residuo 

Lys73 y el oxígeno carbonílico del Avibactam. Negro: forma iónica; Rojo: forma 

neutra. 

 
Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 20. Gráfico de energía de interacción entre Lys73 y Avibactam. Negro: 

forma iónica; Rojo: forma neutra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Imagen 3D sobre interacción entre el residuo Lys73 y Avibactam, en 

sistema a la forma iónica. 

Fuente: Elaboración propia. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Interacción Lys73-Glu166: Se estudió la evolución de la distancia entre el 

nitrógeno de la cadena lateral del residuo Lys73 y el carbono carbonílico del grupo 

carboxilato del residuo Glu166, además de la energía de interacción total entre 

ambos residuos. Para la forma iónica, se observó una distancia promedio de 3.47 

Å (DE=0.15) y energía de interacción total de -88.48 kcal/mol (DE=4.00), en 

cambio, para la forma neutra, la distancia promedio fue de 5.10 Å (DE=0.48) y 

energía de interacción total de -0.82 kcal/mol (DE=0.58), Figuras 22 y 23. Por lo 

tanto, en la forma iónica, el sistema adquiere una mayor estabilidad, mediante una 

fuerte interacción electrostática entre el grupo carboxilato de Glu166 y el grupo 

amonio de Lys73, Figura 24, manteniendo la red de interacciones entre residuos 

del sitio activo y con ello una posición adecuada para la catálisis. 

 

Figura 22. Gráfico de distancia entre el nitrógeno de la cadena lateral del residuo 

Lys73 y el carbono carbonílico del grupo carboxilato del residuo Glu166. Negro: 

forma iónica; Rojo: forma neutra. 

 

 

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 23. Gráfico de energía de interacción entre Lys73 y Glu166. Negro: forma 

iónica; Rojo: forma neutra. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Imagen 3D sobre interacción entre el residuo Lys73 y Glu166, en 

sistema a la forma iónica. 

 

Interacción Lys73-Ser70: Se evaluó la distancia entre el nitrógeno de la cadena 

lateral del residuo Lys73 y el oxígeno hidroxílico del residuo Ser70, además de la 

Fuente: Elaboración propia. 

Fuente: Elaboración propia. 
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energía de interacción total entre ambos residuos. Para la forma iónica, se 

observó una distancia promedio estable de 2.93 Å (DE=0.15) y energía de 

interacción total de -14.66 kcal/mol (DE=3.75), en cambio, para la forma neutra, la 

distancia promedio fue de 4.68 Å (DE=0.99) y energía de interacción total de -5.02 

kcal/mol (DE=1.82), Figuras 25 y 26. Los resultados muestran una importante 

interacción electrostática entre el residuo Lys73 y el residuo Ser70 para la forma 

iónica, Figura 27, fijando al residuo Ser70 en una posición óptima para la reacción 

con Avibactam.  

 

Figura 25. Gráfico de distancia entre el nitrógeno de la cadena lateral del residuo 

Lys73 y el oxígeno hidroxílico del residuo Ser70. Negro: forma iónica; Rojo: forma 

neutra. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 26. Gráfico de energía de interacción entre Lys73 y Ser70. Negro: forma 

iónica; Rojo: forma neutra. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Imagen 3D sobre interacción entre el residuo Lys73 y Ser70, en 

sistema a la forma iónica. 

 

Interacción Lys73-Ser130: Se determinó la distancia entre el nitrógeno de la 

cadena lateral del residuo Lys73 y el oxígeno hidroxílico del residuo Ser130, 

Fuente: Elaboración propia. 

Fuente: Elaboración propia. 
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además de la energía de interacción total entre ambos residuos. Para la forma 

iónica, se observó una distancia promedio de 4.52 Å (DE=0.67) y energía de 

interacción total de -4.49 kcal/mol (DE=3.65), en cambio, para la forma neutra, la 

distancia promedio fue de  4.39 Å (DE=0.96) y energía de interacción total de        

-1.97 kcal/mol (DE=2.00), Figuras 28 y 29. Esta interacción electrostática débil 

pero no menos importante, sirve para dejar en óptima posición al residuo Ser130 

para que interaccione con el Avibactam, y con ello facilitar la catálisis, Figura 30. 

 

Figura 28. Gráfico de distancia entre el nitrógeno de la cadena lateral del residuo 

Lys73 y el oxígeno hidroxílico del residuo Ser130. Negro: forma iónica; Rojo: forma 

neutra. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 29. Gráfico de energía de interacción entre Lys73 y Ser130. Negro: forma 

iónica; Rojo: forma neutra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Imagen 3D sobre interacción entre el residuo Lys73 y Ser130, en 

sistema a la forma iónica. 

Fuente: Elaboración propia. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Interacción Ser70-Avibactam: Debido a que se postula que la reacción de 

inhibición ocurre mediante el ataque del residuo Ser70 sobre el carbonilo de 

Avibactam, fue necesario evaluar lo siguiente: 

a) Distancia entre el oxígeno hidroxílico del residuo Ser70 y el carbono carbonílico 

C7 del Avibactam: Para la forma iónica, se observó un distancia promedio estable 

de 3.84 Å (DE=0.20), en cambio, para la forma neutra, la distancia promedio fue 

de 6.98 Å (DE=1.77), Figura 31. Por lo tanto, la forma iónica describe de mejor 

forma la interacción entre estos grupos, manteniendo una distancia optima para el 

ataque nucleofílico por parte del oxígeno hidroxílico del residuo Ser70 hacia el 

carbono carbonílico C7 del Avibactam. 

 

Figura 31. Gráfico de entre el oxígeno hidroxílico del residuo Ser70 y el carbono 

carbonílico C7 del Avibactam. Negro: forma iónica; Rojo: forma neutra. 

 

b) Distancia entre el hidrógeno hidroxílico del residuo Ser70 y el nitrógeno N6 del 

Avibactam: Para la forma iónica, se observó una distancia promedio estable de 

3.60 Å (DE=0.22), en cambio, para la forma neutra, la distancia promedio fue de 

6.45 Å (DE=1.69), Figura 32. De acuerdo a estos resultados la transferencia 

Fuente: Elaboración propia. 
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protónica por parte del hidrógeno hidroxílico del residuo Ser70 hacia el nitrógeno 

N6 del Avibactam, sólo sería posible mediante la forma iónica. 

 

Figura 32. Gráfico de distancia entre el hidrógeno hidroxílico del residuo Ser70 y 

el nitrógeno N6 del Avibactam. Negro: forma iónica; Rojo: forma neutra. 

 

c) Ángulo entre los átomos Ser70-O-H…N-Avibactam: Debido a la importancia del 

ángulo O-H-N para la transferencia protónica, se monitoreó la evolución de este 

ángulo durante la simulación para ambas formas. Se observó que este ángulo 

muestra un comportamiento estable con un valor promedio de 150.89° (DE= 5.92) 

para la forma iónica, y para la forma neutra 121.55° (DE=29.22), Figura 33. Estos 

resultados sugieren que la orientación del protón hidroxílico del residuo Ser70 es 

adecuada para la protonación del nitrógeno N6 del Avibactam, bajo la forma iónica, 

a diferencia de lo observado para la forma neutra. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 33. Gráfico de ángulo comprendido entre los átomos Ser70-O-H…N-

Avibactam. Negro: forma iónica; Rojo: forma neutra. 

 

d) Energía de interacción total entre el residuo Ser70 y Avibactam: Las energías 

de interacción total para la forma iónica y neutra son de -13.82 kcal/mol (DE= 

2.05) y -6.51 kcal/mol (DE=5.08), Figura 34, respectivamente. Por lo que el 

sistema a la forma iónica posee una interacción más fuerte y estable entre el 

residuo de Ser70 y Avibactam, lo cual es necesario para que ocurra la reacción de 

acilación.  

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 34. Gráfico de energía de interacción entre Ser70 y Avibactam. Negro: 

forma iónica; Rojo: forma neutra. 

 

A la luz de estos resultados se concluye que sólo bajo la forma iónica es posible 

tanto la reacción de acilación por parte del oxígeno hidroxílico del residuo Ser70 

hacia el carbono carbonílico C7 del Avibactam, como la transferencia protónica 

desde el hidrógeno hidroxílico del residuo Ser70 hacia el nitrógeno N6 del 

Avibactam, Figura 35. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 35. Imagen 3D sobre interacción entre el residuo Ser70 y Avibactam, en 

sistema a la forma iónica. 

 

3.2. Cálculos QM/MM 

Debido a que en las simulaciones de dinámica molecular para la forma neutra, las 

principales interacciones entre residuos y con Avibactam son débiles e inestables 

a lo largo de la simulación, se consideró sólo la forma iónica para los posteriores 

cálculos QM/MM. Esta forma a diferencia de la anterior, describe mejor el sistema 

en base a sus interacciones.  

3.2.1. Estudio AM1/CHARMM36 

La superficie de energía potencial (SEP) a nivel semiempírico AM1/CHARMM36, 

fue explorada en términos de las coordenadas de reacción, R1 y R2, definidas 

previamente, Figuras 36 y 37, respectivamente. La SEP obtenida muestra tres 

puntos críticos, los cuales corresponden a los reactantes (R), estado de transición 

(ET) y producto (P). Según la topología de la SEP, se observa que la reacción 

ocurre mediante un mecanismo concertado sincrónico, es decir, el ataque 

Fuente: Elaboración propia. 
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nucleofílico por parte del oxígeno hidroxílico del residuo Ser70 sobre el carbono 

carbonílico C7 del Avibactam, ocurre en forma simultánea con la transferencia 

protónica desde el hidrógeno hidroxílico del residuo Ser70 al nitrógeno N6 del 

Avibactam, vía un solo estado de transición ubicado en coordenadas R1 Y R2 de 

2.0 y 1.5, respectivamente. La barrera de energía de activación es de 20 kcal/mol. 

El producto ubicado en coordenadas R1 y R2 de 1.5 y 1.0, respectivamente, está 

40 kcal/mol más estabilizado que el reactante, por lo cual este proceso 

corresponde a una reacción exotérmica. 

 

Figura 36. Vista 2D de  la SEP AM1/CHARMM36. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 37. Vista 3D de  la SEP AM1/CHARMM36. 

 

3.2.2. Corrección DFT de la SEP 

Con el objetivo de mejorar la descripción semiempírica de la SEP, esta fue 

corregida mediante cálculos “single-point”, utilizando el funcional M06-2X a nivel 6-

31+G(d,p), para cada estructura optimizada obtenida a partir de los cálculos 

AM1/MM. Todos estos cálculos fueron realizados utilizando los programas 

CHARMM y Q-Chem. 

La SEP corregida se muestra en las Figuras 38 y 39. Con respecto a la topología 

de la SEP, se observa los siguientes cambios respecto a los observado en los 

cálculos AM1/MM. Los resultados del refinamiento sugieren que el mecanismo  es 

concertado asincrónico, en el cual la coordenada R1, correspondiente a la 

acilación, precede a la coordenada R2, correspondiente a la transferencia 

protónica, a medida que la reacción avanza desde la zona de reactantes (R1 y R2 

Fuente: Elaboración propia. 
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de 2.5 Å y 1.7 Å ) hasta alcanzar la zona del estado de transición (R1 y R2 de 1.7 

Å y 1.6 Å), respectivamente. La barrera de energía de activación observada es de 

alrededor de 16 kcal/mol, lo cual está de acuerdo al valor experimental de 15,2 

kcal/mol para esta reacción. Los resultados muestran que la reacción es altamente 

exotérmica, en alrededor de 40 kcal/mol, en el cual el producto está ubicado en 

coordenadas R1 y R2 de 1.5 Å y 1.0 Å. 

 

Figura 38. Vista 2D de  la SEP M06-2X(6-31+G(d,p))/CHARMM36. 

Fuente: Elaboración propia. 



                                                                                                  Capítulo 3: Discusión y análisis de resultados 

Magíster en Ciencias con Mención en Química – Universidad de Concepción 38 

 

 

Figura 39. Vista 3D de  la SEP M06-2X(6-31+G(d,p))/CHARMM36. 

 

Para la caracterización del estado de transición, se tomó una estructura ubicada 

en el punto silla de la SEP, considerando solamente las especies incluidas en la 

zona QM, Figura 40. Luego, una búsqueda del estado de transición se llevó a 

cabo de acuerdo a la metodología implementada en el software Jaguar. Para 

ahorrar tiempo computacional, se consideró un modelo clusterizado en el cual las 

serinas fueron reemplazadas por metanol, lisinas por metilamonio, y glutamato por 

acetato. La búsqueda condujo a un estado de transición, cuya estructura se 

muestra en la Figura 41. Este estado de transición fue caracterizado con una 

frecuencia imaginaria de 1768.5 cm-1 y una intensidad de 1254.1. Cálculos  de IRC 

sobre el estado de transición corroboran que se está en la presencia de un estado 

de transición auténtico. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 40. Estructura tomada de la zona del estado de transición en la SEP. 

 

 

Figura 41. Estado de transición optimizado a partir de la estructura tomada desde 

la SEP. 

Fuente: Elaboración propia. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Además, se llevaron a cabo cálculos de cargas NBO (natural bond orbital) sobre 

átomos claves en la reacción. Se observó un aumento en la carga parcial en el 

estado de transición sobre los átomos de nitrógeno N6 y oxígeno O1, desde -0.19 a 

-0.27, y -0.69 a -0.77, respectivamente, Tabla 1.  Lo primero indica un aumento en 

la nucleofilia en el átomo de nitrógeno, debido a la elongación del enlace C7-N6, 

favoreciendo la abstracción del protón del grupo hidroxílico del residuo Ser70. Lo 

segundo se debe al ataque nucleofílico por parte del átomo de oxígeno hidroxílico 

del residuo Ser70 sobre el átomo de carbono C7 del Avibactam, lo cual produce un 

aumento sobre la carga del átomo de oxígeno O1 del Avibactam, en concordancia 

con lo reportado en literatura, acerca de la existencia de un estado de transición             

cuasi tetraédrico. 

Tabla 1. Cargas atómicas NBO sobre átomos claves en reactante y estado de 

transición. 

Átomo Reactante Estado de Transición 

N6 -0.19 -0.27 

C7 0.87 0.88 

H 0.55 0.52 

O -0.86 -0.71 

O1 -0.69 -0.77 

 

 

Por otro lado, se evaluaron los órdenes de enlace sobre los átomos claves en la 

reacción, Tabla 2. Se observó una disminución en los órdenes de enlace, sobre 

las uniones N6-C7 y O-H desde 1.14 a 0.70, y desde 0.67 a 0.28, respectivamente, 

debido a la ruptura de los uniones N6-C7 y O-H en progreso. Además, se observó 

un aumento en los órdenes de enlace, sobre las uniones C7-O y N6-H desde 0 a 

0.37, y desde 0 a 0.57, respectivamente, debido a la formación de las uniones   

C7-O y N6-H en desarrollo. 

 

Fuente: Elaboración propia. 
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Tabla 2. Ordenes de enlace sobre átomos claves en reactante y estado de 

transición. 

Reactante 

 N6 C7 O H 

N6  1.14  0 

C7 1.14  0  

O  0  0.67 

H 0  0.67  

O1  1.62   

Estado de transición 

N6  0.70  0.39 

C7 0.70  0.57  

O  0.57  0.28 

H 0.37  0.28  

O1  1.56   

 

Fuente: Elaboración propia. 
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CAPÍTULO 4: CONCLUSIONES 

1) La dinámica molecular sugiere que los residuos Glu166 y Lys73 deberían estar 

en su forma iónica, es decir, Glu166 como glutamato y Lys73 como amonio; de 

otra forma las interacciones entre el sitio activo y Avibactam se debilitan o 

pierden, por lo que la reacción se ve impedida. 

2) La inhibición de la enzima β-lactamasaCTX-M-15, por Avibactam puede ser 

explicada considerando solamente un residuo reactante, Ser70; los demás 

residuos del sitio activo tienen un rol diferente, aunque no menos importante. 

Todos ellos participan en el correcto posicionamiento del Avibactam para el 

ataque del residuo Ser70 sobre este. 

3) Estos resultados resaltan la importancia del ambiente proteico, por lo tanto la 

mutación de cualquiera de estos residuos tendrá consecuencias en el 

mecanismo de inhibición. 

4) Los residuos más relevantes involucrados en el anclaje del Avibactam son 

Asn104, Glu166, Lys73, Ser130 y Lys234, Estos residuos rodean el inhibidor 

inmovilizándolo, y con ello permiten el ataque del residuo Ser70. Además, 

estos residuos también participan en la estabilización del estado de transición 

por medio de interacciones específicas, por ejemplo el grupo amonio del 

residuo Lys234 con el grupo sulfato del Avibactam. 

5) Estos resultados sugieren que la reacción sigue un mecanismo concertado 

asincrónico, en el cual el ataque nucleofílico del oxigeno hidroxílico del residuo 

Ser70 sobre el carbono carbonílico C7 del Avibactam es el evento que gatilla 

tanto la protonación del átomo de nitrógeno N6 del Avibactam como de la 

apertura del anillo correspondiente. 

6) El estado de transición se caracterizó solamente con una frecuencia imaginaria 

de 1773.7 cm-1 con una intensidad de 1245.1, correspondiente a la tensión de 

los enlaces O-C7, C7-N6 y O-H. La barrera de energía de activación para esta 

etapa es 16 kcal/mol, lo cual está acuerdo al valor experimental de 15,2 

kcal/mol. 
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