UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Doctorado en Ciencias con mencion en Quimica

DIAZABICICLOOCTANONAS COMO INHIBIDORES DE

OXA-24: UN ANALISIS QUIMICO COMPUTACIONAL

Tesis presentada a la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de
Concepcion para optar al grado de Doctor en Ciencias con mencion en

Quimica.

POR: Ighacio Esteban Lizana Bastias
Profesor Guia: Eduardo José Leonardo Delgado Ramirez

Profesora Co-guia: Elena Amparo Uribe Pérez

Septiembre 2022

Concepcion, Chile.



Derecho de autor

Se autoriza la reproduccion total o parcial, con fines académicos, por cualquier

medio o procedimiento, incluyendo la cita bibliografica del documento.

Pagina | ii



AGRADECIMIENTOS

Esta memoria de tesis va dedicada a todas aquellas personas que me han
apoyado en el transcurso de mis estudios, especialmente a mi familia por su amor
incondicional, a mi profesor por todo lo que me ha ensefiado, su preocupacion y
apoyo en momentos dificiles, a mis amigos del doctorado y externos al programa,
como también a las secretarias Karin Garcés y Francia Paris que con su vocacion
y carifio siempre quedaran en mi memoria. Agradezco también a ANID por el
financiamiento de mis estudios, mediante adjudicacion de la beca de Doctorado

Nacional con folio 21180377.

Pagina | iii



Tabla de Contenido

Derecho de autor..... ..o e ns i
AGRADECIMIENTOS. ..ttt s s sr s s s s s s s n s n s nees i
indice de tablas............cceuuuiiiieeiiiic e Vii
indice de ilUStraciones............cuuuciiiieiiiiiiieee e e e e e e e viii
RESUMEN. ..ot s s s e e s e e s s s s n e s e s s e ra e nnnnns Xiii
ABSTRACT ... it r s e e s s s e e s e s s s ra s rn e rn e rnnrnnnnns Xiv
1. INTRODUCCION........ccovuuuieeiieeiirntieeeeeeeernnaeeeseeersananeeeseeerannaneanaeees 1
1.1. Enzimas B-lactamasas...........ccccooviiiiiiiiiiic i e 1

1.1.1. Clasificacion.........cccoeiiiiiiiiiiiiiir e 2

1.1.2. Ciclo CatalitiCO..uuueerreierenener e e e e 3

1.1.3. Enzimas B-lactamasas de clase D....ccvevveriiiirniinnninrnnnn, 5

1.2. Inhibidores de B-lactamasa.....ccvvriririiiiriririr s 7

1.2.1. Inhibidores B-laCtdmiCoS.....ceviiiiiiiiiriiiiiirrr e 7

1.2.2. Inhibidores no B-laCtamiCoS.....cvcviiieririirirrreaeans 11

1.2.2.1. Inhibidores basados en boronatos ciclicos....... 12

1.2.2.2. Inhibidores basados en diazabiciclooctanonas

(D)= 1) TR 14

2. HIPOTESIS. ... ot e e e r e e e e e e e r e e n e e n e nen 20
3. METODOLOGIA. .......uuiiiiiiieeaeeeeenere e e e e e e s e smnne e e e e e e s e e s smnnnne e e e e e e eeans 22
3.1. DinAmMICa MOIECUIAI....iiiiiiiiie s e 22

3.1.1. Construccion del sistema enzima inhibidor................. 22

3.1.2. Simulaciones de dindmica molecular..........cccvevieniiennn. 24

3.2. ANAlISIS d€ ClUSTEr . .uuieiieirrirr e e e 26

3.3. Calculos QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular Mechanics)..28

Pagina | iv



4. DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS. ... cciueiieeeeeeeeeeeaeeieeensaeen, 34

4.1. Sistema OXA-24/aVibDaCtam .. eeeeeiee e eeiiiiaereinnerrerasrennnnns 34
4.1.1. Objetivo 1: Acilacion de OXA-24 por avibactam............ 34
4.1.1.1. Din&dmica MoleCUlar.cuee e ieiiiieeeeeiiianenennnes 34
4.1.1.2. ANAlISIS e ClUSEOI umm et iiiii i eiieenmneeenn 35
4.1.1.3. Mecanismo de acilaCiOn . ..ueeeeeeeriiviiiianereines 37
41.1.3.1. Primera etapa, formaciéon del
intermediario tetra@driCO. . uee e rviieeerrriinnerinnneenns 37

4.1.1.3.2. Segunda etapa, formacion del
intermediario aCil-eNzZiMa.....vuveeeniiiiiiiaereean.. 41

4.1.2. Objetivo 2: Desacilacion de OXA-24 por
2 AV AT o 1= o3 =1 ¢ o 1 46
4.1.2.1. Din@amica MOleCUlar ... meeriiiiiiiei e eeiiiieeeeens 46
4.1.2.2. ANAlISIS e ClUSTOI cunneeesiiiiiiaieeeeiiiiaereeennas 46
4.1.2.3. Mecanismo de desacilaCion...vveeeeveeiviinneennnns 49
4.1.2.3.1. Etapas 1y 2: Formacion de intermediario

dianidnico e intermediario

K=Y = T=) 0 [ 103 o 49

4.1.2.3.2. Etapa 3: Regeneracion del inhibidor y la

L A 1 1 - 54

4.2. SiSteMa OXA-24/ET X251 e eeeeeeeieeeeeeeeeeeeerssssssmrsssssasssssnnnnnnn 60
4.2.1. Objetivo 3: Acilacion de OXA-24 por ETX2514.............. 60
421.1. Din@dmica moOleCUlar...ceesiviiiee e iiiieeeeeiinnnes 60
4.21.2. ANAliSiS e ClUSTOI ummeeitiiiiiieeeiiieiicaneeens 61
4.2.1.3. Mecanismo de aCilaCioN .ccevveeeiiieaeriiiiineineneens 64
42.1.3.1. Primera etapa, formaciéon del
intermediario tetra€ariCO. . ue e eiieiiiiianreeennns 64

4.2.1.3.2. Segunda etapa, formacion del
intermediario aCil-eNzima...ccceeeeeeiiiiiiiiiiannanenns 63

4.2.2. Objetivo 4: Desacilacion de OXA-24 por ETX2514......... 73
4221 DiNAMIica MOlECUIAr ume e iiiiiie e eiiiceeaneeeas 73

Pagina | v



4.22.2. ANAlISIS e ClUSTEI cummeeieiiiiia e eeiiiinereeneens 73

4.2.2.3. Mecanismo de desacilaCiOn...cceeecvveiiiieneereenns 76
4.2.2.3.1. Etapas 1y 2: Formacion de intermediario
dianidnico e intermediario
LRy =120 [ Lo o 76
4.2.2.3.2. Etapa 3: Regeneracion del inhibidor y la
L] A1 1 4 T T 81

........................................................................ 90
........................................................................ 92
108

Pagina | vi



indice de Tablas

Tabla 1. Barreras de energia potencial calculadas y barreras de energia de
activacion experimentales. ... .. ..o 88

Pagina | vii



indice de ilustraciones

Figura 1. Mecanismo general de hidrdlisis de penicilinas mediante una enzima

serina B-lactamasa..........oooiiii 4
Figura 2. Inhibidores de enzimas B-lactamasas con anillo B-lactamico............... 8
Figura 3. Mecanismo de inhibicibn de enzimas [-lactamasas por acido
ClAVUIANICO. ... e 10
Figura 4. Inhibidores no B-lactamicos de enzimas B-lactamasas.................... 12
Figura 5. Mecanismo de inhibicion de enzimas [-lactamasas por
vaborbactam. ... ... 13
Figura 6. Inhibidores no 3-lactamicos tipo boronatos ciclicos.......................... 13
Figura 7. Diagrama esquematico correspondiente al mecanismo de inhibicion de
enzimas B-lactamasas por diazabiciclooctanonas.................cccooiiiiiiiniinen.. 15
Figura 8. Estructura quimica de avibactamy ETX2514............ccooiiiiiinnnnn. 17

Figura 9. Mecanismo de inhibicién de enzimas OXAs por avibactam postulado
POF Lahniri €L al. ... ... 19

Figura 10. Estructura 3D de la caja cubica de solvatacion como sistema de partida
para las simulaciones de dinamica molecular..................cccoiiiiiiii e, 24

Figura 11. Angulos diedros a, B y vy utilizados en el andlisis de cluster, tanto para
los sistemas a) inhibidor + enzima y b) intermediario acil-enzima.................... 27

Figura 12. Estructura 3D de esfera de 30 A obtenida a partir de la estructura
FEPIESENIALIVA. ...\ttt 29

Figura 14. Esquema de coordenadas de reaccion utilizadas para estudiar el
mecanismo de a) acilacion (R1, R2 y R3) y b) desacilacion (R4, R5, R6 y

Figura 15. Andlisis de cllster para los &ngulosy v/sa (a); yv/sB (D). ............... 36

Pagina | viii



Figura 16. Estructura representativa obtenida a 44 ns de la dinamica

L0} [T o | = T 36
Figura 17. Esquema de la primera etapa del mecanismo de acilacion de OXA-24
por parte de avibactam...... ..o 38
Figura 18. Superficie de energia potencial 2D para primera etapa en el
mecanismo de acilacion de OXA-24 por parte de avibactam.......................... 39
Figura 19. Estructuras 3D correspondiente al intermediario tetraédrico IT......... 40
Figura 20. Perfil de energia potencial relativa para primera etapa en el mecanismo
de acilacion de OXA-24 por parte de avibactam.............cccoveiiiiiiiiiiiiiane. 41
Figura 21. Esquema de la segunda etapa del mecanismo de acilacion de OXA-
24 por parte de avibactam....... ... 43
Figura 22. Perfil de energia relativa para segunda etapa en el mecanismo de
acilacion de OXA-24 por parte de avibactam...............ccoooeiiiiiiiiiiic i, 44
Figura 23. Estructura 3D correspondiente al intermediario acil-enzima............. 45
Figura 24. Analisis de cluster para @ngulos y v/isa (a); yv/sB (b)..eoeveeeneane.n. 48
Figura 25. Estructura representativa obtenida a 44 ns de la dinamica
1] L= ol ] = T 48
Figura 26. Esquema de la primera y segunda etapa del mecanismo de
desacilacion de avibactam en OXA-24. ... 51
Figura 27. Superficie de energia potencial 2D que incluye la primera y segunda
etapa del mecanismo de desacilacion ..............coooiiiiiiiii i 52
Figura 28. Estructura 3D correspondiente al a) intermediario dianiénico ID e b)
intermediario tetra@driCo IT. ... ..o e 53
Figura 29. Perfil de energia relativa para primera y segunda etapa en el
mecanismo de desacilacion de OXA-24 poravibactam .....................cooeeennel. 54
Figura 30. Esquema de la tercera etapa y final del mecanismo de desacilacion de
OXA-24 POr aViDACTAM. ... 56
Figura 31. Superficie de energia potencial 2D que involucra la tercera etapa del
mecanismo de deSacilaCion..........ccoveiiiiii s 57
Figura 32. Estructura 3D correspondiente al producto P...............c.ccoiiinne. 58

Figura 33. Perfil de energia relativa para la tercera etapa en el mecanismo de
desacilacion de OXA-24 por avibactam.............cooviiiiiiiiii e 59

Pagina | ix



Figura 34. Analisis de cluster para a) angulos y v/is a y b) y vis B.

........................................................................................................ 62
Figura 35. Estructura representativa obtenida a 86 ns de la dinamica
18] L= o1 ] - T 63

Figura 36. Esquema de la primera etapa del mecanismo de acilacién de OXA-24
POrparte de ET X251 . ... i 65

Figura 37. Superficie de energia potencial 2D para primera etapa en el
mecanismo de acilacion de OXA-24 por partede ETX2514.........c.coviinnnn.n. 66

Figura 38. Estructuras 3D correspondiente al intermediario tetraédrico IT

Figura 39. Perfil de energia relativa para primera etapa en el mecanismo de
acilacion de OXA-24 porparte de ETX2514 ..o 68

Figura 40. Esquema de la segunda etapa del mecanismo de acilacion de OXA-
24 porparte de ETX2514. .. . i 70

Figura 41. Perfil de energia relativa para segunda etapa en el mecanismo de
acilacion de OXA-24 porparte de ETX2514........cooviiriiiiiiiiiii i 71

Figura 42. Estructura 3D correspondiente al intermediario acil-enzima (AE)...... 72

Figura 43. Andlisis de cluster para a) angulos y v/is a y b) y vis B.

....................................................................................................... 75
Figura 44. Estructura representativa obtenida a 23 ns de la dindmica
0] L= o] = T 75
Figura 45. Esquema de la primera y segunda etapa del mecanismo de
desacilacion de OXA-24 por parte de ETX2514 ... ..o, 78
Figura 46. Superficie de energia potencial 2D que involucra primera y segunda
etapa del mecanismo de
ESACIHACION. .. ..t e e 79
Figura 47. Estructura 3D correspondiente al a) intermediario dianiénico ID e b)
Intermediario tetra@driCo IT.......ooirie e 80
Figura 48. Perfil de energia relativa para primera y segunda etapa en el
mecanismo de desacilacion de OXA-24 por
BT 2D . . e s 81

Figura 49. Esquema de la tercera etapa y final del mecanismo de desacilacion de
OXA-24 porparte de ETX2514. ... e 83

Pagina | x



Figura 50. Superficie de energia potencial 2D que involucra la tercera etapa del
mecanismo de desacilaCion............cooiuiiiii i 84

Figura 51. Estructura 3D correspondiente al intermediario acil-enzima (P)........ 85

Figura 52. Perfil de energia relativa para la tercera etapa en el mecanismo de
desacilacion de OXA-24 por ETX2514 .. ... 86

Figura 53. Esquema del ciclo catalitico del mecanismo de inhibicion, acilacion y
desacilacion, postulado para la inhibicion de OXA-24 por avibactam vy

1 0 89
Anexo 1. Resultados de RMSD para la proteina (a), RMSF para residuos de la
proteina (b), RMSF para residuos relevantes del sitio activo (C)...................... 92
Anexo 2. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-1.......... 93
Anexo 3. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-1.............. 93
Anexo 4. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-2.......... 94
Anexo 5. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-2.............. 94

Anexo 6. Resultados de a) RMSD para la proteina en funcion del tiempo de
simulacion, b) RMSF para residuos de la proteina y ¢) RMSF para residuos

relevantes del SItio @CTIVO. ..o 95
Anexo 7. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-3.......... 95
Anexo 8. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-3.............. 96
Anexo 9. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-4.............. 96
Anexo 10. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-4......... 97
Anexo 11. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-5............ 97
Anexo 12. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-6............ 98
Anexo 13. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-5......... 98
Anexo 14. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-7............ 99
Anexo 15. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-8............ 99
Anexo 16. Resultados de RMSD para la proteina (a), RMSF para residuos de la
proteina (b), RMSF para residuos claves del sitio activo (C)........................ 100
Anexo 17. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-6....... 100
Anexo 18. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-9.......... 101
Anexo 19. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-7....... 101

Pagina | xi



Anexo 20. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-10......... 102

Anexo 21. Resultados de RMSD para la proteina (a), RMSF para residuos de la

proteina (b), RMSF para residuos claves del sitio activo (C)..............c.ceevenenn. 102
Anexo 22. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-8....... 103
Anexo 23. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-11......... 103
Anexo 24. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-12......... 104

Anexo 25. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-9....... 104
Anexo 26. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-13......... 105
Anexo 27. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-14......... 105
Anexo 28. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-10.....106
Anexo 29. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-15......... 106

Anexo 30. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-16......... 107

Pagina | xii



RESUMEN

Inhibidores basados en diazabiciclooctanonas (DBO) tales como ETX2514 y
avibactam han probado ser eficientes drogas para combatir la resistencia a los
antibioticos desarrollada por patégenos. Sin embargo, avibactam es inefectivo
contra infecciones causadas por Acinetobacter baumannii; mientras que
ETX2514 muestra tener un amplio y potente rango de inhibicion de B-lactamasas.
Sin embargo, las bases moleculares para explicar esta diferencia no han sido
abordadas desde un punto de vista teodrico lo que limita la obtencién de
informacion relevante del mecanismo acerca de los intermediarios, etapas
limitantes y barreras de activacion. En esta tesis, tanto la etapa de acilacion como
la de desacilacion involucradas en la inhibicion de OXA-24 por ETX2514 y
avibactam son analizadas tedricamente mediante un estudio combinado de
Dinamica Molecular y célculos hibridos QM/MM. Los resultados muestran que las
etapas limitantes de la velocidad son aquellas involucradas en la apertura del
anillo del inhibidor y su subsecuente cierre de anillo. La etapa de acilacion es
mas rapida para ETX2514 comparada con avibactam, mientras que en la etapa
de desacilacion no se observan diferencias importantes; lo cual significa que
OXA-24 es inactivada mas eficientemente por ETX2514, en concordancia con la

evidencia empirica.
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ABSTRACT

Diazabicyclooctanone (DBO) inhibitors such as ETX2514 and avibactam have
shown enhanced inhibitory performance to fight the antibiotic resistance
developed by pathogens. However, avibactam is ineffective against Acinetobacter
baumannii infections; while ETX2514 shows the broadest potent spectrum of -
lactamase inhibition. However, the molecular basis to explain this difference has
not been tackled from a mechanistic point of view, precluding in this way to know
relevant information of the mechanism such as intermediates, rate limiting step,
and activation barriers. In this thesis, the acylation and deacylation stages
involved in the inhibition of OXA-24 by ETX2514 and avibactam are analyzed
theoretically by means of a combined study of Molecular Dynamics and hybrid
QM/MM/MM calculations. The results show that the rate limiting steps are those
involved in both the ring opening of the inhibitor and its subsequent ring closure.
The acylation stage is faster for ETX2514 compared to avibactam, while in
deacylation stage there is no important differences are observed; this means that
OXA-24 is inactivated more efficiently by ETX2514, in agreement with the

empirical evidence.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Enzimas B-lactamasas

El descubrimiento de la penicilina en el afio 1929 (Fleming, 1929) y la sintesis de
sus derivados denominados antibioticos p-lactamicos, es sin duda uno de los
grandes avances de la medicina moderna, aumentando significativamente la
esperanza de vida tanto en humanos como en animales (Aminov, 2010; Karen
Bush, 2010). Estos antibiéticos actian mediante su anclaje a las proteinas
denominadas “penicillin-binding protein” (PBP), las cuales se encuentran en la
membrana celular bacteriana, impidiendo la formacién de peptidoglican y con ello
produciendo eventualmente la lisis celular (Demain & Elander, 1999). Sin
embargo, las bacterias han desarrollado mecanismos de resistencia (Drawz &
Bonomo, 2010; Munita & Arias, 2016), frente a estos farmacos, que incluyen la
produccion de las enzimas B-lactamasas por parte de bacterias Gram-negativas
(Fisher, Meroueh, & Mobashery, 2005). Estas enzimas hidrolizan el anillo -
lactimico de los antibidticos tales como penicilinas, cefalosporinas vy

carbapenémicos, inactivandolos de forma irreversible y con ello haciéndolos
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ineficientes para la muerte bacterial (Higgins, Dammhayn, Hackel, & Seifert,

2009; Pratt & McLeish, 2010; Wright, 2005).

1.1.1. Clasificacioén

Existen varias formas de clasificar las enzimas B-lactamasas (Karen Bush &
Jacoby, 2010), siendo la mas comun la clasificacién de Ambler (Ambler, Baddiley,
& Abraham, 1980; Hall & Barlow, 2005), la cual establece que existen 4 clases
de enzimas B-lactamasas, clases A, B, C y D; basadas en la similitud de sus
secuencias de aminoéacidos y especificidad frente a algin determinado tipo de
sustrato. Las enzimas de clase A, C y D, denominadas serina B-lactamasas
(Ghuysen, 1991), usan un residuo de serina en la catalisis que actia como
nucledfilo frente al carbonilo B-lactdmico, mientras que en las enzimas de clase
B, denominadas metalo-B-lactamasas (Crowder, Spencer, & Vila, 2006),
requieren de iones Zinc (2+), los cuales activan una molécula de agua en el sitio

activo para el ataque nucleofilico e hidrdlisis.
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1.1.2. Ciclo catalitico

De acuerdo a la literatura (Drawz & Bonomo, 2010; Hermann, Hensen, Ridder,
Mulholland, & Holtje, 2005; Hermann, Ridder, Mulholland, & Holtje, 2003;
Meroueh, Fisher, Schlegel, & Mobashery, 2005), en las serina-B-lactamasas el
mecanismo enzimatico incluye etapas de acilacion y desacilacion, ambas
incluyen una transferencia protonica facilitada por una catalisis acido-base
general. En la etapa de acilacion, el residuo aminoacidico serina, responsable del
anclaje covalente, se activa mediante abstraccion del hidrégeno hidroxilico por
parte de un grupo con caracteristicas acido-base (B), con el subsecuente ataque
al grupo carbonilico del anillo B-lactamico, formando el primer intermediario
tetraédrico, en el cual el atomo de nitrégeno del antibidtico es protonado a través
de un grupo con caracteristicas acido-base (BH), formando el intermediario acil-
enzima. Posteriormente, en la etapa de desacilacion o hidrdlisis, una molécula de
agua es activada mediante desprotonacion por parte de un residuo aminoacidico
con caracteristicas acido-base (B-), y que luego ataca de forma nucleofilica al
grupo carbonilico del anillo B-lactamico del intermediario acil-enzima, formando
un segundo intermediario tetraédrico, en el cual el oxigeno hidroxilico del residuo
aminoacidico serina es protonado a través de un grupo con caracteristicas acido-

base (BH), liberando el antibiético hidrolizado y regenerando la enzima, Figura 1.
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Figura 1. Mecanismo general de hidrdlisis de penicilinas mediante una enzima

serina B-lactamasa.
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1.1.3. Enzimas B-lactamasas de clase D

Actualmente, alrededor de 1000 enzimas B-lactamasas han sido documentadas
comprendiendo variadas clases estructurales y un amplio rango de sustratos y
eficiencia catalitica (Karen Bush, 2013). Entre las enzimas serina p-lactamasas,
las enzimas de clase D (Antunes & Fisher, 2014; Evans & Amyes, 2014; Leonard,
Bonomo, & Powers, 2013), también denominadas OXAs (Oxacilinasas), han
mostrado un aumento considerable de nuevas variantes en el Ultimo tiempo
(Karen Bush & Fisher, 2011). Su nombre se debe al hecho de que las primeras
enzimas OXAs descritas tenian una tasa de hidrélisis 50% mas alta para el
antibiotico oxacilina que para la bencilpenicilina (K. Bush, Jacoby, & Medeiros,
1995), aunque esta generalizacion ya no es valida(Walther-Rasmussen & Hgiby,
2006) se sigue usando. Las OXAs son frecuentemente encontradas en
microorganismos tales como Acinetobacter baumannii (Gordon & Wareham,
2010) y Pseudomonas aeruginosa (Poirel, Naas, & Nordmann, 2010), los cuales
representan dos de los patdgenos mas dificiles de tratar, debido a que a menudo
presentan multi-resistencia a los antibioticos (Zavascki, Carvalhaes, Picdo, &
Gales, 2010), tales como cefalosporinas de amplio espectro y carbapenémicos;
siendo estos la ultima linea de defensa frente a esta clase de microorganismos,

amenazando significativamente la salud humana. A pesar de la gran diversidad
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encontrada en esta clase de enzimas (mas de 400 especies encontradas hasta
la fecha) (Evans & Amyes, 2014), existen 2 caracteristicas principales que las
distinguen frente a las otras enzimas serina B-lactamasas (Clase A y C). Entre

las caracteristicas distintivas de la OXAS se pueden mencionar las siguientes:

a) Hidrofobicidad: De acuerdo a analisis estructurales y de secuencia, se ha
encontrado una alta frecuencia de aminoacidos alifaticos y aromaticos alrededor
del sitio activo (Leonard et al., 2013), confiriéndole mayor hidrofobicidad en
comparacién con las otras clases de enzimas serina p-lactamasas (Maveyraud
et al., 2000; Paetzel et al., 2000). Ademas, un gran niamero de enzimas OXAs de
importancia clinica (OXA-23, OXA-24, OXA-51 y OXA-58) poseen un “puente
hidrofébico” que se extiende alrededor del sitio activo, permitiendo que el sustrato
B-lactamico permanezca para su posterior hidrélisis (Santillana, Beceiro, Bou, &

Romero, 2007).

b) Lisina carboxilada: A diferencia de las enzimas B-lactamasas de clase Ay C,
las enzimas de clase D carecen del residuo Glu166 y en su lugar existe un residuo
de lisina carboxilada. Se postula que la hidrofobicidad anteriormente sefialada
promueve la formacién de esta inusual modificacién post-traduccional, es decir,
carboxilacién del grupo amino del residuo aminoacidico Lys84 (Maveyraud et al.,

2000). Esta reaccién quimica se lleva a cabo entre el grupo amino del residuo de
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Lys84 en su forma neutra y didxido de carbono (J. Li et al., 2005). A diferencia de
otras enzimas en las cuales esta modificacion tiene un rol meramente estructural
(Benning, Kuo, Raushel, & Holden, 1995; Jabri, Carr, Hausinger, & Karplus,
1995), en las enzimas [B-lactamasas de clase D, se considera que tiene un rol
catalitico, puesto que mutaciones sobre este residuo aminoacidico afectan
seriamente su actividad enzimatica (Che et al., 2012; Golemi, Maveyraud,

Vakulenko, Samama, & Mobashery, 2001; Schneider et al., 2009).

1.2. Inhibidores de B-lactamasas

1.2.1. Inhibidores B-lactamicos

Una estrategia probada para superar el mecanismo de resistencia a los
antibiéticos es combinar un antibiético -lactdmico con un inhibidor de la enzima
B-lactamasa, es asi como al final de la década de los 70 e inicio de los 80, tres

inhibidores B-lactdmicos fueron llevados a uso clinico: acido clavulanico,
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sulbactam y tazobactam, todos ellos contienen un anillo B-lactamico (Bebrone et

al., 2010; Biondi, Long, Panunzio, & L. Qin, 2011; Nichols et al., 2012), Figura 2.

COOH o 0] o (0]
o N/ N/
~ CH,OH CHy /7 AN
° 2 o o N
COOH COOH
Acido Clavulanico Sulbactam Tazobactam

Figura 2. Inhibidores de enzimas B-lactamasas con anillo B-lactamico.

Estudios experimentales sugieren que estos inhibidores siguen caminos de
reaccion analogos a los antibiéticos B-lactamicos, comenzando con la formacién
de un intermediario acil-enzima en una primera etapa. Sin embargo, luego de la
acilacion ocurre una etapa de apertura del anillo p-lactamico, lo cual conduce a
la formacién de un intermediario de imina. Este intermediario es un punto de
partida en comun que conduce a la inhibicion transitoria de la enzima, ya sea

mediante formacién de cis-enamina o trans-enamina. Finalmente, en la etapa de
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desacilacion del intermediario de enamina se produce la descarboxilacion y
posterior hidrolisis del enlace Ser(O)-C, inactivando irreversiblemente el inhibidor
y regenerando la enzima p-lactamasa, aunque muy lentamente (Drawz &

Bonomo, 2010), Figura 3.
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Figura 3. Mecanismo de inhibicion de enzimas [-lactamasas por acido

clavulanico.
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1.2.2. Inhibidores no B-lactamicos

En general, las enzimas B-lactamasas de clase D no son inhibidas por inhibidores
B-lactdmicos, tales como: &cido clavulanico, tazobactam y sulbactam (Payne,
Cramp, Winstanley, & Knowles, 1994), lo que motivé el desarrollo de nuevos
inhibidores. En este contexto se han creado nuevas familias de inhibidores no [3-
lactamicos de B-lactamasas (Drawz, Papp-Wallace, & Bonomo, 2014) tales
como: boronatos ciclicos (Cahill et al.,, 2017) y diazabiciclooctanonas (DBOSs)
(Coleman, 2011), Figura 2, los cuales no contienen un anillo B-lactamico dentro

de su estructura quimica.
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Figura 4. Inhibidores no B-lactamicos de enzimas B-lactamasas.

1.2.2.1. Inhibidores basados en boronatos ciclicos

Son considerados inhibidores de amplio espectro, ya que algunos de ellos
pueden inhibir tanto serina--lactamasas como metalo-B-lactamasas, mediante
un mecanismo que involucra un analogo del intermediario tetraédrico que se
forma cominmente en estas enzimas en la etapa de acilacién, debido a que el
atomo de boro presente en su estructura actia como electréfilo frente al ataque
nucleofilico del residuo de serina catalitica, formando un enlace covalente (Brem
et al.,, 2016; Cahill et al.,, 2017), Figura 5. Entre estos inhibidores destacan

vaborbactam (Hecker et al.,, 2015), taniborbactam (Hamrick et al., 2020), y
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xeruborbactam (Hecker et al., 2020), Figura 6. Sin embargo, estos inhibidores
generalmente no muestran el mismo grado de efectividad contra enzimas de

clase D, en comparacion con los inhibidores de tipo DBO.

S/i/ S/%‘/
Acllaclon q

COZH

Figura 5. Mecanismo de inhibicion de enzimas B-lactamasas por vaborbactam.

HO” o

NH m
HaN_ o~ B
TN
o B NH HO 0 CHj
CO,H

CO,H

CO,H
Vaborbactam Taniborbactam Xeruborbactam

Figura 6. Inhibidores no B-lactamicos tipo boronatos ciclicos.

Pagina | 13



1.2.2.2. Inhibidores basados en diazabiciclooctanonas (DBOSs).

A diferencia de los inhibidores B-lactdmicos, los compuestos de tipo DBO
presentan un mecanismo inusual de inhibicibn (King, King, Lal, Wright, &
Strynadka, 2015; Krishnan, Nguyen, Papp-Wallace, Bonomo, & van den Akker,
2015; Labhiri et al., 2013; Shapiro et al., 2017), Figura 3. Mientras la etapa de
acilacion procede de un modo similar via anclaje covalente entre un residuo de
serina al carbono carbonilico del anillo, la reaccién es reversible, por lo cual la
desacilacion resulta en la regeneracion tanto del inhibidor como de la enzima.
Esta diferencia mecanistica hace que aumente la efectividad en la proteccién del

antibidtico B-lactamico contra la hidrélisis provocada por enzimas 3-lactamasas.
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Figura 7. Diagrama esquematico correspondiente al mecanismo de inhibicion de

enzimas B-lactamasas por diazabiciclooctanonas.

Entre los compuestos tipo DBO mas relevantes en cuanto a su amplio espectro

de accién frente a enzimas serina B-lactamasas destacan avibactam (Coleman,
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2011) y ETX2514 (Durand-Réville et al., 2017), Figura 8. Avibactam fue el primer
inhibidor DBO sintetizado (Coleman, 2011) con capacidad de inhibir enzimas de
clases A, C y algunas de clase D (Drawz et al., 2014; Ehmann et al., 2012). El
afio 2015 el compuesto avibactam fue aprobado por la Administracion de Drogas
y Alimentos (FDA), en combinacion con ceftazidima, para el tratamiento de
infecciones intra-abdominales complicadas e infecciones del tracto urinario
(Winkler, Papp-Wallace, Taracila, & Bonomo, 2015). Sin embargo, avibactam
presenta una menor eficacia contra infecciones causadas por el microorganismo
multi-resistente Acinetobacter baumannii (Lahiri et al., 2015; Poirel et al., 2010)
el cual produce enzimas B-lactamasas del tipo OXA-24 como mecanismo de
resistencia (Bou, Oliver, & Martinez-Beltran, 2000). Otro inhibidor DBO, ETX2514
(Durand-Réville et al., 2017), fue desarrollado por laboratorios Zai Lab y Entasis
therapeutic, es un derivado directo de avibactam y presenta dos diferencias
estructurales: un doble enlace carbono-carbono endociclico en la posicién 3-4 y
un grupo metilo sustituyente en la posicion 3. En literatura (Durand-Réville et al.,
2017), se postula que la presencia del doble enlace carbono-carbono aumentaria
la reactividad del &tomo de nitrogeno N6, debido a una mayor tensién anular,
ademas el grupo metilo adicional permitiria una mayor afinidad de la enzima por
este inhibidor, debido a un mayor caracter hidrofébico. Actualmente, ETX2514 se
encuentra en etapa Il de estudios clinicos, los cuales han mostrado resultados
positivos frente a la accién sobre el microorganismo Acinetobacter baumannii

(Durand-Réville et al., 2017).
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Figura 8. Estructura quimica de avibactam (Coleman, 2011) y ETX2514 (Durand-

Réville et al., 2017).

A pesar de la cantidad de articulos sobre el mecanismo de inhibicién de las
enzimas B-lactamasas por parte de inhibidores B-lactamicos (R. Li, Liao, Gu,
Wang, & Chen, 2011) y no B-lactamicos (Lizana & Delgado, 2018, 2019;
Sgrignani, Grazioso, De Amici, & Colombo, 2014), no existen estudios quimico
computacionales sobre el mecanismo de inhibicion sobre enzimas (-lactamasas
de tipo OXA-24 por inhibidores no B-lactdmicos de tipo DBO, tales como
avibactam y ETX2514. Por lo tanto, un estudio quimico teérico computacional,
deberia mejorar la comprension de las bases moleculares responsables de las
diferentes eficiencias de estos compuestos en la inhibicion de enzimas B-
lactamasas de tipo OXA-24. Esta informacion es trascendental para el desarrollo

de nuevos antibioticos e inhibidores.
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En esta tesis, se investiga el mecanismo de inhibicion (acilacion y desacilacion)
de la enzima B-lactamasa de clase D, OXA-24, por parte de avibactam y
ETX2514, mediante el uso de métodos quimico-computacionales. El estudio
incluye simulaciones de dinamica molecular, analisis de cllster, para
posteriormente llevar a cabo la exploracion de la superficie de energia potencial
(SEP), mediante calculos hibridos QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular
Mechanics). EI mecanismo considera que los estados de protonacion de los
residuos mas relevantes se presentan en su forma iénica en la etapa de acilacion,
mientras que para la etapa de desacilacion los residuos estan en su forma neutra,

de acuerdo a lo reportado por Lahiri et al (Lahiri et al., 2015), Figura 9.
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Figura 9. Mecanismo de inhibicion de enzimas OXAs por avibactam postulado

por Lahiri et al.
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2.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

En la presente tesis se postula la siguiente hipoétesis:

e EI mecanismo de inhibicibn comprende las etapas de acilacion y
desacilacion de los inhibidores, las cuales son gatilladas por los cambios
coordinados de los estados de protonacidon de Lys218 y Lys84 carboxilada
en una secuencia on/off (desprotonada/protonada) permitiendo la éptima

transferencia protonicas entre los residuos y los inhibidores.

Objetivo general: Estudiar mediante los métodos de la Quimica Computacional

el mecanismo de inhibicién de la enzima OXA-24 por avibactam y ETX2514.

Objetivos especificos:

1. Investigar el mecanismo de reaccion postulado para la etapa de
acilacion de OXA-24 por avibactam, e identificar intermediarios,
estados de transicion, y calcular las barreras de activacion de las
diferentes etapas.

2. Investigar el mecanismo de reaccion postulado para la etapa de

desacilacion de OXA-24 por avibactam, e identificar intermediarios,
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estados de transicion, y calcular las barreras de activacion de las
diferentes etapas.

Investigar el mecanismo de reaccion postulado para la etapa de
acilacion de OXA-24 por ETX2514, e identificar intermediarios, estados
de transicion, y calcular las barreras de activacion de las diferentes
etapas.

Investigar el mecanismo de reaccion postulado para la etapa de
desacilacion de OXA-24 por ETX2514, e identificar intermediarios,
estados de transicion, y calcular las barreras de activacion de las

diferentes etapas.
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3. METODOLOGIA.

3.1. Dinamica Molecular

3.1.1. Construccién del sistema enzima inhibidor

Para la construccion del sistema enzima-inhibidor se llevaron a cabo 4
simulaciones de dindmica molecular, dos para cada sistema OXA-24/Inhibidor
(enzima acilada y desacilada). El primer sistema corresponde al complejo OXA-
24/avibactam, en el cual se tomé como estructura de partida la estructura
cristalina con codigo PDB 4WM9 (Lahiri et al., 2015), la cual fue determinada a
2.4 A de resolucion y cristalizada a pH 6.0. El segundo sistema corresponde al
complejo OXA-24/ETX2514, en el cual se tomO como estructura de partida la
estructura cristalina con codigo PDB 6MPQ (Barnes et al., 2019), la cual fue
determinada a 1.93 A de resolucién y cristalizada a pH 6.0. La enzima OXA-24

consta de 245 residuos aminoacidicos.
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Los estados de protonacion de los residuos Lys84 y Lys128 fueron considerados
en forma idnica para la acilacion y neutra para la desacilacion, de acuerdo al
mecanismo postulado; mientras que los residuos ionizables restantes de la
proteina fueron establecidos a pH 7.0 con el software PROPKA 3.0 (Olsson,
Sendergaard, Rostkowski, & Jensen, 2011), el cual predice los valores de pKa

de acuerdo a la posicion y naturaleza quimica de los grupos cercanos.

La carga total del sistema para los 4 sistemas fue de +3, por lo que se neutralizd

con 3 iones de CI, a una distancia de 5 A de los atomos periféricos de la enzima.

La estructura final fue solvatada con una caja cubica de moléculas de agua
centrada en el centro geométrico del complejo enzima-inhibidor, Figura 10. Las
dimensiones de la caja son lo suficientemente amplias para que todos los &tomos
periféricos de la proteina estén alejados a lo menos 15 A de los limites de la caja.
Como resultado, el sistema final se compone de 46632 atomos en total, de los
cuales 42912 corresponden a atomos de moléculas de agua y el resto a la enzima

mas el inhibidor.
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Figura 10. Estructura 3D de la caja cubica de solvatacion como sistema para las

simulaciones de dindmica molecular.

3.1.2. Simulaciones de dinamica molecular

Todas las simulaciones de dindmica molecular fueron realizadas con el programa

NAMD (Phillips et al., 2005) utilizando el campo de fuerza CHARMM36 (Best et

Pagina | 24



al.,, 2012) para la proteina, CHARMM General Force Field (CGenFF)
(Vanommeslaeghe et al., 2010) para el inhibidor y el modelo de agua TIP3P
(Jorgensen, Chandrasekhar, Madura, Impey, & Klein, 1983). Las condiciones
periodicas de contorno fueron impuestas usando el colectivo isobarico-isotérmico
(NPT). La temperatura y presion se mantuvieron constante usando la
implementacion NAMD Nosé-Hoover (Nosé, 1984). Las interacciones
electrostaticas fueron calculadas directamente dentro de un radio de corte de 12
A, mientras que los efectos electrostaticos de largo alcance, fueron tomados en
cuenta por el método Particle MeshEwald (PME) (Darden, York, & Pedersen,
1993). Las interacciones de Van der Waals fueron consideradas con el uso de
una funcion “switch”, la cual suaviza el corte abrupto de estas interacciones a 12
A, de esta forma a partir de 10 A estas interacciones disminuyen gradualmente

hasta 12 A.

Para eliminar contactos cercanos entre residuos e interacciones altamente
repulsivas producto del sistema inicial proteina-solvente y corregir las
geometrias, se llevo a cabo una etapa de minimizacion de energia y luego 500
pasos de equilibrio a 310 K con paso de integracion de 1 fs. Finalmente, se llevo
a cabo una dinamica de produccion de 100 ns con paso de integracion de 2 fs a
310 K. Durante las simulaciones, todos los movimientos intramoleculares

asociados a los atomos de hidrégeno fueron restringidos usando el algoritmo
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SHAKE (Ryckaert, Ciccotti, & Berendsen, 1977) con una tolerancia de 108, En
este proceso se obtuvo 1 estructura cada 20ps, totalizando una cantidad de 5000
estructuras. El andlisis de las trayectorias tanto de la minimizacion, equilibrio y
dindmica molecular se realiz6 con el software VMD (Humphrey, Dalke, &
Schulten, 1996), luego se eligieron las estructuras de equilibrio a partir de un
analisis de cluster de conformaciones (Peng, Wang, Yu, Gu, & Huang, 2018), las
cuales fueron usadas posteriormente para los calculos hibridos QM/MM (Warshel

& Levitt, 1976).

3.2. Anédlisis de cluster

Para obtener una estructura representativa de la dindmica molecular, se utilizé el
método estadistico de analisis de cluster, el cual ordena los datos en grupos
basados en caracteristicas comparables. Los elementos de cada grupo tienen
mas propiedades en comun entre ellos que con otros, logrando separarlos y con
ello identificarlos. El elemento que minimiza las diferencias entre los integrantes
del mismo grupo se denomina centroide, el cual corresponde a la estructura

representativa del sistema. Las variables consideradas en este estudio

corresponden a los angulos diedros a, By Y, Figura 11. Para la etapa de acilacion,
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estos angulos dan cuenta de la orientacion de los grupos Ser81(OH), Ser128(OH)
y Lys218(NH3*); en cambio, para la etapa de desacilacion, estos angulos dan
cuenta de la orientacién del grupo N6-H. Esta eleccion de variables fue hecha
tomando en cuenta el mecanismo postulado por Lahiri et al. Este analisis fue
llevado a cabo a partir de cédigos escritos en Python 3, utilizando las librerias

MDTraj 1.9.8 (McGibbon et al., 2015) y MSMBuilder 3.8.0 (Harrigan et al., 2017).
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Figura 11. Angulos diedros a, B y Y utilizados en el analisis de cluster, tanto para

los sistemas a) inhibidor + enzima y b) intermediario acil-enzima.
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3.3. Calculos QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular Mechanics)

Luego del andlisis de clister, se construyé una esfera de 30 A, Figura 12,
centrada en el carbono carbonilico del inhibidor (centro de reaccion) a partir de
la estructura representativa, donde el sistema se dividio en tres regiones, region
interior, region de buffer y reservorio. Estas regiones tienen movilidad diferente,
ya que con esto se consigue ahorrar tiempo computacional, dejando la primera
region en completa libertad de movimiento de los residuos, en la segunda region
se imponen constantes de friccion y por ultimo en la regién reservorio quedan
fijas las posiciones de todos los residuos aminoacidicos. La region interior,
consiste de una esfera de 25 A de radio a partir del centro del sistema; la segunda
region de buffer, esta comprendida desde 25 A hasta 27 A; por ultimo, la zona de

reservorio esta comprendida entre un radio de 27 A a 30 A.
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Figura 12. Estructura 3D de esfera de 30 A obtenida a partir de la estructura

representativa.

A partir de la esfera obtenida, se exploro la superficie de energia potencial (SEP)
mediante calculos hibridos QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular Mechanics)
a nivel AM1/CHARMM36 para las etapas de acilacion y desacilacion con ambos
inhibidores, utilizando software CHARMM (Brooks et al., 2009). La zona QM,
descrita con los métodos de la quimica cuantica, estd conformada por los

residuos aminoacidicos Ser81, Lys84, Serl28, Lys218, Arg216 y el inhibidor,
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Figura 13; mientras que la zona MM, descrita mediante el uso de la mecanica
molecular, comprende todo el resto de la enzima incluyendo ademas las
moléculas de agua. Para los atomos ubicados en la frontera QM/MM se aplico el
método de “link atom”, el cual agrega atomos de hidrégeno al carbono fronterizo

para completar su valencia.
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847\ Y5218
NH H,5N
O:<
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0 H
!
)\ NH H—N
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o 25 4 H—N A
3 \ 9261
H
NH,

Figura 13. Esquema reducido de la zona QM en complejo OXA-24/Avibactam-

acilado.
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Las SEPs fueron exploradas en términos de las coordenadas simétricas de
reaccion R1, R2 y R3 para la etapa de acilacion y R4, R5, R6 y R7 para la etapa
de desacilacion, Figura 14. La coordenada R1, definida como la distancia entre
el atomo de hidrégeno hidroxilico del residuo Ser81 y el atomo de oxigeno
carboxilico del grupo carbamico del residuo Lys84, da cuenta de la etapa de
activacion del residuo Ser81; mientras que la coordenada R2, definida como la
distancia entre el oxigeno hidroxilico del residuo Ser81 y el atomo de carbono C7
del inhibidor, da cuenta del ataque nucleofilico del atomo de oxigeno hidroxilico
del residuo Ser81 al atomo de carbono C7. La coordenada R3, definida como la
distancia entre el atomo de hidrégeno hidroxilico del residuo Serl28 y el atomo
de nitrégeno N6 del inhibidor, da cuenta de la transferencia proténica desde el
atomo de hidrégeno hidroxilico del residuo Ser128 al atomo de nitrégeno N6. La
coordenada R4, definida como la distancia entre el atomo de hidrégeno
hidroxilico del residuo Serl28 y el atomo de nitrégeno del residuo Lys218, da
cuenta de la transferencia protonica desde el &tomo de hidrégeno hidroxilico del
residuo Serl28 al 4tomo de nitrégeno del residuo Lys218; mientras que la
coordenada R5, definida como la distancia entre los atomos C7 y N6 del inhibidor,
da cuenta del ataque nucleofilico del atomo de nitrdgeno N6 al &tomo de carbono
C7. Finalmente, la coordenada R6, definida como la distancia entre el &tomo de
carbono C7 del inhibidor y el &tomo de oxigeno hidroxilico del residuo Ser81, da
cuenta de la ruptura del enlace C-O; mientras que la coordenada R7, definida

como la distancia entre el atomo de hidrégeno hidroxilico del grupo carboxilico
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del residuo Lys84 y el atomo de oxigeno hidroxilico del residuo Ser81, da cuenta

de la transferencia protonica del atomo de hidrégeno hidroxilico del grupo

carboxilico del residuo Lys84 al atomo de oxigeno hidroxilico del residuo Ser81.
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Figura 14. Esquema de coordenadas de reaccion utilizadas para estudiar el

mecanismo de a) acilacion (R1, R2 y R3) y b) desacilacion (R4, R5, R6 y R7).

Los resultado de los calculos QM/MM fueron refinados mediante calculos de tipo

single-point a nivel DFT/MM (M062X-D3(6-31+G(d,p))/CHARMMS36), para lo cual

se utilizé la interfaz Q-Chem/CHARMM (Shao et al., 2015). Con esto se obtuvo
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una nueva superficie de energia potencial a mayor nivel de teoria, permitiendo
obtener importante informacion acerca de las barreras de activacion de cada

etapa, el rol de los residuos, el camino de menor energia y el tipo de mecanismo.
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4. DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS.

4.1. Sistema OXA-24/avibactam

4.1.1. Objetivo 1: Acilacién de OXA-24 por avibactam

4.1.1.1. Dinamica Molecular

Los resultados de la dinamica molecular de 100 ns muestran un comportamiento
estable a lo largo de la simulacién, lo cual se puede observar en los analisis de
RMSD, Anexo l1a, y RMSF, Anexo 1b y 1c, obteniéndose valores inferiores a 0.7

A de RMSF para los residuos mas relevantes del sitio activo.
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4.1.1.2. Analisis de cluster

A continuacion, se llevo a cabo un andlisis de clister, en términos de los angulos
diedros a, B y y definidos en la seccion metodologia con la finalidad de obtener

una estructura representativa para la exploracién de la superficie de energia
potencial (SEP), Figuras 15ay 15b. Se observa 2 grupos de conformaciones para
cada uno de estos tres angulos diedros, los cuales dan cuenta de la orientacion
de los grupos funcionales relevantes de los residuos Ser81, Serl28 y Lys218,
respectivamente. A valores negativos del angulo a, el grupo hidroxilico del
residuo Ser81 apunta hacia el grupo carboxilato del residuo de Lys84, formando
una interaccion de enlace de hidrogeno favoreciendo la transferencia protonica
necesaria para la etapa de acilacion; mientras que a valores positivos este grupo
apunta en direccion opuesta imposibilitando tal interaccion y por ende se trata de

una conformacion inactiva. Por otra parte, sélo a valores positivos de los angulos
By Y, los grupos Serl28(OH) y Lys218(NHs"), tienen la orientacion adecuada

para permitir la transferencia protonica del proton desde el grupo amonio del
residuo Lys218 hacia el atomo N6 del inhibidor via el residuo Ser128. El centroide

que satisface las condiciones antes sefialadas, es decir, valores negativos del

angulo alfa y valores positivos de los angulos B y y, fue obtenido a un tiempo de
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simulacién de 44 ns, Figura 16. El cluster asociado al centroide corresponde a

una fraccion de 0.14 del total.

a) b)

yirad)
o
yirad)
o

-1 -1

—2 4 —2

-3 4 L A -3

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 -3 -2 -1
airad)

Figura 15. Analisis de cluster para los angulos y v/s a (a); y v/s B (b). El centroide

esta representado por el punto de color negro, correspondiente a la estructura a

44 ns.

Lys218
Ser128

Figura 16. Estructura representativa obtenida a 44 ns de la dinamica molecular.
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4.1.1.3. Mecanismo de acilaciéon

4.1.1.3.1. Primera etapa, formacién del intermediario tetraédrico

La primera etapa del mecanismo de acilacion de OXA-24 para avibactam, se
inicia con la formacién de un intermediario tetraédrico, Figura 17, fue estudiada
mediante la exploracion de la SEP en términos de las coordenadas R1 y R2,
definidas previamente en la seccion metodologia. La SEP obtenida, Figura 18,
muestra 3 puntos criticos, los cuales corresponden a la formacién del complejo
de Michaelis CM-1, Anexo 2; formacion del estado de transicion ET-1, Anexo 3;
y formacion del intermediario tetraédrico IT, Figura 19. La topologia de la SEP
sugiere que la formacion del IT ocurre mediante un mecanismo concertado que
comienza con la abstraccion del hidrogeno hidroxilico del residuo Ser81 por parte
de Lys84, y con el ataque nucleofilico concomitante del oxigeno hidroxilico del
residuo Ser81 sobre el atomo de carbono carbonilico C7 del inhibidor. Los
angulos de enlace del atomo de carbono C7, 107.3° y 107.8°, dan cuenta de un
cambio de hibridacion desde sp? a sp?, Figura 17. La barrera de activacion

observada es de 8 kcal/mol, lo cual sugiere una rapida formacion del IT, Figura
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18. Ademas, se observa que el IT se encuentra estabilizado en 25 kcal/mol con
respecto al complejo de Michaelis CM-1, por lo cual corresponde a un proceso
exotérmico, Figura 20. Esta etapa que involucra la neutralizacién de la carga
negativa del grupo carboxilato del residuo Lys84, debido a la transferencia

proténica desde el residuo Ser81, se ve favorecida por el ambiente hidrofobo del

Avibactam
o
3
)J’f-,
HNT A
IN_g As
E o, o NH,
Avibactam (0//7*‘I EN\0->\5< + Avibactam
) N
/ 0 HNT NH
o —OH 2 ‘ o
| s sersl 1y Arg261 )J 3
] Ho—sertzs =
. : Qq S Hz 2 :
N 5 N * 1N A5
G ) NH HN/LO NH3 _ o o NH,
Ml N 2 | o N, N j
RO g +/J\ | Lys218 SRR j\
S0 HNTT WM Lyss4 —0 o HNT N
sedt ‘ > S Jl\rgEﬁ‘\
e Arg261
HO—Ser128 9 ETAPA 1 HO—Ser128
o oH
N . o .
HN (o] NH; HT o} NH;
Lyssa Lys218 Lysea Lys218
ENZIMA + AVIBACTAM INT. TETRAEDRICO

Figura 17. Esquema de la primera etapa del mecanismo de acilacion de OXA-24

por parte de avibactam.
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Distancia Ser81(0)-C7 (A)

0,8 0,9 1,0 11 1,2 13 1,4 15 1,6
Distancia Ser81(OH)-(OOC)Lys84 (A)

Figura 18. Superficie de energia potencial 2D para primera etapa en el
mecanismo de acilaciébn de OXA-24 por parte de avibactam. Energias relativas

al costado derecho en kcal/mol.
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A ® ) /Avibacta i

Figura 19. Estructuras 3D correspondiente al intermediario tetraédrico IT, (los

angulos del carbono C7 en color blanco).

El perfil de energia para esta etapa se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Perfil de energia potencial relativa para primera etapa en el mecanismo

de acilacion de OXA-24 por parte de avibactam.

4.1.1.3.2. Segunda etapa, formacion del intermediario acil-enzima

La segunda etapa, formacion del intermediario acil-enzima (AE), Figura 21, fue
explorada en términos de la coordenada R3 definida en la seccién metodologia,

mediante un perfil de energia potencial, Figura 22. A partir de la formacion del
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intermediario IT, la reaccion continda con la formacion del complejo CM-2, Anexo
4, en el cual se observa un enlace de hidrégeno entre el grupo amino del residuo
Lys281 y el grupo hidroxilico de Ser128, estabilizando el sistema en 5 kcal/mol.
Luego de esto, el atomo N6 abstrae el hidrogeno hidroxilico del residuo Ser128,
en forma simultanea con la protonacion del oxigeno hidroxilico por parte de
Lys218, a través de un estado de transicion ET-2, Anexo 5. La barrera de energia
de activacion para esta etapa es de 17 kcal/mol, siendo esta etapa la etapa
limitante del proceso. Esta alta barrera se asocia a la abstraccién del hidrogeno
hidroxilico del residuo Ser128 debido al alto valor de pKa de ese grupo, ademas
de la desestabilizacion de la interaccidon entre el grupo amino del residuo Lys218
y el grupo sulfato de avibactam, debido al cambio de carga total (ibnico a neutro)
de Lys218. Este evento conduce finalmente a la apertura del anillo del inhibidor
y a la inactivacion de la enzima. El producto de esta etapa, intermediario acil-

enzima, se muestra en la figura 23.
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Figura 21. Esquema de la segunda etapa del mecanismo de acilacién de OXA-

24 por parte de avibactam.
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Figura 22. Perfil de energia relativa para segunda etapa en el mecanismo de

acilacion de OXA-24 por parte de avibactam.
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Figura 23. Estructura 3D correspondiente al intermediario acil-enzima (AE).
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4.1.2. Objetivo 2: Desacilacion de OXA-24 por avibactam

4.1.2.1. Dinamica molecular

Los resultados del analisis de RMSD, Anexo 6a, y RMSF, Anexo 6b y 6¢, de la
dinamica molecular de 100 ns, muestran un comportamiento estable a lo largo de
la simulacion, observandose valores inferiores a 0.7 A de RMSF para los residuos

claves del sitio activo.

4.1.2.2. Andlisis de cluster

Luego de la simulacion de dinamica molecular, se llevé a cabo un andlisis de
cluster, Figura 24a y 24b, sobre los diedros a, B y y definidos en la seccion
metodologia. Estos angulos describen la orientacion del grupo N6-H, la cual es
relevante para que ocurra la deprotonacion del atomo N6 por parte del residuo

Lys218 a través de Serl128. Se observan dos grupos de conformaciones para los
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angulos a y B, y solo un tipo para el angulo y. A valores positivos inferiores de
1.57 radianes de angulo a, el grupo N6-H del inhibidor apunta hacia el grupo
hidroxilico del residuo Ser128, promoviendo la transferencia proténica necesaria
para la etapa de desacilacion, siendo esta una conformacion activa; mientras que
a valores superiores este grupo apunta en direccién contraria desfavoreciendo
dicho proceso y por lo tanto es una conformacion inactiva. Con respecto al &ngulo
B, la conformacion activa corresponde a valores inferiores a -2.35 radianes, ya
que de lo contrario la disposicion de este grupo no es la adecuada para promover
la transferencia protonica. Por otro lado, los valores de angulo y varian entre -2 y
+2 radianes mostrando un solo tipo de conformacion, debido a la fuerte
interaccion electrostatica entre el grupo sulfato del inhibidor y el grupo guanidinio
del residuo Arg261. En base a lo anterior, el centroide obtenido corresponde a un
tiempo de simulacién de 44 ns, Figura 25, considerando valores inferiores a 1.57
rad para alfa e inferiores a -2.35 rad para B. El cluster asociado al centroide

seleccionado corresponde a una fraccion de 0.44 del total.
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Figura 24. Andlisis de cluster para angulos y v/s a (a); y v/s B (b). El centroide a

44 ns esté representado por el punto de color negro.

Lys218 ™ .

>

.
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Figura 25. Estructura representativa obtenida a 44 ns de la dinamica molecular.
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4.1.2.3. Mecanismo de desacilacion

4.1.2.3.1. Etapas 1 y 2: Formacion de intermediario dianionico e

intermediario tetraédrico

Las dos primeras etapas del mecanismo de desacilacion considera la formacion
de un intermediario dianiénico ID y un intermediario tetraédrico IT, Figura 26. La
SEP, fue explorada en términos de las coordenadas R4 y R5 definidas en la
seccién metodologia. La topologia de la SEP, Figura 27, sugiere que la reaccion
puede seguir dos caminos a partir del complejo de Michaelis CM-3, Anexo 7. El
camino de menor energia corresponde en un primer paso a la formacion del ID,
Figura 28a, a través de un estado de transicion ET-3, Anexo 8, con una barrera
de energia de activaciéon de 11 kcal/mol, en la cual ocurre la transferencia
protonica desde el atomo N6 del inhibidor hacia el atomo de nitrdgeno del residuo
Lys218 via Serl28. Este paso se ve favorecido por la estabilizacion de la carga
negativa del atomo N6 y del grupo sulfato del avibactam mediante interaccion
electrostatica con los grupos Lys218(NHs*) y el grupo guanidinio de Arg261,

ademas de la interaccion por enlace de hidrogeno entre el grupo hidroxilico de
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residuo Serl28 y el atomo de nitrogeno N6 del inhibidor. Luego en un segundo
paso, ocurre la formacion del IT, Figura 28b, a través de un estado de transicion
ET-4, Anexo 9, mediante ataque nucleofilico del atomo N6 hacia el atomo de
carbono C7 del inhibidor y con ello la reciclacién del anillo, con una barrera de
energia de activacion de 11 kcal/mol. Producto de este ultimo paso, ocurre un
cambio en la hibridacién del atomo C7 del inhibidor desde sp? a sp?, Figuras 28a
y 28b. En cambio, el camino de mayor energia corresponde en un primer paso a
la formacion del complejo de Michaelis CM-4, Anexo 10, a través de un estado
de transicion ET-5, Anexo 11, mediante una inversion conformacional de la
estructura piramidal del atomo de nitrégeno N6, con una barrera de energia de
activacion de 4 kcal/mol. Luego en un segundo paso, se lleva a cabo la formacién
del IT, a través de un estado de transicion ET-6, Anexo 12, mediante un
mecanismo concertado que involucra tanto la transferencia proténica desde el
atomo N6 hacia el atomo de nitrégeno del residuo Lys218 a través de Serl28,
simultdneamente con el ataque nucleofilico del &tomo N6 sobre el &tomo C7, con

una barrera de energia de activacion de 15 kcal/mol, Figura 29.
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Figura 26. Esquema de la primera y segunda etapa del mecanismo de

desacilacion de avibactam en OXA-24.
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Distancia Ser128(OH)-(N)Lys218 (A)

Figura 27. Superficie de energia potencial 2D que incluye la primera y segunda
etapa del mecanismo de desacilacion, donde el camino de mayor energia se

representa con color rojo. Energias relativas al costado derecho en kcal/mol.
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Figura 28. Estructura 3D correspondiente al a) intermediario dianionico ID e b)
intermediario tetraédrico IT, donde los angulos alrededor del &tomo de carbono

C7 central se muestran en color blanco.

El perfil de energia para estas etapas se muestra en la figura 29.
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Figura 29. Perfil de energia relativa para primera y segunda etapa en el
mecanismo de desacilacion de OXA-24 por avibactam, donde el camino de

mayor energia esta representado con color rojo.

4.1.2.3.2. Etapa 3: Regeneracion del inhibidor y la enzima

A partir del IT, se exploro la tercera etapa y final en el mecanismo de desacilacion,

Figura 30, mediante una SEP en términos de las coordenadas R5 y R6 definidas
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en la seccion metodologia. La topologia de la SEP, Figura 31, sugiere que la
Ultima etapa esta constituida por dos pasos. El primer paso consiste en la
formacion del complejo de Michaelis CM-5, Anexo 13, con una barrera de energia
de activacion de 22.0 kcal/mol, a través de un estado de transicion ET-7, Anexo
14. En este paso se establece una interaccion de enlace de hidrégeno entre el
grupo carboxilico del residuo Lys218 y el oxigeno hidroxilico de Ser81. Luego en
un segundo paso, ocurre de forma concertada la transferencia protonica por parte
del grupo carboxilato del residuo Lys218 hacia el atomo de oxigeno de Ser81 y
la ruptura del enlace Ser81(0)-C7, con una barrera de energia de activacion de
8 kcal/mol, a través del estado de transicion ET-8, Anexo 15. Por lo tanto, en esta
Gltima etapa se regenera tanto la enzima como el inhibidor, Figura 32, siendo el
primer paso la etapa limitante del proceso. El correspondiente perfil de energia

se muestra en la Figura 33.
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Figura 30. Esquema de la tercera etapa y final del mecanismo de desacilacion de

OXA-24 por avibactam.
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Figura 31. Superficie de energia potencial 2D que involucra la tercera etapa del

mecanismo de desacilacion. Energias relativas al costado derecho en kcal/mol.
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Figura 32. Estructura 3D correspondiente al producto P.
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Figura 33. Perfil de energia relativa para la tercera etapa en el mecanismo de

desacilacion de OXA-24 por avibactam.
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4.2. Sistema OXA-24/ETX2514

4.2.1. Objetivo 3: Acilacion de OXA-24 por ETX2514

4.2.1.1. Dindmica molecular

Los resultados de RMSD, Anexol6a, y RMSF, Anexo 16b y 16c, obtenidos a
partir de la dinamica molecular de 100 ns muestran un comportamiento estable a
lo largo de la simulacién, observandose valores inferiores a 0.9 A de RMSF para

los residuos mas relevantes del sitio activo.
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4.2.1.2. Analisis de cluster

A continuacion de la simulacion de dinamica molecular, se llevé a cabo un analisis
de cluster, Figuras 34a y 34b, sobre los diedros a, B y y definidos en la seccion
metodologia. Se observan dos grupos de conformaciones para los angulos By v,
y solo un grupo de conformaciones para el angulo a. Estos angulos dan cuenta
de la orientacion de los grupos funcionales de los residuos Serl28, Lys218 y
Ser81 respectivamente. A valores positivos de los angulos B y v, los grupos
funcionales tienen la orientacion adecuada para que ocurra la transferencia
proténica del atomo N6 del inhibidor por parte del residuo Lys218 a través del
residuo Serl128; mientras que a valores negativos se desfavorece dicho proceso
por la orientacion desfavorable de los grupos funcionales. Por otra parte, sélo a
valores negativos de angulo a, el grupo hidroxilico del residuo Ser81 apunta hacia
el grupo carboxilato del residuo Lys84, formando la interaccién de enlace de
hidrogeno necesaria para que ocurra la transferencia proténica. En cambio, a
valores positivos este grupo apunta en direccion contraria imposibilitando tal
transferencia. A diferencia de lo encontrado con avibactam, esta interaccion es
mas estable a lo largo de la simulacién con el inhibidor ETX2514, observandose

una frecuencia del 99.98% v/s 14.06%, debido a un adecuado posicionamiento
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del inhibidor dentro del sitio activo. El centroide que corresponde a valores
negativos del angulo a y valores positivos para los angulos B y vy, fue obtenido a
un tiempo de simulacion de 86 ns, Figura 35. El cluster asociado al centroide
corresponde a una fraccién de 0.55 del total, lo que significa que la frecuencia

probabilistica de la conformacion activa en ETX2514 es mayor que en avibactam.

yirad)
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yirad)
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=15 =10 -0.5 0.0 0.5 -3 -2 -1 0 1 2 3
alrad) Pirad)

b)

Figura 34. Andlisis de cluster para a) angulos y v/s a y b) y v/s B. El centroide a

86 ns esta representado por el punto de color negro.
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Figura 35. Estructura representativa obtenida a 86 ns de la dinamica molecular.
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4.2.1.3. Mecanismo de acilacién

4.2.1.3.1. Primera etapa, formacién del intermediario tetraédrico

La primera etapa del mecanismo de acilacion de OXA-24 por parte de ETX2514,
formacién del intermediario tetraédrico, Figura 36, fue explorada mediante una
SEP en términos de las coordenadas R1 y R2, definidas previamente en la
seccion metodologia. La SEP obtenida, Figura 37, muestra tres puntos criticos,
los cuales corresponden al complejo de Michaelis CM-6, Anexo 17, estado de
transicion ET-9, Anexo 18, e intermediario tetraédrico IT, Figura 38. De acuerdo
a la topologia observada en la SEP, la formacién del IT ocurre mediante un
mecanismo concertado, en el cual la reaccion comienza con la abstraccion del
hidrogeno hidroxilico del residuo Ser81 por parte del grupo carbamico del residuo
Lys84, junto con el ataque nucleofilico concomitante del oxigeno hidroxilico del
residuo Ser81 sobre el atomo de carbono carbonilico C7 del inhibidor. Los
angulos que consideran al atomo al carbono C7 como atomo central, 108.0° y

105.3°, dan cuenta de una hibridacién sp?, tal como se muestra en la figura 38.
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La barrera de activacion observada es de 5 kcal/mol, el IT esta estabilizado en

25 kcal/mol con respecto al complejo de Michaelis CM-6, por lo cual corresponde

a un proceso exotérmico. El perfil de energia para esta etapa se muestra en la

Figura 39.
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Figura 36. Esquema de la primera etapa del mecanismo de acilacion de OXA-24

por parte de ETX2514.
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Figura 37. Superficie de energia potencial 2D para primera etapa en el

mecanismo de acilacion de OXA-24 por parte de ETX2514. Energias relativas al

costado derecho en kcal/mol.
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Figura 38. Estructuras 3D correspondiente al intermediario tetraédrico IT, donde
dos angulos que consideran al atomo de carbono C7 como atomo central se

representan en color blanco.
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Figura 39. Perfil de energia relativa para primera etapa en el mecanismo de

acilacion de OXA-24 por parte de ETX2514.

4.2.1.3.2. Segunda etapa, formacion del intermediario acil-enzima

La formacién del intermediario acil-enzima (AE), Figura 40, fue explorada en
términos de la coordenada R3 definida en la seccion metodologia, mediante un

perfil de energia potencial, Figura 41. A partir de la formacion del intermediario
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IT, la reaccion continua con la formacion del complejo CM-7, Anexo 19, en el cual
se establece una interaccion de enlace de hidrégeno entre el grupo amino del
residuo Lys281 y el grupo hidroxilico de Ser128, estabilizando el sistema en 4
kcal/mol, respecto al IT. Luego, ocurre la transferencia proténica hacia atomo N6
por parte del residuo Lys218 a través del residuo Ser128, mediante un estado de
transicion ET-10, Anexo 20. La barrera de energia de activacion observada para
esta etapa es de 14 kcal/mol, siendo esta etapa la etapa limitante de la reaccion.
El producto acil-enzima se encuentra desestabilizado en 5 kcal/mol con respecto
al IT, por lo cual corresponde a un proceso endotérmico. Esta etapa conduce
finalmente a la ruptura del anillo del inhibidor y a la inactivacién de la enzima. El

producto de esta etapa, intermediario acil-enzima, se muestra en la figura 42.
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Figura 40. Esquema de la segunda etapa del mecanismo de acilacion de OXA-

24 por parte de ETX2514.
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Figura 41. Perfil de energia relativa para segunda etapa en el mecanismo de

acilacion de OXA-24 por parte de ETX2514.
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Figura 42. Estructura 3D correspondiente al intermediario acil-enzima (AE).
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4.2.2. Objetivo 4: Desacilacion de OXA-24 por ETX2514

4.2.2.1. Dindmica molecular

Los resultados de RMSD, Anexo 21a, y RMSF, Anexo 21b y 21c, obtenidos a
partir de la dinAmica molecular de 100 ns muestran un comportamiento estable a
lo largo de la simulacion, observandose valores inferiores a 0.7 A de RMSF para

los residuos mas relevantes del sitio activo.

4.2.2.2. Andlisis de cluster

Los resultados del analisis de cluster sobre los diedros a, B y y definidos en la

seccion metodologia se muestran en las Figuras 43a y 43b. Estos angulos dan
cuenta de la orientacién del grupo N6-H, la cual es imprescindible para que ocurra

la transferencia protonica del &tomo de nitrégeno del residuo Lys218 por parte
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del grupo N6-H, a través del residuo Ser128. De forma similar a lo encontrado en

el caso de avibactam, se observan dos grupos de conformaciones para los
angulos a y B y un grupo para el angulo y. A valores positivos inferiores a 1.57

radianes de angulo q, el grupo N6-H apunta hacia el grupo hidroxilico del residuo
Serl28, favoreciendo la transferencia protonica necesaria para la etapa de
desacilacion; mientras que tanto a valores positivos superiores como valores
negativos este grupo apunta en direccion contraria impidiendo dicho proceso. Por
otro lado, s6lo a valores inferiores a -2.35 radianes de B se promueve la
transferencia protonica debido a una adecuada orientacion del grupo N6-H.
Finalmente, los valores de &ngulo y varian entre +2 y -2 radianes observandose
un solo tipo de conformacion, debido a la interaccion electrostatica presente entre
el grupo sulfato del inhibidor y el grupo guanidinio del residuo Arg261,
otorgandole rigidez al grupo sulfato. El centroide obtenido corresponde a un
tiempo de simulacion de 23 ns, Figura 44, teniendo en cuenta valores positivos
inferiores a 1.57 rad para el angulo a e inferiores a -2.35 rad para el angulo (3. El
cluster asociado al centroide seleccionado corresponde a una fraccién de 0.26
del total. En este caso, la frecuencia probabilistica de la conformacion activa para
la desacilacion es menor en ETX2514 que el valor correspondiente para

avibactam.
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Figura 43. Andlisis de cluster para a) angulos y v/s a y b) y v/s B. El centroide a
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Figura 44. Estructura representativa obtenida a 23 ns de la dinamica molecular.

Pagina | 75




4.2.2.3. Mecanismo de desacilacion

4.22.31. Etapas 1 y 2: Formacién de intermediario dianionico e

intermediario tetraédrico

Los dos primeros pasos del mecanismo de desacilacion correspondiente a la
formacion del intermediario dianionico ID y la formacion del intermediario
tetraédrico IT, Figura 45, fueron explorados mediante una SEP en términos de
las coordenadas R4 y R5 definidas en la seccion metodologia. De manera similar
a lo encontrado con avibactam en la seccién, la topologia de la SEP, Figura 46,
sugiere que la reaccion puede seguir dos caminos a partir del complejo de
Michaelis CM-8, Anexo 22. El camino de menor energia corresponde en un
primer paso a la formacion del ID, Figura 47a, a través de un estado de transicion
ET-11, Anexo 23, con una barrera de energia de activacion de 5 kcal/mol; en el
cual ocurre la transferencia proténica desde el atomo N6 del inhibidor hacia el
atomo del grupo de amino del residuo Lys218 a través de Serl28. Esto sugiere
una rapida formacion del ID, debido a la estabilizacion de la carga negativa tanto

del atomo N6, como la del grupo sulfato del inhibidor mediante interaccion
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electrostatica con los residuos Lys218 y Arg261, ademas de la estabilizacion por
interaccion de enlace de hidrogeno entre el grupo hidroxilico del residuo Ser128
y el atomo de nitrégeno N6 del inhibidor. En un segundo paso, ocurre la formacion
del IT, Figura 47b, mediante ataque nucleofilico del atomo aniénico N6 sobre el
atomo C7 del inhibidor, a través de un estado de transicion ET-12, Anexo 24, con
una barrera de energia de activacion de 7 kcal/mol. Este Ultimo paso conduce
finalmente a la reciclacion del anillo, y por lo tanto la recuperacion de la enzima 'y
el inhibidor intacto. En esta etapa es también posible observar el cambio de
hibridacién del carbono C6 desde sp? a sp®, como es corroborado por el cambio
de geometria, desde una geometria plana hacia una tetraédrica, observandose
angulos de 116.4°, 113.0° y 129.8° para ID, mientras que para el inhibidor los
angulos del carbono C6 son 107.0°, 102.7° y 107.3°; Figuras 47a'y 47b. Por otro
lado, el camino de mayor de energia implica en un primer paso a la formacion del
complejo de Michaelis CM-9, Anexo 25, mediante una inversion conformacional
de la estructura piramidal del atomo de nitrdgeno N6, a través de un estado de
transicion ET-13, Anexo 26, con una barrera de energia de activacion de 2
kcal/mol. Posteriormente, se lleva a cabo la formacion del IT, mediante un
mecanismo concertado que involucra por un lado la transferencia protonica
desde el atomo N6 hacia el atomo de nitrégeno del residuo Lys218 a través de
Serl28, y por otro lado el ataque nucleofilico del atomo N6 sobre el atomo C7, a

través de un estado de transicion ET-14, Anexo 27, con una barrera de energia
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de activacion de 15 kcal/mol. El perfil de energia para esta etapa se muestra en

la figura 48.
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Figura 45. Esquema de la primera y segunda etapa del mecanismo de

desacilacion de OXA-24 por parte de ETX2514.
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Figura 46. Superficie de energia potencial 2D que involucra primera y segunda
etapa del mecanismo de desacilacién, donde el camino de mayor energia esta

representado con color rojo. Energias relativas al costado derecho en kcal/mol.
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Figura 47. Estructura 3D correspondiente al a) intermediario dianionico ID e b)
Intermediario tetraédrico IT, donde los angulos que comprenden al &tomo de

carbono C7 como atomo central se representan en color blanco.
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Figura 48. Perfil de energia relativa para primera y segunda etapa en el
mecanismo de desacilacion de OXA-24 por ETX2514, donde el camino de mayor

energia esta representado con color rojo.

4.2.2.3.2. Etapa 3: Regeneracion del inhibidor y la enzima

Tras la formacion del IT, se exploré la tercera etapa y final en el mecanismo de

desacilacion, regeneracion del inhibidor y la enzima, Figura 49, mediante una
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SEP en términos de las coordenadas R5 y R6 definidas en la seccidn
metodologia. De forma similar a lo observado con avibactam, la SEP consta de
dos pasos, Figura 50. El primer paso consiste en la formacion del complejo de
Michaelis CM-10, Anexo 28, través de un estado de transicion ET-15, Anexo 29,
con una barrera de energia de activacion de 3 kcal/mol. Este paso involucra la
rotacion del grupo hidroxilico del residuo Lys84, promoviendo una interaccion de
enlace de hidrogeno entre este grupo y el atomo de oxigeno hidroxilico del
residuo Ser81, estabilizando el complejo CM-10 en 22 kcal/mol con respecto al
IT. Finalmente, en un segundo paso concertado ocurre la ruptura del enlace C7-
(O)Ser81 y la transferencia protonica desde el grupo carboxilico del residuo
Lys218 hacia el atomo de oxigeno hidroxilico del residuo Ser81, a través de un
estado de transicion ET-16, Anexo 30, regenerando tanto la enzima como el
inhibidor, Figura 51. La barrera de activacion observada es de 23 kcal/mol,
resultando ser la etapa limitante. El correspondiente perfil de energia se muestra

en la Figura 52.
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Figura 49. Esquema de la tercera etapa y final del mecanismo de desacilacion de

OXA-24 por parte de ETX2514.
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Figura 50. Superficie de energia potencial 2D que involucra la tercera etapa del
mecanismo de desacilacion. P corresponde al inhibidor ETX2514 mas la enzima.

Energias relativas al costado derecho en kcal/mol.
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Figura 51. Estructura 3D correspondiente al intermediario acil-enzima (P).
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Figura 52. Perfil de energia relativa para la tercera etapa en el mecanismo de

desacilacion de OXA-24 por ETX2514.

El esquema del ciclo catalitico completo del mecanismo de inhibicion (acilacion y
desacilacion) postulado para la inhibicibn de OXA-24 por avibactam y ETX2514
se muestra en la figura 53. El mecanismo de acilacién estd compuesto por dos
etapas, formacion del intermediario tetraédrico (etapa 1) y formacién del
intermediario acil-enzima (etapa 2), siendo la etapa 2, la etapa limitante del
proceso con barreras de energia de activacion de 17 y 14 kcal/mol para

avibactam y ETX2514 respectivamente; mientras que la etapa rapida
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corresponde a la etapa 1 con barreras de 8 y 5 kcal/mol. Estos resultados indican
gue la reaccidon de acilacion esta favorecida cinéticamente en 3 kcal/mol para
ETX2514 en comparacion con avibactam. Por otra parte, el mecanismo de
desacilacion consta de 3 etapas, formacion del intermediario dianiénico (etapa
1), formacion de intermediario tetraédrico (etapa 2) y finalmente regeneracion
tanto de la enzima como del inhibidor (etapa 3), siendo la etapa 3, la etapa
limitante del proceso con barreras de energia de activacion de 22.0 y 23.0
kcal/mol para avibactam y ETX2514 respectivamente, En resumen, el inhibidor
ETX2514 presenta una ventaja por sobre el inhibidor avibactam, debido a que
por una parte la etapa de acilacion se encuentra favorecida y por otra la etapa de
desacilacion se ve desfavorecida practicamente de igual manera para ambos
frente a la etapa de acilacion, desplazando el equilibrio hacia una inhibicién méas
duradera de la enzima, lo cual esta de acuerdo con la evidencia empirica
(Durand-Réville et al., 2017; Lahiri et al., 2015). Los valores de las barreras de
energia potencial calculadas y barreras de energia de activacion experimentales
se muestran en la Tabla 1. A pesar de que estas barreras de energia no son
directamente comparables debido a la no consideracion de efectos entrépicos,
estos valores dan cuenta de una buena concordancia entre los valores calculados
y experimentales reportados en literatura (Durand-Réville et al., 2017; Lahiri et
al., 2015), soportando de esta forma el mecanismo postulado y mostrando
ademas que la inhibicion de la enzima por estos compuestos es practicamente

irreversible.
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Barrera de energia (kcal/mol)
Inhibidor
Acilacion Desacilacion
15.8* 25.5*
Avibactam
17.0 22.0
12.6* 24.9*
ETX2514
14.0 23.0

Tabla 1. Barreras de energia potencial calculadas y barreras de energia de

activacion experimentales (* valores experimentales fueron obtenidos mediante

la ecuacién de Eyring, usando datos reportados por Lahiri y Durand-Réville et al).
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Figura 53. Esquema del ciclo catalitico del mecanismo de inhibicién, acilacién y

desacilacion, postulado para la inhibicion de OXA-24 por avibactam y ETX2514.
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5. CONCLUSIONES.

Los farmacos ETX2514 y avibactam pertenecen a la misma familia de inhibidores
conocida como diazabiciclooctanonas (DBO). Ambos inhiben B-lactamasas por
medio de mecanismos reversibles analogos. Los mecanismos consisten de una
etapa de acilacion y una etapa de desacilacion. La etapa de acilacion conduce a
la inhibicién de la enzima, mientras que la etapa de desacilacion conduce a la
recuperacion de la enzimay el inhibidor. Por lo tanto, la evaluacién de la eficiencia
de inhibicién resulta ser un compromiso entre el costo energético de ambas
etapas. La etapa de acilacion consiste de dos pasos, la formacién de un
intermediario tetraédrico y la subsecuente apertura del anillo del inhibidor. La
etapa limitante de velocidad corresponde al segundo paso, que corresponde a la
abstraccion del protdn hidroxilico de Ser128 por parte del atomo N6 conduciendo
a la apertura del anillo. Los valores de las barreras de activacion para este paso
son 14.0 (kcal/mol) y 17.0 (kcal/mol) para ETX2514 vy avibactam,
respectivamente. Los altos valores de energia se explican por el alto valor de pKa
para este residuo y el ambiente hidréfobo del sitio activo. Los valores permiten
concluir que la acilacién ocurre mas facilmente con ETX2514 que con avibactam.
Una diferencia de 3 kcal/mol en la barrera de activacion conduce a diferencias

importantes en los valores de las constantes de velocidad. Por otro lado, la etapa
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de desacilacion consiste de tres pasos, formacion de un intermediario dianionico,
formacion de un intermediario tetraédrico, y finalmente la reciclacion del inhibidor.
Los primeros dos pasos tienen barreras de activacion de 5.0 (kcal/mol) y 7.0
(kcal/mol) para ETX2514; mientras que para avibactam ambas etapas tienen
valor de 11.0 (kcal/mol). El dltimo paso, reciclacion del inhibidor, resulta ser el
paso limitante de velocidad con barreras de activacion de 23.0 (kcal/mol) y 22.0
(kcal/mol), para ETX2514 y avibactam, respectivamente. Concluyendo, sélo la
etapa de acilacion determina la diferencia en la habilidad inhibitoria de ETX2514
y avibactam, ya que en la etapa de desacilacion no se observan diferencias de
energia importantes, tal como se reporta en literatura. Los altos valores de las
barreras estan de acuerdo con la evidencia empirica que sefiala que la inhibicién
de la enzima es practicamente irreversible. En ambas etapas, el par Lys218 y
Lys84 carboxilada juegan un rol crucial mediante la coordinacion de sus estados
de protonacién en una forma “on/off” (protonado/desprotonado), optimizando las
transferencias protonicas entre los residuos y los inhibidores. Esta caracteristica
marca la diferencia entre las enzimas clase D y las otras clases de p—lactamasas.
Los resultados aqui presentados pueden ser de interés para el desarrollo de

nuevos inhibidores de enzimas de clase D.
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ANEXO

RMSD (A)

Tiempo de simulacidn (ns)

a) b)
25 07
06
20
85
€ 15 g 04
[ [
- b
g1 & 03
02
05
01
00 ——t—r 00
0 2 a0 [ 10 50 100 150 200 581 KB4 128 K218 R261
Residua aminoacidico (n*) Residuo aminoacidica

Anexo 1. Resultados de RMSD para la proteina (a), RMSF para residuos de la

proteina (b), RMSF para residuos relevantes del sitio activo (c).
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Anexo 2. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-1.
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Anexo 3. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-1.
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Anexo 4. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-2.
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Anexo 5. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-2.
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Anexo 6. Resultados de a) RMSD para la proteina en funcion del tiempo de

simulacién, b) RMSF para residuos de la proteina y ¢) RMSF para residuos

relevantes del sitio activo.
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Anexo 7. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-3.
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Anexo 8. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-3.

Anexo 9. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-4.
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Anexo 10. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-4.

Lys218

Anexo 11. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-5.
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Anexo 12. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-6.
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Anexo 13. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-5.
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Anexo 14. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-7.
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Anexo 15. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-8.
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Anexo 16. Resultados de RMSD para la proteina (a), RMSF para residuos de la

proteina (b), RMSF para residuos claves del sitio activo (c).
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Anexo 17. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-6.
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Anexo 18. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-9.
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Anexo 19. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-7.
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Anexo 20. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-10.
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Anexo 21. Resultados de RMSD para la proteina (a), RMSF para residuos de la

proteina (b), RMSF para residuos claves del sitio activo (c).
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Anexo 22. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-8.
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Anexo 23. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-11.
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Anexo 24. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-12.
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Anexo 25. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-9.
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Anexo 26. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-13.

Anexo 27. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-14.
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Anexo 28. Estructura 3D correspondiente al complejo de Michaelis CM-10.
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Anexo 29. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-15.

Pagina | 106



ETX2514
-
-

Anexo 30. Estructura 3D correspondiente al estado de transicion ET-16.
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