UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CHIHUAHUA

FACULTAD DE MEDICINA Y CIENCIAS BIOMEDICAS

= 4YUD0T Vivd dvHDIM

OCGRAR PARA DAR

INTERACCIONES MOLECULARES CARBAPENEMICOS Y BETALACTAMASA DE
TIPO A: DESCRIPCION FISICOQUIMICA DE LA RESISTENCIA BACTERIANA
POR QUIMICA COMPUTACIONAL

Ana Paola Leyva Aizpuru

TESIS QUE PRESENTA PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN FORMACION BIOMEDICA



Chihuahua, Chihuahua., México diciembre 2022

= A¥UD0T Vivd avHIM

OCGRAR PARA DAR

INTERACCIONES MOLECULARES CARBAPENEMICOS Y B-LACTAMASA DE
TIPO A: DESCRIPCION FISICOQUIMICA DE LA RESISTENCIA BACTERIANA
POR QUIMICA COMPUTACIONAL

Tesis presentada para obtener el grado de:
MAESTRO EN FORMACION
BIOMEDICA

Nombre del tesista:
Ana Paola Leyva Aizpuru

Nombre del director (a):
D.C. Javier Camarillo Cisneros

Nombre del Co director (a):
D.C. Graciela Maria de Jesus Ramirez Alonso

Asesores:

D.C. Luz Maria Rodriguez Valdez
Dr. Abimael Guzméan Pando
Dr. Hugo Varela Rodriguez

Chihuahua, Chihuahua., México diciembre 2022



Chihuahua, Chih. A 17 de diciembre de 2022

d Alejandro de la Cruz
 Investi C acion y Posgrado
icina y Ciencias Biomédicas

con nimero d o de matricula 309232, ha concluo uw

ONES MOLEGULARES (“/\'ﬁﬁ()@@ Y BETAL
DESCRIPCION FISICOQUIMICA DE LA RE! SISTENGIA BACTE IANA PO
NCON ‘HJ”/ ACIONAL", como requisito para ¢ e & 6 grado de: Maestro en
n Biomédica.

Asi mismo, manifestamos que la tesis ha sido revisada y aprobada por los abajo
firmantes, miembros del Comité de Grado.

—

Sin otro 1oruuﬂquﬂnfn @,;u@@'@m os de usted.

ATENTAMENTE

/':/‘_ - | /) A
Cleig elc Ke N es AN
Dra. Graciela Ramirez Alons

- )
| 7l - Ay
{5 /’/ N // '\\l‘.;-.,‘/u,?»‘x’t.‘-:,;,\‘, ((J\f\
&l I”LL»"’ Va ”qki‘ Rodriguez Dr. Abimael Guzman Pando




Linea de investigacion: Salud
Sublinea de investigacion: Quimica Computacional

Equipo de investigacion: D.C. Javier Camarillo Cisneros, D.C. Graciela Maria de Jesus Ramirez
Alonso

Facultad de Medicina de la

UACH México

Web: www.fm.uach.mx

Correo: p309232@uach.mx

Chihuahua, México, 2021

© Universidad Autonoma de Chihuahua

© Los autores
Todos los derechos reservados. Se permite la distribucién, uso y copia citando la fuente

completa.


http://www.fm.uach.mx/

AGRADECIMIENTOS

Agradezco a todas las personas que por medio de su aporte cientifico y/o humano han

colaborado en el desarrollo de este trabajo.

Para comenzar, quiero agradecer a las instituciones que hicieron posible la realizacion y
presentacion de esta memoria de investigacion. Gracias por el apoyo econémico brindado por
parte del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia y a la Coordinacion de la Maestria en
formacion Biomédica y cuerpo de docentes por la ayuda y confianza depositada en mi para

concluir mis estudios.

De manera especial agradezco al equipo del laboratorio de Fisica Quimica Computacional de la
Facultad de Medicina y Ciencias Biomédicas de la UACH, por las pléticas con café, las tardes de
trabajo y por contestar mis dudas a lo largo del desarrollo de mi tesis. Gracias por compartirme

sus experiencias y conocimiento.

Mi mas sincero agradecimiento a mi director y tutor de tesis, el Dr. Javier Camarillo Cisneros,
por la acertada orientacion, motivacion y discusion critica que me permitié un buen
aprovechamiento y desempefio durante los cuatro semestres de esta maestria, y que esta tesis
Ilegd a buen término. Espero que aun tengamos mas articulos, congresos y proyectos para

colaborar a futuro.

Agradezco a mis amigos, por encontrar el tiempo para acompafarme en episodios de angustia y
celebrar los momentos de alegria. Gracias a mi familia, mis padres y hermano por ensefiarme

que todos los cambios son buenos y que siempre puedo contar con ellos.



INDICE DE CONTENIDOS

I. INTRODUCCION

1. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

Resistencia a antibiéticos

Antibioticos carbapenémicos

Quimica computacional y sus herramientas

Técnicas sobre el disefio de farmacos asistido por computadora

1.  DELIMITACION DEL OBJETO DE ESTUDIO

15

17

22

3.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA PREGUNTA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

22

3.2  HIPOTESIS

3.3 OBIJETIVOS

3.3.1 OBJETIVO GENERAL

3.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

IV. JUSTIFICACION

V. MATERIALES Y METODOS

5.1  DISENO DEL ESTUDIO

5.2 POBLACION DE ESTUDIO

5.3 DEFINICION DE VARIABLES

5.4  TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

22

23

23

23

24

27

27

27

28

31



CONSIDERACIONES ETICAS

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

REFERENCIAS

35

36

43

44

46

47



l. INTRODUCCION

La acelerada aparicién de cepas bacterianas farmaco-resistentes aumenta la demanda global por
nuevos antibidticos. Los habitos de una poblacion en constante crecimiento contribuyen al
incremento de la resistencia bacteriana. Si bien, los departamentos de epidemiologia de cada region
se encargan de reportar los antibidticos a los que mejor responde la poblacién, al pasar el tiempo
la eficacia de los farmacos disminuye. Este fendmeno se debe a que los patdgenos sobrevivientes
al tratamiento adquieren resistencia a uno 0 mas antibioticos mediante mecanismos de evolucion
y adaptacion (1). Ejemplos de bacterias multirresistentes son Actinobacter, Pseudomonas y
Enterobacterias las cuales son reportadas como amenaza a nivel global por los hospitales. Esta
situacion pone en peligro la eficacia del tratamiento y prevencion de enfermedades (2). En pleno
2022, factores como la falta de normatividad, el uso indebido y abusivo de antibidticos, y la falta
de metodologias que aceleren el desarrollo de nuevos farmacos contribuyen a que la poblacion
este en desventaja en la batalla contra bacterias farmaco-resistentes. Sin embargo, existe una
alternativa al proceso de desarrollo de farmacos que podria hacerlo mas rapido y menos costoso:
El disefio de farmacos asistido por computadora. Mediante este método se busca optimizar la
seleccién de moléculas con actividad bioldgica (3). A través de técnicas como el modelado
molecular, es posible obtener informacion estructural de los posibles candidatos a nuevos
farmacos. Otra técnica util son los estudios de tipo “docking” o de acoplamiento los cuales, tienen
como objetivo predecir las interacciones que dan origen al modo de unién entre al menos 2
moléculas (4). Cuando ambas técnicas trabajan en conjunto, se procede a llevar a cabo una
evaluacion de alto rendimiento de manera virtual en bases de datos moleculares para identificar
los mejores candidatos a farmacos antes de iniciar la sintesis in vitro en el laboratorio. Esta
estrategia puede dar como resultado un mejor aprovechamiento de los recursos en la busqueda de
nuevos antibidticos. Al implementar la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas del
farmaco candidato y las interacciones posibles con su blanco, se obtienen datos de referencia que
aportan informacion sobre como las enzimas bacterianas contribuyen a la generacién de resistencia
hacia las distintas clases de antibioticos, en este caso los carbapenémicos, y como disefiar nuevos

farmacos capaces de combatirlas a partir de su estructura.



1. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

A continuacién, el presente marco teérico permite conocer la teoria y conceptos basicos necesarios
para entender el desarrollo de este trabajo de investigacién. Comienza con las definiciones de los
conceptos clave y antecedentes en torno al problema de investigacion: La resistencia bacteriana a
antibioticos. Posteriormente se describira la estructura, uso y mecanismos de resistencia contra los
antibidticos de interés: Los carbapenémicos. Por ultimo, se definira la teoria que fundamenta las
herramientas seleccionadas para aportar en el disefio de antibidticos por computadora: La quimica

computacional.

Resistencia a antibioticos

La seleccion natural es un mecanismo propio de la evolucion. Aquellas especies capaces de
adaptarse al entorno, a través de mutaciones aleatorias, logran sobrevivir y reproducirse para
continuar el linaje (5). Las bacterias no son la excepcion a la regla. Ya sea en el medio natural o
actuando como patdgenos, solo aquellas cepas que contengan la mutacién que permita inhibir la
situacion de peligro, sobreviviran y posteriormente heredaran esta mutacion a las siguientes
generaciones, otorgando proteccion ante la amenaza (6). Aunque este fendmeno siempre ha estado
presente en la naturaleza, la introduccion de los antibioticos a la préctica clinica acelerd la tasa de
aparicion de cepas resistentes a los antibi6ticos que eran expuestas. En 2004, Jorge O. Errecalde
presento un estudio sobre la incidencia del desarrollo de resistencias en la salud pablica durante la
reunion de la Organizacién de las Naciones Unidas, ONU, en Roma. En su informe menciona que
desde 1950 se tiene evidencia sobre la generacion de cepas resistentes a antibidticos al poco tiempo
del inicio del uso terapéutico debido a la presion selectiva de la terapia antibiotica (1) los resultados
se muestran en la Grafica 1. La resistencia a antibioticos reduce la eficacia de los tratamientos
para pacientes, esta situacion prolonga el tiempo de estancia hospitalaria, aumenta los costos a la
atencion de la salud y el riesgo de mortalidad (7). El aumento de bacterias resistentes a antibioticos
es promovido por diversos factores como la falta de educacion sanitaria por parte de los pacientes
(8), venta y prescripcion inapropiada de antibioticos (9), uso de antibidticos como promotores del

crecimiento en animales de consumo (10), tratamiento de eliminacién inadecuado en aguas



residuales (11), la terapia antibidtica para pacientes con inmunodeficiencia y el desconocimiento

de los perfiles de sensibilidad de los microorganismos aislados (12).

ANO DE DESCUBRIMIENTO, APLICACION
CLINICA Y APARICION DE RESISTENCIA
DE AGENTES ANTIMICROBIANOS
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Grafica 1 Afio de descubrimiento, aplicacion clinica y aparicion de resistencia de agentes
antimicrobianos. a) Penicilina, b) Estreptomicina, ¢) Tetraciclina, d) Eritromicina, ) Vancomicina, f)
Gentamicina y g) Fluoroquinolonas. Gréfica de elaboracion propia.

Panorama nacional e internacional

La resistencia a los antibidticos se amplifica en todo el mundo a niveles delicados. La progresiva
expansion de la resistencia bacteriana va de la mano del desarrollo en paralelo de nuevos
antibidticos, por ello uno de los esfuerzos para hacer frente al problema fue la “Iniciativa 10x20”
de la IDSA (Infectious Diseases Society of América) y el ECDC (European Centre for Disease
Prevention and Control), la cual en 2010 se propuso desarrollar 10 nuevos antibioticos para el afio
2020. Dentro de las estrategias de esta iniciativa estd la cooperacion entre lideres politicos,
industriales, cientificos, econdmicos y médicos para crear incentivos que estimulen la

investigacion y desarrollo de nuevos antibidticos (13). Como resultado de la iniciativa, se

desarrollaron los antibiéticos de la Tabla 1:



Tabla 1 Antibi6ticos desarrollados por medio de la “Iniciativa 10x20°"*.

Antibidtico

ARo

Familia

Espectro

Ceftarolina

Dalbavancina

Tedizolid

Oritavancina

Ceftolozane/ta
zobactam

Ceftadizina/avi

bactam

Delafloxacina

Meropenem/va
robactam

Plazomicina

Eravacyclina

2010

2014

2014

2014

2014

2015

2017

2017

2018

2018

Cefalosporina de
quinta generacion

Lipoglucopéptido
de segunda
generacion

Oxazolidona de
primera
generacion

Lipoglucopéptido
de segunda
generacion

cefalosporina/
inhibidor de -
lactamésa
cefalosporina/
inhibidor de B-
lactamésa

Fluoroquinolona
de quinta
generacién

Carbapenem/inhi
bidor de
betalactamasa

Aminoglucésidos

Tetraciclina

Staphylococcus aureus en cepas resistentes a
meticilina y vancomicina (14) (15).
Staphylococcus aureus en cepas sensibles y
resistentes a meticilina, Estafilococos coagulasa
negativa, Enterococcus faecalis y Streptococcus
spp. (16).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina y
Enterobacterias resistentes a vancomicina (17).

Staphylococcus aureus en cepas sensibles y
resistentes a meticilina, glicopeptidos, y
vancomicina, Staphylococcus epidermidis en
cepas resistentes y sensibles a meticilina, cepas de
Enterobacterias sensibles y resistentes a
vancomicina (18) (19).

Bacterias Gram-negativas productoras de -
lactamésas de espectro extendido y
Enterobacterias reistentes a ceftazidime (20).
Bacterias Gram-negativas productoras de -
lactamasas de espectro extendido (21).

Staphylococcus aureus en cepas sensibles y
resistentes a meticilina y Bacterias Gram-
negativas productoras de B-lactaméasas de espectro
extendido (22).

Mantiene el amplio espectro de actividad del
meropenem y Enterobacterias resistentes a los
carbapenemasas producidas por Klebisella
pneumoniae (23) (24).

Bacterias Gram-negativas productoras de -
lactamasas de espectro extendido producidas por
Klebsiella pneumoniae (25) (26).

Bacterias Gram-negativas productoras de f3-
lactamasas de espectro extendido por Klebsiella
pneumoniae y resistentes a vancomicina,



Omadacyclina 2018

Cefiderocol 2019

Imipenem/rele

202
bactam 020

Tetraciclina

Cefalosporina

Carbapenem/inhi
bidor de B-
lactamésa

Staphylococcus aureus en cepas sensibles y
resistentes a meticilina (27).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
Streptococcus pneumoniae multirresistente,
Enterobacterias resistentes a vancomicina,
Haemophilus influenzae Chlamydia y
Mycoplasma (28).

Acinetobacter baumannii, Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis Pseudomonas aeruginosa y
Serratia marcescens (29).

Enterobacterias resistentes a los carbapenemasas
producidas por Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa (30).

*Tabla de elaboracion propia.



La proliferacion de bacterias resistentes es un fendmeno que tiene grandes costos monetarios y de
vidas para las naciones, debido a que pone en peligro la eficacia de los programas de atencion
sanitaria, este hecho queda demostrado por Mendoza Brito en hospitales de Santa Marta (31). En
2014, la Organizacién Mundial de la Salud, OMS, declard la disminucion de la eficacia de los
antibidticos como una de las 3 mayores amenazas para la salud a nivel mundial, ya que el panorama
de una era post-antibidtica, en donde las infecciones comunes pueden resultar mortales, se

convirtio en una posibilidad para los siguientes 20 afios (32).

En 2015 la OMS publico el “Plan de Accion Mundial sobre la Resistencia a los Antimicrobianos”
mediante el cual se busca el aseguramiento del tratamiento y la prevencion de enfermedades
infecciosas a través de farmacos seguros y eficaces. Entre los objetivos establecidos esta la
cooperacion entre industria farmacéutica, gobierno y academia. Asi como el aumento en la
inversion en investigacion para el desarrollo de antibiéticos tomando en cuenta las necesidades de

cada pais (33).

En 2020, alrededor de 20 laboratorios, pertenecientes a la Federacion Internacional de
Asociaciones de Fabricantes de Productos Farmacéuticos, se unieron con el Banco Europeo de
inversiones para crear el Fondo de Accion contra la resistencia a los antimicrobianos. Este fondo
consta de una inversion de 1 billon de ddlares destinado a la produccion de nuevos antibiéticos y
la reforma de politicas para lograr una linea de produccién de farmacos sostenible. La meta final

es poner a disposicion de los pacientes entre 2 y 4 nuevos antibidticos antes de 2030 (34).

Segun el reporte del 2019 de la CDC (Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades), en
Estados unidos murieron 35,000 personas por infeccion de bacterias resistentes a antibidticos.
Ademas, catalogd 5 cepas bacterianas como amenaza urgente para el sistema de salud:
Acinetobacter resistente a los carbapenemes, Candida auris (C. auris), Clostridioides difficile (C.
difficile), Enterobacteriaceae resistente a los carbapenemes (CRE) y Neisseria gonorrhoeae

resistente a los medicamentos (N. gonorrhoeae) (35).

Durante el 2015, en México se registrd 61,969 casos de infecciones por bacterias resistentes a
antibidticos, de los cuales 16.1% tuvo una tasa de letalidad elevada segun el informe anual de la
Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica (RHOVE) (36). En 2018, el boletin de la



CONAMED (Comision Nacional de Arbitraje Médico) reportd que las cepas resistentes de mayor
amenaza en el &mbito hospitalario son: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
species, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus y Enterococus (37). En este mismo
afio se publicd la Estrategia Nacional de Accion contra la Resistencia a Antimicrobianos en el

Diario Oficial de la Federacion (38).
Tipos de resistencia

La resistencia bacteriana a uno o mas clases de antibioticos puede ser consecuencia de dos posibles
bases, una es genética por lo que se le llama resistencia intrinseca y la otra depende de los
antibioticos a los que la bacteria sea expuesta, la resistencia adquirida (39). Las cepas bacterianas
pertenecientes a una misma especie tienen un mecanismo de resistencia en comun. EI mecanismo
es determinado por las caracteristicas genéticas presentes, a su vez, la estructura de una bateria
queda determinada precisamente por la informacion genética que posee, esta es la base de la
resistencia natural o intrinseca (40). Un ejemplo es la resistencia de proteus miabilis a la colistina
debido a la produccion de un polisacarido que disminuye la afinidad del antibiotico al sitio blanco
(41). Por otra parte, cuando la resistencia se da como resultado de mutaciones mediante cambios
en la secuencia del cromosoma de una generacion a otra, o por medio de la transmision de material
genético en forma de plasmidos de una especie bacteriana a otra, se le llama resistencia adquirida.
Esta es la base de resistencia bacteriana de relevancia clinica ya que es responsable del fracaso
terapéutico en pacientes infectados. Ademas, una bacteria puede adquirir resistencia a varios
antibioticos sin estar en contacto con estos (42). Un ejemplo es la resistencia por modificacion de
la DNA girasa de enterobacterias a las quinolonas (43).

Mecanismos de resistencia

Para que un antibiotico tenga efecto, debe interactuar con la bacteria, llegar al blanco molecular y
enlazarse para desencadenar su mecanismo de accién (40). Los mecanismos de resistencia
bacteriana son una respuesta de adaptacion al ambiente hostil que supone la terapia antibidtica. A
través de la evolucion, las bacterias han desarrollado distintos mecanismos de resistencia y pueden
englobarse en 3 grupos: Inactivacion del antibiotico, modificacion del sitio blanco y cambios en
la permeabilidad de la membrana (41). La inactivacion del antibiético se lleva a cabo mediante la
produccién de enzimas que destruyan o modifiquen al antibi6tico. Una enzima que destruye al

antibidtico es la B-lactaméasa, una proteina enzimatica de tipo hidrolasa que rompe el enlace amida

7



en el nucleo B-lactdmico. Una enzima modificadora de la estructura del antibidtico es la
cloranfenicol-acetiltransferasa (44). La alteracion del sitio blanco se logra mediante la
modificacion de los sitios activos de la célula bacteriana a los que el antibidtico tiene afinidad
como la pared celular, el ribosoma, o la membrana celular. Un ejemplo es la modificacion de la
topoisomerasa Il a través de la mutacion del gen GyrA en S. aureus, E. coli y Pseudomonas
aeruginosa. Tal mutacion da como resultado la resistencia a quinolonas (45). Finalmente, la
alteracion de la permeabilidad se genera mediante cambios en las proteinas receptoras de
membrana especificos para antibioticos, mediante alteraciones de los componentes en la estructura
de la barrera celular, mediante la perdida de mecanismos de transporte activo o por medio de
bombas de flujo exterior. La porinas son canales llenos de agua encargados de permitir la entrada
a compuestos hidréfilos, es posible controlar la entrada de antibidtico y su concentracion en la
célula al cambiar el didmetro y numero de porinas abiertas en la membrana interna (41). Por ultimo,
las bombas de flujo externo son proteinas transmembrana que constituyen un mecanismo de
transporte activo para expulsar al antibiotico, evitando que su concentracién aumente. P.

aeruginosa tiene resistencia contra levofloxacina mediante este mecanismo (46).
Bacterias multi-resistentes

Aunque la resistencia antibioticos es parte del mecanismo de seleccion natural, se trata de un
fendmeno alarmante para los sistemas de salud. En 2011, se reportd la presencia de
microorganismos con resistencia a mas de 2 clases de antibidticos en pacientes criticos,
denominadas multirresistentes. Estos microorganismos tienen relevancia clinica ya que son
capaces de transmitir el mecanismo de resistencia a otras generaciones y causar brotes epidémicos.
Ejemplo de estos microorganismos son: Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM),
Enterococcus spp. resistente a vancomicina (ERV), enterobacterias productoras de betalactamasas
de espectro extendido (BLEE) y bacilos gramnegativos (BGN) no fermentadores como
Acinetobacter baumannii o Pseudomonas aeruginosa resistentes a distintos grupos de
antimicrobianos (47). En 2017, la OMS publico una lista de bacterias para las que se necesita
nuevos antibidticos. En la clasificacion de urgente se encuentra: Acinetobacter, Pseudomonas y
varias enterobacteriaceas como Klebsiella, E. coli, Serratia, y Proteus (48). Las opciones de

tratamiento contra las cepas multirresistentes se ven cada vez mas limitadas por lo que es



indispensable procurar la investigacion continua en el desarrollo de nuevos antibidticos,

reposicionamiento de antibioticos viejos y el uso racional por parte de la poblacion.

Antibidticos carbapenémicos

Los carbapenémicos son los integrantes de la familia de antibioticos betalactamicos con mayor
actividad, espectro y resistencia a las enzimas betalactaméasas incluyendo las de espectro extendido
(49). Debido a estas caracteristicas, son parte del tratamiento cuando se sospecha de una bacteria
multirresistente. Existen 4 carbapenémicos disponibles para uso clinico: Impimenem, Meropenem,

Ertapenem y Doripenem.

La estructura de los carbapenémicos se caracteriza por la condensacion de un anillo betalactamico
y un anillo de 5 miembros insaturado, es decir, tiene estructura biciclica. Aunque forman parte de
la familia de los betalactamicos, difieren de las penicilinas y cefalosporinas al tener un grupo
metileno en vez de un azufre en el anillo betalactamico. Esta conformacion estructural les confiere
elevada afinidad por proteinas fijadoras de las penicilinas, amplio espectro y comportamiento
bactericida. Cada carbapenémico se distingue de los otros segun sustituciones en la posicion 1y 2
del anillo betalactamico (50). En cuanto al mecanismo de accion, los carbapenémicos tienen
afinidad por las proteinas encargadas de la sintesis de componentes de la pared celular, estas
proteinas son las enzimas fijadoras de penicilina (PBPs) y pueden ser transglicosilasas,
transpeptidasas y carboxipeptidasas. Como consecuencia se compromete la estabilidad de la pared
celular y se inhibe la sintesis de los componentes para su ensamblaje lo que lleva a la lisis celular
(51). EI mecanismo de accion de los carbapenémicos les confiere un amplio espectro de actividad
contra bacterias gram negativas y gram positivas (52).

Mecanismos de resistencia contra carbapenémicos

Las Bacterias expuestas ante antibidticos betalactdmicos, como los carbapenémicos, han
desarrollado mecanismos de resistencia que incluyen cambios en las proteinas de membrana
externa, modificacion del sitio blanco, y produccion de enzimas betalactamasas. Para alterar la
permeabilidad de la membrana externa se modifica el tamafio o disminuye el niUmero de porinas,
esto da como resultado resistencia en E. coli, Pseudomona Haemophilus y gonococo (53). El sitio
blanco de los carbapenémicos son las PBPs por lo que la bacteria las modifica para disminuir la

afinidad por el antibiético o cambia la expresion genética para aumentar su produccién. A través



de este mecanismo los neumococos y enterococos adquieren resistencia (54). La produccion de
enzimas B-lactamasas es el mecanismo de resistencia contra carbapenémicos mas importante.
Estas enzimas son de tipo hidrolasas ya que catalizan la hidrolisis del anillo betalactamico, lo cual
inactiva al antibiotico y evita que se una a las PBPs ejemplos de bacterias con este mecanismo son,

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter aerogenes (55).

Resistencia clinica reportada

A continuacion, la Tabla 2 muestra las infecciones reportadas como resistentes a

carbapenemicos alrededor del mundo en un periodo de 2002-2012.
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Tabla 2 Aislamientos de infecciones nosocomiales resistentes a carbapenémicos reportadas en la literatura™.

Bacteria Resistencia Ubicacién
35% a imi d tra d . . . :
°a .|m|pe'nem © Una muestra de Unidades de cuidados intensivos
1120 aislamiento, 2012. . . .
pertenecientes a la Red de resistencia
bacteriana nosocomial del CIDEIM,
30% a meropenem de una muestra de Medellin, Colombia (56)
1120 aislamiento, 2012. ’ '
48.9% a imipenem de una muestra de
234 aislamientos 2010. . . . .
Pseudomonas 34 aislamientos 2010 Programa de vigilancia antimicrobiana
aeruginosa SENTRY 2008-2010, Latino América.

Klebsiella pneumoniae

Acinetobacter
baumannii

53.8% meropenem de una muestra de
234 aislamientos, 2010.

45.3% a imipenem de una muestra de
490 aislamientos 2010.

42.4% meropenem de una muestra de
490 aislamientos, 2010.

41% a Imipenem de una muestra de
98 aislamientos en 2005.

37.1% a imipenem de una muestra de
947 aislamientos 2009.

98.8% meropenem de una muestra de
1868 aislamientos, 2012.

58.6% a imipenem de una muestra de
239 aislamientos 2010.

59.7% meropenem de una muestra de
239 aislamientos, 2010.

73% a imipenem de una muestra de
355 aislamientos 2010.

72.7% meropenem de una muestra de
355 aislamientos, 2010.

Argentina (57).

Programa de vigilancia antimicrobiana
SENTRY 2008-2010, Latino América.
Brasil (57).

Hospitales de atencion terciaria en
Atenas, Grecia (58).

Unidades de cuidados intensivos
pertenecientes a la Red de resistencia
bacteriana nosocomial del CIDEIM,
Medellin, Colombia (56).

Programa de vigilancia antimicrobiana
SENTRY 2008-2010, Latino América.
México (57).

Programa de vigilancia antimicrobiana
SENTRY 2008-2010, Latino América.
Brasil (57).
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94% a imipenem de una muestrade  Hospitales de atencion terciaria en

100 aislamientos en 2004. Atenas, Grecia (58).

Unidades de cuidados intensivos de la

red de vigilancia nosocomial, Estados

Unidos (59).

47.8% a imipenem de una muestra de

287 aislamientos 2006. Hospitales de Espafia participantes en el
estudio de vigilancia de resistencia a

51.5% meropenem de una muestra de antimicrobianos: VIRA 2006 (60).

287 aislamientos, 2006.

50% a meropenem de una muestra de
281 aislamientos en 2002.

*Tabla de elaboracion propia.
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Clasificacion de las betalactamasas

Las betalactamasas son proteinas globulares con una masa 100 veces superior a los antibioticos
betalactamicos. Existen distintos criterios para clasificar estas enzimas. La clasificacion de Amber
se basa en la secuencia de aminodcidos, localizacion y peso molecular. Las enzimas tipo A, B'Y
D estan codificadas en plasmidos y pesan alrededor de 25 y 30 kD. Mientras que las tipas C se
codifican en el cromosoma de la bacteria y pesan 40kD. Las enzimas de tipo B reciben el nombre
de metalo-betalactamésas ya que necesitan un metal para su mecanismo de accion (61). Otra
clasificacion disefiada por Bush y Medeiros se basa en la funcionalidad de cada enzima: peso
molecular, punto isoeléctrico, perfil del sustrato y propiedad de inhibicién por monobactamicos.
Las enzimas del grupo 1 tienen accion cefalosporinasa y no las inhiben los monobactamicos, las
del grupo 2 son penicilinasas y cefalosporinasas inhibidas por acido clavulanico. Las del grupo 3
se corresponden con las metalo enzimas del grupo B. por ultimo, el grupo 4 incluye actividad
contra penicilinas (62). Las betalactamasas de tipo A, tienen afinidad por los carbapenémicos, por
ello reciben el nombre de carbapenemasas (63). Esta clase de enzimas se encuentra presente en la
familia de las bacterias Enterobaceriacae, pero también se han reportado en Pseudomonas putida,
P. aeruginosa, A. baumanni, Enterobacter cloacae, Serratia marcenses y Klebsiella spp (64). Otra
clasificacion funcional esta basada enzimas que hidrolizan carbapenémicos y otras caracteristicas
como: mecanismo de hidro6lisis, modo de transferencia de genes e interaccion con inhibidores. Se
trata de las serin-carbapenemasas, incluyen la clase Ay D de Amber y las metalo-betalactamasas,

la Tabla 3 muestra una breve descripcion de cada clase (65).
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Tabla 3 Clasificacion funcional Amber de carbapenemasas™

Clasificacion/  Betalactdmicos Mecanismo Transferencia Interaccion Ejemplos—|—

caracteristica que inhiben  de hidrolisis de genes con
inhibidores
Serin Penicilinas, Poseen un  Principalmente Acido KPC, SME,

Carbapenemasas Cefalosporinasy residuo de  cromosdémica clavulénicoy [IMI/SHV.

Carbapenémicos serina en su tazobactam.
sitio activo.
Metalo Todos los Requieren la Principalmente Inhibidas por VIM/IMP,

betalactamasas  betalactdmicos presencia de por plasmidos, quelantesde NDM-1
excepto Zincuotro  integronesy iones
monobactamicos metal como  transposones metalicos

cofactor

* Tabla tomada de Moreno-Monge 2013(65). -|-KPC: Klebsiella pneumoniae carbapemasa, SME: enzima
de Serratia marcescens, IMI: -lactamasa que hidroliza el imipenem, SHV: reactivo sulfhidrico variable,
VIM: metallo--lactamasa codificada por el integron de Verona, IMP: activa sobre el imipenem y NDM-

1: metallo-beta-lactamasa de Nueva Delhi.
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Quimica computacional y sus herramientas

La quimica computacional integra las ecuaciones de la fisica clasica y moderna, los conocimientos
de la quimica organica e inorganica, y métodos numéricos a través de computadoras para estudiar,
caracterizar, interpretar la estructura electronica y estabilidad de los sistemas quimicos. Como
resultado, es posible investigar la geometria molecular, las energias de moléculas y estados de
transicion, la reactividad quimica de la materia, las propiedades fisicas de una molécula y la
interaccion entre una enzima y su sustrato para explicar mecanismos de reaccién a nivel molecular
y proporcionar informacion adicional que no es posible obtener por el método experimental en el
area de ciencia de materiales (66). Por otra parte, ayuda a validar modelos y teorias que tienen
pocas posibilidades de contrastarse con la realidad. Esto la convierte en una herramienta

complementaria para explicar el fendbmeno experimental.
Mecanica molecular

Esta area de la fisica-quimica se apega a las leyes de la mecénica clésica para describir el
movimiento de las moléculas, es decir, no toma en cuenta la contribucion de los electrones en las
interacciones con otras moléculas. Cada molécula se trata como una esfera y la distancia entre ellas
se representa como un resorte. Si se conoce la longitud de cada resorte, los angulos que se forman
entre los resortes y las esferas y la fuerza necesaria para estirar y doblar estos resortes, es posible
calcular la energia de todo el sistema. Cuando a estos términos se les expresa de forma matematica
se crean distintos modelos o “force fields” (67). Para hacer este célculo, toma como referencia a
la energia potencial para describir la union entre varias esferas. Las interacciones entre 2 0 mas
esferas se describen por medio de un oscilador armoénico, el cual se comporta como un resorte, y
las fuerzas de van der Waals, las cuales describen la fuerza de unién o repulsion entre 2 moléculas
(68). La ecuacidén completa que describe la energia potencial de cada molécula se compone de la
contribucion de los enlaces, angulos, diedros, las fuerzas de van der Waals y la energia de las
interacciones electrostaticas calculadas por la ley de Coulomb como se muestra en la Ecuacién 1.
A partir de una simulacién con mecanica molecular se llevan a cabo optimizaciones geométricas
para encontrar la conformacién de menor energia y obtener propiedades fisicas de la molécula
(69).
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Ecuacioén 1 Ecuacién de la energia potencial

atomos atomos

12 6
. . T T q:
UR = Y KM = Y K G- 0+ Y KA [t costri )1+ D ey|( ) —2(2) |+ D L
) £ Tij Tij L 4megTy;
Enlaces Angulos Dihedros i<j i<j

Calculos Ab Initio y métodos semi empiricos

Los célculos por Ab Initio estan basados en la ecuacion de Schrodinger, la cual describe como se
comportan los electrones en un sistema. Para resolver esta ecuacion, el método calcula la energia
y la funcion de onda del sistema de interés. Esta funcion de onda es una funcion matemaética con
la que se calcula la distribucion de los electrones en la molécula, a partir de esta informacion es
posible calcular caracteristicas como la polaridad de la molécula (70). Segun la mecénica cuantica,
no es posible resolver la ecuacidn de Schrodinger exacta para sistemas con mas de un electrén. Es
por ello que se utilizan aproximaciones para llevar a cabo calculo por Ab Initio, este término hace
referencia a los métodos basados en quimica cuantica para resolver la ecuacion previamente
mencionada. A mayor nimero de electrones en el sistema, mas tiempo y recursos le tomaréa a la
computadora (71). Los métodos semi empiricos son mas rapidos a comparacién con los célculos
Ab Initio ya que toman en cuenta medibles provenientes de experimentos contenidos en librerias
para después parametrizarlos en la ecuacion inicial. sin embargo, esta ventaja se ve limitada al
numero de medibles experimentales disponibles (72). Los célculos Ab Initio se utilizan para
conocer medibles como geometrias moleculares, frecuencias de vibracién, potencial de ionizacion

y afinidad electrénica.
DFT, Teoria del Funcional de la Densidad

La teoria del funcional de la densidad esta basada en la funcién de onda y en los teoremas de
Hohenberg-Kohn, los cuales establecen que las propiedades en estado base de un atomo, una
molécula o un sistema pueden determinarse a partir de la funcion de la densidad electronica, es
decir, la probabilidad de encontrar un electron en una region especifica del espacio. A su vez, la
densidad electronica depende de las coordenadas espaciales de cada atomo (73). Esta
simplificacién de la funcion de onda reduce el tiempo y costo computacional en comparacion con
otros métodos para calcular propiedades fisicas y quimicas de sistemas moleculares con un mayor
numero de electrones. Los términos de la ecuacion de onda en funcion de la densidad se observan

en la Ecuacion 2.
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Ecuacion 2 Ecuacién de Schrddinger para la funcién de onda en términos de densidad

E,lp]l = T,lp]l + Exulp]l + Exclp] +{p(r)vpe (1))

Técnicas sobre el disefio de farmacos asistido por computadora

El proceso para descubrir y desarrollar un nuevo farmaco toma entre 10 y 14 afios y una inversion
mayor al billén de délares. Sin embargo, gracias al disefio de farmacos asistido por computadora
se reportado una disminucion de hasta el 50% de los costos. Esta metodologia consiste en softwares
basados en procesos para establecer normas que relacionen la actividad de una molécula con su
estructura (74). Existen distintas técnicas de la quimica computacional para el disefio de fa&rmacos.
El modelado molecular de compuestos con actividad bioldgica propone cambios especificos a las
estructuras quimicas para ayudar a incrementar su afinidad con la diana terapéutica. Por otra parte,
el acoplamiento molecular busca la conformacién y posicién optima del ligando dentro de su
blanco molecular entre 2 macromoléculas. En la Tabla 4 se muestran ejemplos de farmacos

desarrollados por quimica computacional (75).
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Tabla 4 Farmacos desarrollados por métodos de quimica computacional*

Farmaco Aplicacién Técnica Laboratorio
computacional
Crizotinib Agente antineoplasico Acoplamiento Pfizer
para cancer de pulmon molecular
Rilpivirina Antiviral para infeccion Acoplamiento Janssen
por VIH molecular Pharmaceuticals
Zelboraf Agente neoplésico para Acoplamiento Roche
melanoma molecular y analisis de
subestructuras
Boceprevir Antiviral para infeccion Acoplamiento Merck & Co
por virus de la hepatitis molecular
C

*Tabla tomada de Medina-Franco 2015 (75).
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Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular, o Docking, se trata de un método basado en la estructura 3D en el que
se hace una prediccion de como interacta la molécula segun la complementariedad estructural y
complementariedad electrénica (76). Este enfoque permite calcular las interacciones entre 1 0 mas
moléculas in silico. Para lograr hacer la prediccion, es necesario implementar las estructuras
moleculares de interés, la orientacion en la que se espera que interactien y la funcién de puntuacion
que permitird evaluar la afinidad de union. EI primer estudio de docking molecular enfocado al
desarrollo de farmacos se llevo a cabo en 1982, en el cual, se analizo la unién de los analogos de
la hormona tiroidea a la pre albumina tomando en cuenta los enlaces de hidrégeno y la repulsion
de esferas en la funcion de scoring (puntuacion) para describir las interacciones entre la proteina
y su ligando (77). 40 afios después, se han desarrollado nuevos algoritmos que permiten llevar a
cabo predicciones con mayor exactitud e incluir sistemas con un gran numero de atomos.
Recientemente, nuevos enfoques combinan la dindmica molecular con los algoritmos de docking
(acoplamiento) para validar y perfeccionar los modelos 3D computacionales (78). Los medibles
obtenidos mediante esta estrategia tienen un nivel de precision comparable con las estructuras
cristalograficas y medibles experimentales. En la Tabla 5 se muestran antecedentes en el estudio

de las interacciones entre carbapenémicos-B-lactamasa por quimica computacional.
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Tabla 5 Antecedentes del estudio de interacciones entre carbapenémicos y -lactamasa por quimica computacional™

Autor, Afio y Lugar Enfoque

Aportacion

Simulacion del mecanismo de
reaccion de la hidrolisis de
doripenem por B-lactamasas de clase

Fatima Fonseca
2012
Reino Unido (79)

Albert Ardévol
2013
Suiza (80)

Métodos de simulacion QM/MM para
enzimologia computacional

loannis Galdadas e ., . .
Identificacion de sitios activos en

2018 modelos de carbapenemasas
Londres (81)
Clyde A. Smith  Simulacién de la actividad de la B-
2013 lactamasa OXA-23 de Acinetobacter

Estados Unidos (82) Baumannii

Thomas Gerken
2005
Canada (83)

Estudio de la relacién entre actividad
y estructura de betalactamicos.

Comparacion de los resultados
obtenidos a traves de la
simulacion vs experimentales
Modelos del antibiotico y la
enzima digitales

Técnicas de simulacion de
enzimas y softwares
recomendados

Pardmetros iniciales para calculo
Modelo descriptivo de los sitios
blancos moleculares de la
enzimay su funcién

Pardmetros y medibles cinéticos
de la hidrolisis de la enzima en
cada carbapenémico

Descripcidn fisicoquimica de los
enlaces covalentes formados
entre los betalactamicos y la
bacteria

*Tabla de elaboracion propia.
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Fonseca (79), combina los enfoques in silico y experimental para aportar informacion sobre los
mecanismos de hidrolisis a carbapenémicos mediada por B-latamasas de clase A. El autor
menciona que se puede obtener una nocion de que tan buena es la aproximacion del modelo
computacional al comparar los resultados obtenidos por simulacion con cristalografias. A su vez,
es posible ajustar el modelo para obtener mejores aproximaciones a lo reportado
experimentalmente. Esta aportacion es Util para el trabajo de tesis ya que se pueden contrastar los

modelos propios computacionales con los reportados in silico y experimentalmente.

Un paso importante en la planeacion de experimentos in silico es anticipar los recursos
computacionales, referente a capacidad, tiempo y costo, necesarios para obtener resultados con un
nivel de precisién adecuado. La investigacion de Ardévol (80) aporta protocolos de simulacion
con diferentes softwares, esto permite conocer los alcances y limitaciones de la metodologia que
se llevo a cabo antes de iniciar con el disefio de protocolos, parametros iniciales y las simulaciones

propias.

Para lograr un modelo aproximado de la interaccion entre una enzima y el antibiotico es necesario
conocer los sitios activos donde sucede la formacién de enlaces. Galdadas (81), reporta modelos
computacionales y sefiala la localizacion de los sitios activos junto con su funcién en el mecanismo de
accion de las p-lactamasas. Esta informacion puede servir como referencia al momento de establecer

la ubicacién de los sitios blanco en los modelos a generar y para contrastar resultados.

Para simular los mecanismos de accion enzimaticos se requiere conocer cuéles son los parametros
necesarios para reproducir la reaccion. Smith (82) reporta pardmetros sobre la reaccién de hidrolisis
de la enzima para cada carbapenémico. Dado que son de naturaleza cinética, pueden servir como
guia de comparacion al momento de hacer la simulacion de reaccion y para calcular la energia de

la estructura enzimatica en cada paso.

La investigacion de Gerken (83) hace una distincion en las interacciones covalentes entre el
antibidtico y la enzima, este es uno de los objetivos de la investigacion, por lo que puede comprarse
la metodologia que usaron para obtener las interacciones covalentes con el protocolo de simulacién
que se implementara. De esta manera se conoce cudl fue el camino mas costo efectivo en relacion

al tiempo de célculo y la aproximacion a los valores experimentalmente reportados.
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I1l.  DELIMITACION DEL OBJETO DE ESTUDIO

.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA PREGUNTA Y PREGUNTA DE
INVESTIGACION
La demanda global por disponer de nuevos antibidticos aumenta a un ritmo alarmante debido
a varios aspectos de una poblacion en constante crecimiento. Uno de estos aspectos son las
bacterias que dejaron de responder ante el antibiotico de prescripcion. El problema de la
farmaco-resistencia afecta a toda la poblacién mundial, pone en riesgo la efectividad de los
sistemas de salud y tiene grandes costos monetarios y de vidas para las naciones. En pleno
siglo XXI, la investigacion y desarrollo de nuevos farmacos antibiéticos no avanza con
suficiente rapidez para hacerle frente a la aparicion de cepas bacterianas resistentes. Esta
situacion representa una amenaza para el tratamiento y prevencion de enfermedades. Parte de
la informacion gque aportan las técnicas de desarrollo de farmacos asistido por computadora, es
la caracterizacion de las propiedades en los sitios activos de la enzima, las cuales, definen la
afinidad que tendré el antibidtico al sitio de unién enzimatico. Si bien, existen distintos estudios
enfocados en las B-lactamasas, no se encuentra una descripcion fisicoquimica de las
interacciones que ocurren entre el sitio blanco y el antibidtico carbapenémico. Al conocer
dichas caracteristicas, se puede aportar al disefio de nuevos antibioticos capaces de inhibir a la

enzima o evitar la afinidad. Por ello, se plantea la siguiente pregunta de investigacion:

¢Qué informacion calculable por medio de quimica computacional caracteriza de manera

fisicoquimica las interacciones entre carbapenémicos y p-lactamésa tipo A?

1.2 HIPOTESIS

A continuacion, se presenta la hipétesis formulada a partir de la revision del marco tedrico

y antecedentes, la cual, busca responder la pregunta de investigacion.
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Las propiedades de estructura electrénica calculadas en los sitios activos de auto
ensambles carbapenémico-p-lactamasa KPC2 permiten conocer las interacciones

moleculares que dan origen a la resistencia bacteriana.

1.3 OBJETIVOS
La siguiente seccidn esta destinada a delimitar el objetivo general mediante el cual se desarrolla la
investigacion y los objetivos especificos que permitiran fijar el camino para cumplir con el objetivo

general

3.3.1 OBJETIVO GENERAL
Caracterizar de manera fisicoquimica las interacciones que originan la resistencia entre los
antibidticos de la familia de carbapenémicos y los sitios blanco de las B-lactamasas tipo A por

medio de experimentos computacionales.

3.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Disefilar un procedimiento metodolégico para llevar a cabo los experimentos
computacionales por docking y DFT. Constara de experimentos computacionales iniciales
que permitan conocer alcances y limitaciones de los softwares y niveles de teoria
adecuados para la simulacién de moléculas, ensambles e interacciones existentes en estos
sistemas.

e Obtener la estructura de minima energia y para cada una de las moléculas de antibi6ticos
carbapenémicos y PB-lactamasas tipo A y validar contra resultados de espectroscopias
experimentales publicadas. Los modelos partiran de las estructuras publicadas en las bases
de datos: Protein Data Bank y Drugbank.

e Analizar los resultados de los ensambles antibiotico- p -lactaméasa computados por la
metodologia de docking.

e Identificacion de los medibles que influyen en los mecanismos de resistencia de las B -

lactamasas tipo A contra carbapenémicos.
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IV. JUSTIFICACION

La resistencia bacteriana a antibiéticos es un mecanismo progresivo consecuencia de la seleccion
natural. Aquellas cepas bacterianas capaces de adaptarse al entorno, a través de mutaciones
aleatorias, logran sobrevivir y reproducirse para continuar el linaje (5). Aunque este mecanismo
progresivo es parte de la evolucion, la resistencia bacteriana se ha acelerado debido al uso
indiscriminado de farmacos antibidticos por parte de la poblacién a escala global (66).

En pleno siglo XXI las enfermedades infecciosas son una de las causas de muerte mas importantes
a nivel mundial; entre 1990 a 2010 se reportaron 20,013.1 millones de muertes debido a
enfermedades infecciosas (incluyendo infecciones por virus, bacterias y hongos) en todo el mundo
(68). En el afio 2010, México creo6 una ley que prohibe la compra de antibidticos sin receta médica
(69). A pesar de esta medida preventiva, en 2018 catorce instituciones hospitalarias mexicanas
reportaron un nivel elevado de resistencia en bacterias Gram negativas a través de censos en

100,000 egresos hospitalarios y 11,900 cultivos de aislamientos bacterianos (70).

El método tradicional para el desarrollo de farmacos es un proceso largo y complejo, puede tomar
hasta 15 afios y una inversion de millones de dolares sin garantia de éxito (71). Organizaciones
internacionales como la OMS y la ONU han elaborado planes de intervencion y cooperacion para
la investigacion de nuevos antibidticos entre paises para hacerle frente a esta problematica
declarada como emergencia mundial (2). Se habla de una era post-antibiética durante el afio 2050
en el cual, 10 millones de personas mueren debido a la carencia de tratamiento terapéutico
disponible (74).

La quimica computacional ha permitido el disefio y desarrollo de nuevos compuestos terapéuticos
y materiales (57). Esta disciplina tiene como objetivo modificar y adecuar moléculas segun lo
demanden las necesidades de aplicacion por medio de la prediccion de propiedades de sistemas
moleculares. Ademas, al apoyarse de conceptos de la fisica clasica, cuantica, quimica tedrica y
mecanica estadistica aplicados en softwares cientificos, permite llevar a cabo la simulacion de
experimentos de manera eficiente y econdmica (75). De ahi la importancia en invertir en los
equipos y capacitacién para llevar a cabo estudios basados en el disefio de farmacos basado en la

quimica computacional.
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Los mecanismos de accidn de las diferentes clases de antibidticos han sido ampliamente explicados
(76). Pero, no existe la descripcion fisicoquimica de las interacciones entre antibidticos y el sitio
blanco en la célula. Tampoco existe una relacion entre estas interacciones a nivel fisicoquimico y

el papel que desempefian en los mecanismos de resistencia bacteriana.

Hace 8 afios, los antibidticos de la familia de los carbapenémicos se consideraban la Gltima linea
de defensa contra infecciones graves, sin embargo, cada vez méas cepas resistentes a este grupo de
antibidticos son aisladas provenientes de bacterias Gram negativas, a traves de la produccion de 3
-lactamasas (77). A falta de nuevos antibidticos capaces de hacerle frente a las bacterias, los
departamentos de salud han desarrollado alternativas para lidiar con su aparicién: Apoyo
administrativo, vigilancia, administracién de antibi6ticos controlada y protocolos sobre el control

de infecciones, desafortunadamente estos esfuerzos no son suficientes (78).

Mediante la caracterizacion fisicoquimica del fendbmeno de union antibidtico-bacteria entre
carbapenémicos y B-lactamésas, se permite estudiar el mecanismo de accion a nivel molecular.
Aqui resalta la pertinencia de este trabajo, ya que al comprender la naturaleza de estas interacciones
y los cambios estructurales que dan pie a la resistencia, es posible llevar a cabo el disefio inteligente

de antibioticos eficaces contra cepas multirresistentes.
Razones principales para llevar a cabo el estudio:

e Contribuir a la solucion del problema de la farmaco-resistencia al aportar informacion para
el disefio inteligente de antibidticos. Al identificar las interacciones que favorecen el
mecanismo de resistencia de las bacterias contra antibidticos, se apoya a las farmacéuticas
para enfocarse a los mejores candidatos moleculares para el desarrollo de nuevos y eficaces

tratamientos antibacterianos.

e Aumentar. el conocimiento cientifico al desarrollar una metodologia que permita obtener
medibles fisicoquimicos de las interacciones entre el antibiotico-enzima. Al estandarizar la
simulacion de este sistema molecular, se obtienen medibles que permiten la generacién de
ciencia basica, ya que permite escalarla a otros complejos antibiotico-enzima distintos. De
manera indirecta, se beneficia a la poblacion, tanto humana como animal, que es infectada
por bacterias resistentes a carbapenémicos y otras familias de antibioticos al apoyar en el

disefo de tratamientos efectivos.
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e El uso de técnicas de la quimica computacional permite obtener medibles fisicoquimicos
de manera confiable, costo-efectivay mas rapido que la metodologia experimental. Si bien,
existe la inversion inicial para la adquisicion del equipo computacional adecuado, durante
el desarrollo de este proyecto no fue necesario contar con un laboratorio, grandes
cantidades de reactivos ni cultivos bacterianos para llevar a cabo el numero de simulaciones

que fueron necesarias para obtener resultados.

e Las bacterias resistentes a antibidticos cobran miles de vidas al afio en todo el mundo y
esta tendencia va en aumento. Por ello, es necesario explorar alternativas para hacerle
frente a la amenaza. El experimento computacional permite abordar esta problemaética a

partir de la aplicacion de ciencia béasica en el area de la salud.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1DISENO DEL ESTUDIO
Se llevé a cabo un estudio de quimica computacional (Medina 2015) para determinar cuéles son
las interacciones entre farmacos carbapenémicos y la enzima B -lactamasa que favorecen la
resistencia bacteriana a esta familia de antibioticos. El estudio esta basado en el céalculo y analisis
de propiedades fisicoquimicas a través teorias en forma de algoritmos implementados de manera
computacional. Se manipulan variables como las geometrias moleculares, energias de enlace y
medio de simulacion. Al establecer un ambiente de experimentacion in silico, es posible obtener
medibles que no son accesibles de manera in vitro. La investigacién en quimica computacional
tiene un enfoque inductivo, ya que, a partir del analisis del sistema molecular de interés, permite
obtener conclusiones o formular teorias a partir de resultados particulares que pueden aplicarse a

grupos moleculares similares (79).

V.2 POBLACION DE ESTUDIO
El sistema molecular de interés es el ensamble carbapenémico y B-lactamésa clase A. Este
compuesto se forma cuando el antibiético ingresa en el organismo infectado e interactia con la
enzima bacteriana. Se obtuvieron las estructuras moleculares de 4 carbapenémicos: Imipenem,
Meropenem, Ertapenem y Doripenem de la base de datos Pubchem en formato xml. Para la
estructura molecular de la  -lactamasa clase A se descargara la enzima proveniente de Klebsiella
pneumoniae de la base de datos del Protein Data Bank en formato pdb. La Figura 1 muestra las

estructuras que forman el sistema molecular de interés.
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e) Beta-lactamasa clase A

¢) Meropenem d) Doripenem

Figura 1 Moléculas del sistema de interés: antibiéticos carbapenémicos y enzima f3-lactamasa. Figura de elaboracion propia.

5.2 DEFINICION DE VARIABLES

Variables independientes
Las variables independientes, descritas en la

Tabla 6 se concentran en las moléculas de carbapenémicos y B-lactaméasas, debido a que la
estructura de una molécula dicta las propiedades fisicas, quimicas e interacciones posibles

entre si.
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Tabla 6 Definicion de variables independientes

Variable Definicion Tipo de escala de Esca_la. lee
conceptual medicién medicion
Distancia media
. : entre los nucleos de
Distancia de . . .
dos 4tomos unidos Razon Angstroms
enlace .
mediante un enlace
quimico (81).
Angulo formado por
tres atomos
Angulo de enlace enlazados Razén Grados
consecutivamente
(82).
La naturaleza del
. enlace depende de la . I6nico, covalente
Tipo de enlace . Nominal -
clase de atomos que y metalico
se enlazan (83).
NUmero de Los enlaces de
enlaces hidrogeno se forman ,
. Razon
donadores de cuando un atomo
hidrogeno donador cede el Cantidad:
atomo de H unido Numero de
NUmerode  por enlace covalente enlaces
enlaces 5 ,
al atomo_ Razén
receptores de electronegativo
hidrogeno aceptor (85).
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Variables dependientes

Las variables dependientes para el protocolo de investigacion, descritas en la Tabla 7, son factores

que contribuyen o describen a la afinidad electronica entre ligando antibiético-enzima.

Tabla 7 Definicion de variables dependientes

Definicion

Variable
conceptual

Tipo de escala

Escala de
medicion

Tendencia de un
material para
resistir el cambio o
la composicion
debido a la reaccién
interna o debido a
perturbadores
externos (87).

Estabilidad quimica

Energia minima
necesaria para sacar
un electron de la
capa de valencia de

Potencial de ,
o, un atomo cuando se
ionizacion
encuentra en estado
gaseoso y
eléctricamente
neutro.

Razon

Razén

Kcal/mol o
KJ/mol

KJ/mol
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Energia de

. . estabilizacion de un
Indice electrofilico sistema electrénico Intervalo -1.0a+1.0

cuando saturado
con electrones (91).
La suma de la
TPSA (Superficie superficie sobre

Angstroms al

- : Razon
polar topolégica) ~ todos los atomos o cuadrado
moléculas polares,
(92).
5.3 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS
Imipenem 3
H .
HO _(N-N
B N—
"HH r i ZH” '
N/
9)
0
0 H
Estructura 2D Modelo 3D Ligando
R0 232 7
. Be 2 &
Pub(Chem BB rrpims Mg“
Descarga de geometrias Minimi{aci()n energética Acoplamiento molecular
cPDB GROMACS )& AlphaFold
PROTEIN DATA BANK v
Modelo cristalografico Modelo 3D Sitios activos

B-lactamasa clase A

Figura 2 Diagrama de flujo para el procedimiento metodoldgico. Diagrama de elaboracion propia.

El protocolo experimental, en la Figura 2, inicia con el modelado molecular de los antibidticos y
de la enzima. El objetivo de este paso es obtener la estructura de minima energia para las moléculas
de interés, esto se traduce a encontrar la conformacion estructural quimica y eléctricamente mas
estable. Para ello, se utilizaron 4 softwares: Tinker, FHI-aims, Alphafold2 y GROMACS. Luego
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se llevd a cabo el acoplamiento molecular o “docking” para 4 ensambles entre la enzima y los
antibidticos: KPC2-imipenem, KPC2-doripenem, KPC2-ertapenem Y KPC2-meropenem. En este
paso se utilizo el software Autodock, para simular las interacciones presentes en cada ensamble.
Posteriormente se visualizaron los ensambles finales a partir del mismo software. Finalmente, el
calculo de propiedades fisicoquimicas se realizO mediante el software FHI-aims. Tanto el
modelado molecular como el acoplamiento molecular se seleccioné el nivel de teoria de DFT y
mecéanica molecular (97). La jError! No se encuentra el origen de la referencia. muestra una d

escripcion de cada paso.
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Tabla 8 Descripcion del procedimiento metodolégico

Paso

Descripcion

1.- Obtencidn de las

moléculas de interés

2.- Optimizacion

geométrica de antibioticos

3.- Optimizacién

geométrica de la enzima

4.- Acoplamiento

molecular

Las estructuras moleculares de cuatro carbapenémicos, Imipenem
(ID: 104838), Meropenem (ID: 441130), Ertapenem (ID: 150610)
y Doripenem (ID: 73303) se descargaron de la base de datos
Pubchem (84). Adicionalmente, se descargo la estructura de la
enzima KPC2 Carbapenemasa (PDB ID: 20V5) de la base de
datos del Protein Data Bank (85). Ambas bases de datos son de
libre acceso.

La primera fase inicia con el modelado molecular de los
antibidticos para obtener la geometria de minima energia, es decir,
la conformacion estructural mas estable. Se manejaron dos niveles
de teoria. Al inicio se empled un acercamiento semi clasico para
obtener las geometrias iniciales por la metodologia forcé field (86)
cdémo se encuentra implementada en el codigo del software Tinker
V. 8 (87) con un maximo de 5000 iteraciones. Los criterios de
convergencia se configuraron segun: Convergencia estructural
con energia de 1x10° Hartree, desplazamiento maximo entre
atomos 0.18 A y fuerza méaxima de 0.003 Hartree/Bohr (88). A
continuacion, se tomaron las cinco moléculas més estables para
ser tratadas empleando DFT, con el nivel de teoria m06/lanl2dz
(89,90), en el cddigo all-electron full-potential de bases numéricas
centradas en cada 4&tomo en el software FHI-aims V. 210716 (91).

Para el modelado de la enzima, se utilizé el software GROMACS
V.5 (92). Se empled el force field OPLS-AA all atom (93), se
selecciond agua como solvente para llenar el espacio alrededor de
la molécula y iones de cloro y sodio para neutralizar la carga de la
proteina. Adicionalmente se generé6 un segundo modelo
enzimatico por inteligencia artificial a través del software
Alphafol2 (Jumper et al. 2022)

Se seleccionaron los sitios activos en la enzima: SER70, TRP105,
SER130, ASN132, LYS234, THR235, THR237, GLU166,
LEU167 y ASN170, segun lo reportado en la literatura de manera
experimental (12). Después se delimito el espacio de interaccion
con las dimensiones o “grid” x=52 A, y=50 A, y z=56 A. La
enzima se mantuvo rigida y se fijaron las posiciones de todos sus
residuos para reducir el esfuerzo computacional. Se permitio que
la conformacion de cada carbapenémico variara durante la
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5.- Analisis de las
geometrias optimizadas y
poses de acoplamiento

6.- Analisis de resultados

simulacion, dejando libres los éangulos diedros para la
minimizacion de la energia total de enlace. El resultado final
fueron cuatro ensambles enzima-antibiotico.

Los resultados de cada calculo son nuevas conformaciones
moleculares a partir de los cuales se obtuvieron parametros que
describen al sistema molecular. Las distancias, &ngulos y energias
de enlace fueron comparadas con los resultados reportados
experimentalmente para evaluar la exactitud y precision de los
calculos a través de espectroscopias (antibiéticos) y el valor de la
desviacion cuadratica media (enzimas). Los ensambles que
obtuvieron buenas aproximaciones fueron seleccionados para el
calculo de propiedades e interacciones que describan el
acoplamiento entre el antibiotico y la enzima.

Una vez obtenidas los 4 ensambles mas estables, se llevé a cabo
el calculo de propiedades fisicoquimicas mediante el software
FHI-aims.

*Tabla de elaboracion propia.

Equipo y servidor

Los célculos se llevaron a cabo en 4 computadoras de escritorio con procesador i7, de octava
generacion, 16 GB en RAM, tarjeta de video Nvidia GTX-1080 con 3584 nucleos CUDA.

Ademas, para los calculos de mayor capacidad se utilizara el servidor del Laboratorio Nacional de

Supercémputo del Sureste de México.
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5.4 CONSIDERACIONES ETICAS

En la presente investigacion se emplearon modelos computacionales de farmacos y modelos
computacionales de enzimas, no involucr6 el uso de muestras humanas, muestras animales,
productos quimicos ni productos bioldgicos, por lo que no se lleva a cabo la consulta de normas o

documentos referentes.
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VI. RESULTADOS
A continuacion, se presentan los resultados segun el orden metodoldgico en el que fueron
generados. Antes de analizar los enlaces formados en los ensambles antibi6tico-enzima, se midio

la precision de los modelos.

6.1 Primer paso: Optimizacion geomeétrica de carbapenémicos

Las conformaciones moleculares resultantes de la optimizacion geométrica por DFT en
carbapenémicos se muestran en la Figura 3a-3d. Los 4 antibidticos (a, b, ¢ y d) comparten la
misma estructura central, el anillo betalactdmico, y difieren en los grupos funcionales que rodean
el anillo. Como se menciono antes, el anillo betalactamico tiene un papel importante tanto en el
mecanismo de accion de los antibioticos como en el mecanismo de resistencia mediado por
enzimas B-lactamasas, la Figura 3e muestra un esquema de la estructura comun y de la numeracion
de los a&tomos en el anillo betalactamico, lo que hace diferente a cada carbapénémico son los grupos

funcionales acoplados a esta estructura general.

. Atomo de oxigeno

O Atomo de hidrogeno

® Atomo de carbono
Atomo de anufre

. Atomo de nitrégeno

Figura 3 Geometrias optimizadas de los carbapenémicos a) ertapenem b) doripenem c) imipenem y d) meropenem, y e) Esquema
resultante de la numeracion de 4&tomos en el anillo betalactdmico. Figura de elaboracion propia.
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A partir del esquema propuesto en la Figura 3e, se registraron los angulos y distancias de enlace
de cada anillo betalactamico para su posterior comparacion estructural con espectroscopias de UV-

VIS provenientes de moléculas experimentales, estas comparaciones se observan en la Figura 4.

La espectroscopia UV-VIS es capaz de identificar los enlaces y los &tomos dentro de una molécula
a partir del espectro de absorbancia. Cuando la fuente de luz emite fotones a la longitud de onda
deseada los electrones de la muestra en este caso de los carbapenémicos van a pasar a un estado
excitado, este fendmeno de absorbancia se registra por un detector el cual manda las distintas
corrientes de electrones a una computadora como sefial de salida. La quimica computacional
permite hacer una simulacion de espectroscopias Ultravioleta visible por medio de las ecuaciones
matematicas que describen el fendmeno. Por ello se buscaron las espectroscopias experimentales
de antibidticos carbapenémicos en €l solvente agua para su comparacion. Al compararlo contra los
picos caracteristicos de las espectroscopias reportadas de manera experimental (lineas rojas)

observamos un error que va desde 0.14 hasta 0.96 eV.

Imipenem Doripenem
30000 16000 if: ;
Dif: 0.142 eV Dif: 0442 eV
25000 oy 14000  Dif: 0.96 eV .
. e _ 12000 . i
£ 20000 i E S 10000 E i ':
Z 15000 i 2 8000 I !
2 I 2 5000 A |
= 10000 o = AW :
P 4000 [N i
5000 Pt 2000 PN i
I 1 1 1 1
0 P 0 I i
200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450 500
nm nm
Ertapenem Meropenem
Dif: 0.445 eV
50000 € 16000 . Dif: 0.26 eV
45000 : 14000 Dif: 0.29 eV
40000 . .
5 35000 | o 12000 [ ' A
a0 | £ 1000 | /|
£ 25000 i £ 8000 ! i
S =]
520000 | 2 6000 | P
< 15000 i < o0 ! Pl
10000 : i P
5000 ! 2000 P
0 /| 0| i
200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450 500

nm nm

Figura 4 Valores experimentales y teoricos de las espectroscopias UV-VIS pertenecientes a las moléculas de
antibidticos carbapenémicos. Nota: Imipenem de Tremblay et al., Doripenem de Colombo et al., Ertapenem

Smith et al. y Doripenem Nukaga et al.
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6.2 Segundo paso: Optimizacion geométrica de la enzima p-lactamasa

ia
\“ﬁe“‘ée“-c‘\
y
Y (o
-\ £> ik i\:\)b
e & \&
L] ~ \
” ':“'.:/‘u \/\ 4 ..: / \t './L\),
R 5 S 2\ ¢ Vs e Modelos superpuestos
Enzima experimental PDB (@2 2L | };g‘ N
—_ R St AT
. \":.tZ'\ > l’\
Force Field GROMACS

Figura 5 Modelos enziméaticos generados por GROMACS (rosa) y Alphafold2 (morado) a partir del modelo
experimental del Protein Data Bank (azul)

Para validar los 2 modelos generados para la enzima, se utiliza un medible que compara la similitud
entre las geometrias de las proteinas. Tomando como referencia la enzima experimental de Protein
Data Bank. Este medible es la desviacion cuadratica media de las posiciones atdbmicas o RMSD.
Una vez que se tienen los modelos superpuestos se calcula la distancia media entre los &tomos
correspondientes a cada uno de los modelos. Al ser una desviacion, el modelo con mejor precision

ser el de menor RMSD, como se muestra en la Ecuacion 3:

Ecuacién 3 Desviacion cuadratica media

N

1 2
RMSD = NZ 5

i=1
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6.3 Tercer paso: Ensambles del acoplamiento molecular

Los sitios resultantes de mayor interaccion de carbapenémicos con la enzima B-lactamasa de K.
pneumoniae y su ubicacion espacial, se muestran en la Figura 6. Los aminoacidos que participan
en estas interacciones fueron: Ser70, Ser130, Asn132, Thr235, Thr237 y Cys238.

Figura 6 Aminoacidos presentes en los sitios activos de la enzima S-lactamésa de Klebsiella pneumoniae

La Tabla 9 muestra en la primera columna el ensamble entre la enzima KPC2 y cada uno de los
antibidticos carbapenémicos para la enzima experimental y para la generada por inteligencia
artificial. Las energias del enlace intermolecular KPC2-carbapenémico se muestran en la segunda
y sexta columna. Esta es la cantidad de energia requerida para separar el ensamble KPC2-
carbapenémico. La terceray séptima columna enlista de tres a cinco lugares mas activos entre cada
ensamble KPC2-antibidtico. Las columnas carta. Quinta, octava y novena se refieren a la distancia
y energia de cada uno de los enlaces intramoleculares; esto es debido a que la molécula antibidtica

interactUa con la beta-lactaméasa en méas de un area al mismo tiempo.

Los cuatro carbapenémicos se colocaron en la misma orientacion centrados en los sitios activos

reportados dentro de la enzima. Los resultados del acoplamiento molecular demostraron que todos
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los carbapenémicos obtienen una energia de afinidad entre -6.84 y -8.76 kcal/mol. Como se
muestra en la Tabla 9, doripenem formo el ensamble mas estable en ambas enzimas, mientras que
ertapenem obtuvo el ensamble con la energia de afinidad menor para la enzima experimental e
Imipenem para la proveniente de inteligencia artificial. Los ensambles demostraron que los enlaces
formados pertenecen a la categoria de puentes de hidrogeno, es decir, interacciones dipolo-dipolo
entre un 4&tomo de hidrogeno y otro atomo de caracter electronegativo, oxigeno. Los enlaces entre
O-H pueden formarse a una distancia de hasta 2.8 angstrom (A), lo cual concuerda con los enlaces
presentes en cada ensamble.
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Tabla 9 Energias obtenidas y enlaces formados en cada complejo antibiético-enzima proveniente de Alphafold2 y PDB.

Energia del . . . Energia del . . Energia de
Distancia de Energia de cada enlace Distancia de
Ensamble ensamble  Enlaces enlace (&) (kcal/mol) ensamble  Enlaces enlace (A) cada enlace
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
Imipenem— 707 ASN132 1.841 -0.457 73 ASN132 2.1574 -1.283
KPC2 ' '
THR237 1.861 -0.528 THR235 1.809 -4.566
THR237 2.199 -4.28 THR237 1574 -0.07
SER130 1.81 -4.651 THR216 1.886 -1.864
SER70 1.969 -3.434 GLU275 1.774 -5.234
GLU166 2.166 -0.871 ASN132 2.082 -0.2
SER70 1.996 -0.169 SER70 2.126 -0.05
Doripenem— 8.42
KPC2 o e SER130 2.012 -0.198 = -8.76 SER130 1.872 -2.674
E ASN132 2.109 -1.679 § ASP132 1.919 -3.736
S THR235 2.187 -1.694 a ARG210 2.081 -0.172
= .8
% THR237 2.007 -0.16 = THR237 2.001 -4.183
(<5} (<5
g 2
5 THR216 2.076 -4.397 %
o - —
E SER70 2.194 -0.38 L] THR237 1.941 -4.312
Ertz{;&g;mf £ o ASN132 2.179 -1.008 o -1.72 THR237 2.21 -4.09
uEJ THR237 2,191 -0.023 E ARG210 2.145 -2.261
GLU166 1.804 -0.422 w SER130 1.2693 -2.613
SER130 2.19 -0.29 TRP105 2.038 -1.396
ASN132 2.204 -1.378
Meropenem— 8.13 ASN132 1.878 -2.097 THR235 1.844 -4.161
KPC2 ' THR237 1.979 -1.431 THR237 1.602 -2.151
SER130 2.055 -0.08 -8.05 ASN132 2.086 -0.215
SER70 2.054 -0.085
THR235 1.868 -3.953
THR216 1.992 -6.044
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Los resultados obtenidos en cada ensamble presentan enlaces con al menos tres de los seis sitios
activos reportados, cada ensamble se muestra en la Figura 7a-5d. Los aminoacidos participantes

en enlaces en los cuatro ensambles son SER70 y ASN132 para ambas enzimas.

Figura 7 Interacciones de enlace de a) ertapenem, b) doripenem, c) imipenem y d) meropenem con los residuos de aminoacidos
de la betalactamasa.
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VI.1 TESIS

A partir de la caracterizaciéon computacional fisicoquimica de las interacciones B-lactamasa-
carbapenémico se han encontrado los sitios de accion reportados por trabajos previos. Con ello,
podemos estudiar los mecanismos de accion a nivel molecular. Al comprender dichas interacciones
en cada una de las moléculas antibidticas de carbapenémicos con el sitio blanco de la enzima, es
posible apoyar el disefio inteligente de antibi6ticos eficaces contra cepas bacterianas
farmacoresistentes. Se espera probar computacionalmente una gran cantidad de nuevas moléculas
tomando como punto de partida tanto la metodologia creada como las 4 moléculas existentes de

carbapenémicos.
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VII. DISCUSION

7.1 Primer paso: Optimizacion geométrica de carbapenémicos

Al comparar los picos resultantes de los modelos de simulacion (lineas negras) contra los picos
caracteristicos de las espectroscopias reportadas de manera experimental (lineas rojas) observamos
una diferencia o un error que va desde 0.14 hasta 0.96 eV en la Figura 4. El mayor nivel de
precision quimica se encuentra a 0.1 eV. Uno de los factores por los que los resultados de
simulacion no se acercan a este nivel de precision, podria estar relacionado con la energia
vibracional debido al aumento de temperatura, désea la liberacion de fonones durante la
minimizacién energética. Ajustar la temperatura en la que se lleva a cabo las optimizaciones
geométricas y las UV-VIS podria resultar en un nivel de error menor. El error menor a 0.1 eV es

un valor deseado que no se logrd, pero estos resultados siguen siendo precisos y no invalidan los

resultados ni las conclusiones que se pueden hacer a partir de ellos.

7.2 Segundo paso: Optimizacion geométrica de la enzima p-lactamésa

La importancia de contar con un modelo preciso de la enzima es la orientacién de los sitios activos.
En la enzima experimental se observa que los sitios activos quedan orientados en una misma
seccion formando un bolsillo catalitico. Los softwares Gromacs y Alphafold2, llevan a cabo el
plegamiento de la proteina con distintos parametros, uno con mecénica molecular y el otro con
inteligencia artificial, esta diferencia puede resultar en sitios activos orientados en conformaciones
distintas, y por lo tanto acoplamientos moleculares de menor precision. Alphafold logré una
similitud de 0.52 A.

7.3 Tercer paso: Ensambles del acoplamiento molecular

Al observar la Figura 7 es notable que todos los enlaces formados se tratan de puentes de
hidrogeno, 4&tomos de hidrdégeno unidos a un oxigeno 0 a un nitrégeno. Tomando en cuenta los
ensambles formados de la enzima experimental y de la enzima de inteligencia artificial se tienen

en total 8 complejos antibidtico-enzima. Llevar a cabo el experimento de acoplamiento de manera
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experimental s6lo nos permitiria conocer los enlaces formados. A partir de las técnicas de quimica
computacional podemos conocer las distancias y energias de cada enlace asi como la energia del
ensamble completo y orientacion del farmaco en el bolsillo catalitico. Al observar los aminoécidos
que formaron enlaces en los ensambles de ambas enzimas, se resalta que los sitios activos
reportados de manera experimental coinciden con los modelos de simulacion. Estas son la
asparagina 132 las treoninas 237 y 235 y las serinas 130 y 70. Segun lo reportado por estudios
experimentales, cada sitio activo lleva a cabo un papel fundamental en el mecanismo de hidrolisis
como es la orientacion del antibiotico en el bolsillo catalitico y el ataque hacia el enlace nitrégeno
carbono. Al comparar cada ensamble de la enzima experimental con respecto a la encima de
inteligencia artificial, Se observa que el medible energia del ensamble para ambos grupos
permanecen dentro de un rango de 0.23 a 0.88 kcal de aproximacion para los acoplamientos con

inteligencia artificial.
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VIIl. CONCLUSIONES

Los procesos metodoldgicos de quimica computacional disefiados para llevar a cabo los
experimentos por Force Field, DFT y Docking reproducen los medibles reportados por modelos
experimentales con una aproximacion dentro de un rango de 0.52-0.82 A en RMSD y de 0.14-0.96
eV en UV-VIS.

Se obtuvieron las estructuras de minima energia para las moléculas de antibioticos carbapenémicos
(DFT) y de B-lactamasas (Force field e 1A). La precision obtenida valida los resultados
estructurales y de interacciones, derivados de ellas.

La descripcion fisicoquimica por medio de experimentos computacionales de la interaccion
carbapenémico-KPC2 permitié corroborar la mayoria de los sitios activos reportados
experimentalmente. Con la informacion de sitios activos adicionales se puede indagar en los
resultados experimentales nuevamente.

Al comprender las interacciones clave en cada ensamble, se puede apoyar con alternativas en el
disefio inteligente de nuevos antibidticos que sean eficaces contra cepas bacterianas farmaco-

resistentes.
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