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Glosario
cDFT: Teoria conceptual de los funcionales de la densidad.

Dlac: Enzima proveniente del hongo Cerrena sp.

Dlac-OTC: Complejo Enzima-sustrato compuesto por enzima Dlac y antibi6tico Oxitetraciclina
(Sustrato).

DM: Docking Molecular.

E2PERT: Perturbaciones de segundo orden para la matriz de Fock.
OTC: Ogxitetraciclina.

QC: Quimica Computacional.

TCs: Familia de antibidticos de Tetraciclinas.

u: Potencial electrénico quimico.

71: Dureza.

S: Blandura.

w: Electrofilicidad.



Resumen
Desde 2004, Chile se consagra como potencia en la exportacion de alimentos provenientes de la

acuicultura, destacandose en la produccion salmonera. Por la masiva demanda de alimentos, la industria
adopto altos estandares de cuidados en el proceso de produccion, donde el control y mitigacion de
enfermedades bacterianas toma importancia llevando a la industria a abordar el uso de antibioticos en los
cultivos, empleando el antibidtico oxitetraciclina en agua dulce. Si bien es eficaz, este genera
repercusiones ambientales debido a la mala relacion entre dosificacion y metabolizacion utilizada. Siendo
el impacto mas grave a nivel ambiental y humano la resistencia bacteriana. Una solucion encontrada por
la comunidad cientifica a esta problematica son los métodos de biorremediacion mediante enzimas
lacasas, las que por sus propiedades oxidoreductoras son capaces de inhibir la oxitetraciclina del ambiente.
En esta investigacion se realizé un estudio de afinidad con Docking molecular entre la enzima Dlac de
Cerrena sp.y oxitetraciclina que posteriormente fue llevado a un andlisis de reactividad quimica utilizando
la teoria conceptual de los funcionales de la densidad (DFT), permitiendo conocer las regiones reactivas
para oxitetraciclina y el complejo Dlac-OTC. En paralelo, se analiz6 con NBO la presencia de
interacciones intermoleculares que son formadas en el complejo Dlac-OTC, obteniendo las interacciones

en el complejo Dlac-OTC y regiones de mayor reactividad.

Palabras clave: DF'T, NBO, Docking Molecular, reactividad, Dlac, Antibiotico, Biorremediacion.



Abstract

Since 2004, Chile has established itself as a power in the export of food from aquaculture, standing out in
salmon production. Due to the massive demand for food, the industry adopted high standards of care in
the production process, where the control and mitigation of bacterial diseases becomes important, leading
the industry to address the use of antibiotics in crops, using the antibiotic oxytetracycline in water sweet.
Although it is effective, it generates environmental repercussions due to the poor relationship between
dosage and metabolization used. The most serious impact at an environmental and human level is bacterial
resistance. A solution found by the scientific community to this problem is bioremediation methods using
laccase enzymes, which due to their oxidoreductive properties are capable of inhibiting oxytetracycline
from the environment. In this research, an affinity study was carried out with molecular docking between
the Dlac enzyme from Cerrena sp. and oxytetracycline, which was subsequently carried out to a chemical
reactivity analysis using the conceptual theory of density functionals (DFT), allowing us to know the
reactive regions for oxytetracycline and the Dlac-OTC complex. In parallel, the presence of intermolecular
interactions that are formed in the Dlac-OTC complex was analyzed with NBO, obtaining the interactions

in the Dlac-OTC complex and regions of greater reactivity.

Keywords: DFT, NBO, Molecular Docking, reactivity, Dlac, Antibiotic, Bioremediation
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1. Introduccion

1.1. Acuicultura y Salmonicultura en chile
Chile, desde el ano 2004, es una nacion potencia en la produccion y exportacion de productos provenientes

de la explotacion de sus zonas costeras, debido a que el pais posee 4300 km de costa lineal y 83000 km
de costa efectiva para la extraccion de especies marinas que abordan un gran abanico de biodiversidad.
Principalmente, la zona centro sur y sur de chile presentan condiciones ideales para la industrializacion y

cultivos en masa de especies marinas.

Dentro de los productores pertenecientes a la acuicultura, esta la pesqueria artesanal e industrial,
diferenciandose en el enfoque de su produccion. La pesca artesanal destaca por estar enfocada a la venta
en pequefia escala y dirigida a consumidores de las zonas aledafias. Mientras que las plantas industriales
estdn enfocadas en la produccion masiva y exportacion de productos, generando un mayor margen de
gastos en recursos naturales y ganancias econdomicas (Consejo del salmén, 2023). El departamento de
analisis sectorial de la subsecretaria de pesca y acuicultura de Chile expusieron que las areas de mayor

cosecha acuicola fueron en la region de los Lagos, Aysén y Magallanes (Tabla 1).

Tabla 1. Cosechas acumuladas a diciembre de 2023 (SUBPESCA, 2023)

Regiones Cosecha acuicola (ton)
Los Lagos 831.765
Aysén 516.001
Magallanes 130.138

Nota: Los datos corresponden hasta el mes de noviembre de 2022.
Si se observa a estas regiones en un mapa (), es apreciable que las regiones que corresponden a la mayor
produccion acuicola son aquellas que ostentan la mayor cantidad de kilémetros de costa, por ello, para el

sector industrial estas regiones reflejan un alto interés para la ubicacion de plantas de cultivo a gran escala.
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F gum 1. Imagenes satelitales de las regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes.

La acuicultura cuenta con distintos tipos de ramas de produccion, dependiendo del tipo de especie
capturada. Por ello podemos encontrar produccion de peces, moluscos y algas. Para el presente estudio se
destaca la rama de la explotacion de peces, especificamente la salmonicultura, la cual corresponde a
especies que son pertenecientes a la familia Sa/monidae.

La cosecha de especies salmonidas es uno de los principales productos exportados desde el sur de chile,
debido a su gran demanda a nivel mundial. Para diciembre del 2023 la cosecha total de peces fue de 1080,9
mil toneladas, siendo un 3,5% mayor a la registrada en 2022. De ese registro, se destaca que las principales

especies producidas son el salmén del atlantico, el salmon Coho y la trucha arcoiris (SUBPESCA, 2023).

Salmo Salar Sebago Oncorhynchus kisutch Oncorhynchus mykiss
(Salmon del Atlantico) (Salmoén Coho) (Trucha Arcoiris)

Figura 2. Principales salmonidos extraidos en Chile.

Chile, al ser uno de los principales paises exportadores de productos extraidos de la salmonicultura,
produciendo sobre las 800 toneladas de biomasa, desde el 2017 (Sernapesca, 2021) ha establecido altos
estandares de cuidados para las plantas de cultivo, con la finalidad de mantener una alta y constante

produccion. En estos estdndares se destaca el control y manejo de enfermedades bacterianas en las especie



cultivadas, siendo el método mas utilizado, a nivel industrial, el uso de antibioticos de consumo oral (Tabla
2), administrado en el alimento de los salménidos a lo largo del periodo de crecimiento (Onal, 2011; Parr

& Pearson, 2002).

Tabla 2. Produccion de biomasa de salmonidos y uso de antibioticos (SERNAPESCA, 2022).

Afio Consumo de Antibioticos (Ton) Biomasa Cosechada (Ton)
2007 385.,6 600.862
2008 325,6 630.647
2009 184,5 474.174
2010 143,2 466.857
2011 206,8 649.492
2012 3379 826.949
2013 450,7 786.091
2014 563,2 955.179
2015 557,2 883.102
2016 382,5 727.812
2017 3939 855.326
2018 322,7 923.900
2019 334,1 989.546
2020 379,6 1.075.869
2021 463,4 985.958
2022 341,5 1.066.645

SERNAPESCA, en octubre de 2022, entregd un informe registrando que, entre los afios 2007 y 2022, en
Chile se utilizaron sobre las 300 toneladas de antibioticos anualmente en los cultivos de salménidos de
agua dulce en plantas chilenas de produccion nacional y exportacion. A partir de la Tabla 1, se aprecia
que la cantidad de antibidticos utilizados en la industria fluctia en referencia a las cantidades de biomasas
cosechada, es decir, a mayor biomasa mayor cantidad de antibioticos, pero esta proporcién entre
dosificacion y cosecha en los afios 2021, 2015, 2014, no fue coincidente con el resto del registro,
encontrando un uso excesivo de antibidticos. Por su parte, para el afio 2022 se expresa una disminucion
en el uso de éstos de forma excesiva, pero no deja de ser preocupante la dosificacion en la biomasa

cosechada.



m Oxitetraciclina = Florfenicol Tilmicosina

Figura 3. Usos de antibioticos en agua dulce (SERNAPESCA, 2022).

En la Figura 3 se identifican los principales antibidticos utilizados en cultivos de agua dulce, donde un
73,60% es atribuido a la oxitetraciclina (OTC), un 25,79% al florfenicol y un 0,61% a tilmicosina. Esto
refleja una directa preferencia por la industria salmonera chilena al uso de la OTC como farmaco de
primera linea, en cultivos de agua dulce, ya que este farmaco presenta una extensa vida util a pH acido y

no subsiste en medios alcalinos como los del agua salada (mar).

1.2. Contaminacion por antibioticos
Los antibidticos son firmacos muy utilizados a nivel mundial, tanto en medicina dirigida a seres humanos

como en medicina veterinaria, ya que su funcion es la contencion y eliminacion de enfermedades de origen
bacteriano. A pesar de los grandes beneficios que entregan a nivel medicinal, el uso masivo de estos
farmacos posee efectos colaterales que impactan sobre la salud humana y el medioambiente, generando
consecuencias, como la resistencia bacteriana, alergias y ecotoxicidad cronica. Dentro del contexto del
uso de antibidticos en medicina veterinaria, se encuentra su uso en los procedimientos de cuidado de
animales para consumo humano, en los que destaca la ganaderia y la salmonicultura. (Lukaszewicz et al.,

2018; Zhang et al., 2018)

Un factor considerable sobre el uso de farmacos en especies animales cultivadas para el consumo humano,
es la relacion de dosificacion y metabolizacion del medicamento, pues cominmente los antibidticos
poseen bajos porcentajes de metabolizacion y altos en secrecion, generando una insercién considerable

de antibioticos a los ecosistemas que rodean las plantas de cultivo industrial ( Wang ef al., 2023).



1.3. Tetraciclinas (TCs)
Son un grupo de antibidticos naturales o semisintéticos con amplio espectro de actividad. Comenzaron a

ser descubiertas a partir del afio 1940, para esa década los estudios sobre las TCs se orientaban a la
procedencia de estas y a su variedad. Ya posterior a 1950 se iniciaron estudios orientados a sus propiedades
farmacologicas para aplicaciones medicinales y veterinarias, hallandose respuestas favorables para el
tratamiento de diversos tipos de infecciones, especialmente las respiratorias, como neumonia por
micoplasma, neumonia por clamidia y clamidia Psittaci. Para octubre de 1999, las TCs de primera
generacion comenzaron estudios de fase clinica, donde fueron parte de investigaciones que las
consideraron como farmaco potencial en el tratamiento de la malaria por Plasmodium falciparum (Chopra
& Roberts, 2001; Darken et al., 1960; Eliopoulos et al., 2003).

Como se mencion6 con anterioridad al inicio de esta seccion, los compuestos de la familia de las TCs
comparten propiedades antibidticas y similitudes estructurales. Donde muestran estructura comun
constituida por una cadena central denominada naftaceno o tetraceno, conformado por cuatro anillos
fusionados y sustituidos con diferentes grupos funcionales. A partir de las propiedades fisicoquimicas de
las diferentes TCs, se comprende que poseen una alta solubilidad en ambientes acuosos, siendo estructuras
hidréfilas muy estables en medios acidos e inestables en medios alcalinos. Las TCs demuestran un periodo
de vida media en ambientes acuosos que varia entre las 34 a 329 horas (Azanu ef al., 2018; Jafari
Ozumchelouei ef al., 2020; Lin et al., 2013; Sah, 2006; Suzuki & Hoa, 2012; H. Wang et al., 2016; Ye
etal., 2017).

H3C\N/CH3

OH O OH O O

Figura 4. Estructura general de la familia de TCs.



Tabla 3. Sustitucion de cadenas radicales en estructura general de las TCs.

Compuesto R, R, R;
Tetraciclina H OH H
Oxitetraciclina OH OH H
Clortetraciclina H OH Cl

A lo largo de la historia, las TCs destacaron por tener un bajo costo de elaboracion, amplio espectro de
actividad, perfil de baja toxicidad y alta eficacia ante bacterias que atentan a la salud humana y animal,
transforméandolas en una opcién viable para su fabricacién en masa y su uso a nivel industrial en paises
de bajos presupuestos. Desde la década de 1950 a la actualidad, han sido utilizadas por muchos paises en
el area de la ganaderia, acuicultura y salud veterinaria, en general, para el tratamiento y control de
enfermedades gastrointestinales, respiratorias e infecciones de piel originadas por bacterias (Y. Chen
et al.,2012; Chopra & Roberts, 2001; Hariharan, 2007; Michalova et al., 2004; Onal, 2011; Roberts et al.,
2012; Xu et al., 2021).

A pesar de los beneficios que traen consigo las TCs, su uso a gran escala provoca un impacto ambiental
que no es menospreciable, principalmente en el area de uso veterinario para la industria acuifera y
ganadera, donde las dosificaciones utilizadas son del margen de toneladas. Este impacto ambiental
proviene directamente de las proporciones de metabolizacion que poseen estos farmacos, siendo el
porcentaje de excrecion entre el 30% a 90% dependiendo de la especie, generando bioacumulaciones de
antibidticos en los organismo marinos, como peces, moluscos, crustdceos y algas, ademés de suelos y

aguas (X. Chen et al., 2022; X. Wang et al., 2023b).

La exposicion prolongada de organismos, aguas y suelos a las TCs genera efectos adversos, los cuales
pueden variar dependiendo de las concentraciones de los antibidticos en el ambiente. En la salud humana
o0 animal, a concentraciones por bajo de los 100 ng - L™1 , puede generar enfermedades en articulaciones,
nefropatia, alteraciéon endocrina, alteraciones del sistema nervioso central, mutagenicidad, y/o
fotosensibilidad. Por otro lado, a concentraciones que superen los 100 ng - L™ provoca resistencia y
eliminacion bacteriana. Finalmente dirigido al ambiente, los efectos secundarios se encuentran
principalmente relacionados a la eliminacion de comunidades bacterianas naturales, resistencia a
antibidticos en microrganismos y bioacumulacion (Daghrir & Drogui, 2013; Limbu ef al., 2021; Liu et al.,
2019; Lopez Penalver et al., 2013; O’Neill, 2016; Wilson et al., 2004; Xie et al., 2010; Zainab et al.,
2020).



Se ha encontrado la presencia de antibioticos en aguas de rios, lagos, napas subterraneas, agua potable,
residuales, sedimentos y lodo que colinda con zonas industriales enfocados a la ganaderia o acuicultura.
La antibidticos son transportados por las corrientes fluviales naturales o artificiales generadas por las
plantas de cultivo o de procesamiento de aguas (Moreno-Gonzalez et al., 2014; M. Zhang et al., 2018;

Zhao et al., 2016).

1.4. Oxitetraciclina (OTC)
La oxitetraciclina (Figura 5) es un compuesto con propiedades antibacterianas perteneciente a la primera

generacion de TCs debido a su procedencia natural desde la bacteria Streptomyces aureofanciens, este

farmaco es utilizado en el sector de medicina veterinaria, especificamente por la industria salmonera.

(Darken et al., 1960; Mog et al., 2020; White et al., 2005).
H,C
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Figura 5. Estructura molecular de la oxitetraciclina (OTC).
Nota: La numeracion mostrada es la que aplico el software utilizado para calcular, no es la regularmente encontrada en la literatura.

Para la estructura de la OTC, las cadenas radicales Ry, R,, y Rzvistas en la Figura 4, fueron sustituidas
por grupos hidroxilos para los R; y R,. en R; un hidrégeno. Estas sustituciones son observables en la

Figura 5.

1.5. Métodos de Bioremediacion Ambiental
El aumento de la presencia de contaminantes emergentes nocivos ha creado un constante flujo de

crecimiento en el impacto ambiental en sectores industriales. Esta situacion ha llevado a las areas



investigativas a desarrollar nuevas técnicas de remediacion que logren disminuir o erradicar el impacto

ambiental con el menor efecto secundario posible (Mate & Alcalde, 2017).

Las técnicas de biorremediacion son descritas como procesos sustentados en mecanismos bioldgicos que
sean capaces de reducir, degradar, desintoxicar o trasformar un compuesto contaminante a una presencia
inofensiva para el medioambiente y organismos bioldgicos, por lo cual se han desempeiado como un

método eficaz para tratar agentes contaminantes con un bajo impacto ambiental (Azubuike et al., 2016a).

Actualmente, existen métodos de biorremediacion que ya han sido implementados, pero debido a que
estos métodos poseen la necesidad de agentes catalizadores u oxidantes que podrian generar efectos
secundarios contaminantes, no son viables para una implementacion constante y a gran escala, por lo que
se ha desarrollado un interés en los métodos que involucran enzimas como mecanismos biorremediadores
(Figura 6), ya que poseen un bajo costo de utilizacidn, una alta eficacia y un minimo o casi nulo efecto
secundario. Debido a esto, el uso de enzimas con propiedades que faciliten el control y mitigacion de
agentes contaminantes han tomado una gran importancia en el campo de la busqueda de biorremediadores

(Azubuike et al., 2016b; Mate & Alcalde, 2017; Wen et al., 2019).
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research engineering production

Bioremediation

Figura 6. llustracion de potenciales contaminantes y efecto de la biorremediacion con uso de enzimas lacasas (Arregui, 2019).

La Figura 6 describe de manera general el tratamiento de contaminantes emergentes por medio de enzimas

lacasas en ecosistemas aledafios a focos de contaminacion por antibidticos, proceso denominado



biorremediacion. Las lacasas fueron descubiertas en el afio 1883 por el cientifico japonés Hikorokuro
Yoshida desde la resina del arbol de la laca japones (Rhus vernicifera) pero no fue hasta el afio 1896, que
Bertrand y Laborde lograron la caracterizacion de la enzima, sefialando la presencia de metales en su
estructura, lo cual fue relacionado con el comportamiento oxidante que estas poseen. Los investigadores
categorizaron estas enzimas como oxidasas, oxigenasas u oxidorreductasas, con capacidad de oxidar un
amplio rango de sustratos como fenoles, anilinas, aminofenoles, diaminas, hidrocarburos aromaticos
policiclicos, plasticos y compuestos no fenolicos, utilizando el oxigeno molecular del entorno como
receptor de electrones, reduciéndose a dos moléculas agua como subproducto (Galhaup & Haltrich, 2001;

Guan et al., 2018; Morozova et al., 2007; Yoshida, 1883).

Una caracteristica importante de las lacasas es que son enzimas multicobre (MCO), debido a la presencia
de cuatro atomos de cobre coordinados en su estructura, donde cada uno cumple una funcién en particular
en el mecanismo de accidon de la enzima. Estos cobres pueden ser denominados tipo 1 (T1), tipo 2 (T2) y
tipo 3 (T3) (Figura 7), dependiendo de su estado de oxidacion y localizacidn en la enzima. Para establecer
la categorizacién de los cobres se emplean diferentes técnicas, tales como la Resonancia de Espin
Electronico (REE) y la espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV/Vis). Debido a las propiedades
espectroscopicas de estos metales, se le adjudica el apodo de enzimas azules a las lacasas, ya que el cobre
T1 expresa una coloracion azul a 610 nm en una evaluacion por UV-Vis (Gianfreda ef al., 1999; Mot &

Silaghi-Dumitrescu, 2012; Thurston, 1994).



Figura 7. llustracion de posiciones para dtomos cobre de la enzima lacasa de Bacillus subtilis (PDB 1D: 3ZDW), donde el Cu;
corresponde a tipo T1, Cuq corresponde a tipo T2, y los Cuzy Cus al tipo T3, conformando el cluster trinuclear (TNC).

Los cobres tienden a estar coordinados por grupos de residuos de histidinas acompafiadas de un residuo
de cisteina que interactiian con el cobre T1 (Figura 7). Esta condicion es conservada dentro de las lacasas,
ya que al ser enzimas de la misma familia presentan una identidad estructural entre ellas por sobre el 90%,
no siendo muy variable la conformacion estructural del sitio activo entre ellas. (Arregui ef al., 2019; Claus,

2004; Vernekar & Lele, 2009)

Respecto a la actividad catalizadora de las lacasas, es comun considerarlas como enzimas sumamente
versatiles por su baja especificidad, que se debe a su capacidad de oxidar a una gran diversidad de
compuestos. Esto se demuestra mediante los potenciales redox que presentan estas enzimas (E*), los cuales
se relacionan directamente con la energia requerida para la sustraccion de un electron procedente del
sustrato. Por lo tanto, mientras mayor sea el potencial redox de la enzima, menor sera su especificidad y
mayor la variedad de compuestos que puede oxidar. El potencial redox de las enzimas lacasas es evaluado

utilizando técnicas potenciométricas con medidores redox, con los cuales se ha descubierto que para estas
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enzimas el cobre T1 actua como el aceptor de electrones provenientes del sustrato entrante y que de este

metal dependera el potencial redox de la enzima.

Para orientarse en la estructura de estas enzimas, se utiliza la distribucion de los cobres. Estos se
encuentran ubicados en los dominios que constituyen la totalidad de la enzima. Segun lo anterior, los
atomos de cobre se localizan siguiendo la siguiente coordinacién: El cobre mononuclear (Cu T1) se
encuentra ubicado en el dominio 3, mientras que el complejo trinuclear (Cu T2 y Cu T3) se establece
entre los dominios 1y 3, por lo cual finalmente el dominio 2 adopta la funcion de estabilizar los dominios

1y 3. (Arregui et al., 2019; Chauhan et al., 2017; Claus, 2004; Hakulinen & Rouvinen, 2015).

El mecanismo de reaccion enzimatico que poseen las lacasas solo requiere de oxigeno molecular del
ambiente y un sustrato, el cual inicia con una reaccidon de oxidacion generada por el traspaso de electrones
hasta el Cu T1 que se ubica en cercania del sustrato, para posteriormente realizar una trasferencia de
electrones desde el sustrato hasta el cluster trinuclear, de a un electron a la vez. Finalmente, el mecanismo
de accion culmina con reaccion de reduccion del oxigeno molecular el cual permite la produccion de dos
moléculas de agua, siendo protagonistas de esta actividad los cobres pertenecientes al cluster trinuclear
(Cu tipo T2/T3) del sitio activo. El mecanismo de accion se ve representado en la Figura 7, donde en el
cluster trinuclear se observa la presencia de una molécula de agua producto de la actividad de la enzima,
demostrando el proceso, ya que al finalizar su accion son generadas dos moléculas de agua (Atalah et al.,

2019; Shraddha et al., 2011; Vernekar & Lele, 2009).

Las enzimas lacasas se encuentran distribuidas en una amplia variedad de organismos, los cuales
corresponden a plantas, insectos, bacterias y hongos. La clasificacion de estas es a partir del potencial
redox que poseen el cual es obtenido a partir de estudios potenciométricos, las enzimas son organizadas
segun su tipo de origen y por su potencial redox en orden creciente. Se ha demostrado que las lacasas de
origen fingico poseen potenciales redox mas altos, comparadas con sus homodlogas provenientes de
plantas, insectos o bacterias. Debido a ello y a su bajo costo de cultivo e implementacion a gran escala,
las lacasas fungicas se han transformado en candidatas ideales para métodos aplicados a la
biorremediacion (Figura 8) (Arregui et al., 2019; Claus, 2004; Enguita et al., 2003; Reinhammar, 1972;
Riva, 2006; Shleev et al., 2004).
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Figura 8. Arbol ﬁlogenéll':o c;e lacasas de diversos origenes y sus aplicaciones (Arregui, 2019).
Las lacasas fungicas pueden ser obtenidas a partir hongos basidiomicetos, principalmente especies como
Agaricus bisporus, Pleurotus ostretatus, Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium, Corpus
cinerereus, Cerrena sp, entre otros. Estas enzimas cumplen diferentes funciones como la esporulacion,
produccion de pigmentos, creacion de cuerpos fructiferos, defensas de estrés, patogénesis y degradacion
de lignina. Estas enzimas pueden encontrarse con estructuras monoméricas, homodiméricas o
heterodiméricas, lo que afecta en un cambio de la masa molecular y variacion entre los puntos isoeléctricos

de entre cada una, esto dependiendo del organismo del que provenga la enzima (Baldrian, 2006; Rivera-

Hoyos et al., 2013; Strong & Claus, 2011; Viswanath et al., 2014).
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1.6. Enzima Dlac del hongo Cerrena sp
Cerrena sp. son hongos pertenecientes al reino fingico, a la division de los basidiomicetos y familia de

las Poliporaceas. Parasitan arboles produciendo una condicion conocida como podredumbre blanca (Yuan,
2014).

A partir de estos hongos es posible extraer a la enzima lacasa Dlac. En el caso del sitio activo de la Dlac,
el cobre T1 es coordinado por His393, Cys449 e His454. Por otro lado, el cobre T2 estan coordinados por
His64 e His396, mientras que cada cobre T3 estd coordinado por tres histidinas (His111, His398 y His448
para el cobre T3 e His66, His109 y His450 para el cobre T3”). En la Figura 9A, se visualiza la estructura
de la enzima Dlac, mostrando la posicion de los atomos de cobre y los dominios correspondientes.
Ademas, la Figura 9B muestra la coordinacion entre los cobres de la enzima con los aminoacidos

correspondientes al sitio activo.

B

Figura 9. Estructura cristalogrdfica de Dlac. (A) Estructura de Dlac con sus tres dominios D1, D2 y D3 indicados en coloracion gris,
amarrillo y azul, respectivamente. Los dtomos de cobre se muestran como esferas color naranja (T1, T2, T3 y T3'). (B) Estructura del sitio
activo de Dlac donde los atomos de Cobre T1, T2, T3 y T3’ son coordinados por histidinas, cisteina, la presencia de oxigeno molecular y
una molécula de agua (Wu et al., 2018).

1.7. Quimica Computacional (QC)
Debido a la actividad biologia que presenta la Dlac y al interés en su capacidad cono agente

biorremediador, necesario predecir como podria comportarse ante la presencia de la OTC como potencial
sustrato. Desde esta inquietud es que la quimica computacional (QC) se presenta como una potencial

herramienta de estudio ya que permite el analisis de sistemas moleculares con actividad bioldgica, ademas
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esta disciplina de investigacion ha expuesto grandes aportes en el area de desarrollo farmacéutico,
esencialmente como metodologias participes en la construccion de farmacos y analisis de comportamiento
en sistemas biologicos. Dentro de la QC encontramos técnicas como: métodos ab initio, métodos in silico,
mecanica molecular, métodos empiricos, métodos semiempiricos, Docking molecular, reactividad

quimica y dindmica molecular (Kortagere et al., 2012; Suarez, 2012).

1.8. Docking molecular (DM)
El Docking molecular permite la prediccion del comportamiento de un complejo enzima-sustrato en

conjunto con la determinacién de valores energéticos e interacciones intermoleculares, que predicen la

estabilizacion del sustrato en la enzima. (Go & Scheraga, 1970; Morris et al., 1998a).

En este estudio el DM se realizé como un acoplamiento rigido/flexible sustentado en el paradigma de
ajuste inducido de Koshland, el que considera las capacidades de flexibilidad que presenta, el sustrato y
la enzima, debido a su naturaleza de variable en funcion de las interacciones generadas. Sin embargo,
debido al excesivo gasto computacional, se optimiza solo considerando al sustrato como un complejo

flexible (Bohm, 1998; Goodsell & Olson, 1990; Koshland, 1963; Meng et al., 2011).

Se utilizé el algoritmo genético lamarckiano (LGA) y una funcién de puntuacion semi-empirico,
combinacion que permite calcular variables energéticas que incluye términos de Van der Waals, puentes
de hidrogeno, interacciones electroestaticas, entropia conformacional y desolvatacion, apoyados con la

funcidn de puntuacion empirica (Meng ef al., 2011; Trott & Olson, 2010).

1.9. Teoria Conceptual de Funcionales de la Densidad (¢cDFT)
La Teoria conceptual de los Funcionales de la densidad (cDFT) es una herramienta sobresaliente en el

estudio de la reactividad quimica en sistemas moleculares complejos, debido a que es un método capaz de
determinar energias y propiedades del sistema, considerando su comportamiento electronico. Este método
implementa indicadores de reactividad globales y locales, los cuales exponen los cambios del sistema en

estudio ante perturbaciones exteriores (Chamorro & Pérez, 2005).

Para comprender las perturbaciones que ocurren dentro del sistema molecular en estudio, se utiliza la
aproximacion por orbitales moleculares de frontera (FMO), es decir, los orbitales moleculares ocupados
de mayor energia (HOMO) y los orbitales moleculares desocupados de menor energia (LUMO). Por
medio del comportamiento de los FMO es posible describir el comportamiento quimico de una molécula,

el cual involucra transferencias de cargas, mecanismos de reaccion y la distribucion de los orbitales
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LUMO y HOMO. El anélisis de estos orbitales permite visualizar las zonas reactivas y la regioselectividad

del sistema quimico (Costa ef al., 2021; Pucci & Angilella, 2022; Yu et al., 2022).

1.9.1. indices de reactividad
Los indices de reactividad reflejan el comportamiento de un sistema molecular ante una perturbacion

externa. Este comportamiento puede ser abordado de manera global sobre el sistema molecular o

localizado al 4tomo para un andlisis més detallado de las perturbaciones ocurridas (Parr & Yang, 1995).

1.9.2. indices globales
Los indices globales describen al sistema molecular completo, es decir, no discriminan a la composicion

por atomos de este, son descriptores de propiedades electrénicas que son relacionados a un
comportamiento quimico. El primero de ellos se encuentra sustentado en los formalismos de Parr y Yang
en 1995, el Potencial Electronico Quimico (p) expresa la viabilidad del intercambio de densidad
electronica del sistema molecular ante una perturbacion externa. En términos energéticos basados en la

aproximacion FMO, p se define matematicamente como

~ (EHomo + ELumo)

5 (1

donde Ey,m, indica la energia del orbital HOMO y Ej ., la energia del orbital LUMO. Estas energias
pueden asimilarse al potencial de ionizacion y a la afinidad electronica, respectivamente (Domingo et al.,

2016).

Para evaluar la capacidad de transferencia de electrones del sistema molecular son utilizados los indices
de dureza (1) y blandura (S) (Parr & Pearson, 2002), donde 7, indica la resistencia que posee una molécula
para deformar su densidad electronica, respecto al entorno que le rodea (Domingo et al., 2016), la cual

matematicamente se describe mediante la ecuacion
n= (ELumo - EHomo) (2)

Por su parte, S corresponde al inverso de la dureza, es decir, corresponde a cuan facilmente puede ocurrir
una transferencia de electrones en el compuesto o cudn polarizable es el sistema molecular (Eno et al.,

2022). Su expresion matematica es:

3)

S
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La electrofilicidad (w) considera la tendencia de una especie a adquirir una cantidad excedente de densidad
electronica, relacionada al potencial quimico electronico (p) y la dureza (), que describe la resistencia

del sistema a intercambiar dicha densidad. Matematicamente, ® es representado por:

2n 4)

Indices locales
Los indices locales de reactividad se caracterizan por presentarse enfocados o condensados al atomo, es

decir, en lugar de expresarse de forma generalizada al sistema molecular en estudio, se condensan a cada
uno de los 4tomos que constituye el sistema, proporcionando informacién finita de la totalidad del

complejo molecular.

Funciones de Frontera o Funciones de Fukui
Las funciones de frontera o funciones de Fukui permiten establecer una descripcion de reactividad por

medio de la densidad electronica de los orbitales de frontera cuando existe una alteracion en la cantidad
de electrones (perturbacion externa) (Q. Zhang et al., 2016). Esta funcion se constituye matematicamente

como:

4)

rry = (% (”)m

JdN
Esta funcion expresa el cambio de densidad electronica en el punto r en respecto de la cantidad de
electrones N a un potencial externo constante v(7) (Parr & Yang, 1984).

Al estar bajo el contexto de la aproximacion FMO, las funciones de Fukui se expresan para la densidad

de los orbitales HOMO y LUMO, dénde mateméaticamente adoptan las siguientes estructuras:

== 1d"(MI* = promo () (5)
ffr= |¢Z(T)|2 = pPrumo(T) (6)

f~ y f7 representan la densidad electronica asociada a los orbitales moleculares HOMO y LUMO

respectivamente.

Para obtener una descripcion de la reactividad condensada al 4&tomo dentro de un sistema molecular
complejo de mayor afinidad, Yang y Mortier, en el afio 1986, proporcionaron un método sencillo para

describir la reactividad local, aplicando las aproximaciones por diferencias finitas sobre las funciones de
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Fukui, donde se obtuvieron las funciones condensadas de Fukui, que describen las densidades electronicas
por cada dtomo presente en el sistema estudiado (Jara & Alfonso, 2004). Estas funciones son expresadas

de la siguiente forma:

fx_ = [Qx(N) - Qx(N - 1)] (7)
fif = [ax(N +1) — g (N)] (8)

donde f;~ y fi son los indices de electrofilia y nucleofilia del dtomo respectivamente, x representa
cualquier atomo del sistema. Por lo tanto, estos indices expresan lo susceptible de cada 4tomo a un ataque

de naturaleza nucleofilica o electrofilica (Jara & Alfonso, 2004).

Por otra parte, también encontramos al descriptor dual de reactividad establece la caracterizacion de

electrofilia y nucleofilia en simultaneo respecto de la variacion de la dureza y el potencial externo (Morell

et al., 2005).

En términos de FMO, el descriptor dual de reactividad se constituye como una operatoria derivada de las
funciones de Fukui, la cual implementa la diferencia entre electrofilia y nucleofilia, lo que en términos

matematicos se expresa como:
f2() = prumo () — Promo (1) 9)

Considerando la base matematica del descriptor dual, se establece que los orbitales moleculares de frontera
describen la reactividad local por medio de la energia de sus densidades electronicas (Martinez-Araya,

2015).

El descriptor dual permite saber, simultineamente, las preferencias de ataques nucleofilicos y
electrofilicos. Por lo tanto, cuando f2(r) > 0 el sitio (r) posee una preferencia por un ataque nucleofilico.
En cambio, cuando f2(r) < 0 el sitio (r) posee preferencias por un ataque electrofilico (Morell et al.,

2005)

1.10. Orbitales Naturales de Enlace (NBO)
El andlisis de Orbitales Naturales de Enlace (NBO) utiliza una perspectiva desde las estructuras naturales

de Lewis, que describen la mayor probabilidad porcentual de la densidad electronica. Esto proporciona
informacion relevante sobre los orbitales dadores (reales Lewis) y aceptores (orbitales virtuales no Lewis)
de electrones, permitiendo una conexion al anélisis de interacciones intra e intermoleculares (Glendening

et al., 2012). En el anélisis NBO, la matriz de segundo orden de Fock permite evaluar las interacciones
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entre los orbitales dadores (orbitales de Lewis) y orbitales aceptores (orbitales virtuales), siendo el
resultado una pérdida del orbital de Lewis hacia el orbital virtual (Krishnan ef al., 2011). Para cada una
de las interacciones dador (i) y aceptor (j) se presenta una energia de estabilizacion E2 asociada a una

deslocalizacion desde i a j (Venkat Rao et al., 2018), lo que es expresado como

_@iF@G)°
& — &

(10)
Segun lo establecido por la matriz de Fock, g; corresponde a la ocupacion del orbital donor, mientras que

g ¥ & corresponden a las energias de los orbitales donores y aceptores respectivamente, y F(i,j) es un

operador que indica la contribucion de las deslocalizaciones de la interaccion (Govindarajan, 2014).

Segun la ecuacion 10, cuanto mayor sea el valor de E£2, mayor es la intensidad de la interaccion entre el
orbital dador y el orbital aceptor, expresando una mayor tendencia al intercambio de carga que va a

corresponder en una interaccion de estabilizacion de los NBO (Krishnan ez al., 2011).

Las perturbaciones de segundo orden (E2PERT) describen las interacciones reales existentes entre atomos
que componen un sistema molecular, indicando también el par electronico que es involucrado en la
constitucion de la interaccion. La matriz de fock utilizada corrige el error asociado a perturbaciones de
bajo orden (Baja energia) permitiendo una mayor afinidad en la localizacién del movimiento de electrones

en el sistema molecular (Glendening et al., 2021).

Respectivamente la formulacion matemdtica asociada al andlisis E2PERT, establece que puede
visualizarse en forma grafica y matematica la interaccion de un orbital donor ocupado con uno vacante
desocupado (Aceptor) estableciendo una escala de energia respectiva para cada uno de los movimientos
de electrones, es decir, se identifican perturbaciones energéticas de nivel bajo, medio y alto dependiendo

de las condiciones a las que se disponga el estudio (Weinhold & Landis, 2012).
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2. Hipotesis

La presencia de grupos funcionales nitrogenados y oxigenados presentes en la estructura de la
oxitetraciclina (OTC) le permiten tener regiones de alta reactividad en donde se constituye la formacion
de interacciones intermoleculares que facilitan su estabilizacion en el sitio activo de la enzima Dlac de

Cerrena sp.

3. Objetivo General

Estudiar, por medio de métodos de quimica computacional, la reactividad del antibidtico oxitetraciclina

(OTC) antes y después de interactuar con la enzima Dlac proveniente del hongo Cerrena sp.

3.1. Objetivos Especificos
e Realizar bisqueda del conférmero de minima energia y optimizacion de geometria molecular para la

molécula de oxitetraciclina (OTC), utilizando PCModel v10.0 y Gaussian ‘16.

e Obtener el complejo enzima-sustrato entre oxitetraciclina y Dlac, utilizando AutoDock 4.2.

e Construir un complejo Dlac-OTC a partir del resultado entregado del Docking molecular.

e Caracterizar la reactividad mediante indices globales y locales propios de la DFT de los sistemas
moleculares correspondientes a OTC y el complejo Dlac-OTC.

e Comparar los efectos de reactividad de la oxitetraciclina por si sola con el complejo Dlac-OTC.

e Describir la transferencia de cargas a partir del método NBO para la molécula de OTC y el complejo

Dlac-OTC.
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4. Metodologia

4.1. Busqueda conformacional y optimizacion de geometria molecular para
oxitetraciclina
Inicialmente desde Drugbank se obtuvo la estructura molecular de la oxitetraciclina a la cual mediante

PCModel v10.0 se realizo una busqueda conformacional con un campo de fuerza MMFF94, el cual
demuestra buen rendimiento en la evaluacion de compuestos organicos. Posteriormente, se hizo una
optimizacién de geometria molecular en Gaussian ‘16 revision C.01 empleando el funcional hibrido

B3LYP con conjunto de base 6-311+G (d,p), modelado en vacio.

4.2. Docking molecular
Se establecid la posicion espacial de la OTC en el sitio activo de la Dlac por medio de DM utilizando la

enzima Dlac de Cerrena sp. RSD1, obtenida desde Protein Data Bank (PDB) con c6digo de acceso PDB
ID 5Z1X. En el software AutoDock 4.2, la enzima fue reducida a un monémero y se elimin6 la presencia
de solvente, se adicionaron hidrogenos polares y no polares a la enzima para calcular las cargas de
Gasteiger. Posteriormente, fue agregada la molécula de OTC optimizada previamente en Gaussian para

determinar las cargas de Gasteiger en el sistema completo (Huey et al., 2007).

En el sector del sitio activo de la enzima se establecio la grilla de docking ubicando su centro sobre la
posicion el Cu T1 (mononuclear), estableciendo el sector donde se ubicaria el sustrato. Finalmente, fue
constituido un analisis de ranqueo de clusteres que establece una clasificacion de las posiciones del sistrato

en funcion de la energia de afinidad que presentan (Huey et al., 2007; Morris et al., 2009).

4.3. Construccion del Sitio Activo Reducido (RS)
Desde el modelamiento por DM, se selecciond la pose de la menor energia de enlace, a la cual se evaluaron

y visualizaron las interacciones intermoleculares existentes entre el sustrato y la enzima. En funcion de
esto, se seleccionaron los residuos aminoacidicos del sitio activo de la enzima que interactuan con la OTC,
al cual se le denomino sitio activo reducido. Cuando el sitio activo reducido esta en presencia del sustrato

se le denomind complejo Dlac-OTC.

4.4. Determinacion de indices de Reactividad

4.4.1. Detalles Computacionales
El estudio de reactividad quimica comenzo con una caracterizacion de la OTC, el sitio reducido sin ligando

y el complejo Dlac-OTC realizando calculos energéticos con ausencia de solvente empleando el funcional
hibrido ®B97Xd y el conjunto base 6-31+G (d,p) en Gaussian ’16 acompafiado de Gabedit, funcional

hibrido utilizado cual corrige las dispersion en las interacciones para sistemas organicos describiendo de
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mejor manera la interaccion de densidades. Estos calculos facilitan la obtencion de los indices globales y

locales de reactividad de los sistemas estudiados (Alleouche, 2017; Frisch et al., 2016).

4.4.2. Indices Locales (Funciones de Frontera)
Para poder establecer el comportamiento nucleofilico y electrofilico de la OTC y el complejo Dlac-OTC,

se realiz6 un andlisis bajo el método DFT con una aproximacion con Orbitales Moleculares de Frontera
(FMO), lo cual determina el comportamiento electronico en los sistemas moleculares. Para posteriormente
ser evaluados mediante cubos de densidades, dichas operaciones fueron realizadas desde las utilidades de
Gaussian ‘16. Luego, mediante el software Gabedit se tabularon las funciones de Fukui condensadas, que
permiten la descripcion de los indices de reactividad al 4&tomo (Bulat ef al., 2004; Chamorro & Pérez,

2005; Fuentealba et al., 2000).

4.4.3. Descriptor Dual de Reactividad
Al obtener los valores de las funciones de Fukui es posible obtener el descriptor dual de reactividad el que

indica la tendencia de los 4tomos a un comportamiento nucleofilico o electrofilico, estableciendo que
cuando f2(r) > 0 el sitio (r) posee una preferencia por un ataque nucleofilico. En cambio, cuando
f2(r) <0 el sitio (r) posee preferencias por un ataque electrofilico, confirmando lo entregado por las
funciones condensadas. Ademas, en complemento con Chemcraft, se obtuvieron los valores del dual por

cada atomo (Morell et al., 2005). referente al descriptor dual de reactividad.

4.5. Metodologia NBO
Bajo la implementacion del programa computacional NBO version 6.0, fue ejecutado un analisis de

perturbaciones de Segundo Orden (E2PERT), el cual localiza las zonas de estabilizacion en los complejos
moleculares identificando los orbitales donores y aceptores para el movimiento de electrones dentro de un
sistema molecular. Estos factores de transferencia de cargas facilitan la identificacion de las interacciones
intermoleculares permitiendo la confirmacion o desestimacion de estas en un sistema enzima-sustrato.
Ademas, en Chemcraft se visualizaron los orbitales en las regiones de los complejos moleculares que
involucran dichas interacciones entre atomos donores y aceptores de carga (Glendening et al., 2013;

Kanagathara et al., 2022).
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5. Resultados y Discusion

5.1. Obtencion de molécula OTC optimizada
Se llevo a cabo la busqueda conformacional de la OTC, la que culmin6 en el conférmero de minima

energia, al cual se le realizo una optimizacion de geometria molecular, obteniendo:

X

Figura 10. Estructura optimizada de la oxitetraciclina, visualizando los anillos D (aromatico), C y pliegue entre anillos By A. Las
coordenadas cartesianas son expuestas desde el centro de la molécula (determinado por el software).

Figura 11. Estructura optimizada de la oxitetraciclina, Torsion entre anillos Ay B. Las coordenadas cartesianas son expuestas desde el
centro de la molécula (determinado por el software Gaussian 16°).
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Las Figuras 10 y 11 exponen los 4 anillos de la OTC, D, C, B y A, mostrando que la molécula posee una
torsion entre el anillo A y B. Por otra parte, en la parte superior de los anillos D, C y B se observa la
tendencia de los hidrégenos de los grupos hidroxilos sustituidos en los carbonos C5 y C29 para orientarse
en direccion del grupo cetona compuesta por O25, manteniendo rigida la secuencia D, C, B hasta el
pliegue.
5.2. Docking Molecular (DM)

En consistencia con el mecanismo de accion de la enzima Dlac, se centro la grilla de docking sobre el
cobre T1 de la enzima, debido a que este centro metalico es quien realiza el transporte de electrones desde
el sustrato hacia la enzima, en este caso, la oxitetraciclina. La posicion espacial de la grilla o zona de

encaje molecular es posible visualizarla en la Figura 12.

Figura 12. Caja de trabajo en Docking molecular, con centro sobre Cu T1.

A partir del modelamiento se obtuvo la posicion de minima energia de enlace. Esta posicion expresa como
se localizaria 1a OTC en el sitio activo de la enzima. Ademas, se obtuvo la energia libre (AG®), la energia

interna (u) y la entropia (s), ademas de la energia de afinidad entre el ligando y la enzima.

Tabla 4. Valoracion energética de Docking Molecular:

Variable energética Valor (Kcal - mol™)

Energia Libre (AG®) -1367,25

Energia Interna (u) -3,01
Entropia (s) 4,58
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Con respecto a estos valores (Tabla 1), la energia libre (AG®) demostrd un valor de -1367,25 Kcal - mol™?,
lo que significa que la OTC es estable en el sitio activo de la enzima y puede generar interacciones
intermoleculares consistentes para la constitucion del complejo enzima-sustrato. Por su parte, para la
energia interna (1) se encontr6 un valor adecuado en el exceso energético que posee la OTC al interactuar
con la enzima para la formacion del complejo lo que no genera efectos adversos, que dificulten la

conformacion del complejo. Por lo cual, es viable la formacion del sistema Dlac-OTC.

Para la entropia (s) se obtuvo el valor de 4,58 Kcal - mol™1, lo que indica que no existen torsiones en el
complejo que afecten a la distribucion de energia en el sistema. Por ello, a partir de la entropia podemos

indicar que geométricamente el complejo esta equilibrado o es estable.

La estimacion de energia libre de enlace es la sumatoria de las variables energéticas: Energia
intermolecular, Energias de van der Waals (vdW), puentes de hidrogeno (Hbond), energia del disolvente

(Dsolv), energia electroestatica, energia total interna, energia de torsion libre y energia del sistema no

enlazante.
Tabla 5. Determinacion de la energia libre de enlace en Docking molecular
Variables Energéticas Valor (Kcal - mol™)
Energia Intermolecular -6,38
vdW + Hbond + Dsolv -5,80
Energia Electrostatica -0,58
Energia Total Interna -1,62
Energia Libre de Torsion +2,39
Energia del Sistema No Enlazante -1,62
Energia de Enlace Libre -3,99

Esta energia expresa la afinidad entre el sustrato entrante (OTC) y la enzima, ademas de la eficiencia que
posee el sustrato al interactuar con esta misma. Para el caso de la formacion del complejo Dlac-OTC, se
estimo una energia de -3,99 Kcal - mol™! (Tabla 2), lo cual es un valor que se asocia a una alta afinidad
entre el sustrato y la enzima. Debido al método en que se determina el valor energético, este nos permitid

comprobar que la presencia de las interacciones entre enzima-sustrato son afines y viables.

La constitucion del complejo Dlac-OTC proporciond la visualizacion de las interacciones formadas en el
sistema (Figura 13). En funcién de las interacciones, fue posible identificar a los residuos aminoacidicos
del sitio activo que son participes de la estabilizacion de la OTC en la enzima. Pudiendo obtener imagenes
especulares de la posicion de la OTC y las interacciones formadas, imagenes que fueron denominadas

posiciones A, B, C.
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Figura 13. Visualizacion de pose con menor energia e interacciones intermoleculares en el sitio activo de Dlac (conformacion complejo
Dlac-OTC).

Como es posible observar en la Figura 13, los residuos aminoacidicos del sitio activo que presentaron
interacciones con la OTC fueron Glyl61, Alal63, Asp206, Gly390, Trp453, donde se formaron 3

interacciones de puentes de hidrogenos convencionales y tres puentes hidrégeno-carbono.

Para poder clasificar las interacciones, se utilizé como criterio de discriminacién de Jeftrey postulado en
1997, en donde aquellas interacciones que posean una distancia menores a 2,5 A son consideradas como
fuertes o predominantes, las que se encuentren entre 2,5 A y 3,2 A son de caracter moderado, y sobre los

3,2 A son consideradas débiles, en términos de energia (Dannenberg, 1998; Jeffrey, 1997).

25



GLY 161

ASP 206

GLY 390

Figura 14. Complejo Dlac-OTC con distancias de interacciones intermoleculares (medidas en Angstrom, A), posicion “A”. donde las
interacciones intermoleculares son destacadas con coloracion verde y las interacciones intramoleculares en OTC coloracion amarilla.

A partir de la visualizacién de las interacciones en la posicion “A” (Figura 14), es posible observar
caracteristicamente la presencia de dos interacciones intramoleculares (Destacadas de color amarillo)
existentes entre los grupos oxigenados ubicados en los anillos B, C y D de la molécula de OTC los cuales
poseen una distancia de 1,70 y 1,71 A respectivamente, indicando que ambos puentes son interacciones
fuertes o de alta energia. Por otra parte, la zona del anillo aromético (Anillo D) se encuentra ubicado hacia
el exterior de la enzima; el sitio activo de la Dlac es un sitio hidrofobico y por la naturaleza el anillo

aromatico se ubicaria correctamente lo mas alejado posible del interior del sistema.

En la misma figura es observable la presencia de interacciones intermoleculares, destacandose en la figura

la presencia de tres interacciones:

26



La primera, es una interaccion oxigeno-carbono entre OTC y el aminoacido GLY390 de 3,31 A, por lo

que se categorizaria como una interaccion débil.

La segunda a mencionar es una interaccion oxigeno-hidrogeno entre OTC y ASP206 con una distancia de

2,17 A, definida como una interaccion fuerte.

Finalmente es posible visualizar una interaccion oxigeno-carbono entre OTC y GLY 161, con una distancia
de 2,91 A la que clasifica como moderada.

GLY 161

ASP 206

| 3314

GLY 390
|

Figura 15. Complejo Dlac-OTC con distancias de interacciones intermoleculares (medidas en Armstrong), posicion “B”. identificando a
las interacciones intermoleculares con coloracion verde y las interacciones intramoleculares en OTC coloracion amarilla.

Desde la visualizacion del complejo Dlac-OTC en la posicion “B” (Figura 15), se observa a dos puentes
de hidrogenos formados entre la OTC y ALA163, donde la primera interaccién posee una distancia de

1,84 A y la segunda de 2,25 A, siendo entonces una interaccion fuerte y moderada, respectivamente.
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Ademas, es observable la presencia de una interaccion intramolecular de la OTC situada sobre el anillo B
(destacada de color amarillo), esta corresponde a una interaccion de 2,21 A categorizada como moderada

y ocurre entre los grupos hidroxilos ubicados sobre el anillo B de la OTC.

GLY 390

GLY 161

ASP 206 ALA 163

Figura 16. Complejo OTC-Dlac distancias de interacciones intermoleculares (medidas en Armstrong), posicion “C”. identificando a las
interacciones intermoleculares con coloracion verde y las interacciones intramoleculares en OTC coloracion amarilla.

En la Figura 16 es posible visualizar interacciones ya mencionadas en las perspectivas de posicion “A” y
“B” (Figuras 14 y 15), pero desde la posicion “D” (Figura 16) se puede ver una interaccion conformada
entre OTC y TRP453, la cual es un puente de hidrogeno que posee una distancia de 2,95 A, que clasificaria

como una interaccion de naturaleza moderada.

Por lo tanto, el complejo Dlac-OTC posee seis interacciones intermoleculares y tres interacciones

intramoleculares en la estructura molecular de la OTC.

28



5.3. Construccion de Sitio Activo Reducido
Dado el tamafio del complejo Dlac-OTC, y considerando el tiempo de calculo que tomaria se decidio

focalizar el estudio sobre la accion de la OTC en la enzima construyendo un sitio activo reducido a partir
de las interacciones intermoleculares visualizadas y los residuos aminoacidicos involucrados en la
constitucion del complejo y se elimind todo el excedente de la enzima que no presentaba interaccion
directa con la OTC, esta accion permitio la construccion de un complejo molecular mas simple que
permitiera optimizar los recursos computacionales (ver figura 18).
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Figura 17. (A) Sitio activo de Dlac sin presencia de OTC. (B) Complejo Dlac-OTC (sitio activo reducido).

5.4. Analisis de Reactividad Quimica

5.4.1. indices Globales de Reactividad
Para poder establecer las variaciones en la reactividad global de los sistemas, se realiz6 la caracterizacion

sobre la OTC, sitio activo sin sustrato y complejo Dlac-OTC lo que proporcion informacion sobre la
susceptibilidad de transferencia de carga (Electrones) entre sistemas.

Tabla 6. Indices de reactividad globales para oxitetraciclina, sistema reducido sin ligando y Complejo Dlac-OTC.
Sitio Reducido sin

Oxitetraciclina (OTC) Ligando Complejo Dlac-OTC
indice de Reactividad Valor (eV)
Potencial Quimico -4,534497 -6,270201 -4,617940
Electronico ()
Electrofilicidad (o) 2,614150 5,479650 3,863509
Dureza () 3,932763 3,587403 2,759844
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Blandura (s) 0,254274 eV 1 0,278753 eV 1 0,362339 eV 1

A partir de la informacion obtenida desde los indices globales (Tabla 3), se realizé una comparativa entre
cada uno de los sistemas moleculares obtenidos, donde se encontr6 que la molécula de OTC presenta un
n de -4,534497 eV vy el sitio activo reducido sin ligando un p de -6,270201 eV. Con respecto a estos
valores, aquel sistema que presente un p mas alto transferira carga a aquel de menor energia para ser
estables, por lo cual, se establece una transferencia de carga desde la OTC al sitio activo. En la figura 18,
por medio de la visualizacion de la estructura de OTC vy del sitio reducido sin ligando, se ejemplifica el
sentido de la transferencia. Por otra parte, en la Figura 17B, es posible observar la constitucion completa

del complejo Dlac-OTC con la pose que adquiere la OTC en el sitio activo.

GLY 161

ASP 206

u=-6,270201eV

I Transferencia de carga

GLY 390

Figura 18. Sentido de transferencia de carga a partir del principio del potencial quimico electronico. Siendo la transferencia desde OTC
(estructura en negro) a Dlac (Estructuras de residuos aminoacidicos en gris).

Por su parte, los valores de dureza () sefialan que el sitio reducido cuenta con un valor menor respecto a
la OTC los que corresponden a 3,932763 eV y 3,587403 eV, respectivamente. Esto indica que tanto el
sitio reducido como OTC poseen una tendencia a deformar su densidad y ser capaz de recibir o ceder una

transferencia de carga.

La blandura (s) expreso que el sitio reducido posee mayor blandura que la OTC, con valores de 0,278753
eVl y 0254274 eV~1 respectivamente, indicando la tendencia del sitio a deformar su densidad

electronica (Modificar su carga). Finalmente, la Electrofilicidad (o) muestra valores mayores para el sitio
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reducido correspondiendo a 5,479650 eV y a 2,614150 eV para la OTC, expresando la tendencia del sitio
reducido a modificar su densidad y mayor tendencia estabilizarse al recibir una perturbacion externa,

confirmando que el traspaso de carga es desde la OTC a la enzima, valores sefialados en la Tabla 3.

5.4.2. Indices Locales de Reactividad
En los indices locales de reactividad expresaron mayor participacion de los grupos oxigenados y

nitrogenados de la OTC al entrar en presencia con Dlac ya que estos grupos son los encargados que generar
las interacciones que estabilizan al sustrato en el sitio activo. Este analisis se llevo a cabo en paralelo con
el método NBO. Por lo cual, para contrastar la reactividad local fue estudiada OTC y el complejo OTC-

Dlac, permitiendo abordar el comportamiento de la OTC en presencia y ausencia de la enzima.

5.4.2.1. Reactividad Local condesada en OTC
En el caso de la OTC, el estudio fue centrado discriminando respecto a su comportamiento en el sitio

activo de la Dlac, utilizando como criterio la formacion de interacciones intermoleculares, observado en
la seccion de docking molecular (Figuras 13 a 16), lo cual establecid una seleccion de atomos en la

estructura de la OTC que fueron evaluados.

La OTC como estructura aislada de la enzima, reflejé que existiria mas alta reactividad sobre los grupos

nitrogenados y oxigenados de la molécula.

Tabla 7. Funciones de Fukuiy descriptor dual para OTC.

Atomo f- f* f? Susceptibilidad Naturaleza
de ataque del atomo

013 0,026070 0,037538 0,01146 Nucleofilico Electrofilo
017 0,000892 0,012425 0,011533 Nucleofilico Electroéfilo
C20 0,291072 0,002298 -0,288774 Electrofilico Nucleofilo
C21 0,261789 0,010152 -0,251637 Electrofilico Nucleoéfilo
C24 0,151384 -0,008323 -0,159706 Electrofilico Nucleoéfilo
025 0,001555 0,003092 0,001537 Nucleofilico Electrofilo
N26 0,0799947 0,038516 -0,041430 Electrofilico Nucleofilo
027 0,009124 0,001887 -0,007237 Electrofilico Nucleoéfilo

Nota: los valores asociados a las funciones de Fukui son adimensionales.
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Figura 19. Estructura molecular de OTC con numeracion de atomos.

Para poder confirmar los valores de las funciones de Fukui obtenidos, se utilizé conjuntamente el
descriptor dual de reactividad postulado por Morell en 2005. Por lo tanto, dentro de la estructura de OTC
(Tabla 7) encontramos que la principal caracteristica de los grupos oxigenados es que poseen
susceptibilidad a ataques nucleofilicos (para O13, O17, 025) (Figura 19), pero no siendo asi para 025
quién demostrd una susceptibilidad de ataque electrofilico. Por su parte, los carbonos asociados a las
interacciones constituidas demostraron susceptibilidad de ataques electrofilicos describiendo tendencia a
ceder electrones ante una perturbacion externa. En el caso del nitrogeno N26 este presentd una

susceptibilidad a ataques electrofilicos, lo que indica su tendencia a ceder electrones.

A su vez, los valores asociados al descriptor dual reflejaron la misma naturaleza que los resultados
arrojados por las funciones f~ y f* en cada uno de los atomos. Por ello, al seguir el principio establecido
por Morell es confirmado que las susceptibilidades de ataques corresponden a lo arrojado por las funciones

de Fukui.

32



Figura 20. Descriptor Dual de oxitetraciclina (f*= lila, f ~= verde agua).

Al visualizar las densidades del descriptor dual (Figura 20), es posible observar la presencia de las regiones
electrofilicas y nucleofilicas de la OTC, donde cada una corresponde a los valores obtenidos y tabulados,
asociando las regiones electrofilicas (f*) a la coloracion lila y las regiones nucleofilicas (f~) a una
coloracion verde agua, ademds de esta forma es posible también ver la susceptibilidad a ataques

nucleofilicos y electrofilicos, respectivamente de forma simultanea.

5.4.2.2. Reactividad Local condensada en complejo Dlac-OTC
Para poder evaluar la reactividad de la OTC en el sitio activo de la Dlac se centro la atencion en los mismos

atomos que fueron analizados en la seccion anterior (Reactividad de OTC, seccion 6.4.2.1), esto con la
finalidad de abordar los cambios o perturbaciones que sufrié la molécula al interactuar con la enzima. Por
ello, al cambiar de sistema ocurrié un cambio de numeracioén de atomos en el sistema molecular (ya que
fueron adicionados los del sitio activo reducido). Por ello, el sistema a evaluar bajo métodos DFT es el

complejo Dlac-OTC.
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Tabla 8. Funciones de Fukui y Descriptor Dual para Complejo Dlac-OTC.

Atomos

N° atomos N* atomos _ n 2 Susceptibilidad Naturaleza
en OTC enol%léc- / f ) de ataque de especie
013 0100 0,178687 0,003201  -0,175486 Electrofilico Nucleéfilo
017 0102 -0,002233 0,006004  0,008237 Nucleofilico Electrofilo
C20 C84 0,728288 0,036323  -0,691966 Electrofilico Nucleofilo
C21 C106 0,209490 0,009647  -0,199843 Electrofilico Nucleoéfilo
C24 C87 1,338931 0,019580  -1,319351 Electrofilico Nucleofilo
025 088 0,170182 0,003378  -0,166803 Electrofilico Nucleofilo
N26 N107 0,000732 0,155053 0,154321 Nucleofilico Electrofilo
027 O110 0,002793 0,026415 0,023621 Nucleofilico Electroéfilo

Es observable que los &tomos que se encuentran seleccionados para el estudio presentaron variaciones en
los valores de sus funciones de Fukui y descriptor dual (Tablas 7 y 8). Este fendmeno era esperable, ya
que al formar interacciones con la enzima adoptarian posiciones en donar o aceptar carga para la
estabilizacion del complejo. Se obtuvo que los atomos mas expuestos de la OTC (013, 025, N26, 027)
presentaron un cambio en su naturaleza, asocidndose a la produccion de una interaccion con los residuos
que se ubican en las cercanias de la OTC. Por otra parte, O17, C20, C21, C24 no presentaron un cambio
en su naturaleza o comportamiento, lo cual indica que estos grupos estan compensando el cambio de los

atomos adyacentes con la finalidad de mantener la estructura estable.

Singularmente, existieron atomos como O25 que cambiaron su naturaleza expresando que, al existir la
presencia de una interaccion intermolecular en regiones adyacentes a ¢l, este desplaza su densidad para
compensar la carencia de carga que deja el traspaso de densidad hacia la enzima. Este fendmeno es
importante porque gracias a este posicionamiento de la densidad de este oxigeno, es que se mantiene
estable la estructura en esta region. Si lo comparamos con los resultados de docking molecular, en esa
zona existen dos interacciones intramoleculares que son justificadas con el desplazamiento de las
densidades de este oxigeno demostrando que la estabilidad de esa zona en la molécula se debe a la

compensacion realizada por este atomo.
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5.5. Analisis de NBO (Orbitales Naturales de Enlace)
A partir de las estructuras de OTC y el complejo Dlac-OTC, se realizo un estudio NBO, en el cual se

buscaron las energias de interacciones mas altas y se realiz6 una comparativa de interacciones entre

atomos, con la finalidad de comparar los resultados obtenidos del docking molecular con lo planteado por
NBO.

Se comenzo con el andlisis de la molécula de OTC aislada de la presencia de la Dlac, al igual que en la

?

seccion de reactividad vista con anterioridad.

v

Figura 21. Visualizacion de OTC en Chemcraft, presencia de puentes de hidrogeno intramoleculares (destacados de coloracion azul).
En la Figura 21, se muestra que a partir del método NBO sobre la estructura molecular de la OTC se
reconocieron cinco puentes de hidrogeno intramoleculares. Los primeros puentes de hidrogenos

abordados son los presentes en la zona inferior de los anillos, puentes que involucran a los atomos 025,

013, 032 y los hidrégenos H49 y H56.
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Figura 22. Densidades NBO 45-47, donor de densidad pares electronicos libres pertenecientes a O25.

La composicion de los puentes de hidrogenos intramoleculares formados por O25 se encuentra dispuesta

como es reflejado en las Tablas 4 y 5:

Tabla 9. Perturbaciones del segundo orden de la matriz de fock en base NBO, NBO 45 - 47

Donor (L) NBO Aceptor (NL) NBO E2 (Kcal -mol™?)
45.LP (1) C24 167. BD* (2) C20-025 142,90
47.LP (2) 025 153. BD* (1) O13-H40 25,26
47.LP (2) 025 188. BD* (1) O32-H56 12,34

Nota: la simbologia corresponde, L: Lewis (Orbital Donor), NL: Non lewis (Orbital Aceptor), LP: Par Electronico Libre, BD*:
Orbital Antienlazante

Tabla 10. Ocupancia de los orbitales NBO 45 - 47
Ocupancia Orbitales

47.(1,86242) LP (2) 025 5 (0,81%) p 99,99 (99,16%) d 0,05 (0,04%)
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La Figura 22 muestra que la mayor densidad de las interacciones se sitilan sobre los pares electronicos
libres (LP) de O25 (Tabla 9), quienes para poder constituir los puentes de hidrogeno desplazan su densidad
en direccion a los hidrogenos H40 y H56, esto debido a la presencia de los orbitales antienlazantes (BD*)
sobre O13-H40 y O32-H56 de la molécula (Tabla 9), Dicha densidad de pares libres observada tiene una
ocupacion del 99,16% de ellos, estos pares son ubicados sobre los orbitales p del atomo de oxigeno 025

(Tabla 10).

A su vez, para compensar la transferencia de densidad desde O25, el 4tomo de carbono C24 muestra una
deslocalizacion de carga dirigida a los orbitales BD* en C20-O25 (Tabla 9), desplazéndola a la posicion
del 025, generando un flujo de transferencia de densidad para la estabilizacion de la region. El carbono
C24 se permite esta capacidad de transferencia de carga porque pertenece al fragmento del anillo

aromatico, el cual mediante resonancia establece el un movimiento de carga completo.

El siguiente puente de hidrogeno se encuentra constituido por el &tomo de oxigeno O27 hacia el hidrogeno

H41, lo cual es visualizado en la Figura 22.

Figura 23. Densidades NBO 48-50, siendo donores de densidades los pares electronicos libres de O27
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Tabla 11. Perturbaciones de segundo orden de la matriz de fock en base NBO, NBO 48 -50

Donor (L) NBO Aceptor (NL) NBO E2 (Kcal -mol™)

50.LP (2) 027 158. BD* (1) O17-H41 57,74

50.LP (2) 027 168. BD* (1) C21-N26 18,02

48. LP (1) N26 170. BD* (2) C21-027 81,38

Tubla 12. Ocupancia de los orbitales NBO 48 - 50

Atomo en expresion NBO Ocupancia de orbitales
48. (1,687660) LP (1) N26 s (0,01%) p 1,00 (99,98%) d 0,00 (0,02%)
50.(1,81137) LP (2) 027 s (8,87%) p 10,27 (91,07%) d 0,01 (0,06%)

El puente de hidrégeno cumple la funcion de estabilizar los orbitales antienlazante (BD*) presentes entre
O17-H41 y C21-N26 (Tabla 11). La estabilizacion esta brindada por los pares electronicos libres (LP) de
027 (Tablas 11 y 12), eso definido por la ocupacion que posee la interaccion, siendo en un 99,98%
electrones de orbitales p. A su vez, con la finalidad de compensar el movimiento de densidad realizado
por el LP de O27, N26 dispone de su LP para terminar de estabilizar la interaccion entre ambas estructuras.
El movimiento principal de las densidades asociadas a los pares electronicos libres dispuestos por O27 se

observa en la Figura 23, donde las densidades de mayor tamafio son dispuestas sobre el mismo atomo.

Figura 24. Densidades NBO 42, orbitales donores corresponden a LP de O15.
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Tabla 13. Perturbaciones de segundo orden de la matriz de fock en base NBO, NBO 42.

Donor (L) NBO Aceptor (NL) NBO E? (Kcal - mol™)
42.LP(2) O15 128. BD* (1) C2-C6 20,0
42.LP (2) O15 139. BD* (1) C6-C14 16,18
Tubla 14. Ocupancia de densidades NBO 42
Ocupancia Ocupancia de orbitales
42.(1,87535) LP (2) O15 $ (0,02%) p 99,99 (99,91%) d 2,89 (0,06%)

En la presencia de los puentes de hidrogenos constituidos sobre O15 (Figura 24) que en la Tabla 13 se
describe que el segundo par electronico libre del oxigeno se encuentra estabilizando dos orbitales
antienlazantes ubicados sobre C2-C26 y C6-C14, por lo cual se puede decir que la presencia de los puentes
constituidos por el primer par electronico libre de O15 (Tabla 14), pero esto no puede ser establecido
mediante tablas ya que la informacién entregada por el analisis NBO no detecta una interaccion de ese par
electronico en sus resultados, siendo asi complejo de describir esta interaccion. Pero se puede predecir
que el movimiento de carga busca compensar el desplazamiento de carga explicado con anterioridad entre
027 y N26, el cual desestabilizaria la region donde son ubicados los puentes de hidrégenos. Otro factor
que podria mencionarse es que los puentes corresponden a un nivel energético fuera de lo establecido para

el calculo, impidiendo que aparezca en los resultados tabulados.

5.5.1. Analisis NBO en complejo Dlac-OTC
NBO al ser un método que involucra la transferencia de cargas en el presente estudio su resultado es

comparado con lo obtenido de la visualizacion de interacciones desde DM, esto con el proposito de poder
confirmar o desestimar la presencia de las interacciones en el complejo.

El complejo Dlac-OTC obtenido que se compone de cinco residuos aminoacidicos mas la OTC los que
software utilizado reconocid para referirse a cada uno ellos por separado como “unidad”. La organizacion

por unidad proporcionada por el programa se encuentra presentada en la siguiente Tabla:

Tabla 15. Asignacion de unidades a residuos aminoacidicos presentes en el RS, desde NBO 6.0.

Unidad Segmento asociado
Unidad 1 Glicina 161 (Glyl61)
Unidad 2 Alanina 163 (Alal63)
Unidad 3 Acido Aspartico 206 (Asp206)
Unidad 4 Glicina 390 (Gly390)
Unidad 5 Triptofano 453 (Trp453)

39



Unidad 6 Oxitetraciclina (OTC)

Oxitetraciclina

ASP 206

GLY 390

v

Figura 25. Complejo OTC-Dlac, visualizacion de interacciones intermoleculares a partir de método NBO.

Para lo que fueron los resultados de NBO sobre el complejo Dlac-OTC se utilizdo como condicion de
discriminaciéon un valor para E2 superiores a 1,00 Kcal-mol™!, en funcién de esto hubieron
interacciones existentes que no fueron identificadas en el sistema, lo cual puede asociarse a que las
energias de las interacciones son de menor energia a lo requerido para la visualizacién de ellas, sus
distancias sobrepasan lo que NBO puede captar o simplemente la interaccion puede clasificarse como de
otra naturaleza por ejemplo no covalente.

Si comparamos la visualizacion de los resultados obtenidos a partir del DM con los obtenidos mediante
NBO, se nota una diferencia en la cantidad de interacciones intermoleculares identificadas por cada uno

de los métodos. En el que para el método DM fueron identificadas 9 interacciones totales, entre inter e
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intramoleculares para el sistema (Figura 13). Por otro lado, el método NBO visualizé inicamente una
interaccion intermolecular entre la OTC y Alal63 (Ver figura 26).

Dentro de lo que fue la organizacion por unidades que brind6 el software para NBO, podemos distinguir
secciones donde se selecciona una unidad como donora y otra como aceptora de pares electronicos. Por
ello se comienza considerando como donora a la molécula de OTC hacia los residuos de la enzima, para

posteriormente analizar en sentido opuesto (residuos como donores y OTC como aceptora).

5.5.2. Donacion desde OTC a ALA 163
Para lo que fue la donacion de densidad o carga desde la OTC y como se menciond con anterioridad, fue

identificada una interaccion de alta energia, la cual corresponde entre OTC y Ala 163:

Tabla 16. Perturbaciones de segundo orden de matriz de fock en base NBO, NBO 102 - 103 — 239.

Donor (L) NBO Aceptor (NL) NBO E2 (Kcal - mol™?)
102. LP (1) 0102 259. BD* (1) N11-H12 19,44
103.LP (2) O102 259. BD* (1) N11-H12 11,98
239. BD (1) O102-H103 259. BD* (1) N11-H12 17,45
Tabla 17. Ocupancia de densidades NBO 102 - 103 — 239.
Ocupancia NBO Ocupancia de orbitales
102. (1,94568) LP (1) 0102 s (42,59%) p 1,35 (57,41%)
103. (1,83338) LP (2) 0102 s (1,19%) p 83.01 (98,81%)

(79,91%) 0,8939* 0102 s (20,07%) p 3,98 (79,93%)

239. (1,95504) BD (1) 0102-H103
(20,09%) 0,4482* H103 s (100,00%)

En el fragmento del sitio reducido expuesto en siguiente la Figura 26, se observa la formacién de una
interaccion intermolecular entre OTC y Alal63. Esta interaccion se formo para compensar al orbital
antienlazante (BD*) ubicado sobre el fragmento N11-H12 del residuo aminoacidico (Tabla 16 y 17). La
compensacion esta brindada por los pares electronicos libres (LP) de 0102, lo que se ve resumido en la
Tabla 11, donde se observa los LP (1) y LP (2), siendo esta la densidad cedida en direccion a la alanina
(Figura 26). Por lo cual el puente de hidrogeno se forma debido a la interaccion entre O102 (Perteneciente

a OTC) y H12 (Perteneciente a Alal63).
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ALA 163

Figura 26. MO NBO 102, Donacion desde OTC a ALA163, LP sobre 0102 de OTC.

5.5.3. Donacion Residuos a OTC
Posterior al analisis de la OTC como donante, se comprende que debe existir una estabilizacion por parte

de la enzima al sustrato. Para ello, se analizaron los resultados donde las especies donoras eran los residuos
aminoacidicos presentes en el complejo Dlac-OTC. Se destacaron interacciones con los residuos
aminoacidicos Alal63 y Asp206.

En el caso de la Alal63, se observd que presenta una interaccion muy cercana al puente de hidrogeno
formado por la OTC con el mismo residuo aminoacidico, debido a que involucra al mismo grupo funcional

de la OTC y a la misma region de la Alal63.

Tabla 18. Perturbaciones de segundo orden de matriz de fock en base NBO y ocupancia del NBO 73.

Donor (L) NBO Aceptor (NL) NBO E2 (Kcal - mol™1)
73.LP (2) O15 377.BD* (1) O102-H103 6,17
Tabla 19. Ocupa,ncia interaccion OTC-Alal63
Atomo en expresion NBO Ocupancia de orbitales
73.(1,89384) LP (2) O15 s (0,87%) p 99,99 (99,13%)
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Figura 27. MO NBO 73, donacion de densidad desde LP de O15 perteneciente a Alal63.

Tras la formacion del puente de hidrogeno de la OTC a Alal63 asociado a O102 con H12-N11 (Figura
26), es posible visualizar una deslocalizacion de los 4&tomos adyacentes a la terminacion H12-N11 de la
alanina. En este caso, el segundo par electronico de O15 cede densidad en direccion a O102 y H103, lo
cual se presenta en la Tabla 18 y 19 en la que se indica que el LP (2) de O15 se encuentra interactuando
con BD* de O102-H103, describiendo que el segundo par electronico libre de O15 cede su densidad para
compensar el antienlace generado por la interaccion desde OTC a ALA163, de esta forma se genera una
compensacion de carga mediante la constitucion de dos puentes de hidrogenos que permite la

estabilizacion entre la OTC y el residuo aminoacidico ALA163.

Tabla 20. Perturbaciones de segundo orden de matriz de fock en base NBO y ocupancia NBO 79

Donor (L) NBO Aceptor (NL) NBO E? (Kcal - mol™1)
79.LP (1) O31 379. BD* (1) C106-N107 1,43
Tabla 21. Ocupancia NBO 79
Ocupancia Ocupancia de orbitales
79. (1,96850) LP (1) O31 $(59,72%) p 0,67 (40,28%)
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Oxitetraciclina

Figura 28. MO NBO 79, donacion de densidad desde O31 perteneciente a ASP206.

La interaccion resultante entre ASP206 y OTC presentada en la Figura 28, expone que O31 perteneciente
a Asp206 cede densidad en direccion a la OTC, encontrandose la region receptora de la densidad carente
de carga, debido a que atomos adyacentes a la posicion donde fue cedida la densidad se encuentra
transfiriendo carga a la enzima (puentes constituidos con Alal63). En la Tabla 20 y 21 se describe que el
movimiento de densidad es generado por el primer par electronico libre de O31 LP (1) de APS206 el cual
se desplaza para estabilizar el orbital antienlazante generado entre el nitrogeno N107 y el carbono C106
de OTC. La formacion de esta interaccion apoya a la estabilizacion de la OTC en el sitio activo, debido
a que genera una compensacion a la deficiencia de carga que dejan las interacciones adyacentes en esa

region de la molécula.
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6. Conclusion
Fue posible investigar la reactividad quimica de la oxitetraciclina como sustrato de la enzima Dlac de

Cerrena sp. Mediante métodos computacionales, obteniendo las siguientes conclusiones:

e Al obtener la estructura molecular optimizada de OTC, fue posible observar la formacion de un pliegue
entre los anillos B y A de la cadena tetraciclica central del antibiotico.

e A partir de la metodologia DM, se establecié que la OTC presenta una afinidad y estabilidad viable
para ser sustrato de la enzima Dlac, reconociendo la capacidad de interaccidon entre ambos complejos.
Identificando que los residuos aminoacidicos GLY 161, ALA163, Asp206, GLY390, TRP453 del sitio
activo de Dlac formaron interacciones intermoleculares de importancia con OTC para estabilizarla al
interior del sitio activo.

e Desde la identificacion de los residuos aminoacidicos de importancia en presencia de la OTC y
considerando sus coordenadas espaciales respecto a la pose de mayor afinidad obtenida, se construyo
un sistema molecular de sitio reducido denominado complejo Dlac-OTC que permitié el estudio de
reactividad quimica entre la OTC y la enzima Dlac.

e La caracterizacion de reactividad quimica sobre los sistemas moleculares estudiados brindd
informacion sobre las regiones de mayor reactividad ademas de aportar la informacion necesaria para
la confirmacion de la transferencia de carga desde la OTC a la Dlac, fendémeno que pone en marcha el
mecanismo de accion redox que caracteriza a la enzima. Por otra parte, se establecié que los atomos
con mayor reactividad de la OTC presentaron interacciones intermoleculares con los residuos
aminoacidicos de la Dlac.

e NBO por su lado expuso los flujos de cargas existentes en la formacion de interacciones en el complejo
Dlac-OTC, efecto que permitio observar la transferencia de cargas en el sistema en la constitucion del
complejo y en la pose de mayor afinidad entre OTC y Dlac. Aunque, también se presentaron

interacciones que no pudieron ser observadas debido a la naturaleza del método NBO.

En sintesis, la presencia de los grupos oxigenados en la OTC le permite una alta estabilidad al presentarse
en el sitio activo de la Dlac ya que estos grupos fueron los que transportaron carga desde la OTC a la
enzima mediante la formacion de interacciones intermoleculares, principalmente puentes de hidrogeno.
Por su parte, los grupos nitrogenados expresaron mayor tendencia a estabilizar las transferencias de cargas
dentro de la estructura de la OTC manteniendo la estructura estable ante las perturbaciones externas

sufridas en presencia de la Dlac. Selectivamente las interacciones ocurrieron en las regiones de mayor
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reactividad observadas en el analisis de la OTC por si sola, confirmando la importancia de los grupos

oxigenados y nitrogenados en la estabilidad y afinidad entre Dlac y OTC.
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