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I. INTRODUCCION

La resistencia bacteriana a antibidticos se ha convertido en una de las principales
amenazas a la salud publica en el siglo XXI. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), las infecciones causadas por bacterias resistentes a antibiéticos causan
estancias hospitalarias mas prolongadas, una disminucion en los indices de supervivencia en
pacientes y conllevan un mayor costo econdmico en su diagnoéstico y tratamiento en
comparacioén con las infecciones causadas por bacterias susceptibles.*

El uso indiscriminado de antibidticos ha contribuido al desarrollo de este tipo de
resistencia en bacterias, ya que han adquirido la capacidad de sobrevivir a la exposicion a
diversos tipos de antibidticos e incluso combinaciones de estos. EI niamero reportado de
cepas de bacterias patogénicas resistentes a multiples antibiéticos ha aumentado de manera
considerable en los ultimos afios. Con base en esto, se ha estimado que para el afio 2050 las
infecciones causadas por bacterias resistentes a antibiéticos podrian ser la causa de
alrededor de 10 millones de muertes en el mundo cada afio.?34

Los mecanismos por los que las bacterias presentan resistencia a antibibticos se
pueden clasificar en 4 categorias principales: la disminucién de la entrada del antibiético a la
célula, la modificacion del sitio de unién del antibidtico, la inactivacion enzimatica y la
expulsion al exterior celular mediante sistemas de eflujo.® En este trabajo monogréafico de
actualizacion, se abordard de manera exclusiva la resistencia a antibiéticos mediada por
transportadores de eflujo bacterianos.

Los transportadores de eflujo participan en diferentes funciones fisiolégicas, tales
como la colonizacién o infeccién en organismos superiores, la expulsién de metales pesados
y moléculas de sefializacion, la formacion de biopeliculas y la translocacién de acidos grasos.

Se cree que el eflujo de antibidticos es una funcion secundaria que surgi® como
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consecuencia de las relaciones competitivas entre bacterias en la naturaleza y que se ha

visto favorecida por la presion selectiva debido al uso clinico de antibiéticos.®’

Estos transportadores participan en la expulsion de una gran variedad de compuestos.
La mayoria de los transportadores relacionados con la resistencia a antibiéticos posee un
amplio perfil de reconocimiento de sustratos. Debido a esto, el estudio de este tipo de
transportadores es de gran interés en la actualidad, puesto que al ser comunmente
expresados por patdégenos disminuyen la eficacia de los medicamentos indicados para el
tratamiento de infecciones causadas por bacterias.®°

En las ultimas décadas, se ha determinado la estructura de un gran numero de
transportadores de eflujo de diferentes familias mediante distintas metodologias
(cristalografia de rayos X, microscopia electrénica o resonancia magnética nuclear),
permitiendo obtener una gran cantidad de informacion estructural y funcional sobre ellas,
principalmente en relacion con su mecanismo de transporte y las causas del reconocimiento
multiespecifico de sustratos.®

Estas estructuras se encuentran depositadas en el Research Collaboratory for
Structural Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB PDB), la base de datos global de
estructuras tridimensionales de macromoléculas biologicas (proteinas, ADN y ARN)
determinadas experimentalmente a nivel atbmico en formato PDB, al que corresponde un
codigo Unico de identificacion de cuatro caracteres (c6digo PDB). 10

En este trabajo, se llevd a cabo una recopilacién sistematica de estructuras e
informacion de transportadores bacterianos relacionados al eflujo de mdltiples antibiéticos
gue han sido reportados en el RCSB PDB y pertenecen a las familias RND (Resistance-
Nodulation-cell Division), ABC (ATP-binding cassette), MFS (Major Facilitator Superfamily),
SMR (Small Multidrug Resistance), MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion) y AbgT

(Aminobenzoyl-glutamate Transporter), que pueden apreciarse en la Figura 1.1.

2
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Figura 1.1. Estructuras representativas de los transportadores de las familias RND (PDB: 6TA6), ABC (PDB:
5NIK, 2HYD), MFS (PDB: 600M, 4TKO, 1YC9), SMR (PDB: 7MH6), MATE (PDB: 3MKT) y AbgT (PDB: 4R0C).
Los transportadores RND se encuentran como sistemas de tres componentes que conectan a la membrana
interna (MI) con la membrana externa (ME); los transportadores ABC y MFS pueden encontrarse como
sistemas de uno o tres componentes; los transportadores SMR, MATE y AbgT se encuentran de manera
exclusiva como transportadores de un solo componente. Figura elaborada en BioRender.com.
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ll. CAPITULO I. Transportadores de la familia RND

Los transportadores de la familia RND (Resistance-Nodulation-cell Division, por sus
siglas en inglés) son los principales sistemas asociados al eflujo activo de antibidticos en
bacterias Gram-negativas.'! Sin embargo, su origen precede al uso clinico de antibiéticos,
por lo que su funcion bioldgica se ha relacionado con la fisiologia celular bacteriana basica,
particularmente con la expulsion o eflujo de sustancias toxicas. Se ha demostrado también el
papel de esta familia de transportadores en la infeccion y colonizacion celular, ya que la
reduccion de la expresion o la inactivacion de sus componentes se ha asociado a una menor
virulencia en bacterias Gram-negativas.'?

Generalmente, estos transportadores se presentan como parte de complejos
funcionales de tres componentes (Figura 2.1): 1) la proteina de la familia RND o proteina de
membrana interna (PMI), que participa en el reconocimiento de sustratos y la generacion de
la fuerza proton motriz requerida para el proceso de eflujo; 2) una proteina de fusion
membranal (PFM), que abarca la mayoria del espacio periplasmico; y 3) una proteina (o
canal) de membrana externa que conduce a los sustratos al exterior celular. La presencia de
estos tres componentes es esencial para el fenotipo MDR (Multidrug Resistance, resistencia
a multiples antibiéticos) en bacterias.'1%13 Algunos complejos formados por proteinas de
esta familia son altamente conservados entre especies bacterianas; sin embargo, el nUmero
y los subgrupos de complejos de eflujo expresados puede variar entre especies en funcion
de su adaptacion evolutiva (Tabla 2.1).12

Los transportadores de la familia RND pueden dividirse a su vez en 2 principales
subfamilias conocidas como HME (Heavy Metal Efflux, de eflujo de metales pesados) y HAE
(Hydrophobe and Amphiphile Efflux, de eflujo de compuestos hidrofobicos y anfifilicos). La
primera subfamilia esta conformada por transportadores de eflujo de cationes de metales

4
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pesados como cobalto, zinc, cadmio, plata y cobre, mientras que la segunda familia se

compone de transportadores que participan en el eflujo de diversos sustratos organicos,
incluyendo mudltiples antibioticos; estos transportadores se encuentran en bacterias Gram-
negativas con un perfil de resistencia a antibiéticos de importancia clinica.'* Debido a lo
anterior y a la baja homologia de los transportadores/complejos de eflujo de estas dos
subfamilias (19%)%!, la informacién recopilada en este capitulo corresponderd a los

transportadores de la subfamilia HAE, a menos que se especifique lo contrario.

[I.1. Principal modelo de estudio: el sistema tricomponente AcrAB-TolC

El principal modelo de investigacion de los transportadores de la familia RND es la
proteina AcrB (Acriflavine resistance B protein, proteina B de resistencia a acriflavina),
presente en E. coli y otras enterobacterias, puesto que ha sido ampliamente estudiada al
considerarse la proteina con el perfil mas amplio de reconocimiento de sustratos y, por lo
tanto, la proteina con mayor relevancia clinica de esta familia.'* Se encuentra como parte del
complejo AcrAB-TolC, compuesto por los 3 componentes proteicos mencionados
previamente: 1) AcrB (proteina de membrana interna); 2) TolC (proteina de membrana
externa tipo porina); y 3) AcrA (proteina de fusion membranal), que conecta a AcrB y TolC y
permite la transmision de cambios conformacionales entre estos dos componentes durante el

proceso de eflujo.t®
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Dimero Monémero Monémero Monémero
RND 7 estructuras 49 estructuras 6 estructuras 10 estructuras
(2 contienen
207 estructuras un CPM)
Trimero Hexamero

Componente
proteico B
modulador

(CPM) Complejo de 3 Complejo de 2 Proteina de Proteina de Proteina de
componentes componentes membrana fusion membrana

(PMI-PFM-PME) (PMI-PFM) interna (PMI) membranal externa

7 estructuras 0 estructuras 113 estructuras (PFM) (PME)

(2 contienen un CPM) (4 contienen un CPM) 0 estructuras 15 estructuras

Figura 2.1. Estructuras representativas de los complejos de los transportadores RND y sus componentes
proteicos individuales. Se indica el niumero de estructuras reportadas para cada complejo/componente en la
base de datos del RCSB PDB. Figura elabora con PyMOL, utilizando la estructura con cédigo PDB 5066, que
corresponde al complejo de 3 componentes AcrAB-TolC de E. coli unido a un componente proteico modulador.

En el transportador AcrB expresado por E. coli, es posible encontrar a un componente
proteico modulador conocido como AcrZ, que es una proteina altamente conservada que
interactia con el dominio transmembranal de AcrB. La interaccidbn entre AcrZ y el
transportador AcrB ha sido corroborada recientemente mediante espectrometria de masas vy,
aunque no se ha establecido la influencia concreta de AcrZ sobre AcrB, diversos estudios
sugieren que causa alteraciones conformacionales en sus sitios de unién a sustratos y los
canales que conducen a estos, mejorando asi la capacidad del complejo AcrAB-TolC para
reconocer y expulsar ciertos compuestos, tales como tetraciclina, puromicina vy
cloranfenicol.1>1617.1819 Se ha confirmado la estequiometria de los protdmeros de los
componentes de éste y otros complejos de la familia RND, los cuales también participan en

el eflujo de antibidticos y otros sustratos: 3 AcrB, 6 AcrAy 3 TolC (Figura 2.1).%°
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II.2. Recopilacion de estructuras

En los dltimos afios han tenido lugar grandes avances en la determinacion de
estructuras de alta resolucion de las proteinas de la familia RND y sus respectivos complejos,
permitiendo una mejor comprensiéon de la interaccion y ensamblaje de sus componentes y las
causas de su poliespecificidad de sustratos.*? Adicionalmente, es posible obtener informacion
sobre las interacciones proteina-ligando y los cambios conformacionales que se presentan
durante el proceso de eflujo, asi como las caracteristicas de los sitios de union de los
transportadores.

Como resultado de una busqueda exhaustiva en la base de datos del RCSB PDB, se
encontrd un total de 207 estructuras de complejos y componentes de los transportadores de
eflujo de la familia RND (Figura 2.1 y Tabla 2.1). De estas, 7 corresponden al complejo
funcional de tres componentes PMI-PFM-PME y 7 al complejo dimérico PMI-PFM. En cuanto
a los componentes individuales de los transportadores, se identificé (en su forma funcional)
gue 113 estructuras corresponden a proteinas de membrana interna y 15 a proteinas de
membrana externa. Por otro lado, en cuanto a estructuras monoméricas de los componentes
de los transportadores RND, 49 estructuras pertenecen a proteinas de membrana interna, 6
a proteinas de fusibn membranal y 10 a proteinas de membrana externa.

Entre las estructuras reportadas, se encontraron algunas que pertenecen a un mismo
sistema de transporte. Estas corresponden a complejos con diferentes sustratos o inhibidores
o a distintas conformaciones del transportador en funcion de la etapa del proceso de eflujo en
que se encuentre (Tabla 2.1). De igual manera, cabe destacar que mdultiples de estos
sistemas pueden encontrarse en diferentes bacterias, presentando un perfil similar de eflujo

de sustratos.



Capitulo |

Tabla 2.1. Estructuras correspondientes a los componentes y complejos de los transportadores de la familia
RND, reportadas en el RCSB PDB.

Complejos tricomponentes: proteina de membrana interna, proteina de fusién membranal y proteina de membrana externa

Cg%igo Proteina Descripcion asociada a la estructura Rescz'l&u)cién Organismo Referencia Iiglaado
5NG5 AcrABZ-TolC  Transportador de multiples antibiéticos 6.50 E. coli Wang et al® 5QF
5066 AcrABZ-TolC  Transportador AcrABZ-TolC asimétrico 5.90 E. coli Du et al?® -
5V5S AcrAB-TolC Transportador de miltiples antibiéticos 6.50 E. coli wang et al?® -
610K MexAB-OprM Transportador MexAB-OprM (0°) 3.64 P. aeruginosa Tsutsumi et al* -
610L MexAB-OprM Transportador MexAB-OprM (60°) 3.76 P. aeruginosa Tsutsumi et al* -
6TA5 MexAB-OprM Complejo de MexAB-OprM 3.20 P. aeruginosa Glavier et al?? -
6TA6 MexAB-OprM Complejo de MexAB-OprM 3.20 P. aeruginosa Glavier et al?? -
Complejos de dos componentes (un monémero de cada uno): proteina de membrana interna y proteina de fusién membranal

nggo Proteina Descripcion asociada a la estructura Res?}lf)cic')n Organismo Referencia Iigeliado
3NE5 CusBA Complejo de eflujo de metales pesados 2.90 E. coli Su et al® -
3T51 CusBA Complejo en estado de extrusion 3.90 E. coli Su et al* CuU
3T53 CusBA Complejo en estado de extrusion 3.37 E. coli Su et al* CuU
3T56 CusBA Complejo previo a la extrusion 3.42 E. coli Su et al* CuU
4DNR CusBA Complejo de eflujo de metales pesados 3.68 E. coli Su et al"? Cu
ADNT CusBA Complejo de eflujo de metales pesados 3.10 E. coli Su et al* -
4DOP CusBA Complejo de eflujo de metales pesados 4.20 E. coli Su et al* -

Estructuras de proteinas de membrana interna en forma trimérica (funcional)

ngigo Proteina Descripcion asociada a la estructura Resc(a'l&u)cic')n Organismo Referencia Iigzlaado
2DHH AcrB Mecanismo rotatorio de AcrB 2.80 E. coli Murakami et al® -
2DR6 AcrB Mecanismo rotatorio de AcrB 3.30 E. coli Murakami et al?® DM2
2DRD AcrB Mecanismo rotatorio de AcrB 3.10 E. coli Murakami et al?® MIY
2GIF AcrB Trimero asimétrico de AcrB 2.90 E. coli Seeger et al?*® -
2HQC AcrB Traslocacion de H* en mutante D407A 3.56 E. coli K-12 Su et al*’ -
2HQD AcrB Traslocacion de H* en mutante D408A 3.65 E. coli K-12 Su et al*’ -
2HQF AcrB Traslocacion de H* en mutante K940A 3.38 E. coli K-12 Su et al*’ -
2HQG AcrB Traslocacion de H* en mutante T978A 3.38 E. coli K-12 Su et al*’ -
2HRT AcrB Trimero asimétrico de AcrB 3.00 E. coli Seeger et al?*® -
216W AcrB Transportador de eflujo maltiple AcrB 3.10 E. coli BL21 Das et al® -
2J8S AcrB Transportador de multiples antibiéticos 2.54 E. coli Sennr;?zlgser et -
2RDD AcrBZ Complejo AcrB-hélice transmembranal 3.50 E. coli Tornroth et al* AIC
2V50 MexB Exportador de mdltiples antibiéticos 3.00 P. aeruginosa Sennl;ellgLiser et LMT
3A0A AcrB Sitio proximal de unién a sustratos 3.35 E. coli K-12 Nakashima et al*? -
3A0B AcrB Sitio proximal de unién a sustratos 3.35 E. coli K-12 Nakashima et al® RFP
3A0C AcrB Sitio proximal de unién a sustratos 3.34 E. coli K-12 Nakashima et al® ERY
3A0D AcrB Sitio proximal de unién a sustratos 3.30 E. coli K-12 Nakashima et al® MIY
3NOC AcrB AcrB cristalizado utilizando DARPins 2.70 E. coli Monroe et al* -
3NOG AcrB AcrB cristalizado utilizando DARPins 3.34 E. coli Monroe et al* -
3W9H AcrB Inhibicién de exportadores (AcrB) 3.05 E. coli K-12 Nakashima et al®* POD
3Wol MexB Inhibicién de exportadores (MexB) 2.71 P. aeruginosa Nakashima et al®* -
3W9aJ MexB Inhibicién de exportadores (MexB) 3.15 P. aeruginosa Nakashima et al®* POD
4DX5 AcrB Sitios de unién (acceso y profundo) 1.90 E. coli K-12 Eicher et al® MIY
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Tabla 2.1. Continuacion.

Estructuras de proteinas de membrana interna en forma trimérica (funcional)

ngigo Proteina Descripcion asociada a la estructura Resc(;kj)cién Organismo Referencia |igz|aado
4DX6 AcrB Sitios de union (acceso y profundo) 2.90 E. coli K-12 Eicher et al*® -
4DX7 AcrB Sitios de unién (acceso y profundo) 2.25 E. coli K-12 Eicher et al® DM2
4KOE ZneA Bomba de eflujo de metales, forma Il 3.71 C. metallidurans Pak et al*® ZN
4K0J ZneA Bomba de eflujo de metales, forma | 3.00 C. metallidurans Pak et al*® ZN
4U8v AcrB Transporte de sustratos en AcrB 2.30 E. coli Eicher et al®’ MIY
4U8Y AcrB Transporte de sustratos en AcrB 2.10 E. coli Eicher et al®” MIY
4U95 AcrB Transporte de sustratos en AcrB 2.00 E. coli Eicher et al®’ MIY
4U96 AcrB Transporte de sustratos en AcrB 2.20 E. coli Eicher et al®’ -
4ZIT AcrB AcrB en el grupo P21 3.30 E. coli Ababou et al®® -
4ZIvV AcrB Mutante triple de AcrB 3.16 E. coli Ababou et al*® -
4ZIW AcrB Mutante de delecion AcrB 3.40 E. coli Ababou et al®® -
47JL AcrB Transportador unido a un antibiético 3.47 E. coli Ababou et al*® ERY
4730 AcrB Mutante triple unida a un antibiético 3.60 E. coli Ababou et al*® ERY
47JQ AcrB Mutante de delecién unida a ERY 3.59 E. coli Ababou et al®® ERY
5EN5 AcrB Estructura Apo del transportador 2.30 E. coli Sjuts et al*® -
5ENO AcrB Transportador unido a MBX2319 2.20 E. coli Sjuts et al*® 5QG
5ENP AcrB Transportador unido a MBX2931 1.90 E. coli Sjuts et al*® 5QF
5ENQ AcrB Transportador unido a MBX3132 1.80 E. coli Sjuts et al*® 5QE
5ENR AcrB Transportador unido a MBX3135 2.30 E. coli Sjuts et al*® MBX
5ENS AcrB Transportador unido a rodamina 2.80 E. coli Sjuts et al*® RHQ
5ENT AcrB Transportador unido a minociclina 2.50 E. coli Sjuts et al*® MIY
5JMN AcrB AcrB en complejo con acido fusidico 2.50 E. coli K-12 Oswald et al* FUA
5LQ3 CmeB Estructuras y dindmica de CmeB 3.55 C. jejuni Su et al*! -
5NC5 AcrBZ AcrBZ en complejo con puromicina 3.20 E. coli Wang et al® PUY
5T00 CmeB Proteina de membrana CmeB 3.15 C. jejuni Su et al*! -
5YIL AcrB Transportador de miltiples antibiéticos 3.00 E. coli Zwama et al*? -
6BAJ AcrB AcrB en una bicapa lipidica 3.20 E. coli Qiu et al® -
6CSX AcrB AcrB D407A en una bicapa lipidica 3.00 E. coli K-12 Qiu et al®® -
6IIA MexB MexB en complejo con LMNG 291 P. aeruginosa Sakurai et al* AVO
60WS AdeB Transportador de eflujo multiple AdeB 2.98 A. baumannii Su et al* -
6Q4N AcrB AcrB V340A unido a 4cido fusidico 2.80 E. coli K-12 Tam et al*® FUA
6Q40 AcrB AcrB 127A unido a &cido fusidico 2.80 E. coli K-12 Tam et al*® FUA
6Q4P AcrB AcrB N298A unido a &cido fusidico 2.80 E. coli K-12 Tam et al*® FUA
6SGR AcrBZ Estructura de AcrBZ de E. coli 3.17 E. coli Du et al* -
6SGS AcrBZ Estructura de AcrBZ de E. coli 3.20 E. coli Du et al* -
6SGT AcrB Estructura de AcrB de E. coli 3.46 E. coli Du et al* -
6SGU AcrB Estructura de AcrB de E. coli 3.27 E. coli Du et al* -
6T7S MexB Estructura de MexB 4.50 P. aeruginosa Glavier et al?? -
6VEJ TriABC Transportador TriIABC 4.50 P. aeruginosa Fabre et al*® -
6VKS MtrD Mecanismo de reconocimiento (MtrD) 3.02 N. gonorrhoeae Lyu et al*® AIX
6VKT MtrD Mecanismo de reconocimiento (MtrD) 2.72 N. gonorrhoeae Lyu et al*® ERY
6212 AcrB AcrB solubilizada en un copolimero 4.60 S. enterica Johnson et al*®® -
6Z05 AcrB TM1/TM2 de AcrB-G619P_G621P 2.50 E. coli K-12 Tam et al** FUA
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Tabla 2.1. Continuacion.

Estructuras de proteinas de membrana interna en forma trimérica (funcional)

ngigo Proteina Descripcion asociada a la estructura Resc(;kj)cién Organismo Referencia |igz|aado
6206 AcrB AcrB-G619P: sitio profundo de unién 2.35 E. coli K-12 Tam et al*! MY
6207 AcrB AcrB-G619P: sitio de acceso Ly T 2.85 E. coli K-12 Tam et al®* 3YI
6208 AcrB AcrB-G621P: sitio profundo de union 2.50 E. coli K-12 Tam et al®* MY
6209 AcrB AcrB-G621P: sitio de acceso T 2.70 E. coli K-12 Tam et al** RBT
6Z0OA AcrB AcrB: induccién del protémero T 3.05 E. coli K-12 Tam et al®* -
6Z0B AcrB AcrB: sitio de acceso (protomero L) 2.80 E. coli K-12 Tam et al®* 3YI
620C AcrB Union simultanea en AcrB-G616P Ly T 2.89 E. coli K-12 Tam et al®* ERY
620D AcrB Sitio profundo (TM7/TM8-TM1/TM2) 2.85 E. coli K-12 Tam et al®* FUA
6ZOF AcrB Sustrato en TM7/TM8 (protémero T) 3.30 E. coli K-12 Tam et al®* FUA
620G AcrB AcrB-I138F_I671T: sitio profundo 2.75 E. coli K-12 Tam et al®* MIY
6ZOH AcrB Union en AcrB-G619P_G621P Ly T 2.80 E. coli K-12 Tam et al®* 3YI
7B5P AcrB Proteina AcrB en un polimero anfifilico 3.20 E. coli Higgins et al®? -
7B8P AcrB AdeB en el estado OO0 3.54 A. baumannii Ornik-Cha et al®® -
7B8Q AcrB AdeB en estado LOO 3.84 A. baumannii Ornik-Cha et al®® -
7B8R AcrB AcrB unido a doxiciclina 2.10 A. baumannii Ornik-Cha et al®® DXT
7B8S AcrB AcrB unido a &cido fusidico 2.30 A. baumannii Ornik-Cha et al®® FUA
7B8T AcrB AcrB unido a levofloxacina 2.70 A. baumannii Ornik-Cha et al®® LFX
7CZ9 OqgxB Transportador de eflujo OgxB 1.85 K. pneumoniae Bharatham et al®* -
TKF5 CusA Transportador de metales pesados 3.20 E. coli Moseng et al*® -
TKF6 CusA Transportador de metales pesados 3.40 E. coli Moseng et al*® Cul
TKF7 CusA Transportador de metales pesados 2.80 E. coli Moseng et al*® Cul
7TKF8 CusA Transportador de metales pesados 3.00 E. coli Moseng et al*® Cul
7KGD AdeB Estructuras AdeB-I 3.64 A. baumannii Morgan et al*® -
7TKGE AdeB Estructuras AdeB-II 3.21 A. baumannii Morgan et al*® -
TKGF AdeB Estructuras AdeB-llI 3.42 A. baumannii Morgan et al*® -
TKGG AdeB Estructura AdeB-ET-I 2.97 A. baumannii Morgan et al*® ET
7KGH AdeB Estructura AdeB-ET-II 3.79 A. baumannii Morgan et al*® ET
7KGI AdeB Estructura AdeB-ET-IlI 3.34 A. baumannii Morgan et al*® ET
7M4P AdeJ Transportador AdeJ con eravaciclina 2.86 A. baumannii Zhang et al°® YQM
7™M4Q AdeJ Transportador AdeJ 2.87 A. baumannii Zhang et al°® -
703L AcrB Proteina doble mutante AcrB 3.53 E. coli Ababou et al"? -
703M AcrB Proteina mutante AcrB - 1 3.55 E. coli Ababou et al"? -
703N AcrB Proteina mutante AcrB - 2 3.56 E. coli Ababou et al"" -
7OUK AcrB BDM88855 unido a AcrB 2.60 E. coli Ple et al*’ 1K8
70UL AcrB BDM88832 unido a AcrB-R971A 2.80 E. coli Ple et al*’ 1KE
70UM AcrB BDM88855 unido a AcrB-R971A 2.45 E. coli Ple et al*’ 1K8
7RR6 AcrB Proteina de eflujo mdltiple AcrB 3.10 E. coli K-12 Trinh et al"P -
7RR7 AcrB Proteina de eflujo mdltiple AcrB 3.05 E. coli K-12 Trinh et al"P -
7RR8 AcrB Proteina de eflujo mdltiple AcrB 3.51 E. coli K-12 Trinh et al"P -
7RY3 AdeJ Transportador AdeJ unido a TP-6076 291 A. baumannii Morgan et al°® 80P
8DEU MtrD MtrD con el complejo peptidico CASP 2.95 N. gonorrhoeae Lyu et al*® -
8DEV MtrD MtrD con el complejo de colistina 3.08 N. gonorrhoeae Lyu et al®® -
8DEW MtrD MtrD con el complejo de LL-37 2.89 N. gonorrhoeae Lyu et al®® -
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Tabla 2.1. Continuacion.

Estructuras de proteinas de membrana interna en forma trimérica (funcional)

ngigo Proteina Descripcion asociada a la estructura Rescz}lij)cién Organismo Referencia Iigelaado
8F3E AcrD Transportador trimérico AcrD 3.09 E. coli Zhang et al®® -
8F4R AcrD Transportador AcrD con gentamicina 3.06 E. coli Zhang et al®° LLL
8FFK AcrB Transportador de multiples antibiéticos 2.82 K. pneumoniae Zhang et al®* -
8FFS AcrB Transportador de mltiples antibiéticos 2.96 K. pneumoniae Zhang et al®* ERY
Estructuras de proteinas de membrana interna en forma monomérica/dimérica
ngigo Proteina Descripcion asociada a la estructura Rescz'l&u)ci(’)n Organismo Referencia Iig:!ado
1IWG AcrB Transportador multiple AcrB 3.50 E. coli Murakami et al®? -
10Y6 AcrB Capacidad de union mltiple de AcrB 3.68 E. coli Yu et al®® -
10Y8 AcrB Capacidad de unién mdltiple de AcrB 3.63 E. coli Yu et al®® RHQ
10Y9 AcrB Capacidad de unién mdltiple de AcrB 3.80 E. coli Yu et al® ET
10YD AcrB Capacidad de union mltiple de AcrB 3.80 E. coli Yu et al® DEQ
10YE AcrB Capacidad de union mdltiple de AcrB 3.48 E. coli Yu et al®® CPF
17T9T AcrB Sitio de unién periplasmico de AcrB 3.23 E. coli Yu et al®® -
1T9U AcrB Sitio de unién periplasmico de AcrB 3.11 E. coli Yu et al® CPF
1TV AcrB Sitio de unién periplasmico de AcrB 3.80 E. coli Yu et al®* RHQ
1TOW AcrB Sitio de unién periplasmico de AcrB 3.23 E. coli Yu et al®* NFN
179X AcrB Sitio de unién periplasmico de AcrB 3.08 E. coli Yu et al®* ET
1T9Y AcrB Sitio de unién periplasmico de AcrB 3.64 E. coli Yu et al® -
2W1B AcrB AcrB en complejo con acido biliar 3.85 E. coli K-12 Drew et al® DXC
3D9B AcrB Estructura simétrica de AcrB 3.42 E. coli BL21 Veesler et al®® NI
3K07 CusA Estructura cristalogréafica de CusA 3.52 E. coli Long et al®’ -
3KOl CusA Complejo CusA-Cu (1) 4.12 E. coli K-12 Long et al\? Ccul
3KSO CusA Transportador de metales pesados 4.37 E. coli Long et al®’ -
3KSS CusA Transportador de metales pesados 3.88 E. coli Long et al®’ -
4C48 AcrBzZ Estructura del complejo AcrBZ 3.30 E. coli K-12 Du et al®® NI
4CDI AcrBZ Estructura del complejo AcrBZ 3.70 E. coli Du et al® -
4K7Q AcrB AcrB en complejo con linezolida 3.50 E. coli K-12 Hung et al® ZLD
AMT1 MtrE Transportador de membrana interna 3.54 N. gonorrhoeae Lei et al™® -
4R86 AcrD Transportador de aminoglucésidos 3.00 S. typhimurium Kim et alV? -
471 AcrB Estructura de AcrB 3.26 E. coli K-12 Ababou et al"? -
4ZLL AcrB Estructura de AcrB (mutante triple) 3.36 E. coli K-12 Ababou et al"? -
4ZLN AcrB Estructura de AcrB (mutante, delecion) 3.56 E. coli K-12 Ababou et alV? -
5KHN HpnN Transportador de hopanoides 3.44 B. multivorans Kumar et al™ -
5KHS HpnN Transportador de hopanoides 3.76 B. multivorans Kumar et al™ -
6AJF MmpL3 Transportador de &cidos micolicos 2.70 M. smegmatis Zhang et al” -
6AJG MmpL3 Transportador unido a SQ109 2.60 M. smegmatis Zhang et al” 3RX
6AJH MmpL3 Transportador unido a AU1235 2.86 M. smegmatis Zhang et al” 9ZF
6AJI MmpL3 Transportador unido a Rimonabant 2.90 M. smegmatis Zhang et al” AY6
6AJJ MmpL3 Transportador unido a ICA38 2.79 M. smegmatis Zhang et al” J9E
6NZI AcrB Proteina AcrB en presencia de Cd 4.44 E. coli Smith et al"? CD
60R2 MmpL3 Transportador de lipidos MmpL3 2.59 M. smegmatis Suetal™ LMT
6WUO0 HpnN Transportador de hopanoides 3.59 B. pseudomallei Su et al™ -
6Z0OE AcrB Protémero T simétrico de AcrB-F563A 2.85 E. coli K-12 Tam et al** -
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Tabla 2.1. Continuacion.

Estructuras de proteinas de membrana interna en forma monomérica/dimérica

ngigo Proteina Descripcion asociada a la estructura Resc(;kj)cién Organismo Referencia |igz|a2do
7C2M MmpL3 Transportador unido a NITD-349 3.10 M. smegmatis Yang et al® FFU
7C2N MmpL3 Transportador unido a SPIRO 2.82 M. smegmatis Yang et al”® FGO
7K7M MmpL3 Proteina de membrana de MmpL3 3.33 M. smegmatis Su et al® -
7TK8A MmpL3 Transportadotrr:r:eaﬁggomicolato de 3.65 M. smegmatis Su et al® -
7K8B MmpL3 Transportadci:éir?aln;ggomicolato de 2.94 M. smegmatis Su et al® -
7K8C MmpL3 Tra”SpO”ad"trr:rfa{ggg°mic°'at° de 4.27 M. smegmatis Suetal™ -
7K8D MmpL3 Transportadci:éir?aln;ggomicolato de 4.33 M. smegmatis Su et al® -
7N6B MmpL3 MmpL3 en estado TMM (unién) 2.66 M. smegmatis Su et al’® -
7NVH MmpL3 Transportador de &cidos micoélicos 3.00 M. tuberculosis Adams et al”’ -
TWNX MmpL3 MmpL3 en complejo con ST004 3.36 M. smegmatis Zhang et al"? 112
8F4N AcrD Transportador dimérico AcrD 2.95 E. coli Zhang et al®° -
8F56 AcrD AcrD (dimero) tratado con gentamicina 2.98 E. coli Zhang et al®® -
Estructuras de proteinas de fusién membranal en forma monomérica/dimérica
Cg%igo Proteina Descripcion asociada a la estructura Res?'l&u)cic')n Organismo Referencia Iig;ado
2F1IM AcrA Flexibilidad conformacional de AcrA 2.71 E. coli Mikolosko et al® -
3H94 CusB Proteina de fusién membranal CusB 3.84 E. coli K-12 Su et al”® AG
300C CusB Proteina de fusién membranal CusB 3.40 E. coli K-12 Su et al”® -
30PO CusB Proteina de fusién membranal CusB 3.85 E. coli K-12 Su et al”® AG
30wW7 CusB Proteina de fusién membranal CusB 3.78 E. coli K-12 Su et al”® cul
4DK1 MacA-MexA Proteina quimérica MacA-MexA 3.50 P. aeruginosa Xu et al®® -
Estructuras de proteinas de membrana externa en forma trimérica (funcional)
ngigo Proteina Descripcion asociada a la estructura Resc(a'l&u)cic')n Organismo Referencia Iigzlaado
1EK9 TolC Proteina de membrana externa TolC 2.10 E. coli Koronakis et al & -
1TQQ TolC Complejo TolC-hexaaminocobalto 2.75 E. coli Higgins et al®? NCO
2vDD TolC Estado abierto de la proteina TolC 3.30 E. coli K-12 Bavro et al®® -
2VDE TolC Estado abierto de la proteina TolC 3.20 E. coli K-12 Bavro et al®® -
2WMZ TolC Estructura de TolC (mutante RS) 2.90 E. coli K-12 Pei et al®* -
2XMN TolC Movimiento de las hélices de TolC 2.85 E. coli K-12 Pei et al® -
3D5K OprM Canal OprM de P. aeruginosa 2.40 P. aeruginosa Phan et al®® -
AMT4 CmeC Canal de membrana externa CmeC 2.37 C. jejuni Su et al® -
4Y1K OprM Factor de membrana externa OprM 3.80 P. aeruginosa Monlezun et al®’ -
5AZP OprN Proteina de membrana OprN 1.69 P. aeruginosa Yonehara et al®® -
5AZS OprJd Proteina de membrana OprN 3.10 P. aeruginosa Yonehara et al®® -
51UY OprN Canal de membrana externa 2.29 P. aeruginosa Ntsogo et al®® -
5NSW OprN Cavidades del componente OprN 2.50 P. aeruginosa Ntsogo et al®® XE
6WXH TolC TolC con un fragmento de colicina E1 3.09 E. coli K-12 Budiardjo et al*® -
6WXI TolC TolC con un fragmento de colicina E2 2.84 E. coli K-12 Budiardjo et al*® -
Estructuras de proteinas de membrana externa en forma monomérica
ngigo Proteina Descripcién asociada a la estructura Rescz'l&u)ci(’)n Organismo Referencia Iig:!ado
1WP1 OprM Proteina de membrana externa 2.56 P. aeruginosa Akama et al®? -
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Tabla 2.1. Continuacion.

Estructuras de proteinas de membrana externa en forma monomérica

ngigo Proteina Descripcion asociada a la estructura Resc(;kj)cién Organismo Referencia Iigzlaado
1YC9 VceC Proteina de membrana externa VceC 1.80 V. cholerae Federici et al®?

3PIK CusC Proteina de membrana externa CusC 2.30 E. coli Kulathila et al®®

4K34 CusC Plegamiento y formacion de CusC 2.69 E. coli K-12 Lei et al®*

4K7K CusC Plegamiento y formacion de CusC 2.53 E. coli K-12 Lei et al®*

4K7R CusC Plegamiento y formacion de CusC 2.09 E. coli K-12 Lei et al®*

AMTO MtrE Canal de membrana externa MtrE 3.29 N. gonorrhoeae Lei et al”®

5AZ0O OprN Proteina de membrana OprN 2.70 P. aeruginosa Yonehara et al®®

6ZRE OprM Parte del transportador MexAB-OprM 2.80 P. aeruginosa Ntsogo et al"?

7AKZ OprM Parte del transportador MexAB-OprM 3.20 P. aeruginosa Ntsogo et alV?

Notas: 1. La descripcion asociada a la estructura proporciona informacién sobre la identidad, caracteristicas,
ligandos o conformaciones de los transportadores. 2. Los componentes de CusBAC pertenecen a la subfamilia
de exportadores de metales pesados (HME). 3. Las referencias “NP” corresponden a articulos no publicados.

11.3. Estructura de AcrB y transportadores RND homaélogos

La primera estructura reportada de AcrB fue obtenida mediante datos de difraccion de
rayos X de cristales de un monomero en la conformacion de entrada, lo que permitié generar
el homotrimero de AcrB por simetria cristalografica. Cada mondémero de las proteinas RND
(de membrana interna) contiene un dominio transmembranal conformado por 12 hélices.
Como se puede observar en la Figura 2.2, AcrB contiene un dominio periplasmico que a su
vez se divide en el “dominio de poro”, cuyos subdominios conforman 2 sitios de unién de
sustratos, y en el “dominio de docking de TolC”, que interactua con la proteina de fusion
membranal (AcrA). EI dominio de docking de TolC de cada mondmero posee un loop que lo

conecta con el monémero vecino, estabilizando asi al homotrimero de AcrB.1319
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Figura 2.2. Estructura del transportador AcrB: dominios transmembranal y periplasmico (cédigo PDB: 2DHH).
Figura elabora con PyMOL.

Se habia planteado que la especificidad de sustratos de los transportadores RND
estaba determinada por las caracteristicas estructurales de su dominio peripldsmico. Esta
hipotesis fue confirmada mediante un experimento que involucré el disefio de proteinas
quiméricas: al reemplazar el dominio periplasmico de la proteina AcrD (responsable del eflujo
de aminoglucosidos) por el de AcrB, se observé el perfil de eflujo caracteristico de esta
tltima. Se obtuvieron resultados similares al reemplazar el dominio periplasmico de AcrB por

el de AcrD, generando una proteina quimérica capaz de expulsar aminoglucésidos.!3

I1.4. Sitios de union de sustratos

Los transportadores de la familia RND contienen sitios poliespecificos de unién a
sustratos que permiten el reconocimiento y la expulsion de diversos compuestos,
principalmente desde el exterior de la membrana interna y el espacio periplasmico hacia el

exterior de la célula, incluyendo mdltiples antibiéticos de uso clinico. Debido a lo anterior, los
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transportadores de esta familia y su sobreexpresion por diferentes mutaciones (detectadas

en aislamientos clinicos), se han asociado a bacterias con fenotipo MDR.1215

Los sitios de unidn de sustratos de AcrB y otras proteinas RND han sido identificados
en estructuras unidas a diferentes ligandos (Figura 2.3). En dichas estructuras, se determiné
gue los sitios de unién son hendiduras compuestas por residuos hidrofébicos y polares, que
establecen multiples interacciones de van der Waals y de apilamiento 11 (17-stacking) con los
sustratos, ademas de puentes de hidrogeno. Una posible explicacion para el amplio perfil de
reconocimiento de sustratos por AcrB (y el resto de los transportadores de esta familia) es
gue diferentes sustratos interacttan con combinaciones distintas de residuos de
aminoacidos. Esta propuesta ha sido apoyada por resultados obtenidos en estudios de
acoplamiento molecular y simulaciéon de dinAmica molecular.?®

Se ha descrito la presencia de dos principales sitios de union de sustratos en el
dominio de poro de AcrB, denominados sitio de unién proximal o de acceso y sitio de union
distal o profundo (Figura 2.3, A y B), que se encuentran separados por un switch loop
(Figura 2.3 C) compuesto principalmente por residuos de glicina. Se ha propuesto que los
antibiéticos de mayor masa molecular (como eritromicina y rifampicina) se unen inicialmente
al sitio de unién proximal y son translocados al sitio de unién distal por el movimiento del
switch loop generado por la rotacion de los 3 mondmeros de AcrB durante la translocacion de
protones; por su parte, los antibiéticos de menor masa (como minociclina y doxorrubicina)
pueden unirse directamente al sitio de union distal. Lo anterior evidencia la importancia del

switch loop en la traslocacion y el eflujo de sustratos de mayor tamafio.12:18:19

15



Capitulo |

A Sitio proximal B Sitio distal
(de entrada) (de unién profunda)

Rifabutina

Sitio
proximal

" Sitio
distal

Figura 2.3. Diferentes sustratos (antibioticos) ubicados en los 2 principales sitios de union de AcrB reportados.
A: se identifica a una molécula de rifabutina en el sitio proximal o de entrada (cédigo PDB: 6Z09). B: se
identifica a una molécula de minociclina en el sitio de unién distal o de unién profunda (cédigo PDB: 6208). C:
se identifica a ambos sitios de union separados por el switch loop (en color azul marino), cuyo movimiento
permite la traslocacién de sustratos del sitio de union proximal al sitio de union distal. Figura elaborada con
PyMOL.

En el afio 2016, se reportd un sitio de unién adicional para moléculas lipofilicas con
grupos carboxilo, el cual fue identificado en una cavidad del dominio transmembranal de
AcrB (Figura 2.4). Se ha postulado que los antibidticos que interactian con este sitio de

unioén son translocados al sitio de union distal debido al movimiento de hélices generado por
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el mecanismo rotacional asociado a la translocacion de protones al interior celular. Debido a

lo anterior, es posible que los sitios de union de sustratos de los transportadores RND sean

especificos para moléculas con propiedades o caracteristicas definidas.?

Sitio de union
transmembranal

Y?

Acido fusidico

Figura 2.4. Sitio de unién localizado en el dominio transmembranal de AcrB, en el que se encuentra unida una
molécula de &cido fusidico (cddigo PDB: 5JMN). Figura elaborada con PyMOL.

Los transportadores RND poseen 3 canales de entrada de sustratos a sus respectivos
sitios de unién (Figura 2.5). El canal 1 esta abierto hacia la superficie exterior de la
membrana interna, mientras que el canal 2 se encuentra abierto hacia el periplasma; ambos
canales conducen a la entrada del sitio de unién proximal. El canal 3 esta abierto hacia la
cavidad central de la proteina de membrana interna y conduce directamente al sitio de unién
distal. Se ha registrado que el canal 3 favorece la entrada de moléculas con propiedades
planares, aromaticas y cationicas. La presencia de diferentes canales y sitios de unién en la

proteina AcrB se relaciona con su amplio perfil de reconocimiento de sustratos.!?
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Canal #3 o

Espacio
periplasmico

" Y canal #2 180°

Canal #1

Membrana
interna
bacteriana

Figura 2.5. Canales de entrada a los sitios de unidn proximal (A) y distal (B) identificados en protdmeros de
AcrB (codigos PDB: 6Z09 y 6Z08). El canal 3 se observa desde la cavidad central de la forma trimérica de
AcrB. Figura elaborada con PyMOL.

Se han reportado estructuras de transportadores RND acoplados a diferentes
inhibidores, lo que ha facilitado la elucidacion de su mecanismo de accion y las interacciones
de union que se presentan. Lo anterior ha permitido determinar que los inhibidores de los
transportadores de eflujo de la familia RND se unen a un Unico sitio altamente hidrofébico
cercano al sitio de union distal, conocido como “trampa hidrofébica”.'® Esta es una hendidura
estrecha con residuos hidrofobicos que fue identificada cuando se reportaron las primeras
estructuras de AcrB y MexB en complejo con un inhibidor de transportadores de eflujo (D13-
9001) en el afio 2013. El sitio de unién de dicho inhibidor fue similar en AcrB y en MexB, con
algunas diferencias en su unién en el canal de translocacion de sustratos.'>%

Se confirm6 la importancia de esta trampa hidrofobica cuando se reportaron las
estructuras de una proteina quimérica compuesta por los dominios periplasmicos de AcrB
unida a algunos inhibidores tipo piranopiridinas. En estas estructuras, se observé la union de

las piranopiridinas a la trampa hidrofébica, estableciéndose multiples interacciones
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hidrofobicas. Se sugiere que el posible mecanismo de inhibicion de las moléculas que se

unen a la trampa hidrofébica es el bloqueo del sitio de union de sustratos, ya que tiene lugar
el traslape de ambos sitios de union y los inhibidores se unen a la trampa hidrofébica con

mayor afinidad que los sustratos de eflujo (Figura 2.6).1°

o)
o $—NH
NH NZF /N OO \_\ o

XU TN

O|N_HO
N

: o
N=x{

Inhibidor D13-9001

Figura 2.6. Se observa al inhibidor D13-9001 localizado en la “trampa hidrofébica” de AcrB. Es posible apreciar
el traslape del sitio de union del inhibidor (codigo PDB: 3W9H) con el sitio de union distal en el que se uniria un
sustratos de eflujo, en este caso minociclina (cédigo PDB: 6Z08). Figura elaborada con PyMOL.

II.5. Principales sustratos

Entre los sustratos de los transportadores de la familia RND, es posible encontrar
moléculas aromaticas o alifaticas, voluminosas o pequefias y anidnicas, catiénicas o neutras.
Algunos ejemplos de estos sustratos son colorantes, sales biliares, solventes organicos y
diferentes clases de antibidticos.’>° En las estructuras recopiladas en este trabajo, es
posible identificar multiples sustratos en los sitios de union de los transportadores RND, tal
como se muestra en la Tabla 2.2 y en la Figura 2.7. Se encontré un total de 15 sustratos
pertenecientes a diferentes clases de antibidticos, tales como aminoglucdsidos,
betalactamicos, fluoroquinolonas, macrolidos, oxazolidinonas, rifamicinas y tetraciclinas. Se
encontraron ademas sustratos como acidos biliares, colorantes y agentes surfactantes; sin

embargo, estos carecen de interés farmacolégico.
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Tabla 2.2. Principales sustratos de interés farmacolégico (antibidticos) identificados en las estructuras de los

transportadores RND depositadas en el RCSB PDB

ID

i 1A N97,98,99,100
Ligando Nombre Descripcion Grupo al que pertenece
L Antibidtico semisintético activo contra bacterias Gram- -
MIY Minociclina - . P - ; . Tetraciclinas
positivas y negativas. Util para tratar infecciones cutaneas
S Antibiético semisintético de amplio espectro. Medicamento de .
DXT Doxiciclina - . : . Tetraciclinas
eleccidn contra infecciones por Chlamydophilas spp
YOM Eravaciclina Antlb_lotlco sintético de amplio espectro ut|I|_zado_ enel Tetraciclinas
tratamiento de infecciones por bacterias multirresistentes
Antibidtico sintético experimental de amplio espectro .
- * '
8op TP-6076 desarrollado por TetraPhase Pharmaceutics0! Tetraciclinas
ERY Eritromicina An.thIOII(I:O de ampllo espectro,utll en e_I tratamiento de Macrélidos
infecciones cutineas y de vias respiratorias altas
. . Antibidtico semisintético de amplio espectro, utilizado en el S
RBT Rifabutina tratamiento de infecciones causadas por micobacterias Rifamicinas
3-formil rifamicina Antibidtico derivado de la rifamicina. Efectivo en el e
3YI . - - : - Rifamicinas
SV tratamiento de infecciones causadas por micobacterias
REP Rifampicina Antibiotico semisintético de am_pllo espectro ef_ectlvo contra Rifamicinas
estafilococos y bacterias Gram-negativas
LLL Gentamicina C1A Antl_blotl_co ut|||_zago_para tratar |nfe_CC|ones respiratorias, Aminoglucésidos
urinarias y sistémicas por bacterias Gram-negativas
- Antibiético con actividad antibacteriana, antiparasitaria y . .-
PUY Puromicina - ha , - ' Aminonucledsidos
antineoplasica. Comunmente utilizado en cultivos celulares
. Antibiético de amplio espectro util en el tratamiento de .
LFX Levofloxacina . X . . i S Fluoroquinolonas
infecciones de vias respiratorias y urinarias
CPE Ciprofloxacino Antlblptlco Qe ampllp espectro utl'l enel tratamiento de Fluoroguinolonas
infecciones urinarias y de vias respiratorias
- Antibidtico semisintético de amplio espectro utilizado en el .
AIC Ampicilina . ) : : ; : oo Betalactamicos
tratamiento de infecciones de vias respiratorias y urinarias
NEN Nafcilina Antlblot_lco semisintético de espectro red_uudo utlllzad_o_ para Betalactamicos
tratar infecciones causadas por bacterias Gram-positivas
. . Antibiotico sintético Util en el tratamiento de infecciones -
ZLD Linezolida ; . ; Oxazolidinonas
causadas por bacterias Gram-positivas aerobias
FUA Acido fusidico Antibidtico bacteriostatico con actividad contra bacterias Fusidanos

Gram- positivas y en menor medida, contra Gram-negativas

*Compuesto en fase Il de ensayos clinicos.
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Sustratos de transportadores RND (antibidticos)
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Figura 2.7. Estructuras de los principales sustratos de interés farmacolégico (antibioticos) identificados en los
sitios de unién de las estructuras de los transportadores de la familia RND. Las moléculas que pertenecen a la
misma clasificacion de antibidticos se encuentran agrupadas en: tetraciclinas, macrélidos, rifamicinas,
aminoglucoésidos, aminonucleosidos, fluoroquinolonas, betalactamicos, oxazolidinonas y fusidanos.

De igual manera, se identificé un total de 13 compuestos con actividad inhibitoria
sobre los transportadores RND (Figura 2.8), los cuales poseen distintas caracteristicas
estructurales y, por lo tanto, diferentes mecanismos de inhibicion (Tabla 2.3). Estos

compuestos se encuentran actualmente en diferentes fases de investigacion.
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Tabla 2.3. Principales compuestos con actividad inhibitoria sobre los transportadores RND identificados en las

estructuras reportadas en el RCSB PDB)

ID

Ligando Nombre Descripcion Grupo al que pertenece
Inhibidor de transportadores de eflujo derivado de Bloqueadores del sitio de
5QG MBX2319102 piranopiridinas: aumenta la potencia de varios antibiéticos que:
. union de sustratos
contra enterobacterias
50F MBX2931102 Inhibidor de transportadores de eflujo derivado de Bloqueadores del sitio de
piranopiridinas: presenta mayor potencia que MBX2319 union de sustratos
50E MBX3132102 Inhibidor de transportadores de eflujo derivado de Bloqueadores del sitio de
piranopiridinas: presenta mayor potencia que MBX2319 unién de sustratos
MBX MBX3135102 Inhibidor de transportadores de eflujo derivado de Blogueadores del sitio de
piranopiridinas: presenta mayor potencia que MBX2319 unién de sustratos
PID D13-9001103 Inhibidor de los transportadores de eflujo AcrB y MexB Bloqueadores del sitio de
derivado de piridopirimidinas unién de sustratos
3RX SQ109104 Inhibidor del transportador MmpL3 en micobacterias: candidato  Disruptores del mecanismo
a farmaco contra tuberculosis de traslocacion de protones
97F AU1235104 Inhibidor del transportador MmpL3 en micobacterias: candidato  Disruptores del mecanismo
a farmaco contra tuberculosis de traslocacion de protones
AY6 Rimonabantio4 Inhibidor del transportador MmpL3 en micobacterias derivado  Disruptores del mecanismo
de piperidinas: compuesto identificado mediante cribado virtual  de traslocacion de protones
J9E |CA38104 Inhibidor del transportador MmpL3 en micobacterias derivado  Disruptores del mecanismo
de indolcarboxamidas: elevada potencia, baja biodisponibilidad de traslocacion de protones
FEU NITD-349105 Inhibidor del transportador MmpL3 en micobacterias derivado  Disruptores del mecanismo
de indolcarboxamidas: candidato a farmaco contra tuberculosis  de traslocacion de protones
FGO SPIRO105 Inhibidor del transportador MmpL3 en micobacterias derivado  Disruptores del mecanismo
de espiropiperidinas: candidato a farmaco contra tuberculosis  de traslocacion de protones
1KE BDM88832106 Potencial inhibidor del transportador AcrAB-TolC derivado de Disruptores del mecanismo
piridilpiperazinas de traslocacion de protones
1K8 BDM88855106 Potencial inhibidor del transportador AcrAB-TolC derivado de Disruptores del mecanismo

piridilpiperazinas

de traslocacion de protones
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Inhibidores de transportadores RND
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Figura 2.8. Estructuras de los principales compuestos con actividad inhibitoria sobre transportadores RND,
identificados en las estructuras reportadas de dichos transportadores. Las moléculas que presentan similitudes

estructurales y un mecanismo inhibitorio similar se encuentran agrupadas.

[1.6. Mecanismo de eflujo

Se plante6 para AcrB un modelo de transporte de sustratos basado en un mecanismo
rotativo, en el que los 3 protdmeros que conforman a la proteina AcrB pueden adquirir 3
conformaciones distintas, conocidas como conformaciones de entrada, union y eflujo. En
ausencia de sustrato (forma Apo), los 3 protdmeros de AcrB adquieren la conformacion de
entrada. Por otra parte, cuando un sustrato se encuentra presente, los protémeros de la
proteina AcrB sufren cambios conformacionales para formar un trimero asimétrico activado,
en el cual cada uno de los 3 protomeros adquiere de manera sucesiva cada una de las 3

conformaciones diferentes en funciéon de cada etapa del proceso de eflujo (Figura 2.9).1°
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La primera interaccion del sustrato con AcrB ocurre a través del protbmero en la

conformacion de entrada, en el sitio de unidn periplasmico de acceso. Posteriormente, ocurre
la transicion de la conformacion de entrada a la conformacion de union en el monémero y se
forma un tdnel que proporciona una via de acceso para los sustratos hacia el sitio
hidrofébico, donde ocurre la union de los sustratos de AcrB, que estabiliza la conformacién

de union.13.15

Eflujo

n
I
L 4

@ Molécula de sustrato

Figura 2.9. Representacion de las transiciones que tienen lugar en cada uno de los 3 protomeros de AcrB
durante el proceso de eflujo, donde cada protdmero adquiere de manera sucesiva las conformaciones de
entrada, union y eflujo. Se observa que el cambio de la conformacién de eflujo a la conformacion inicial de
entrada (y la expulsién del sustrato) requiere de la unién de un protén a su respectivo sitio de traslocacién (en la
porcién periplasmica de AcrB). De igual manera, el cambio de la conformacion de unién a la conformacion de
eflujo requiere de la traslocacién de un proton hacia el citoplasma.

Finalmente, el transporte de protones a través del dominio transmembranal causa la
transicién a la conformacion de eflujo, en la que el sitio de union se cierra y tiene lugar la
expulsion del sustrato del sitio hidrofébico hacia un nuevo tunel o canal que conduce al
sustrato al dominio de docking de TolC (presente en AcrB), permitiendo el eflujo del sustrato

a través de la proteina AcrA y posteriormente TolC en estado abierto (Figura 2.10).1315
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Figura 2.10. Apertura de la proteina de membrana externa (TolC) debido a la transmision de los cambios
conformacionales en el complejo de 3 componentes. En la parte superior se observa la superficie de la proteina,
mientras que en la parte inferior se observa su estructura helicoidal. A. Estado inicial del canal. B. Estado
intermedio de apertura. C. Estado final de apertura (estado de expulsion de sustratos). Figura elabora con
PyMOL a partir de una animacion creada con las estructuras cerrada (cédigo PDB: 5V5S) y abierta (codigo
PDB: 5NG5) del transportador AcrAB-TolC, utilizando el software Chimera 1.16.

El transportador AcrB utiliza la fuerza protdbn motriz para llevar a cabo el eflujo de
sustratos (del interior al exterior celular). La porcién transmembranal de AcrB alberga 4
residuos cargados que son esenciales para el proceso de eflujo: Asp407, Asp408, Lys940 y
Arg971. Diferentes estudios estructurales y de mutagénesis han sugerido que la traslocacion
de protones es un proceso mediado por estos 4 residuos: en las conformaciones de entrada
y de union Lys940 se encuentra entre Asp407 y Asp408. No obstante, en la conformacion de
eflujo, este residuo es reorientado hacia Thr978. Lo anterior llevo a la hip6tesis de que dichos
cambios conformacionales son causados por los eventos de protonacién y deprotonacién de
Asp407, Asp408, Lys940 y Arg971, que a su vez causan los cambios conformacionales de

AcrA y TolC hacia una conformacion abierta para permitir el eflujo de sustratos.3197
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lIl. CAPITULO II. Transportadores de la familia ABC

Los tipo ABC (ATP-binding cassette) constituyen una de las mas grandes familias de
proteinas transportadoras. Si bien las proteinas importadoras de esta familia solo se
encuentran en organismos procariotas, cabe sefialar que los transportadores de eflujo estan
presentes tanto en organismos procariotas como en los eucariotas.®® Las proteinas
importadoras participan en la toma de nutrientes del exterior celular (ej. carbohidratos,
aminoacidos, lipidos, péptidos y vitaminas), mientras que las proteinas exportadoras
participan en el eflujo de diferentes sustratos (ej. toxinas y antibiéticos).%6:108

Se ha postulado que los exportadores de la familia ABC no cumplen solo con la
funcion de eflujo de antibidticos en bacterias, sino que tienen un papel fisiologico
fundamental en la comunicacién intercelular, el mantenimiento de la homeostasis y la
detoxificacion. No obstante, debido a diferentes factores ambientales, la presion selectiva y la
transferencia horizontal de genes, las funciones basicas de estos transportadores se
modificaron, propiciando el origen de los transportadores ABC como exportadores de
antibioticos.1%8

La primera evidencia experimental de la relacién de los transportadores ABC con la
resistencia a antibiéticos se obtuvo al estudiar a un sistema de eflujo responsable de la
resistencia a eritromicina y a otros compuestos del grupo de los macrolidos; este sistema fue
nombrado MacAB (macrolide-specific ABC-type efflux carrier, transportador ABC de eflujo
especifico para macrolidos). Posteriormente, se comprobd que la proteina de membrana
externa TolC era necesaria para la actividad de eflujo de MacAB.1%9

Se ha establecido una relacién directa entre la resistencia a multiples antibiéticos y la
sobreexpresion de diversos transportadores de eflujo de la familia ABC, tanto en células
cancerigenas de mamiferos como en células bacterianas, representando asi una disminucion
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de la efectividad de compuestos quimioterapéuticos y antibioticos y, por lo tanto, una

amenaza a la salud humana.®®% A |o largo de este capitulo, al hablar de transportadores
ABC nos referiremos de manera exclusiva a aquellos transportadores bacterianos que
participan en el eflujo de diversas moléculas.

El primer transportador ABC asociado a la resistencia a multiples antibioticos fue el
transportador LmrA (Lactococcal multidrug-resistant protein ATP, proteina de resistencia a
multiples antibiéticos dependiente de ATP de Lactococcus), una proteina homéloga a la
glicoproteina P humana (34% de identidad) que se encuentra presente en L. lactis.'!! Se
demostré su papel en la resistencia a antibidticos al ser sobre expresado en una cepa
hipersensible a antibidticos de E. coli, que desarroll6 resistencia contra aminoglucésidos,
lincosamidas, macroélidos, quinolonas, estreptograminas, tetraciclinas y cloranfenicol.11!

Se ha identificado que cuando el transportador LmrA es expresado en lineas celulares
eucariotas es capaz de conferir resistencia a mdultiples agentes anticancerigenos, como
daunomicina, doxorrubicina, vinblastina y vincristina.1%112 Debido a su homologia y perfil
similar de eflujo de sustratos, la glicoproteina P y el transportador LmrA son un ejemplo de

transportadores ABC altamente conservados entre humanos y organismos procariotas.1%

l1l.1. Principales modelos de estudio: LmrA y MacAB-TolC

Tanto en bacterias Gram-positivas como en Gram-negativas es posible encontrar
transportadores ABC de eflujo de un solo componente, los cuales se localizan en la
membrana citoplasmética y en la membrana interna, respectivamente. Estos transportadores
llevan a cabo la traslocacion de sustratos al exterior del citoplasma y son proteinas con una
funcion homodloga a las proteinas de membrana interna de los transportadores RND,
descritos en el capitulo anterior. Existen diferentes modelos utilizados para el estudio
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estructural y mecanistico de los transportadores ABC “monocomponentes”, siendo los

principales LmrA (de L. lactis) y Sav1866 (de S. aureus).%:113.114

En bacterias Gram-negativas, algunos transportadores ABC pueden encontrarse
formando parte de complejos de eflujo de tres componentes, cuya estructura es similar a la
de los transportadores de la familia RND, conformados por una proteina de membrana
interna (PMI) asociada a una proteina de fusion membranal (PFM), que abarca la mayor
parte del espacio periplasmico y esta conectada a una proteina de membrana externa (PME)
gue conduce a los sustratos al exterior celular.

El sistema de eflujo de tres componentes mas representativo de la familia ABC en
bacterias es el sistema MacAB-TolC, que participa en el eflujo de macrdlidos, toxinas
peptidicas, factores de virulencia, sideréforos, lipopolisacaridos y protoporfirinas.115116.117.118
Este sistema se encuentra presente en E. coli, N. gonorrhoeae, P. aeruginosa, V. cholerae,
Y. pestis y A. baumannii; estd conformado por la proteina de membrana interna MacB, la
proteina de fusiébn membranal MacA vy la proteina de membrana externa TolC.%115119 En
cuanto a los protomeros de cada componente de éste sistema de eflujo, se ha identificado
una estequiometria de: 2 MacB, 6 MacA y 3 TolC (Figura 3.1).22° Se ha propuesto la misma
proporcion estequiométrica para otros sistemas ABC de tres componentes.

Mientras que las proteinas de fusion membranal y las proteinas de membrana externa
de los transportadores ABC son considerados homologos de los componentes de los
transportadores RND, las proteinas de membrana interna de ambas familias no estan
relacionadas estructuralmente, ya que las proteinas RND son entidades homotriméricas,

mientras que las proteinas ABC han sido identificadas como homodimeros (Figura 3.1).119
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Monomero Dimero o Monoémero \\é
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Figura 3.1. Estructuras representativas de los complejos de los transportadores de la familia ABC y sus
componentes proteicos individuales. Se indica el nimero y estequiometria de las estructuras reportadas para
cada complejo/componente en la base de datos del RCSB PDB. Figura elabora con PyMOL, utilizando la
estructura con codigo PDB 5NIK que corresponde al complejo MacAB-TolC de E. coli.

En el contexto de la resistencia a antibioticos, el sistema MacAB-TolC ha sido
asociado a la resistencia a macrdlidos, aminoglucosidos y polimixinas en E. coli, S.
maltophilia, N. gonorrhoeae, y A. baumannii. El tamafio de este sistema ensamblado es
similar al de AcrAB-TolC, perteneciente a la familia RND. Se ha descrito que la
sobreexpresion de los sistemas tricomponentes MacAB-TolC y VarDEF (un sistema
homologo presente en V. cholerae) puede causar un incremento de hasta 8 veces en la
concentracion minima inhibitoria de antibiéticos del grupo de los macrolidos, tales como la

espiramicina.t?1122,123
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l1l.2. Recopilacion de estructuras

Tras una busqueda exhaustiva en la base de datos del RCSB PDB, se encontré un
total de 157 estructuras que corresponden a los complejos y componentes de los
transportadores de eflujo de la familia ABC (Figura 3.1 y Tabla 3.1). De las estructuras
encontradas, solamente 2 corresponden a complejos funcionales de tres componentes PMI-
PFM-PME y 2 corresponden a fragmentos del complejo dimérico PMI-PFM. Con respecto a
los componentes funcionales individuales, se encontr6 un total de 93 estructuras, que
corresponden a las proteinas de membrana interna en su forma dimérica. Se encontraron
también 60 estructuras monoméricas de proteinas de membrana interna y 2 estructuras de
proteinas de fusion membranal en su forma dimérica y trimérica.

En el afio 2017, fueron reportadas las 2 estructuras mencionadas de los sistemas de
eflujo de 3 componentes de MacAB-TolC, obtenidas mediante microscopia electronica. Esto
ha permitido obtener informacion sobre el ensamblaje de sus componentes y el posible
mecanismo de transporte del complejo ensamblado.’?® La mayoria de las estructuras
encontradas fueron reportadas en los ultimos 5 afios (2018-2023) y corresponden a
transportadores que presentan una gran diversidad de funciones, tales como el eflujo
multiespecifico de antibioticos y el transporte de metales pesados, toxinas peptidicas, acidos
teicoicos, hemolisina, lipidos, péptidos antimicrobianos, lipopolisacaridos, oligosacaridos,
protoporfirina y lipoproteinas (Tabla 3.1).

Entre las estructuras reportadas, se puede observar que en distintos organismos
bacterianos es posible encontrar a un mismo sistema de transporte. De igual manera,
algunas estructuras corresponden a complejos de un mismo transportador con diferentes
sustratos, inhibidores o moduladores, asi como a diferentes conformaciones del

transportador y/o diferentes etapas del proceso de eflujo de sustratos (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1. Estructuras correspondientes a los componentes y complejos de los transportadores de la familia
ABC, reportadas en el RCSB PDB.

Complejos tricomponentes: proteina de membrana interna, proteina de fusi6n membranal y proteina de membrana externa

Cg%igo Proteina Descripcion asociada a la estructura Rescz)lf)cién Organismo Referencia LigL\Dndo
5NIK MacAB-TolC Transportador de multiples antibiéticos 3.30 E. coli K-12 F“ZF’;}Q,"" et -
5NIL MacAB-TolC  Transportador de multiples antibi6ticos 5.30 E. coli K-12 F‘th;I‘}QLC" et -

Estructuras de proteinas de membrana interna en forma dimérica (funcional)

ngigo Proteina Descripcion asociada a la estructura Res?%dén Organismo Referencia Lig!aDndo
2HYD Sav1866 Transportador de miltiples antibiéticos 3.00 S. aureus Dawson et al*'® -
20NJ Sav1866 Transportador de mdltiples antibiéticos 3.40 S. aureus Dawson et al''* -
3B5W MsbA Transportador de lipido A 5.30 E. coli Ward et al*?* -
3B5X MsbA Transportador de lipido A 5.50 V. cholerae Ward et al*?* -
3B5Y MsbA Transportador de lipido A 4.50 S. enterica Ward et al*?* ANP
3B5Z MsbA Transportador de lipido A 4.20 S. enterica Ward et al*?* VO4
3B60 MsbA Transportador de lipido A 3.70 S. enterica Ward et al*?* ANP
3FTJ MacB Exportador de macrolidos 2.00 actinomyce'tAémcomitans Xu et al*?® -
3VvX4 ComA Dominio de unién a nucledtidos 2.69 S. mutans Ishii et al*?® -
4BBP ZnuA Transportador de zinc 2.15 S. enterica Alaleona et al*?’ YU7
4MRN NaAtm1 Transportador en forma apo 2.50 N. aromaticivorans Lee et al'?® -
4MRP NaAtm1 Transportador en complejo con GSH 2.50 N. aromaticivorans Lee et al'?® GSH
4MRR NaAtm1 Complejo con selenometionina 2.97 N. aromaticivorans Lee et al*?® MSE
AMRS NaAtm1 Transportador en complejo con GSSG 2.35 N. aromaticivorans Lee et al*?® GDS
4MRV NaAtm1 Transportador en complejo con GS-Hg 2.50 N. aromaticivorans Lee et al'?® HGD
4PLO McjD Exportador de microcina J25 2.70 E. coli Cho‘ﬁﬂ‘;ry et ANP
5EG1 McjD Exportador de microcina J25 3.42 E. coli Cho‘fl'{;;”y et ANP
5GKO MacB Exportador de macrolidos 3.39 A. baumannii Murakami et al'*® -
5LIL MacB Exportador de macrolidos 3.35 actinomyce'ta\émcomitans Crow et al*3! -
5LJ7 MacB Exportador de macrdlidos 3.25 actinomyce't:mcomitans Crow et al*®! -
5MKK TmrAB Transportador de mdltiples antibiéticos 2.70 T. thermophilus Noell et al*3! -
5NBD PgIK Exportador de oligosacéridos 3.90 C. jejuni Perez et al*®? -
50FR McjD Exportador de microcina J25 3.40 E. coli Beis et al*®® -
5TTP MsbA Transportador de lipido A 4.80 E. coli 0157:H7 Mi et al*3* -
5TV4 MsbA Transportador de lipido A 4.20 E. coli 0157:H7 Mi et al*** -
5WS4 MacB Exportador de macroélidos 3.40 A. baumannii Murakami et al''®  AT4
5X5Y LptB2FG Exportador de LPS 3.47 P. aeruginosa PAO1 Luo et al**® -
5XU1l Spr0694 Transportadc;;ﬁr?]iacr:(t)itt:iig:]iggs y péptidos 3.30 S. pneumoniae Yang et al** -
6BPL MsbA Complejo con LPS e inhibidor G907 2.91 E. coli CFT073 Ho et al**" AU7
6BPP MsbA Complejo con LPS e inhibidor G092 2.92 E. coli CFT073 Ho et al**" E1M
6PAM NaAtm1 Exportador de metales pesados 3.70 N. aromaticivorans Fan et al'® -
6PAN NaAtm1 Exportador de metales pesados 3.40 N. aromaticivorans Fan et al'® -
6PAO NaAtm1 Exportador de metales pesados 3.65 N. aromaticivorans Fan et al'® -
6PAQ NaAtm1 Exportador de metales pesados 3.30 N. aromaticivorans Fan et al'® -
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Tabla 3.1. Continuacion

Estructuras de proteinas de membrana interna en forma dimérica (funcional)

ngigo Proteina Descripcion asociada a la estructura Resc(JIAu)cic')n Organismo Referencia LigL\Dndo
6PAR NaAtm1 Exportador de metales pesados 3.35 N. aromaticivorans Fan et al*®® ANP
6R72 BmrA Conformacién abierta hacia afuera 3.95 B. subtilis Chaptal et al**® -
6R81 BmrA Transportador de miltiples antibiéticos 3.90 B. subtilis Wiseman et al**® -
6RAF TmrAB Transportador de miltiples antibiéticos 3.80 T. thermophilus Thomas et al** -
6RAG TmrAB Transportador de miltiples antibiéticos 4.20 T. thermophilus Thomas et al** -
6RAH TmrAB Transportador de mdltiples antibiéticos 2.80 T. thermophilus Thomas et al**° -
6RAI TmrAB Transportador de mdltiples antibiéticos 2.90 T. thermophilus Thomas et al**° -
6RAJ TmrAB Transportador de mdltiples antibiéticos 3.50 T. thermophilus Thomas et al**° AQV
6RAK TmrAB Transportador de mdltiples antibiéticos 3.30 T. thermophilus Thomas et al**° AQV
6RAL TmrAB Transportador de mdltiples antibiéticos 3.50 T. thermophilus Thomas et al**° -
6RAM TmrAB Transportador de mdltiples antibiéticos 3.80 T. thermophilus Thomas et al*4° -
6RAN TmrAB Transportador de mdltiples antibiéticos 4.20 T. thermophilus Thomas et al*4° -
6UZ2 MsbA Transportador MsbA, conformacion 1 4.20 E. coli Angiulli et al**t -
6UZL MsbA Transportador MsbA, conformacién 2 4.40 E. coli Angiulli et al'#* -
6VQT NaAtm1 Exportador de metales pesados 3.03 N. aromaticivorans Fan et al'®® VO4
6VQU NaAtm1 Exportador de metales pesados 3.88 N. aromaticivorans Fan et al'® -
6XJIH PmtCD Exportador de toxinas peptidicas 3.60 S. aureus Zeytuni et al**? -
6XJI PmtCD Exportador de toxinas peptidicas 4.00 S. aureus Zeytuni et al**? -
7ARH LolC Subunidad del transportador LolCDE 3.30 E. coli K-12 Tang et al**® Z41
7ARI LolC Subunidad del transportador LolICDE 3.40 E. coli K-12 Tang et al**® -
7ARJ LolD Complejo con lipoproteina y AMP-PNP 3.20 E. coli K-12 Tang et al**® ANP
7ARK LolC Complejo con AMP-PNP (estado cerrado) 4.10 E. coli K-12 Tang et al**® ANP
7ARL LolC Complejo con lipoproteina 'y ADP 3.20 E. coli K-12 Tang et al**® Z41
7ARM LolE Proteina transmembranal de LoICDE 3.60 E. coli K-12 Tang et al**® 741
7BCW MsbA MsbA en complejo con ADP y vanadato 3.50 E. coli K-12 Traore et al** VO4
7BG4 BmrA Transportador de mdltiples antibiéticos 4.20 B. subtilis Wiseman et al'®*®  RHQ
7CGE MlaE Subunidad del transportador MlaFEDB 2.90 E. coli K-12 Chi et al** PGW
7CGN MlaE Subunidad del transportador MlaFEDB 4.30 E. coli K-12 Chi et al** -
7M33 BmrCD Transportador de mdltiples antibiéticos 3.55 B. subtilis Thaker et al**® HT1
7MDX LolC Subunidad del transportador LoICDE 3.80 E. coli Sharma et al*#” -
7MDY LolC Subunidad del transportador LoICDE 3.50 E. coli Sharma et al*#’ AQV
7TMET MsbA Transportador en complejo con TBT1 3.97 A. baumannii Thelot et al**® Z5G
7TMEW MsbA Transportador en complejo con G247 3.90 E. coli Thelot et al**® Z5Y
70W8 BmrA Transportador de mdltiples antibidticos 3.50 B. subtilis Gobet et al**® -
7PH2 MsbA MsbA reconstituido en nano discos 3.70 E. coli K-12 Januliene etal**®  EIW
7PH3 MsbA Transportador unido a AMP-PNP 2.80 E. coli K-12 Parey et al** -
7PH4 MsbA Transportador unido a AMP-PNP 2.80 E. coli K-12 Parey et al**® -
7PH7 MsbA MsbA reconstituido en nano discos 4.10 E. coli Parey et al**° EIW
TRIT MsbA Transportador MsbA en forma apo 5.20 A. baumannii Thelot et al**® -
7SEL MsbA Complejo con LPS e inhibidor G7090 2.98 E. coli Payangen et gsx
7754 PCAT1 Conformacion abierta hacia afuera 4.50 A. thermocellus Kieuvongngam -

et al's?
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Tabla 3.1. Continuacion

Estructuras de proteinas de membrana interna en forma dimérica (funcional)

nggo Proteina Descripcion asociada a la estructura RestzIAu)cién Organismo Referencia Liglaado
7T55 PCAT1 Conformacion abierta hacia adentro 4.10 A. thermocellus Kieug/toglgl;glgam -
7T56 PCAT1 Conformacién abierta hacia adentro 3.70 A. thermocellus Kieugto gﬁggam -
7757 PCAT1 Conformacién abierta hacia adentro 3.70 A. thermocellus Kieu(\elto Qﬁg‘lgam -
TWT7A HrtBA Transportador con protoporfirina IX 3.20 C. diphtheriae Hisano et al'*? MNR
TW7B HrtBA Transportador con protoporfirina IX 3.00 C. diphtheriae Hisano et al'*? MNR
7TW7D HrtBA Transportador en complejo con hemo 3.40 C. diphtheriae Hisano et al'*? HEM
7ZNU Cgt Cgt en micelas de un detergente 4.00 B. abortus Jaroslaw et al**® VO4
7208 Cgt Cgt en estado Apo en nano discos 3.60 B. abortus Jaroslaw et al**® PLC
7209 Cgt Cgt en unién con vanadato 3.50 B. abortus Jaroslaw et al**® VO4
7ZOA Cgt Cgt en presencia de un CBG (sustrato) 4.00 B. abortus Jaroslaw et al**® -
8DKU Wzmwzt Transportador de antigeno O 3.20 A. aeolicus VF5 Spellmon et al*** -
8DLO Wzmwzt Transportador de antigeno O 4.10 A. aeolicus VF5 Spellmon et al*** -
8DMM MsbA MsbA en complejo con KDL 3.47 E. coli Liu et al*®® AQV
8DMO MsbA MsbA: estado abierto hacia el interior 3.90 E. coli Liu et al*s® -
8DN8 Wzmwzt Transportador de antigeno O 3.70 A. aeolicus VF5 Spellmon et al*** u9o
8DNC Wzmwzt Transportador de antigeno O 3.30 A. aeolicus VF5 Spellmon et al*** -
8DNE Wzmwzt Transportador de antigeno O 3.50 A. aeolicus VF5 Spellmon et al*** -
8DOU Wzmwzt Transportador de antigeno O 3.54 A. aeolicus VF5 Spellmon et al*®* -
Estructuras de proteinas de membrana interna en forma monomérica
ngigo Proteina Descripcion asociada a la estructura RescE}I:\LJ)cién Organismo Referencia LigIaDndo
1MTO HylB Dominio de union a nucleétidos 2.60 E. coli Schmitt et al® -
1MV5 LmrA Dominio de unién a nucledtidos 3.10 L. lactis Yuan et al"" -
1XEF HylB Transportador de a-hemolisina 2.50 E. coli Zaitseva et al*®” -
2FGJ HylB Transportador de a-hemolisina 2.60 E. coli Zaitseva et al**® -
2FGK HylB Transportador de a-hemolisina 2.70 E. coli Zaitseva et al**® -
2PCJ LolD Transportador de lipoproteinas 1.70 A. aeolicus JeyakaaInNtPhan et -
2PCL LolD Transportador de lipoproteinas 1.70 A. aeolicus Jeyakgm)han et -
3B5J HylB Transportador de a-hemolisina 2.00 E. coli Oswald et al*® 12D
4P31 LptB Exportador de LPS unido a ADP 2.05 E. coli K-12 Sherman et al'®® -
4P32 LptB Exportador de LPS unido a ADP 1.55 E. coli K-12 Sherman et al*¢° -
4P33 LptB Exportador de LPS unido a ATP 1.65 E. coli K-12 Sherman et al*®° -
4QC2 LptB Exportador de LPS unido a ATP 2.22 E. coli DH1 Wang et al*®t -
5C59 MacB Exportador de macrolidos 3.00 E. coli 536 Ha et al\P -
5DGX MsbA Transportador de lipido A 1.73 F. tularensis Halavaty et al"P -
5EUM MsbA Transportador de lipido A 1.80 H. influenzae Minasov et al\" -
5F9Q YknZz Exportador de macrolidos 2.04 B. amyloliquefaciens Xu et al'6? -
5HNP Wzt Subunidad de union de sacaridos 2.20 R. ornithinolytica Mallette et al*®® -
51DV MsbA Dominio de unién a nucleétidos 1.45 A. baumannii AB5075 Mayclin et alV? -
5L75 LptB Exportador de LPS 3.70 K. pneumoniae 1S22 Dong et al*®* PT
5LJ6 MacB Exportador de macrolidos 3.90 A. Crow et al*®! -

actinomycetemcomitans
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Tabla 3.1. Continuacion

Estructuras de proteinas de membrana interna en forma monomérica

nggo Proteina Descripcion asociada a la estructura RestzIAu)cién Organismo Referencia Liglaado
5LJ8 MacB Exportador de macrélidos 1.95 E. coli K-12 Crow et al*®! -
5LJ9 MacB Exportador de macrélidos 2.30 E. coli K-12 Crow et al*®! -
5LJA MacB Exportador de macrélidos 2.40 E. coli K-12 Crow et al*® -
5NAA LolC Exportador de lipoproteinas 1.88 E. coli K-12 Kaplan et al*! -
50FP McjD Exportador de microcina J25 4.71 E. coli Beis et al*®® -
5X41 Chio Transportador acoplado a cobalto 3.47 R. capsulatus Bao et al'®® -
5YK2 Rv3197 Estructura unida a eritromicina 2.81 M. tuberculosis Zhang et al'®® -
6AMX Wzmwzt Transportador de antigeno O 2.05 A. aeolicus Zimmer et al*®” PE5
6AN5 Wzmwzt Transportador de antigeno O 3.51 A. aeolicus Zimmer et al*®” -
6B89 LptB LptB con novobiocina 2.00 E. coli K-12 May et al'6® NOV
6B8B LptB LptB con derivado de novobiocina 1.95 E. coli K-12 Mandler et al*®® CczJ
6BL6 MsbA Transportador de lipido A 2.80 S. enterica Padayatti et al'®® -
6JBH TarH Transportador de acidos teicoicos 3.94 A. herbarius Chen et al*”® -
6M96 Wzmwzt Conformacién de unién a ATP 2.05 A. aeolicus Caffalette etal'*  PEE
6MBN LptB Dominio de unién a nucleétidos 1.96 E. coli K-12 Owens et al*” -
6MGF LptB Dominio de unién a nucledtidos 2.98 E. coli K-12 Mandler et al'? CczJ
6MHU LptF Estructura libre de nucleétidos 4.00 E. coli K-12 Orlando et al*”® JSG
6MHZ LptB Estructura en complejo con vanadato 4.10 E. coli K-12 Orlando et al*”® AOV
6MI7 LptG Estructura libre de nucleétidos 4.20 E. coli K-12 Orlando et al*”® PGT
6MI8 LptB Estructura en complejo con vanadato 4.30 E. coli K-12 Orlando et al*”® AOV
6014 Wzt Dominio de unién a carbohidratos 2.65 A. aeolicus VF5 Bi et al*™ -
6030 MsbA Transportador de Lipido A 4.47 S. enterica Padayatti et al*®® -
60IH Wzmwzt Transportador de antigeno O 3.85 A. aeolicus Bi et al*®” LDA
6S8G LptB LptB en complejo con AMP y PNP 3.50 S. flexneri Tang et al'’® LMD
6S8H LptB Exportador de LPS 3.70 S. flexneri Tang et al'’® JSG
7DDO TagH Exportador de acidos teicoicos 2.70 B. subtilis Ko et al'’® -
7F02 CcmABCD Transportador en estado cerrado 3.24 E. coli BL21 Li et al'’” 3PE
7F03 CcmABCD Transportador cerrado unido a AMP 3.29 E. coli BL21 Li et al'’” 3PE
7F04 CcmABCD Complejo con hemoy 2 ATPs 2.86 E. coli BL21 Li et al'’” HEM
7NDF MsbA Dominio de unién a nucleétidos 2.10 V. pacos Meier et al**® -
7SGR HlyB Sistema de secrecion de hemolisina 2.90 E. coli CFT073 Zhao et al'’® 60U
7TCG BceB Conformacién sin nucleétidos 3.80 B. subtilis George et al*”® 100
7TCH BceB Conformacion de unién a ATP 3.70 B. subtilis George et al*”® 100
7VFJ CcmABCD Transportador (apo) en estado abierto 3.98 E. coli BL21 Zhu et al*”” -
7VFP CcmABCD Transportador estado semi abierto 4.03 E. coli BL21 Li et al*”” HEM
TW78 HrtBA Exportador en complejo con AMP-PNP 2.88 C. diphtheriae Hisano et al**? ANP
TW79 HrtBA Exportador en complejo con AMP-PNP 3.10 C. diphtheriae Hisano et al**? -
7W7C HrtBA Forma apo del exportador de grupo hemo 2.80 C. diphtheriae Rahman et al**? -
8DCK HlyB Sistema de secrecion de hemolisina 3.40 E. coli CFT073 Zhao et al'’® -
8DHY MsbA MsbA-GFP en complejo con cobre (Il) 2.15 E. coli Schrecke et al**® CuU
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Tabla 3.1. Continuacion

Estructuras de proteinas de fusién membranal en forma monomérica/dimérica

Caédigo . . . Resolucién . . ID
PDB Proteina Descripcion asociada a la estructura A) Organismo Referencia Ligando
3FPP MacA Fragmento de exportador de macrolidos 2.99 E. coli Yum et al'®°
5XU0 Spro693 Proteina de fusion de membrana 2.95 S. pneumoniae Yang et al*®®

Notas: 1. La descripcién asociada a la estructura proporciona informacién adicional sobre la identidad,
caracteristicas, ligandos, conformaciones o estados de eflujo los transportadores reportados. 2. Las referencias
con “NP” corresponden a articulos no publicados.

El principal objetivo del estudio de los transportadores ABC es lograr una mayor
comprension de las causas de su multiespecificidad de sustratos en el ambiente clinico, en
relacion con la resistencia a antibiéticos y la supervivencia y virulencia bacterianas, ademas
de llevar a cabo el disefio racional de moléculas con actividad inhibitoria del proceso de eflujo

en bacterias y posiblemente en células cancerigenas resistentes por dicho mecanismo.

[11.3. Estructura de los transportadores ABC

Tanto en bacterias Gram-positivas como en Gram-negativas, la unidad minima
funcional de los transportadores ABC consiste en una estructura dimérica; cada monémero
contiene un dominio transmembranal y un dominio de unién a nucleétidos. Ambos dominios
transmembranales atraviesan la membrana citoplasmatica (en bacterias Gram-positivas) o la
membrana interna (en bacterias Gram-negativas); mientras que ambos dominios de unién a
nucledtidos se encuentran en la region citosolica y participan en la hidrdlisis de ATP para

generar la energia requerida durante la translocacion de sustratos (Figura 3.2).%
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Membrana
Dominios interna
transmembranales .
bacteriana
Dominios de unién a
nucleétidos Citoplasma

Figura 3.2. Dominios transmembranales y dominios de unién a nucleétidos o citoplasméticos del transportador
MacB (codigo PDB: 5NIK). Figura elabora con PyMOL.

Los dominios transmembranales de diferentes transportadores ABC poseen baja
homologia entre si, por lo que muestran una mayor diversidad estructural que los dominios
de union a nucledtidos, considerados como dominios altamente conservados. Generalmente,
cada dominio transmembranal estd conformado por seis hélices transmembranales, con un
total de doce hélices en su forma funcional dimérica; sin embargo, existen algunas
excepciones, como el transportador MacB, en el que cada dominio transmembranal esta
conformado por 4 hélices.136181

Los transportadores ABC relacionados con la resistencia a multiples antibiéticos mejor
caracterizados, en bacterias Gram-positivas, son LmrA (de L. lactis, mencionado previamente
en este capitulo) y Savl866 (de S. aureus).'®? Debido a la ausencia de membrana externa en
bacterias Gram-positivas, sus transportadores constan solo de un componente
transmembranal, analogo a las “proteinas de membrana interna” de los complejos

tricomponentes presentes en bacterias Gram-negativas.!83
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No obstante, en el afio 2018 se reporto la estructura del transportador Spr0693-0695

de S. pneumoniae (Tabla 3.1); este posee una estructura similar al complejo MacAB y
participa en la resistencia a antibiéticos y péptidos antimicrobianos.'*® Aunque se han
reportado multiples estructuras de sistemas de eflujo de tres componentes en bacterias
Gram-negativas, nada se habia reportado acerca de estructuras analogas en bacterias
Gram-positivas. Debido a ello, se requiere de mas informacion estructural y de
investigaciones sobre transportadores de eflujo bacterianos para determinar el papel
fisiologico, la estructura y el mecanismo de transporte de complejos multicomponentes en
bacterias Gram-positivas.

Sin embargo, ante la ausencia de una proteina de membrana externa (tipo Tol-C) en
bacterias Gram-positivas, se ha sugerido que los andlogos de las proteinas de fusion
membranal, como Spr0693, cumplen adicionalmente con la funcién de las proteinas de
membrana externa de las bacterias Gram-negativas, ya que su longitud es similar a la del
‘espacio periplasmico” entre la membrana citoplasmatica y la capa de peptidoglicano,
formando asi un canal continuo que permite la expulsién de sustratos al exterior celular.1?3

Como se menciond previamente, en términos generales los sistemas de tres
componentes son exclusivos de bacterias Gram-negativas. El sistema MacAB-TolC es el
principal ejemplo de este tipo de sistemas dada su relevancia en bacterias no solo por
conferir resistencia mediante el eflujo de antibiéticos del grupo de los macrdlidos, sino
también por participar en el transporte de lipopolisacaridos, factores de virulencia peptidicos
y lipopéptidos de membrana externa.®

Multiples ensayos de actividad catalitica sugieren que MacA (la proteina de fusion
membranal de MacAB-TolC) funciona no solo como un componente que conecta a MacB y
TolC, sino como una proteina que aumenta la eficiencia de hidrolisis de ATP del sistema, en

comparacion con la actividad catalitica de la proteina de membrana interna (MacB) como un
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componente individual. No obstante, la causa de dicho fendmeno es desconocida. Asimismo,

se ha reportado que la interaccion de TolC con el sistema MacAB es esencial en la
resistencia a macrolidos. La asociacion con MacA estabiliza a TolC en una conformacion
abierta, formando asi un canal continuo a lo largo de ambos componentes. 115122123

En las estructuras reportadas de MacA como parte del sistema MacAB-TolC, se ha
identificado a ésta como una estructura hexamérica con organizacion y dominios similares a
los observados en las proteinas de fusion membranal AcrA y MexA en sistemas de tres
componentes de la familia RND. Sin embargo, las interacciones entre las proteinas de fusion
membranal y las proteinas de membrana interna son distintas en sistemas de las diferentes
familias de transportadores mencionadas en este trabajo, puesto que difieren los dominios

estructurales participantes.'?3

[11.4. Sitios de unidn de sustratos

Los sitios de unién de los transportadores ABC son cavidades amplias y flexibles
compuestas principalmente por residuos arométicos e hidrofébicos, ademas de residuos
polares y con carga, en menor proporcién. Estas cavidades, al igual que en los
transportadores RND, contienen multiples combinaciones de aminoacidos que permiten la
union de una amplia variedad de sustratos. El transportadores ABC mejor estudiado en
términos de reconocimiento de sustratos es la glicoproteina P de mamiferos; la informacion
disponible sobre la union de sustratos en transportadores ABC bacterianos relacionados con
la resistencia a mdltiples antibiéticos es alin escasa.®®

Los sitios de union de transportadores ABC de diferentes organismos tienen en comuan
un mismo sistema de residuos aromaticos asociado al reconocimiento de sustratos. Este ha

sido identificado en los transportadores de multiples antibiéticos DrrAB (de Streptomyces
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peucetius), LmrA (de L. lactis) y la glicoproteina P en mamiferos.®:8 En contraste con lo

anterior, el transportador Sav1866 (de S. aureus), contiene una cavidad de unidn a sustratos
gue es hidrofilica y estd compuesta principalmente por residuos polares y cargados; por tal
motivo, se ha propuesto que la union de sustratos en este transportador ocurre mediante un
mecanismo diferente al de las cavidades de caracter hidrofébico.%6:113:114.185

Las estructuras reportadas de transportadores ABC en complejo con sustratos son
escasas. Sin embargo, se ha reportado una estructura de BmrA asociada a rodamina 6G en
su sitio de unién (una cavidad hidrofobica), estabilizada principalmente por interacciones de
van der Waals y, en menor proporcion, por puentes de hidrogeno con residuos polares.'*° De
manera analoga, en la glicoproteina P humana, se habia identificado la presencia de estos
residuos, que también participaban en la union de sustratos. Esto fue reportado en una
estructura de esta proteina en complejo con una molécula de paclitaxel (taxol), localizada en
la cavidad central de la glicoproteina P (Figura 3.3 A).186

En el afio 2021, se reportd la estructura de BmrCD (de B. subtilis), en complejo con
Hoechst-33342 (sustrato de transportadores ABC), localizado en una cavidad distinta (pero
cercana) a la cavidad de union de las moléculas de rodamina 6G. La localizacion de los sitios
de unién en transportadores ABC bacterianos es similar a la de los sitios reportados en la
glicoproteina P humana, identificados como sitio R (de unién a rodamina) y sitio H (de union
a hoechst). Con base en lo anterior, hasta el momento han sido identificados 2 sitios de unidn

de sustratos en transportadores ABC bacterianos (Figura 3.3 B).146.187.188
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Figura 3.3. Localizacion de los 2 sitios de union identificados en los transportadores ABC bacterianos. A: se
puede observar a una molécula de rodamina en el sitio de unién R (codigo PDB: 7BG4). B: se identifica a una
molécula de hoechst en el sitio de unién H (c6digo PDB: 7M33). Figura elaborada con PyMOL.

Se ha sugerido que la “flexibilidad” de reconocimiento de sustratos en los sitios de
union de transportadores ABC es distinta en diferentes organismos, principalmente como
resultado de la presencia de una mayor cantidad de residuos de prolina y glicina en las
hélices transmembranales. Como ejemplo de lo anterior, se ha identificado una mayor
flexibilidad en transportadores ABC de mamiferos (como la glicoproteina P) con respecto a
los transportadores ABC bacterianos. Esta mayor flexibilidad resultaria en un perfil de unién
de sustratos mas amplio en formas y tamarios. 139184

Sin embargo, aun existen mdultiples interrogantes sobre la relacion entre las
caracteristicas estructurales de diversos sustratos y su eflujo mediante transportadores ABC
bacterianos, asi como las interacciones proteina-ligando que tienen lugar durante este
proceso. Aln no existe una respuesta concreta sobre las causas del eflujo multiespecifico de

sustratos por transportadores ABC en el contexto de la resistencia a antibiéticos.3°
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En relacidén con los sistemas de eflujo de tres componentes, poco se sabe acerca del

reconocimiento de sustratos por parte de proteinas de membrana interna de los sistemas de
eflujo de la familia ABC. Diversos estudios de mutagénesis de una region hidrofébica en el
interior del dominio periplasmico de MacB, demostraron una menor resistencia ante sustratos
como eritromicina, bacitracina y colistina, por lo que se ha sugerido que esta regién podria

fungir como un dominio de unién a sustratos. 23131

[11.5. Sustratos, moduladores e inhibidores

Los transportadores ABC llevan a cabo diversas funciones en los organismos
procariotas. Participan en el eflujo de sustratos bacterianos, incluyendo componentes de la
pared celular bacteriana (como &cidos teicoicos), factores de virulencia (sideroforos y
hemolisinas), péptidos antimicrobianos y diferentes polisacéridos capsulares. Estos ultimos
participan en la adherencia y en la formacion de biopeliculas, proporcionando una barrera
fisica contra agentes potencialmente toxicos, por lo que, al dificultar la difusion de antibi6ticos
hacia el interior celular, representan un mecanismo de resistencia adicional.108.189.190

Multiples transportadores de esta familia se han identificado en bacterias productoras de
lantibiéticos y bacteriocinas que, aunque no tienen un efecto directo sobre la virulencia y
colonizacion en mamiferos, desempefian un papel critico en la competencia entre diferentes
cepas y especies bacterianas en diferentes nichos ecoldgicos.*®!

Entre los principales sustratos reportados de los transportadores ABC bacterianos, se
encuentran antibiéticos como norfloxacina, doxiciclina, vancomicina, polimixina B,
ciprofloxacina, tetraciclina, novobiocina, azitromicina, eritromicina, cloranfenicol, linezolida,
trimetoprim, imipenem, meticilina, oxacilina y penicilina.t%1°1 No obstante, ain no se han

reportado estructuras de transportadores ABC en complejo con antibioticos, solo con otros
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sustratos, inhibidores o moduladores (Tabla 3.2 y Figura 3.4). La informacién experimental

de transportadores en complejo con antibioticos contribuiria al estudio de las interacciones
proteina-ligando que tienen lugar durante el eflujo de este tipo de sustratos, permitiendo una

mayor comprension de las causas del eflujo de multiples antibioticos.

Tabla 3.2. Principales compuestos de interés identificados en las estructuras de los transportadores ABC
depositadas en el RCSB PDB

Sustratos de eflujo

ID Ligando Nombre Descripcion97.146 grupo al que pertenece

RHQ Rodamina 6G Colorante fluorescent(zsjgl)izado en investigacion Rodaminas (colorantes)
o . Compuesto utilizado en ensayos

Hoechst- Colorante fluorescente sintético utilizado para el p ) : ) y
HT1 . de actividad de eflujo, derivado de
33342 marcaje de DNA. . o
bis-benzimida
Potenciadores de la actividad de eflujo
ID Ligando Nombre Descripcion®7:168 grupo al que pertenece

Antibidtico util para el tratamiento de infecciones
NOV Novobiocina  causadas por estafilococos y otros organismos
susceptibles

Modulador de la actividad de
eflujo derivado de Cumarinas

. Compuesto derivado de la novobiocina, con
Adamantil- L . .
CzJ S menor actividad antibacteriana y mayor efecto
novobiocina
modulador del transportador LptB

Modulador de la actividad de
eflujo derivado de la novobiocina

Inhibidores/bloqueadores del proceso de eflujo

ID Ligando Nombre Descripcion grupo al que pertenece
Compuesto Compuesto derivado del naftilo, con actividad Bloqueadores del estado de union
95X 32150 inhibitoria sobre el transportador MsbA presente a sustratos/Disruptores de la
en bacterias Gram-negativas actividad de ATPasa
Compuesto derivado de quinolinas, con actividad Bloqueadores del estado de unién
AU7 G907137 inhibitoria sobre el transportador MsbA presente a sustratos/Disruptores de la
en bacterias Gram-negativas actividad de ATPasa
Compuesto derivado de quinolinas, con actividad Bloqueadores del estado de union
E1M G092137 inhibitoria sobre el transportador MsbA presente a sustratos/Disruptores de la
en bacterias Gram-negativas actividad de ATPasa
Compuesto derivado del naftaleno, con actividad Bloqueadores del estado de unién
Z5Y G247148 inhibitoria sobre el transportador MsbA presente a sustratos/Disruptores de la
en bacterias Gram-negativas actividad de ATPasa
Compuesto derivado del pirrolil hidroxamato, con Blogueadores del estado de unién
YU7 RDS51%27  actividad inhibitoria sobre el transportador de zinc a sustratos/Disruptores de la

ZnuA del complejo ZnuABC, de S. enterica actividad de ATPasa

Compuesto derivado del tetrahidrobenzotiofeno,
Z5G TBT1148 con actividad inhibitoria sobre el transportador
MsbA presente en bacterias Gram-negativas

Bloqueadores del estado de union
a sustratos
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A diferencia de lo observado en el capitulo | en los transportadores de la familia RND,

las estructuras disponibles de los transportadores ABC no proporcionan informacion con
respecto a las interacciones con diferentes antibiéticos. Lo anterior puede deberse a que los
transportadores ABC bacterianos participan en una gran diversidad de procesos fisiologicos
mas alla del transporte de antibidticos, por lo que la investigacion en esta familia de
transportadores ha tenido como objetivo principal lograr una mayor comprension de su
participacion en diferentes procesos patogénicos.?

Por otro lado, se han encontrado diferentes moduladores del eflujo en transportadores
ABC bacterianos. Todos los compuestos reportados como inhibidores de este proceso
interfieren con los cambios conformacionales propios de estas proteinas, manteniéndolas en
un estado de unién al sustrato, orientadas hacia el interior de la membrana interna.
Adicionalmente, un segundo mecanismo de inhibicibn de estos compuestos consiste en

disminuir la actividad de ATPasa de los transportadores ABC. (Tabla 3.2 y Figura 3.4).

Sustratos de transportadores ABC Moduladores de transportadores ABC Inhibidores de transportadores ABC

/ -
O
E \ ( HN /0
ou G247 { RDS51
0._o \ N
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14 v \
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Figura 3.4. Estructuras de los principales sustratos, moduladores e inhibidores identificados en las
estructuras de los transportadores de eflujo bacterianos de la familia ABC reportadas en el RCSB
PDB.

43




Capitulo I

[11.6. Mecanismo de eflujo

La principal caracteristica de los transportadores ABC consiste en el empleo de la
hidrélisis de ATP como fuente de energia para el eflujo de una gran variedad de sustratos. La
union e hidrélisis de ATP genera cambios conformacionales en el transportador, que
permiten que los ciclos de unién y expulsiéon de sustratos puedan llevarse a cabo.®® El
proceso de eflujo involucra la transmision de cambios conformacionales de los dominios de
unién a nucledtidos hacia los dominios transmembranales. 8!

El mecanismo de eflujo de los transportadores ABC en bacterias Gram-positivas ha
sido estudiado utilizando como modelo al transportador LmrA. Se ha sugerido que este tipo
de transportadores presenta dos conformaciones de uniéon a sustratos que aparecen de
manera sucesiva. La primera, consiste en un estado de alta afinidad por el sustrato, donde el
transportador se encuentra “abierto hacia el interior” del citoplasma, permitiendo la entrada
del sustrato a su sitio de union. La segunda conformacion corresponde a un estado de baja
afinidad por el sustrato, y se presenta cuando el transportador se encuentra “abierto hacia el
exterior” del citoplasma, permitiendo que el sustrato sea liberado hacia el exterior celular

(Figura 3.5).139.182,194
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Figura 3.5. Conformaciones representativas de los transportadores ABC monocomponentes durante el eflujo de
sustratos. A. Conformacion abierta hacia el interior. B. Conformacién abierta hacia el exterior. Figura elabora
con PyMOL a partir de dos estructuras en diferentes conformaciones de apertura (cédigos PDB: 6UZ2 y7T54).

Los cambios conformacionales que propician el cambio sucesivo entre los estados
abierto hacia el interior y abierto hacia el exterior, son causados por la unién e hidrélisis de
ATP en los dominios de unién a nucleétidos en cada monémero del transportador.182194 |a
union de 2 moléculas de ATP induce la dimerizacion de ambos dominios para generar una
conformacion estable y cataliticamente funcional en la que puede llevarse a cabo la hidrolisis
de ATP.96.139.181 Se han reportado estructuras de transportadores ABC en forma holo (con
ATP o ADP) y apo, lo que ha permitido observar diferentes conformaciones del proceso de
eflujo y apoya el planteamiento previo con respecto a los cambios conformacionales del
transportador asociados a la unién e hidrélisis de ATP.14°

En la conformacion abierta hacia el interior, los dominios de union a nucleétidos se

encuentran separados. La unién de ATP promueve la dimerizacion de los dominios de union
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a nucledtidos, lo que genera la transicion de los dominios transmembranales a la

conformacion abierta hacia afuera. Durante esta transicion el sustrato se encuentra
“atrapado” de manera transitoria en su sitio de unién. Una vez que se llega a la conformacién
abierta hacia afuera, el sitio de unidon posee una menor afinidad por el sustrato, favoreciendo
su liberacion hacia el exterior celular. La hidrélisis de ATP tras la liberacion del sustrato
devuelve al transportador a la conformacién abierta hacia el interior celular. 139194

Se ha propuesto que este modelo de eflujo implica una estequiometria de una
molécula de sustrato transportada por cada molécula de ATP hidrolizado.*®%1% Se ha
sugerido que este mecanismo de eflujo de sustratos es aplicable para la mayoria de los
transportadores bacterianos de la familia ABC.'8? La informacién estructural disponible del
transportador Sav1866 (que confiere resistencia a diferentes antibidticos y colorantes)
permiti6 llegar a la conclusion de que la estructura inicialmente simétrica de los
transportadores puede volverse asimétrica durante el proceso de transporte, debido a la
hidrélisis de una sola molécula de ATP por cada molécula de sustrato expulsada. Esta
relacion estequiométrica concuerda con la del modelo mecanistico propuesto para LmrA y un
mecanismo de eflujo similar ha sido propuesto para transportadores ABC de mamiferos.136.182

Ademas de aquellos transportadores a los que corresponde el mecanismo descrito en
los parrafos anteriores, en bacterias Gram-negativas es posible encontrar miembros de la
familia ABC que forman parte de sistemas de eflujo de tres componentes. Debido a su
composicién y a su arreglo estructural, se ha sugerido un mecanismo de eflujo distinto para
estos sistemas, que difiere en algunos aspectos del mencionado anteriormente.

MacAB-TolC es el principal sistema de eflujo de tres componentes utilizado como
modelo de estudio para elucidar el mecanismo de transporte de sustratos. Se ha descrito que
el transportador MacB no lleva a cabo la union de sustratos desde la membrana interna, sino

desde el espacio peripldsmico. Debido a esta diferencia, se ha propuesto que la proteina
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MacB permanece en una conformacién “abierta hacia fuera” durante todo el proceso de

eflujo, en el que ocurre la unidon simultdnea del sustrato y de ATP, seguida de un cambio
conformacional del sitio de union (causado por la hidrélisis de ATP) que disminuye su
afinidad por el sustrato y provoca su expulsiéon hacia el canal MacA-TolC.1238

Al comparar estructuras en los estados libre y de union a ATP de MacB, es posible
observar cambios conformacionales en las hélices transmembranales y en los dominios
periplasmicos. Al igual que en el mecanismo descrito para los transportadores ABC de un
solo componente, la unién de ATP induce la dimerizacion de los dominios de unién a
nucledtidos, por lo que los dominios transmembranales y sus porciones periplasmicas
adquieren una conformacion mas compacta, eliminando asi la cavidad de unién de sustratos

gue se encontraba entre ellos. (Figura 3.6).120:123.131

Figura 3.6. Dimerizacion de los dominios de unién a nucleotidos (parte inferior) de los transportadores ABC. A.
Estado inicial del transportador. B. Comienza el acercamiento de los dominios de unién a nucleétidos debido a
la unién de ATP. C. Dominios de unidn a nuclettidos dimerizados. Figura elabora con PyMOL a partir de una
animacion creada con estructuras de MacB que contienen los dominios de union a nucledtidos separados
(coédigo PDB: 5NIL) y dimerizados (codigo PDB: 5LIL), utilizando el software Chimera 1.16.
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La consecuente disminucién de volumen en la cavidad de sustratos propicia la

expulsion del sustrato hacia el canal formado por MacA y TolC, para su posterior eflujo al
exterior celular. Finalmente, la hidrolisis de ATP devuelve al transportador a su estado inicial.
Hasta el momento no se ha reportado estructura alguna de un sistema de eflujo de tres
componentes en el estado de union a sustratos. Esto representaria un recurso Util para

determinar con mayor detalle el mecanismo de eflujo en estos transportadores.?0:123.131

[11.7. Modulacion de la actividad de eflujo

Se ha reportado que la novobiocina (un antibiético inhibidor de la DNA girasa)
favorece la union e hidrolisis de ATP en LptB2FG, transportador relacionado con el eflujo de
lipopolisacéarido (LPS). Debido a ello, se propuso que la novobiocina favorecia la traslocacion
de LPS. El sitio de union de la novobiocina (como modulador de la actividad de eflujo) se
encuentra entre los dominios de unién a nucleétidos (LptB2) y transmembranales (LptFG). 168

Este efecto fue comprobado en cepas mutantes de E. coli con un sistema deficiente de
transporte de LPS, dando lugar a una membrana externa permeable ante diferentes
compuestos, incluyendo antibiéticos (como la novobiocina) que no tendrian actividad
antibacteriana sobre cepas wt (wild-type) debido a su falta de permeabilidad. Como
consecuencia del aumento de la actividad de eflujo de LPS, la impermeabilidad de la
membrana externa ante diversos antibiéticos es restaurada, aumentando asi la CMI.168

La comprension de los mecanismos de modulacion de los transportadores ABC de
eflujo puede ser util para entender la relacion funcional entre la hidrélisis de ATP y el eflujo
de sustratos, asi como para el disefio de compuestos con un efecto negativo (en lugar de
positivo), sobre la actividad de los transportadores asociados de eflujo relacionados con

diversos procesos vitales y la resistencia a multiples antibiéticos.68
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IV. CAPITULO lIl. Transportadores de la MFS

Los transportadores pertenecientes a la MFS (Major Facilitator Superfamily)
representan un grupo de proteinas que participan en la traslocacion de una gran variedad de
sustratos de bajo peso molecular con diferentes caracteristicas estructurales a través de la
membrana citoplasmatica. Aunque su principal funcibn en bacterias es el importe de
carbohidratos del exterior celular, multiples transportadores de esta familia han evolucionado
hasta adquirir la capacidad de reconocer y expulsar diversos sustratos desde el citoplasma,
siendo de particular interés aquellos transportadores relacionados con el eflujo de mdaltiples
antibidticos en bacterias patogénicas.®1%

Las proteinas de esta familia participan en el transporte activo de sustratos
dependiente de la fuerza proton motriz consecuencia de un gradiente ionico a través de una
membrana. Existe una gran cantidad de subfamilias que participan en el transporte
(importacién o exportacion) de una gran variedad de sustratos, entre los que se encuentran
carbohidratos, iones organicos e inorganicos, metabolitos, aminoacidos, péptidos,
nucledsidos y antibiéticos. A lo largo de este capitulo, se abordara de manera exclusiva los
principales aspectos de los transportadores de esta familia asociados al eflujo de
antibioticos.®19:6

Los principales transportadores de eflujo de importancia clinica en bacterias Gram-
positivas pertenecen a esta familia. En particular, se ha identificado que los transportadores
de las subfamilias DHA1-3 (drug:H* antiporter 1-3) estan relacionados con el eflujo de
antibiéticos mediante el antiporte de protones.® La proteina TetB (exportador de tetraciclinas
de la subfamilia DHA1), fue el primer transportador MFS asociado a la resistencia a
antibioticos, mientras que QacA, propia de estafilococos y miembro de la subfamilia DHA2,

fue el primer transportador de multiples antibiéticos identificado.®
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Tanto en bacterias Gram-positivas como Gram-negativas, los transportadores

comunmente asociados a la resistencia a multiples antibidticos son proteinas de un solo
componente. No obstante, en bacterias Gram-negativas pueden encontrarse sistemas eflujo
de tres componentes, los cuales tienen una organizacion estructural similar a los complejos
de las familias RND y ABC, descritos en capitulos anteriores.'% La estequiometria de este y
otros sistemas tricomponentes consiste en un monémero de la proteina de membrana interna
(PMI), un hexadmero de la proteina de fusion membranal (PFM) y un trimero de la proteina de

membrana externa (PME), tal como se observa en la Figura 4.1.1%

Mondmero Mondémero
1 estructura 1 estructura

MFS

20 estructuras

Trimero

Complejode 3 Proteinade Proteina de fusién Proteinade
componentes membrana membranal membrana
(PMI-PFM-PME) interna (PMI) (PFM) externa (PME)
0 estructuras 18 estructuras 0 estructuras 0 estructuras

Figura 4.1. Estructuras representativas de los componentes de los transportadores de la familia MFS vy la
posible estructura representativa de los complejos de tres componentes generada por homologia. Se indica el
namero de estructuras reportadas para cada complejo/componente en la base de datos del RCSB PDB. Figura
elabora con PyMOL, utilizando las estructuras con codigo PDB 2GFP (PMI), 4TKO (PFM) y 1YC9 (PME), que
corresponde a las proteinas EmrD, EmrA y VceC, respectivamente.
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IV.1. Principales modelos de estudio: LmrP y MdfA

Los principales modelos de estudio de los transportadores MFS son LmrP (de L. lactis)
y MdfA (de E. coli), en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, respectivamente. El
estudio de ambas proteinas ha proporcionado valiosa informacién sobre diversos aspectos
de los transportadores de esta familia: el estudio de la proteina LmrP ha permitido obtener
informacion sobre los aspectos energéticos del proceso de eflujo, mientras que el estudio de
MdfA ha permitido una mejor comprension del reconocimiento de sustratos por los
transportadores MFS, gracias a la elucidacion de las estructuras de este transportador en
presencia y ausencia de sustratos.196:198,199,182

Por otra parte, el principal modelo de estudio de los sistemas tricomponentes de esta
familia es el sistema EmrAB-TolC de E. coli, que confiere resistencia a carbonilcianuro-m-
clorofenilhidrazona y acido nalidixico. En este sistema, la proteina EmrB es el transportador
MFS, mientras que EmrA es la proteina de fusién membranal.® Al igual que en los sistemas
tricomponentes de las familias RND y ABC, el eflujo de sustratos ocurre a través de una
proteina de membrana externa; gracias a la continuidad del tinel formado por la PMI, la PFM
y la PME es posible la expulsion de sustratos del citoplasma al exterior celular.192%

A pesar del éxito en la caracterizacion de los sistemas de tres componentes de las
familias RND y ABC, la informacion de este tipo de sistemas en los transportadores MFS es
escasa en la actualidad, incluyendo aquella correspondiente al sistema EmrAB-TolC, puesto
gue no ha sido determinada su estructura como sistema multicomponente y por lo tanto no
ha sido posible llevar a cabo andlisis estructurales y funcionales de este complejo y su
mecanismo de reconocimiento y eflujo de sustratos, que podria tener diferencias
significativas con los sistemas de otras familias debido a la diversidad estructural de los

componentes de membrana interna.%’
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IV.2. Recopilacién de estructuras

Se ha determinado la estructura de solo unos pocos miembros de esta familia de
transportadores asociados a la resistencia a multiples antibiéticos. Como resultado de una
busqueda exhaustiva en la base de datos del RCSB PDB, se encontré un total de 20
estructuras que corresponden a diferentes complejos y componentes de los transportadores
MFS (Figura 4.1 y Tabla 4.1). De estas estructuras, 18 corresponden a proteinas de
membrana interna o citoplasmatica en su forma monomérica (funcional), mientras que las
dos estructuras restantes corresponden a la forma monomérica de EmrA (proteina de fusion
membranal) y VceC (proteina de membrana externa).

La proteina EmrD de E. coli fue el primer transportador de mdltiples antibiéticos de
esta familia en ser cristalizado (en el afio 2006), como una primera aproximacién para
determinar la causa de la multiespecificidad de sustratos y los cambios conformacionales que
se presentan durante el eflujo de compuestos hidrofdbicos.®?%? Desde entonces, se han
reportado diferentes estructuras de los transportadores MdfA, LmrP, NorA y NorC. Del total
de estructuras encontradas, 14 fueron reportadas en los ultimos 5 afios (2018-2023), y
gracias a ellas ha sido posible identificar las interacciones que se establecen entre los sitios

de unién de los transportadores MFS y sus respectivos sustratos.
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Tabla 4.1. Estructuras correspondientes a los componentes y complejos de los transportadores de la familia
RND, reportadas en el RCSB PDB

Estructuras de proteinas de membrana interna

nggo Proteina Descripcion asociada a la estructura Resc()kj)cién Organismo Referencia LinglDr\do
2GFP EmrD Transportador de mdltiples antibiéticos 3.50 E. coli Yin et al?®t -
4Z0OW MdfA Transportador de mdltiples antibiéticos 2.45 E. coli K-12 Heng et al?®? CLM
4ZP0 MdfA Transportador de mdltiples antibiéticos 2.00 E. coli K-12 Heng et al?®? DXC
4zP2 MdfA Transportador de mdltiples antibiéticos 2.20 E. coli K-12 Heng et al*® LDA
6EUQ MdfA Transportador de mdltiples antibiéticos 2.20 E. coli K-12 Zomot et al?*® DXC
6GV1 MdfA MdfA en conformacion abierta hacia afuera 3.40 E. coli K-12 Nagarathinam et al?* -
600M MdfA Transportador de mltiples antibidticos 2.20 E. coli Wu et al?%® LDA
600P MdfA Transportador de mdltiples antibiéticos 2.80 E. coli Wu et al?%® KHJ
600Q MdfA Transportador de mdltiples antibiéticos 3.00 E. coli Wu et al?%® DXC
6T1Z LmrP LmrP en conformacién abierta hacia afuera 2.90 L. lactis Debruycker et al?%® HT1
6VRZ MdfA Transportador de mdltiples antibiéticos 2.00 E. coli Wu et al?®’ CLM
6VS0 MdfA Transportador de mdltiples antibiéticos 2.10 E. coli Wu et al®’ CLM
6VS1 MdfA Transportador de mdltiples antibiéticos 3.00 E. coli Wu et al®’ DXC
6VS2 MdfA Transportador de mdltiples antibiéticos 3.00 E. coli Wu et al®’ LDA
7D5P NorC NorC: conformacion abierta hacia afuera 3.65 S. aureus Kumar et al**® -
7D5Q NorC NorC K398A: conformacion abierta hacia afuera 3.60 S. aureus Kumar et al?® -
7LO7 NorA Transportador de resistencia a quinolonas 3.74 S. aureus Brawley et al>® -
7LO8 NorA Transportador de resistencia a quinolonas 3.16 S. aureus Brawley et al>® -

Estructuras de proteinas de fusién membranal en forma monomérica

Cadigo . S . Resolucién . : ID
PDB Proteina Descripcion asociada a la estructura A) Organismo Referencia Ligando
4TKO EmrA Proteina de fusién membranal de EmrAB-TolC 2.85 A. aeolicus VF5 Hinchliffe et al?* -

Estructuras de proteinas de membrana externa en forma monomérica

Cadigo . S . Resolucién . . ID
PDB Proteina Descripcion asociada a la estructura A) Organismo Referencia Ligando
1YC9 VceC Proteina de membrana externa de VceABC 1.80 V. cholerae Federici et al® -

Nota: La descripcidon asociada a la estructura proporciona informacion sobre la identidad, caracteristicas,
ligandos o conformaciones de los transportadores.
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IV.3. Estructura de los transportadores MFS

La unidad minima funcional de los transportadores MFS es una estructura
monomeérica conformada por 12 hélices transmembranales. No obstante, se han reportado
transportadores conformados por 14 hélices. Una de las principales caracteristicas de las
proteinas de membrana interna de esta familia es que no poseen dominios periplasmicos, a
diferencia de las proteinas de membrana interna de las familias RND y ABC.%1%956

Se ha descrito que 8 de los 12 segmentos transmembranales que integran a un
transportador MFS (o proteina de membrana interna) se encuentran formando una cavidad
interna o de unién de sustratos, compuesta principalmente por residuos de caracter
hidrofébico, por lo que los transportadores MFS estarian involucrados principalmente en el
transporte de moléculas con caracter lipofilico. Se ha reportado que los residuos hidrofébicos
de la cavidad de union de sustratos se encuentran altamente conservados entre las proteinas
de esta familia y por lo tanto estarian involucrados en la especificidad de sustratos.195:201

Las 12 hélices transmembranales de un transportador MFS pueden clasificarse en dos
grupos: las hélices 1-6 y las hélices 7-12. En EmrD (y se ha sugerido que en el resto de los
transportadores MFS de 12 hélices), es posible identificar 1 loop entre las hélices 4y 5y 1
loop entre las hélices 10 y 11. Estos dos loops sobresalen hacia el interior de la membrana
interna y se ha propuesto que el loop presente entre las hélices 10 y 11 esta involucrado en
el transporte de moléculas hidrofobicas hacia el exterior de la membrana interna. La hélice
namero 4 de EmrD contiene diferentes aminoacidos cargados que podrian estar relacionados
con la selectividad por determinados sustratos. 2%

Con respecto a los sistemas de eflujo de tres componentes de esta familia, la entrada
de sustratos a su sitio de union desde el periplasma parece poco probable debido a la

ausencia de una porcion periplasmica de acceso, por lo que se concluye que estos sistemas
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transportan de manera exclusiva sustratos desde el citoplasma al exterior celular.® Debido a

la menor longitud de las proteinas de membrana interna, las proteinas de fusion membranal
se han adaptado para tener una longitud tal que permita unir y estabilizar a las proteinas de
membrana interna y externa para formar un tunel continuo. Esto se ve reflejado en una
mayor longitud con respecto a las proteinas de fusion membranal de las familias RND y ABC.

Aunque las proteinas de membrana interna y las proteinas de fusion membranal de
sistemas de eflujo de distintas familias poseen diferencias significativas, las proteinas de
membrana externa poseen una elevada homologia estructural. Un claro ejemplo de lo
anterior es la proteina TolC, que puede formar parte de sistemas tricomponentes de las
familias RND, ABC y MFS de manera indistinta, ya que solo representa un canal util para la
salida de sustratos de la célula. Al igual que en los sistemas de tres componentes de las tres
familias mencionadas, las proteinas de membrana interna determinan la especificidad de
sustratos y son el componente proteico involucrado en el proceso de acoplamiento

energético para el proceso de eflujo.®

IV.4. Sitios de unién de sustratos

Gracias a las estructuras cristalograficas disponibles y a diversos ensayos
biogquimicos, se ha propuesto la existencia de mdultiples sitios de union (sobrelapados o
completamente diferentes) en las cavidades de unién a sustratos de los transportadores
MFS, tal como se ha descrito en capitulos anteriores para las cavidades de unién de los
transportadores de las familias ABC y RND. Se ha encontrado que ciertos transportadores
MFS de mudltiples antibiéticos (MdfA y LmrP) pueden unir de manera simultanea a diferentes

sustratos debido al tamafio y flexibilidad de sus cavidades de unién.521!
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El principal modelo utilizado para el estudio de los sitios de union de los

transportadores MFS de mudltiples antibiéticos ha sido MdfA, en donde se identificO una
cavidad de union de sustratos altamente flexible caracteristica de las proteinas de esta
familia (Figura 4.2). Los residuos que conforman dichas cavidades (y determinan la
especificidad de sustratos) son principalmente aromaticos e hidrofébicos, aunque también se
han identificado residuos polares y residuos cargados en menor proporcion. Una cavidad
altamente flexible de union de sustratos, compuesta principalmente por residuos aromaticos

y voluminosos ha sido identificada también en EmrD.®%

£ }
OH OH
o Cl
W HN\“/I\Cl
\\: O
‘ &7 Cloranfenicol

\ &

Figura 4.2. Sitio de unién de sustratos en la cavidad de union de MdfA, en la que se encuentra unida una
molécula de cloranfenicol (cédigo PDB: 4ZOW). Figura elaborada con PyMOL.

En relaciébn con lo anterior, multiples sustratos de estos transportadores son de
caracter hidrofébico y forman interacciones con residuos que poseen las caracteristicas
mencionadas en el parrafo anterior. Se ha descrito también la importancia de interacciones

de puente de hidrégeno en el reconocimiento de sustratos neutros o aniénicos, asi como
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interacciones i6n-ion en el caso de sustratos zwitterionicos o cationicos en transportadores

capaces de expulsar este tipo de compuestos.®

Los transportadores QacA y QacB participan en el eflujo de compuestos
antimicrobianos cationicos. QacB confiere menores niveles de resistencia a compuestos di
cationicos; esto puede deberse a un residuo acido adicional en la cavidad de union de
sustratos de QacA, que participa en interacciones ion-ion con sustratos di catiénicos.?'? Se
ha reportado que MdfA puede transportar sustratos di cationicos con grupos cargados
separados por un linker (regidon de unién) largo; estos serian expulsados en 2 ciclos de
translocacion.®?!1 Este tipo de eflujo podria también ser la causa de la resistencia a
compuestos di catidnicos por QacB (en menor medida que la conferida por QacA).

El transportador LmrP ha sido utilizado también como modelo de estudio de los sitios
de union de sustratos. Al igual que para MdfA, se ha sugerido que contiene una sola cavidad
con multiples regiones de interacciéon con sustratos estructuralmente diversos.'®? Aunque es
actualmente aceptado que los transportadores MFS poseen una sola cavidad de union, no se
ha descartado la posibilidad de que contengan diferentes cavidades de union, tal como se ha

reportado para los transportadores que pertenecen a las familias RND y ABC.?

IV.5. Principales sustratos

Existe una gran diversidad de compuestos que son sustratos de los transportadores
MFS. Se ha reportado que algunos transportadores de importancia clinica tienen cierta
especificidad por algunos sustratos, como TetB, TetK y TetP, asociados al eflujo de
tetraciclinas. Los sustratos de estos transportadores son moléculas hidrofobicas o anfipaticas
y moléculas con carga positiva. Como ejemplos de los principales sustratos de eflujo se

encuentran agentes antisépticos (cloruro de benzalconio y clorhexidina), colorantes (bromuro
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de etidio y acriflavina), moléculas catidnicas (diamidinas, biguanidinas y compuestos de

amonio cuaternario) y antibiéticos del grupo de las tetraciclinas y fluoroquinolonas.®182.213

Los transportadores MFS han sido relacionados también con la virulencia bacteriana,
ya que podrian estar involucrados en la colonizacion de mamiferos al proporcionar
resistencia ante diversos compuestos producidos por el huésped como respuesta ante la
presencia de agentes patdégenos: el transportador FarAB (Fatty acid resistance AB proteins,
proteinas AB de resistencia a acidos grasos) proporciona resistencia a N. gonorrhoeae
contra acidos grasos de cadena larga, mientras que el transportador MdrT, de L
monocytogenes, participa en el eflujo de acido cdlico, permitiendo la supervivencia de esta
bacteria en presencia de sales biliares.®®

Al igual que los transportadores de las familias RND y ABC, los transportadores MFS
estan involucrados en la formacion de biopeliculas. Se ha detectado una produccion
deficiente de biopeliculas en bacterias tras la exposicién a inhibidores de transportadores de
eflujo de esta familia, asi como en cepas mutantes que no poseen los genes que codifican
para los respectivos transportadores involucrados en este proceso. Se ha identificado
también una mayor expresion de estos genes en bacterias durante la formacion de
biopeliculas, en comparacion con bacterias en forma plancténica.%9%:214

En relacion con lo anterior, se requiere de transportadores para el eflujo de
polisacaridos necesarios para la sintesis de biopeliculas, tales como D-glucosa, arabinosa y
acido colanico, que son exportados por GluP (de H. pylori) y EmrD y TetA (de E. coli),
respectivamente. Los componentes mencionados son importantes para la sintesis de
exopolisacéridos, la agregacion celular y la sintesis de polisacaridos capsulares. De igual
manera, se ha identificado la importancia de los transportadores Pmt, AbaF y AbaQ en la
virulencia de A. baumannii, agente patdégeno resistente a mudltiples antibiticos y cuya

relevancia clinica esta asociada a la formacion de biopeliculas.%
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Aunque hay una gran diversidad de sustratos reportados, las estructuras de

transportadores MFS en estado de union a ligandos son escasas, incluyendo aquellas en
estado de union a compuestos antimicrobianos, puesto que el Unico antibiético de uso clinico
identificado en un sitio de unién es el cloranfenicol (Tabla 4.2, Figura 4.3).202207
Adicionalmente, se ha sugerido que el perfil de reconocimiento de los transportadores MFS

podria no limitarse a los sustratos reportados hasta ahora.®

Tabla 4.2. Principales sustratos de interés farmacoldgico (antibiéticos) identificados en las estructuras de los
transportadores MFS depositadas en el RCSB Protein Data Bank.

ID

i 1An97
Ligando Nombre Descripcion Grupo al que pertenece

Antibidtico de amplio espectro utilizado en el tratamiento de
CLM Cloranfenicol salmonelosis, rickettsiosis e infecciones por bacterias Gram- Anfenicoles
negativas causantes de meningitis y bacteriemia

DXC Af:l(.:j(? o Sal biliar que puede partmnpe}r como un detergente dlsr.uptor Acidos biliares
desoxicolico de membranas celulares e inhibir el desarrollo bacteriano
HT1 Hoechst-33342206  Colorante fluorescente sintético utilizado para el marcaje de Derivados de bis-
DNA y utilizado en ensayos de actividad de eflujo benzimida

Sustratos de transportadores MFS

S
e 40

Cloranfenicol Acido desoxicélico Bisbenzimida/Hoechst-33342

OH OH

N/

Figura 4.3. Estructuras de los sustratos identificados en los sitios de union de las estructuras de los
transportadores de la familia MFS. Se puede apreciar al cloranfenicol como el Unico antibiético presente en las
estructuras reportadas.
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I1.6. Mecanismo de eflujo

Con base en la evidencia estructural disponible, se ha propuesto un mecanismo de
transporte de dos pasos para los transportadores MFS de eflujo, en el que tiene lugar la
reorientacion de las hélices que conforman la cavidad de union de sustratos para permitir su
apertura de manera alternante hacia ambos lados de la membrana. Este mecanismo de
apertura hacia el interior o hacia el exterior de la membrana es similar al descrito para los
transportadores de un solo componente de la familia ABC.196

Se ha descrito para MdfA y LmrP que la cavidad de unidén se encuentra inicialmente
abierta hacia el interior de la membrana, donde el sustrato ingresa desde el citoplasma a su
sitio de union, provocando la traslocacion del proton de un residuo acido especifico desde el
lado periplasmico de MdfA hacia el citoplasma. (Figura 4.4 A). A su vez, la interaccion del
sustrato con la cavidad de unién genera una serie de cambios conformacionales que provoca
la reorientacion de las hélices del transportador a una conformacién abierta hacia el exterior
de la membrana.

A continuacion, el sustrato es liberado hacia el lado externo de la membrana y el
residuo acido ionizado toma un protdn del periplasma. La protonacion del residuo en cuestion
genera una serie de cambios conformacionales que devuelven al transportador a su

conformacion inicial abierta hacia el citoplasma (Figura 4.4 C).%182.211,215
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Figura 4.4. Conformaciones reportadas de MdfA durante el proceso de eflujo de un sustrato (cloranfenicol). En
la imagen superior se aprecia la vista lateral del transportador, mientras que en la imagen inferior se observa al
transportador desde el exterior de la membrana. A. Conformacién “abierta” hacia el interior de la membrana tras
la entrada del sustrato a la cavidad de unién. B. Estado intermedio “ocluido” por la reorientacion de las hélices
de MdfA hacia una conformacién “abierta” hacia el exterior. Desde el exterior de la membrana es posible
apreciar la “apertura” parcial del transportador. C. Conformacién “abierta” hacia el exterior de la membrana. Se
puede observar la “apertura” total del transportador hacia el exterior de la membrana, momentos antes de la
salida del sustrato. Figura elabora con PyMOL a partir de una animacién creada con las estructuras abierta
hacia el interior (cédigo PDB: 4Z0OW) y abierta hacia el exterior (codigo PDB: 6GV1) del transportador MdfA,
utilizando el software Chimera 1.16.

Ademas de las conformaciones abierta hacia el interior y abierta hacia el exterior de la
membrana, se ha propuesto la existencia de un estado intermedio “ocluido” de la cavidad de
union (Figura 4.4 B). La capacidad de los transportadores MFS para adquirir ambas
conformaciones de manera alternante, adaptandose al acomodo de diversos sustratos en un
estado ocluido en su sitio de unién sin comprometer el gradiente i6nico a través de la
membrana (evitando el paso del resto de solutos), destaca su flexibilidad estructural.®t%

Ademas de mostrar diferentes perfiles de reconocimiento de sustratos, el mecanismo

generador de energia para el eflujo de sustratos puede mostrar diferencias en los
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transportadores MFS; Aunque la fuerza proton motriz es la fuente de energia principal,

algunas proteinas pueden llevar a cabo el eflujo de sustratos mediante el antiporte de
cationes como sodio o potasio en lugar del antiporte de protones. Adicionalmente, se puede
requerir la traslocacion de 1, 2 o 3 protones por cada molécula de sustrato transportada, en
funcién de sus caracteristicas estructurales.®

Es necesaria una investigacion detallada del mecanismo de eflujo de los
transportadores MFS para una mejor comprension los cambios conformacionales que se
presentan durante el proceso de eflujo y de las regiones estructurales involucradas en la
transmision de dichos cambios tras la protonacion y desprotonacion de los residuos acidos
clave de cada transportador. Se requiere también de mas informacién experimental para una
mejor comprensiéon del reconocimiento y eflujo de multiples antibidticos por los
transportadores de esta familia.

Con respecto a los sistemas de eflujo multicomponentes, ain no se tiene la
informacion suficiente sobre para determinar si estos sistemas pueden “capturar’ sustratos
desde el periplasma, como se ha propuesto y es generalmente aceptado para los
transportadores de tres componentes de las familias RND y ABC, o si por otro lado (y con
mayor probabilidad), la captura de sustratos en estos sistemas ocurre de igual manera que
en los transportadores MFS de un solo componente, donde la entrada de sustratos se

encuentra en la region citoplasmatica/de la membrana interna.52%
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V. CAPITULO IV. Sistemas de las familias SMR, MATE, AbgT y PACE.

Los transportadores RND, ABC y MFS han sido objeto de una amplia investigacién
debido a la importancia clinica que tiene su sobreexpresion en los principales agentes
bacterianos causantes de infecciones nosocomiales. Por otro lado, aunque se ha demostrado
su participacion en el eflujo de antibioticos, la informacién relacionada con este fenédmeno es
escasa para las familias SMR (Small Multidrug Resistance), MATE (Multidrug and Toxic
Compound Extrusion), AbgT (Aminobenzoyl-glutamate Transporter) y PACE (Proteobacterial
Antimicrobial Compound Efflux). Es por ello que en este capitulo se abordara de manera
general la informacidon mas importante sobre el resto de las familias de transportadores
asociados al eflujo de antibiéticos como un mecanismo de resistencia en bacterias.

Debido al reducido numero de estructuras reportadas para los transportadores de las
familias de este capitulo, poco se conoce acerca de sus detalles estructurales y funcionales y
las causas concretas del reconocimiento multiespecifico de antibiéticos. En la actualidad, no
ha sido reportada estructura alguna de un miembro de la familia PACE, descrita por primera
vez en el afio 2013, no obstante, las estructuras de los transportadores SMR, MATE y AbgT

ya han sido identificadas (Figura 5.1).
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SMR MATE AbgT

12 estructuras 29 estructuras 2 estructuras

Dimero Dimero Dimero

Figura 5.1. Estructuras representativas de los transportadores de las familias SMR, MATE y AbgT en su forma
funcional (dimérica). Se indica el nimero de estructuras reportadas para cada familia en la base de datos del
RCSB PDB. Figura elabora con PyMOL, utilizando (de izquierda a derecha) las estructuras con los cédigos
PDB: 7MH6, 3MKT y 4R1l. Dichos co6digos corresponden a las proteinas EmrE (de E. coli), NorM (de V.
cholerae) y MtrF (de N. gonorrhoeae), respectivamente.

V.1. Transportadores de eflujo de la familia SMR

Las proteinas de la familia SMR se encuentran entre los transportadores de
membrana de menor tamafio en la naturaleza, por lo que poseen un tamafo
considerablemente menor al del resto de los transportadores mencionados en este trabajo.
Reciben su nombre debido a su amplio perfil de reconocimiento de sustratos. Existen 4
subtipos de transportadores SMR: transportadores de guanidinio, transportadores de
poliaminas, flipasas de glicolipidos y transportadores de compuestos de amonio cuaternario.
Los miembros de este Ultimo subtipo de transportadores estan involucrados en el eflujo de
compuestos catidnicos, hidrofébicos y poliaromaticos.5216:217

Las caracteristicas mencionadas en esta seccion corresponden a aquellos

transportadores de compuestos de amonio cuaternario, ya que el eflujo de este tipo de
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compuestos ha sido identificado en transportadores de multiples antibidticos. Aunque la

participacion de diferentes proteinas de este subtipo de transportadores en la resistencia a
multiples antibidticos se ha documentado ampliamente, particularmente ante compuestos de
caracter cationico, el modelo de estudio por excelencia es EmrE de E. coli, debido a que es
la Gnica proteina cuya estructura ha sido reportada hasta este momento. 5216217218

La informacion estructural disponible de EmrE indica que los transportadores SMR
deben encontrarse como homodimeros o heterodimeros para poder llevar a cabo el eflujo de
sustratos, por lo que la unidad funcional de estos transportadores consta de 8 hélices
transmembranales (2 arreglos antiparalelos de 4 hélices) que forman una cavidad central de
union de sustratos. Entre los sustratos mas relevantes de los transportadores SMR, se han
reportado colorantes, detergentes, compuestos de amonio cuaternario y antibiéticos del

grupo de los aminoglucésidos, macrélidos, cefalosporinas y tetraciclinas.5216.219.220

V.1.1. Recopilacion de estructuras

Aungue el tamafio de los transportadores SMR es ideal para llevar a cabo diferentes
estudios bioquimicos, representé durante muchos afios un obstaculo para la obtencién de
estructuras de alta resolucién de esta familia de proteinas. Se ha reportado hasta el
momento un total de 12 estructuras de transportadores de compuestos de amonio
cuaternario en la base de datos del RCSB PDB, siendo todas ellas del transportador EmrE
(Tabla 5.1). Gracias a la informacién estructural obtenida de esta proteina, ha sido posible
estudiar la topologia, los sitios de union y el mecanismo de reconocimiento y eflujo de

sustratos.217.221
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Tabla 5.1. Estructuras correspondientes a los transportadores de la familia SMR, reportadas en el RCSB PDB

ngigo Proteina Descripcion asociada a la estructura Res?IAu)cic')n Organismo Referencia IiIgDar?go
2168 EmrE Estructura del transportador EmrE 7.50 E. coli Fleishman et al???
3B5D EmrE Estructura de EmrE en complejo con TPP 3.80 E. coli K-12 Chen et al??® P4P
3B61 EmrE Forma apo del transportador EmrE 4.50 E. coli K-12 Chen et al?®
3B62 EmrE Estructura de EmrE en complejo con TPP 4.40 E. coli K-12 Chen et al?® P4P
7JK8 Emrg Complejo a pH 5.8 - E. coli Shcherbakov et al?! VCJ
7TMGX EmrE Mutante en complejo con metilviolégeno 3.13 E. coli Kermani et al??* KHJ
7MH6 Emrg Mutante D3 en pH bajo (estado protonado) 2.85 E. coli K-12 Kermani et al??*
7SFQ EmrE Mutante S64V en complejo a pH 8.0 - E. coli Shcherbakov et al??® VClJ
7SSU EmrE Complejo con metiltrifenilfosfonio 3.22 E. coli K-12 Kermani et al?®* B5J
7SV9 EmrE Mutante D3 en complejo con TPP 3.36 E. coli K-12 Kermani et al??* P4P
7SVX Emrg Mutante D3 en complejo con harmano 3.90 E. coli K-12 Kermani et al?* CN9
7T00 EmrE Complejo con benciltrimetilamonio 3.91 E. coli K-12 Kermani et al?®* EO00

Las estructuras de EmrE reportadas en union con diferentes sustratos de eflujo (ej.
TPP: tetrafenilfosfonio) han contribuido a la caracterizacion de la cavidad de unién de
sustratos de este transportador.??! No obstante, hasta el momento, no se ha reportado la
estructura de ningun miembro de la familia de transportadores SMR en complejo con
antibioticos de uso clinico, por lo que no ha sido posible determinar las interacciones
especificas que este tipo de sustratos presentan con las cavidades de unién de los miembros
de esta familia. Lo anterior ayudaria a una mejor comprension del fenébmeno de

reconocimiento multiespecifico de antibiéticos por los transportadores SMR.

V.1.2. Sitios de union de sustratos y mecanismo de eflujo

A pesar de que su tamafo limita la diversidad de sustratos que pueden reconocer, los
transportadores SMR pueden tener perfiles de reconocimiento de sustratos relativamente
amplios gracias a la flexibilidad de sus cavidades de union, una cualidad importante para

todos los transportadores de mudltiples antibidticos. La cavidad de unién de sustratos de
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EmrE se encuentra en la interfaz del dimero funcional y esta conformada principalmente por

residuos aromaticos e hidrofobicos. Se ha demostrado que EmrE sufre cambios
conformacionales dependientes de las caracteristicas estructurales del sustrato unido
durante el proceso de eflujo. Lo anterior se relaciona directamente con la flexibilidad de su
cavidad de unién y la capacidad de unién multiespecifica que esta posee.®

Adicionalmente, se ha propuesto que la union de sustratos en EmrE es un proceso
dinamico en el que estos pueden establecer mdltiples interacciones débiles de manera
simultanea en las cavidades de unién de sustratos, lo que hace posible la unién estable de
sustratos con diferentes caracteristicas estructurales. A pesar de que se ha demostrado el
impacto de los transportadores SMR en la resistencia ante multiples antibioticos, no se ha
establecido una relacion concreta entre las caracteristicas estructurales de los antibiéticos
reportados como sustratos y las cavidades de unién de esta familia de transportadores. 5226

Aungue no se conocen los detalles del mecanismo por el que los transportadores SMR
llevan a cabo el eflujo de sustratos, se han reportado algunas generalidades de este proceso.
Los transportadores SMR utilizan la fuerza protdon motriz para expulsar sustratos. Diferentes
estudios han destacado la importancia de un residuo de glutamato (E14) altamente
conservado entre los transportadores SMR; se ha propuesto que este residuo posee un
papel clave en el reconocimiento de sustratos y durante el proceso de eflujo de estos.
Asimismo, se ha sugerido que dicho residuo estd relacionado con el acoplamiento y
traslocacion de protones hacia el interior de la membrana, evento que tiene como

consecuencia la expulsién de sustratos al exterior celular.6226.227
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V.2. Transportadores de eflujo de la familia MATE

Los transportadores MATE fueron identificados por primera vez durante la
caracterizacion de transportadores eflujo relacionados con la resistencia a antibioticos.
Aunque fueron inicialmente clasificados como miembros de la MFS debido a su similitud
estructural, se determind que no poseian una elevada homologia secuencial, por lo que
fueron clasificados como una nueva familia de proteinas de transporte. A su vez, los
transportadores MATE bacterianos pueden clasificarse en dos grupos: los transportadores
tipo NorM vy los transportadores tipo DinF, que poseen diferencias estructurales y funcionales.
En esta seccidén, se mencionaran las principales caracteristicas que son generales para
todos los transportadores MATE, a menos que se especifique lo contrario.?28229

La informacion estructural disponible ha revelado que todos los miembros de esta
familia estan conformados por 12 hélices transmembranales, las cuales se encuentran
organizadas en dos dominios, cada uno de 6 hélices. Esta familia de transportadores utiliza
el gradiente de protones o de sodio a través de la membrana como fuente de energia para
llevar a cabo el eflujo de una gran variedad de compuestos (principalmente de caracter
hidrofobico y catidnico) al exterior celular o al periplasma (en bacterias Gram-negativas).
Entre los principales sustratos de los transportadores MATE, se encuentran colorantes
cationicos y antibiéticos del grupo de las fluoroquinolonas y los aminoglucésidos. 6:228:230.231

El transportador de mdltiples antibioticos NorM (de V. parahemolyticus) fue el primer
transportador de esta familia en ser identificado, por lo que fue ademas el primer modelo de
estudio utilizado. Posteriormente, se identificaron transportadores como NorM-VC (de V.
cholerae) y PIMATE (de P. furiosus) que han sido utiles para la caracterizacion estructural y
funcional de los miembros de esta familia. Pese a ser un transportador expresado por una

arqueobacteria, PIMATE posee una elevada homologia estructural con los transportadores
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bacterianos, especialmente en secuencias altamente conservadas relacionadas con la

funcion de reconocimiento y eflujo de sustratos.®230.231

Como un ejemplo de la capacidad y el potencial riesgo a la salud que representa el
eflujo de multiples antibidticos por transportadores MATE, desde el afio 2009 se tiene registro
del papel de transportadores como AbeM (de A. baumannii), NorM (de N. gonorrhoeae, N.
meningitidis y V. parahemolyticus) y YdhE (de E. coli) en un incremento importante de la
concentraciéon minima inhibitoria de antibiéticos como ampicilina, ciprofloxacino, norfloxacina,
ofloxacino, gentamicina, triclosan, novobiocina, clorhexidina, eritromicina, kanamicina,

cloranfenicol, eritromicina, trimetoprim y estreptomicina.?30:232233,234,235

V.2.1. Recopilacion de estructuras

Como resultado de una busqueda exhaustiva en la base de datos del RCSB PDB, se
encontrd un total de 29 estructuras correspondientes a transportadores de eflujo bacterianos
pertenecientes a la familia MATE. Entre ellas, se encuentran estructuras en conformaciones
distintas y en complejo con diferentes sustratos (Tabla 5.2). Los 3 principales sustratos

identificados en los sitios de union de las estructuras fueron etidio, rodamina y verapamilo.

Tabla 5.2. Estructuras correspondientes a los transportadores de la familia MATE, reportadas en el RCSB PDB

ngigo Proteina Descripcion asociada a la estructura Rescz%cién Organismo Referencia Iilggr?go
3MKT NorM Transportador en complejo con un catién 3.65 V. cholerae He et al**®
3MKU NorM Transportador en complejo con un catién 4.20 V. cholerae He et al**® RB
4HUK  NorM-NG Transportador en complejo con TPP 3.59 N. gonorrhoeae Lu et al?®” P4P
4HUL NorM-NG Transportador en complejo con Cesio 3.81 N. gonorrhoeae Lu et al?®” CSs
4HUM NorM-NG Transportador en complejo con etidio 3.49 N. gonorrhoeae Lu et al?®” ET
4HUN NorM-NG  Transportador en complejo con rodamina 3.59 N. gonorrhoeae Lu et al?®” RHQ
4126 DinF-BH Estructura del transportador DinF-BH 3.20 H. halodurans Lu et al?®®
4129 DinF-BH  Transportador en complejo con rodamina 3.70 H. halodurans Lu et al?®® RHQ
4Z3N ClbM Exportador de colibactina 2.70 E. coli Mousa et al?®®
47Z3P CloM Exportador de colibactina 3.30 E. coli Mousa et al?* RB
5C6N DinF-BH  Transportador en ausencia de verapamilo 3.00 H. halodurans Radchenko et al?®
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Tabla 5.2. Continuacion

ngigo Proteina Descripcion asociada a la estructura Resc()kj)cién Organismo Referencia Iilggr(ljgo
5C60 DinF-BH Transportador en complejo con verapamilo 3.00 H. halodurans Radchenko et al??® 4YH
5C6P Norm-NG Transportador en complejo con verapamilo 3.00 N. gonorrhoeae  Radchenko et al??® 4YH
5T77 MurJ Conformacion abierta hacia el interior 2.00 T. africanus Kuk et al**
6FV6 Aq128 Conformacion abierta hacia el exterior 3.80 A. aeolicus VF5 Zhao et al'\?
6FV7 Aq128 Conformacién abierta hacia el exterior 3.70 A. aeolicus VF5 Zhao et al'\?
6FV8 Aq128 Conformacién abierta hacia el exterior 3.00 A. aeolicus VF5 Zhao et al'\?
6IDP VemN Transportador en forma "recta” 221 V. cholerae Kusakizako et al?**
6IDR VemN Transportador en forma "curva” 2.50 V. cholerae Kusakizako et al?**
6IDS VemN Mutante D35N del transportador VcmN 2.79 V. cholerae Kusakizako et al?**
6NC6 MurJ Flipasa de lipidos cerrada hacia el interior 3.20 T. africanus Kuk et al?*?
6NC7 MurJ Flipasa de lipidos abierta hacia el interior 3.00 T. africanus Kuk et al?*?
6NC8 MurJ Flipasa de lipidos ocluida hacia el interior 2.60 T. africanus Kuk et al?*?
6NC9 MurJ Flipasa de lipidos abierta hacia el exterior 1.80 T. africanus Kuk et al?*
6270 AQq128 Estado abierto hacia el exterior 2.00 A. aeolicus VF5 Zhao et al**®
6Z71 AQq128 Estado abierto hacia el exterior 3.50 A. aeolicus VF5 Zhao et al**®
7PHP NorM Conformacidn abierta hacia el exterior 3.47 V. cholerae Bloch et al**
7PHQ ScaDMT Transportador de metales divalentes 8.45 S. capitis Bloch et al?*
7P1] ScaDMT Transportador de metales divalentes 3.78 S. capitis Bloch et al?*

Mientras que las estructuras reportadas de transportadores en complejo con rodamina
y etidio son Utiles para estudiar las interacciones que diferentes sustratos pueden establecer
con los residuos que conforman las cavidades de unién, el verapamilo es un compuesto de
interés farmacoldgico, al tratarse de un inhibidor de amplio espectro de transportadores de
eflujo. En el caso de los transportadores MATE, este compuesto ejerce su efecto mediante la
ocupacion y bloqueo del sitio de unién de sustratos. Esta estructura permitid un primer
acercamiento al estudio del mecanismo de inhibicién en estos transportadores, un recurso
atil en la busqueda y el disefio de compuestos con potencial actividad inhibitoria.?%®

Cabe destacar que, aunque no han sido incluidas en la recopilacion de estructuras de
este capitulo (al no tratarse de un transportador bacteriano), el estudio de las estructuras
reportadas de PfMATE (y otros transportadores homologos, como aquellos presentes en
organismos eucariotas) ha permitido obtener informacioén importante sobre las caracteristicas

estructurales y funcionales de los miembros de esta familia de transportadores.®231.245
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V.2.2. Sitios de union de sustratos y mecanismo de eflujo

Las cavidades de union de los transportadores MATE han sido descritas como
cavidades relativamente grandes y flexibles, al igual que para el resto de los transportadores
de mudltiples antibiéticos enunciados en este trabajo escrito. Las proteinas NorM (de V.
cholerae) y DinF (de B. halodurans) poseen cavidades compuestas principalmente por
residuos aromaticos e hidrofébicos, ademas de algunos residuos polares y cargados, todos
ellos importantes para establecer interacciones con diversos sustratos. Cabe destacar la
importancia de la presencia de residuos &cidos en las cavidades de unién de estos
transportadores para la unién de sustratos catiénicos y en eventos clave de protonacién.®

No obstante, también se han identificado transportadores como NorM (de N.
gonorrhoeae), cuyas cavidades de unién de sustratos contienen principalmente residuos
polares y acidos importantes para la union de sustratos cationicos mediante interacciones
ionicas y de puentes de hidrogeno. Los sitios de unidn con esta composicion de aminoacidos
se han reportado también en miembros de las familias ABC y MFS (Sav1866 y QacA,
respectivamente) descritos en capitulos anteriores. Estas cavidades de unidn también
poseen una elevada flexibilidad que resulta importante para unir una gran variedad de
sustratos catiénicos con caracteristicas estructurales diferentes.®

En cuanto al mecanismo de eflujo de sustratos, los transportadores MATE utilizan la
energia generada por el importe de protones o sodio hacia el interior celular. Aunque no se
conoce la causa concreta de este fendmeno, se ha descrito a algunos transportadores como
dependientes del importe de sodio (NorM-VP y NorM-GN), mientras que otros se han
reportado como dependientes del importe de protones (DinF-BH, NorM-PS y VcmN), y otros
como transportadores que pueden funcionar de manera indistinta gracias al importe de

ambos iones (NorM-VC).6231
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El mecanismo especifico de transporte de los miembros de esta familia no se ha

determinado detalladamente. No obstante, se ha propuesto que operan bajo un mecanismo
de acceso alternante, en el que los transportadores adquieren de manera alternante y
sucesiva dos conformaciones en las cuales la cavidad de union de sustratos se encuentra
orientada (o abierta) hacia el interior o exterior de la membrana. Tampoco se ha determinado
la manera en la que ocurre el acoplamiento de los procesos de traslocacién de protones o
cationes al interior celular y el eflujo de sustratos al exterior del citoplasma.228231
Considerando lo anterior, para los transportadores tipo DinF se ha propuesto que la
protonacién de un residuo que se encuentra en la hélice numero 1 provoca la liberacion de
sustratos (previamente unidos) hacia el exterior del citoplasma en un proceso que no
involucra cambios conformacionales significativos en la estructura del transportador. Por otro
lado, se ha reportado para los transportadores tipo NorM-NG que la liberacién de sustratos al
exterior (como consecuencia del acoplamiento de sodio) involucra una serie de cambios

conformacionales importantes en mdltiples hélices del transportador.228
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V.3. Transportadores de eflujo de la familia AbgT

La familia AbgT de transportadores estd involucrada de manera importante en la
sintesis de acido félico. Recibe su nombre debido a que el transportador mas representativo
de esta familia (y el primero en ser identificado) ha sido AbgT (de E. coli), cuya participacion
en la importacion de p-aminobenzoil glutamato, precursor necesario para la sintesis de acido
félico, ha sido ampliamente descrita. Es debido a ello que esta via sintética (ausente en
mamiferos) ha sido considerada para el disefio de compuestos con actividad antibacteriana,
tales como las sulfonamidas.5246.247

Posteriormente se identific6 a un segundo miembro de esta familia; el transportador
MtrF de N. gonorrhoeae, asociado a niveles elevados de resistencia a antibioticos. Se reportd
que MtrF conferia resistencia ante sustancias hidrofébicas, en cooperacién con el complejo
tricomponente MtrCDE, de la familia RND. Adicionalmente, se observd que MtrF no solo no
participaba en la importacion de p-aminobenzoil glutamato, sino que llevaba a cabo el eflujo
de un metabolito derivado de este, el acido p-aminobenzoico, pues su expresion se habia
asociado a una disminucion de la sintesis de acido folico. Lo anterior llevé a la hipétesis de

gue MtrF participaba en el eflujo de sulfonamidas.®24’

V.3.1. Recopilacion de estructuras

En el afio 2015 se reportaron las primeras estructuras de los miembros de esta familia.
La primera estructura corresponde a MtrF; esto permitidé refutar la hipotesis de que esta
proteina era un componente adicional del complejo MtrCDE, ya que se determiné que MtrF
era un transportador funcional independiente. Posteriormente fue reportada la estructura de

YdaH de (A. borkumensis), cuya participacion en el eflujo de acido p-aminobenzoico y
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sulfonamidas fue también observada, aunque de manera mas eficiente que MtrF. Se ha

propuesto que esto puede deberse a que YdaH funciona gracias al gradiente de sodio a

través de la membrana, mientras que MtrF funciona gracias al gradiente de protones. 6:246:248

Tabla 5.3. Estructuras correspondientes a los transportadores de la familia AbgT, reportadas en el RCSB PDB

Cadigo . S . Resolucién . . ID de
PDB Proteina Descripcion asociada a la estructura A) Organismo Referencia ligando
4R1I MtrF Transportador de eflujo de sulfonamidas 3.96 N. gonorrhoeae Su et al*#®
4R0C YdaH Determinacién de la topologia de YdaH 2.96 A. borkumensis Bolla et al?*®

V.3.2. Sitios de unién de sustratos

Poco se conoce acerca de la estructura y funcidén de los transportadores AbgT en la
actualidad, puesto que solo se ha llevado a cabo la caracterizacién parcial de algunos
miembros de esta familia, siendo MtrF el transportador mejor caracterizado hasta el
momento. Tanto MtrF como YdaH fueron reportados como dimeros en su conformacion
funcional; cada mondmero esta conformado por 9 hélices transmembranales. La estructura
de los transportadores AbgT puede dividirse en un nucleo interno de naturaleza hidrofébica
(correspondiente a la interfaz entre ambos mondémeros), y un nucleo externo conformado por

los extremos laterales del dimero (Figura 5.2).6:246
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Figura 5.2. Localizacién propuesta de la cavidad de union de sustratos de los transportadores AbgT (cédigo
PDB: 4R0C). Dicha cavidad (de caracter hidrofébico), se encontraria en la interfaz del dimero funcional en el
nacleo interno del transportador (recuadro negro). Figura elaborada con PyMOL.

Los datos estructurales disponibles sugieren que el canal de entrada de sustratos al
transportador YdaH se encuentra en el nucleo interno, mientras que la region del nucleo
externo forma dos estructuras cilindricas (1 por cada protdémero) que podrian fungir como
una cavidad de unidon de sustratos conectada al espacio periplasmico. La entrada de
sustratos a esta cavidad tendria lugar gracias al canal formado por el ndcleo interno,
accesible desde el citoplasma.?46

No hay informacién suficiente para describir el posible mecanismo de eflujo de los
transportadores AbgT. No obstante, se han llevado a cabo estudios de dindmica molecular
utilizando la informacién estructural disponible para evaluar las interacciones que el acido p-
aminobenzoico y la sulfametazina (sustratos de eflujo reportados) establecen con YdaH.
Estos estudios representaron una primera aproximacion para comprender las causas del
reconocimiento multiespecifico de sustratos en los transportadores AbgT e identificar a los

residuos involucrados en el acoplamiento de sodio durante el eflujo de sustratos.?*7:248
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V.4. Transportadores de eflujo de la familia PACE

La familia PACE fue descrita por primera vez en el afio 2013, mediante la
identificacion del transportador Acel (de A. baumannii) tras el andlisis de los posibles factores
relacionados con la tolerancia a clorhexidina. La relaciéon funcional entre Acel y la capacidad
de eflujo de clorhexidina fue establecida gracias la identificacion de una mayor expresion del
gen que codifica para Acel tras la exposicion a una concentracion sub inhibitoria de
clorhexidina. Los transportadores PACE deben su nombre a que los genes que codifican
para los miembros de esta familia se encuentran presentes en proteobacterias, aunque no se
limitan a este tipo de microorganismos.524°

Se han identificado genes de transportadores homologos de Acel en los genomas de
patégenos como Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter, Salmonella y Burkholderia. Aunque
Acel demostré una relativa especificidad por la clorhexidina, la caracterizacion de
transportadores homologos demostro que algunos miembros de esta familia pueden tener un
amplio rango de reconocimiento de sustratos. Aunque no hay informacion detallada sobre su
importancia clinica, Acel ha sido asociado al eflujo de agentes antisépticos como
benzalconio, decualinio, acriflavina, proflavina y clorhexidina, entre otros.?:249.250

Multiples aspectos de los miembros de esta familia son aun desconocidos. Aunque
hasta el momento no se ha reportado la estructura tridimensional de ningun transportador
PACE, se ha propuesto que son relativamente pequefos y presentan la misma organizacion
estructural de 4 hélices transmembranales propia de los miembros de la familia SMR. Se ha
propuesto que probablemente se encuentren como oligdbmeros, aunque no se cuenta con
evidencia suficiente para esta aseveracion. Tampoco hay informacion disponible sobre su
mecanismo de transporte, pero se ha reportado que la traslocacion de protones hacia el

interior celular es requerida para el eflujo de sustratos.®24°
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Pese a que no se ha reportado la resistencia a antibioticos de uso clinico mediada por

esta familia de transportadores, han sido clasificados como transportadores de resistencia a
antibioticos en multiples articulos de revision. Ya que la presencia de estos trasportadores se
relaciona con la supervivencia ante agentes téxicos en multiples patdgenos bacterianos de
importancia clinica, el estudio estructural de esta nueva familia de transportadores y la
identificacion del perfil de reconocimiento de sustratos de sus miembros son dos aspectos
importantes para determinar si esta familia tiene una relacién directa con la resistencia a

antibidticos.6:249.251
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Conclusiones

La recopilacién de informacion estructural aqui presentada, producto de una busqueda
exhaustiva en la base de datos del RCSB PDB, es un recurso de consulta util para la
identificacion de las estructuras disponibles de transportadores bacterianos relacionados con
la resistencia a mdltiples antibidticos pertenecientes a las familias RND, ABC, MFS, SMR,

MATE, AbgT y PACE.

Mediante la revision de una gran cantidad de articulos cientificos, se llevé a cabo la
busqueda de la informacion mas importante relacionada con las diferentes familias de
transportadores de eflujo mencionadas, con énfasis en sus sitios de unién, principales
sustratos y mecanismo de eflujo, incluyendo ademas las particularidades de estos aspectos

gue han sido identificadas para los miembros de algunas de estas familias.

Es posible obtener una gran cantidad de informacién de aquellas estructuras que se
encuentran en complejo con diferentes sustratos; esto ha permitido mejorar la comprension
de los mecanismos implicados en el eflujo multiespecifico de antibidticos, el estudio de

interacciones proteina-ligando y el descubrimiento de nuevas cavidades de union.

Con base en la informacién recopilada, es importante destacar que los transportadores
de eflujo bacterianos participan en diversos procesos fisiolégicos ademas del eflujo de
antibioticos, puesto que son esenciales para el transporte de sustratos generalmente

involucrados en la supervivencia bacteriana.
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Conclusiones

Con base en las referencias consultadas, es posible establecer una relacion directa
entre el eflujo multiespecifico de antibidticos y la elevada flexibilidad estructural de los

transportadores de eflujo bacterianos pertenecientes a las familias incluidas en este trabajo.

El estudio de los transportadores relacionados con la resistencia a mdultiples
antibioticos es de gran interés en la actualidad, puesto que representa un mecanismo de
resistencia importante y es responsable de un aumento considerable en la CMI de diversos

antibioticos, principalmente en bacterias patégenas.

Es de gran importancia orientar la investigacién sobre los transportadores de eflujo al
disefio de compuestos con potencial actividad inhibitoria. Esto representaria un recurso
terapéutico util para aumentar la efectividad de los principales antibioticos de uso clinico que

han sido identificados como sustratos de los transportadores de eflujo bacterianos.
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