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1 Introduccion

La introduccion de la bencilpenicilina en pruebas clinicas hace 50 afios representa uno de los
grandes éxitos de la terapia quimica. Hoy en dia los antibidticos P-lactdmicos siguen siendo
utilizados de manera frecuente debido a su efectividad y bajo costo [1]. El blanco de los antibidticos
B-lactdmicos son las enzimas encargadas de la sintesis de la pared de mureina, las proteinas de
union a penicilina (PBP), enzimas especificas de bacterias que las ha convertido en una proteina
diana para el disefio de antibitticos. Los antibidticos B-lactamicos son agentes bactericidas que,
debido a que el enlace f-lactama es labil y reactivo, acilan a la serina del sitio activo de las PBPs
[2]. Las bacterias dependen de la pared celular compuesta de peptidoglicano para mantener su
forma y rigidez. La acilacion de la serina del sitio activo de las PBP detienen la sintesis de la pared
celular inhibiendo a las PBP; debido a esto, la célula bacteriana se hace permeable al agua,
ocasionando un desbalance osmoético y dando como resultado su propia lisis [3].

Durante las ultimas décadas, el uso desmesurado de antibidticos P-lactdmicos generaron el
surgimiento de organismos resistentes. Estos utilizan diferentes mecanismos de resistencia, siendo
el principal mecanismo de resistencia a antibioticos P-lactdmicos, como penicilinas y
cefalosporinas, la produccion de P-lactamasas, las cuales catalizan la hidrélisis del anillo -
lactdmico y de esta manera impiden que los antibidticos puedan interactuar con las PBPs [4], [5].
Las B-lactamasas se clasifican en clases A-D, donde las clases A, C y D poseen una serina reactiva
y la clase B posee Zn™ en el sitio activo [6].

Los primeros antibioticos B-lactamicos, como penicilinas y las primeras cefalosporinas resultaron
susceptibles a hidrdlisis por B-lactamasas de clase A como TEM-1. Por esta razon, a lo largo de
décadas se han desarrollado distintos antibidticos P-lactdmicos, para enfrentar el incremento de
microorganismos productores de B-lactamasas [7]. Las cefalosporinas de espectro extendido han
sido desarrolladas para lidiar con la resistencia a antibidticos P-lactdmicos mediada por B-
lactamasas de clase A. Estas moléculas evaden la hidrolisis de las B-lactamasas debido a que poseen
un grupo C7f aminotiazoloxiimino amida en su cadena lateral lo que aumenta su tamafio y evita
asi la hidrolisis [8]. El desarrollo de estos antibioticos mas resistentes y eficientes contra [3-
lactamasas han permitido la seleccion de P-lactamasas capaces de hidrolizar cefalosporinas de
espectro extendido con una mayor eficiencia que las penicilinas; las cuales se han denominado

como [-lactamasas de espectro extendido (ESBLs).



Las ESBLs han sido de interés médico y han sido ampliamente estudiadas desde que fueron
descritas por primera vez en 1983. La mayoria de las ESBLs pertenecen a la clase A, que a su vez
se ha dividido en subclase Al y subclase A2. El conocimiento de la estructura de las B-lactamasas
nos ha permitido conocer mejor como es que estas funcionan y como son inhibidas [9][10]. El
estudio del funcionamiento de las B-lactamasas de subclase Al ha permitido elucidar el papel de
algunos de los residuos importantes para el fenotipo de ESBL, asi como resistencia a inhibidores,
la hidrolisis de otros antibidticos B-lactimicos y ha permitido disefiar antibidticos. Estas B-
lactamasas obtienen el fenotipo de ESBL por mutaciones puntuales. La subclase A2 ha sido la
menos estudiada ya que representantes de esta subclase se han encontrado con menor frecuencia en
aislados clinicos. La subclase A2 tiene el fenotipo de ESBL de manera intrinseca, ya que los
cambios que definen a esta clase son la expansion del sitio activo debido a una insercion en la
horquilla entre la ldmina B-3 y f-4 y un cambio estructural en el asa Q lo que permite el acomodo
de sustratos mas voluminosos, como cefalosporinas. Esto las hace de interés médico y en el mismo
sentido, las poblaciones de organismos productores de B-lactamasas de la subclase A2 han ido en
aumento. So6lo se ha determinado la estructura cristalografica de tres B-lactamasas de la subclase
A2 [11]-[13]. En el presente estudio se expresd, purificd, cristalizd y se obtuvo la estructura
cristalografica de una P-lactamasa de la subclase A2 llamada TLA-1, y se analizaron las
implicaciones de estos hallazgos con el fin de encontrar las diferencias con las otras -lactamasas
de subclase A2, que puedan explicar sus caracteristicas particulares, como por ejemplo, la menor
afinidad a dos de los tres inhibidores clasicos de B-lactamasas y poder obtener mas informacion de

este grupo poco estudiado [14].

2 Marco teorico

2.1 Antibioticos p-lactamicos
Las células procariotas se caracterizan por tener una pared celular, también conocida como pared

de mureina, formada principalmente por peptidoglicano, la cual les confiere la forma y otorga
fuerza mecéanica a la pared celular. El peptidoglicano se encuentra formado por polimeros con
motivos alternados de N-acetilglucosamina y acido N-acetilmurdmico unidos a una cadena de
pentapéptidos L-Ala-p-Glu-X-p-Ala-p-Ala. Las cadenas de peptidoglicano se entrecruzan formando
enlaces peptidicos entre ellos, dando asi rigidez a la pared de péptido-glicano. Esta reaccion es
catalizada por un grupo de enzimas llamadas PBPs, las cuales son el blanco de los antibidticos -
lactamicos. Sin una pared celular una bacteria solo es capaz de sobrevivir en un medio que tenga
la misma presion osmotica que ella [8],[9]. Las PBPs se encuentran involucradas en diferentes

2



procesos, desde regulacion genética, hasta la duplicacion celular; y son las responsables del
ensamblaje, mantenimiento y regulacion de la estructura de peptidoglicano [15]. Estas proteinas en
su gran mayoria se encuentran ancladas en la membrana interna de la bacteria, con su sitio activo
expuesto al periplasma. Las PBPs tienen diversas actividades reportadas, que abarcan las
actividades de transpeptidasa, transglicosilasa y carboxipeptidasa [8],[10],[11]. Las transpeptidasas
que pertenecen a las PBPs en su gran mayoria son peptidasas con una serina reactiva en el sitio
activo; a pesar de esto, estas enzimas no tienen ninguna similitud estructural ni en secuencia con
las proteasas de serina catalitica. Las PBPs con actividad de transpeptidasa cortan el tltimo enlace
peptidico del pentapéptido de la cadena de peptidoglicano, mediante un mecanismo de acilacion.
Una vez que la proteina se encuentra acilada es atacada por el grupo amino terminal de una cadena

de peptidoglicano adyacente, resultando en el entrecruzamiento (Fig. 1) [15], [7], [19].

Membrana interna

Figura 1. Mecanismo propuesto por Sauvage et al. para la construccion de la pared de péptido-glicano, donde 1a PBP
(magenta) toma cadenas de péptido-glicano nuevas (verde) y las une mediante una transpeptidacion a la pared de
péptido-glicano que esta siendo formada. Imagen tomada y modificada de Sauvage et al. 2008

Los antibidticos B-lactamicos son moléculas que inhiben a las PBPs, ya que el enlace -lactamico
(Fig. 2a) es labil y reactivo; éste acila a la serina del sitio activo de las proteinas de union a penicilina
(PBP), y no permite el entrecruzamiento [2]. Los antibidticos B-lactamicos son considerados como
inhibidores peptidomiméticos ya que el enlace B-lactdmico es muy similar al enlace D-Ala-D-Ala
del pentapéptido de la pared de mureina (Fig. 2b) [20]. Cada antibiotico presenta diferentes patrones

de inhibicion de transpeptidasas lo que resulta en diferentes fenotipos [7]. Al inhibir las



transpeptidasas, el recambio de la pared de mureina asi como la construccion de esta es detenida lo

que ocasiona un choque osmoético, dando como resultado la lisis de la bacteria [3].

R H
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a) b) Penicilina D-Ala-D-Ala

Figura 2. Estructura de los antibidticos B-lactamicos. a) Estructura del grupo B-lactama comun en todos los antibidticos
B-lactamicos b) Comparacion entre el grupo P-lactama y el dipéptideo D-Ala-D-Ala presente en todas las paredes
celulares. Modificado de Fisher & Mobasherry 2009.

La era de los antibidticos -lactamicos comenzé cuando fueron reportados por Alexander Fleming
en 1928. El descubrimiento de estas moléculas permitio tratar infecciones durante la Segunda
Guerra mundial [7][21]. Los antibidticos f-lactamicos son los agentes quimioterapéuticos elegidos
para tratar un amplio nimero de infecciones, pero su potencial terapéutico ha sido amenazado
debido a que numerosas cepas bacterianas han sobrevivido a la presion selectiva ejercida por estos,
desarrollando asi mecanismos diversos para la resistencia a antibioticos [7][22]. La propagacion de
bacterias resistentes a antibioticos es una amenaza para la morbilidad y mortalidad a nivel mundial.
Debido a esto ha habido esfuerzos por parte de distintas instituciones como la World Health
Organizatiton (WHO), con la iniciativa para el desarrollo de farmacos para enfermedades
abandonadas, asi como otras organizaciones han desarrollado programas para incentivar el
desarrollo de nuevos antibioticos. Debido a la importancia de la necesidad de nuevos antibioticos
WHO cre6 una lista en la que enumeraba por prioridad las bacterias resistentes a antibioticos para
investigar y desarrollar nuevos farmacos. Este ha sido el primer esfuerzo para hacer este tipo de
lista a nivel mundial, con el motivo de priorizar y facilitar la investigacion en esta area. En esta lista
las primeras cuatro especies son Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa con
resistencia a carbapenémicos; Escherichia coli y Klebsiella spp. con resistencia a cefalosporinas de
tercera generacion. Cabe resaltar en esta lista que la mayoria de los organismos presentan
resistencia a antibioticos PB-lactamicos [23], [24]. Diferentes programas como el antimicrobial
suveillance program de SENTRY y el Global antimicrobial surveillance program de WHO han
reportado un aumento de bacterias con resistencia a cefalosporinas de tercera generacion y
carbapenémicos en distintas partes del mundo [25], [26]. Debido a que este es un problema de salud

a nivel mundial, la investigacion de los elementos que permiten la resistencia a estos antibioticos,
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como P -lactamasas, se ha incrementado. Los principales mecanismos de resistencia a antibioticos
son degradacion del antibidtico B-lactamico, bombas de flujo y modificacion de la PBP, para
reducir la afinidad por el antibidtico. El mecanismo predilecto por las bacterias es el desarrollo de

enzimas capaces de degradar estos antibioticos. Estas enzimas son llamadas B-lactamasas [7].

2.2 B-lactamasas

Las B-lactamasas (EC 3.5.2.6) son enzimas capaces de hidrolizar el anillo B-lactamico de diferentes
antibioticos B-lactdmicos. Debido a la presion selectiva constante a la que se encuentran sometidas
estas enzimas, existen una gran variedad de B-lactamasas [27]. Diferentes P-lactamasas tienen
especificidades distintas hacia los tipos de antibidticos B-lactamicos. Es esta variedad en sus
substratos, asi como la plasticidad para poder cambiar de substrato preferente con pocas
mutaciones, que convierte a las B-lactamasas en un tema de interés a nivel de salud publica, ya que
pueden brindar resistencia a distintos grupos de antibioticos B-lactamicos [28]. Las B-lactamasas
son el principal mecanismo de resistencia a antibidticos y el mas eficiente, en algunas -lactamasas
la actividad llega a estar limitada por difusion [29]. Estas enzimas se encuentran agrupadas en
cuatro clases (clases A-D), con excepcion de la clase B, todas pertenecen a la familia de las
hidrolasas de serina reactiva. Se ha acumulado evidencia estructural de que las B-lactamasas
descendieron de las PBPs; y se ha demostrado que cada clase de B-lactamasa se derivo de una clase
diferente de PBP, lo que nuevamente evidencia la gran variabilidad que existe de f-lactamasas [15],
[30]. Las PBPs y las B-lactamasas comparten el mismo mecanismo de acilacion, pero a diferencia

de las B-lactamasas, las PBPs no poseen un mecanismo de desacilacion [15].

2.2.1 Clasificacion de las B-lactamasas

Debido a la importancia médica que tienen estas enzimas se han propuesto multiples clasificaciones
a lo largo de los afios tomando en cuenta distintos criterios, actualmente las mas usadas son la
clasificacion de Bush, también llamada funcional, y la clasificacion propuesta por Ambler, también
llamada molecular. La clasificacion funcional, se basa en su perfil catalitico y de inhibicion, y a
que las B-lactamasas no pueden degradar todos los antibidticos con anillo -lactamicos, esta
clasificacion es principalmente usada a nivel clinico. La clasificacion molecular se basa en el

mecanismo catalitico y en la secuencia primaria [31].

2.2.1.1 Clasificacién funcional
En Ia clasificacion funcional de Bush las B-lactamasas se encuentran divididas segln su sustrato e

inhibicion [31]-[33]. Esta clasificacion esta subdividida en cuatro grupos: el grupo 1 incluye a las
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cefalosporinasas que no son inhibidas por acido clavulanico ni EDTA, son cromosomales, y se
encuentran principalmente representadas en la familia Enterobacteraceae, e hidrolizan de manera
mas eficiente cefalosporinas que la benzilpenicilina. Cuando son producidos en altas cantidades,
los miembros del grupo 1 pueden otorgar resistencia a carbapenémicos. El grupo 2 incluye a las
cefalosporinasas, las penicilinasas y las § lactamasas de amplio espectro; representan al grupo mas
grande de B-lactamasas y se encuentran divididos en diversos subgrupos que dependen de los
substratos preferidos, asi como de su habilidad de hidrolizar diferentes grupos de antibioticos -
lactamicos. El subgrupo 2a representa a las B-lactamasas de espectro limitado, 2b contiene a las -
lactamasas que son capaces de hidrolizar penicilinas y las primeras cefalosporinas; 2be es donde se
encuentran las B-lactamasas de espectro extendido; 2br es el subgrupo en donde se han encontrado
B-lactamasas con resistencia a inhibidores clasicos; 2ber presentan el fenotipo de espectro
extendido y de resistencia a inhibidores, los grupos 2c y 2ce representan a las f-lactamasas capaces
de degradar carbenicilina y carbenicilina de espectro extendido respectivamente, el subgrupo 2d y
2de representan a las -lactamasas capaces de degradar oxicilina y oxacilina de espectro extendido;
en el subgrupo 2e se encuentran las cefalosporinasas y en el grupo 2f las carbapenemasas [31]—
[35]. El grupo 3 esta formado por las metalo-f-lactamasas y actualmente han sido muy estudiadas
por ser capaces de hidrolizar casi todos los antibioticos B-lactamicos y no ser inhibidos por los
inhibidores clasicos. El grupo 3 se divide en dos subgrupos, el subgrupo 3a se caracteriza por tener
dos iones de Zn*? en su sitio activo, mientras que el subgrupo 3b se caracteriza por tener solo un

ion de Zn*? en su sitio activo [32], [36].



2.2.1.2 Clasificacién molecular

Esta clasificacion basada en el mecanismo catalitico y secuencia primaria fue propuesta por Ambler
en 1969 [6], [37]. En cuanto al mecanismo catalitico, Ambler las divide en dos grandes grupos, las
que utilizan una serina catalitica y las que utilizan iones de Zn*? para realizar la catélisis. En la
clasificacion segun la secuencia primaria, Ambler las divide en cuatro clases: A, B, C y D; de las
cuales las clases A, C y D comparten similitudes estructurales con las PBPs, estas tres son las que
cuentan con una serina conservada en su sitio activo; y la clase B, que se diferencia de las demaés
ya que requiere cationes de metales divalentes, Zn' en especifico, para llevar a cabo la reaccion
[3], [38]. En la Tabla 1 se muestran las dos diferentes clasificaciones, asi como la relacion que
existe entre la clasificacion funcional y molecular de B-lactamasas, lo que permite tener un

panorama amplio de estas dos clasificaciones utilizadas extensivamente en la literatura.

Tabla 1 Comparacion entre las clasificaciones de B-lactamasas. Modificado de Bush et al. 2010

Bush-Jacoby et Clase molecular Substratos distintivos Inhibidos por

al(2009 .
( ) Acido Clavulanico EDTA

o Tazobactam

1 C Cefalosporinas No No
le C Cefalosporinas No No
2a A Penicilinas Si No
2b A Penicilinas y las primeras Si No

cefalosporinas
2be A Cefalosporinas de espectro extendido Si No
Mnobactams y penicilinas
2br A Penicilinas No No
2ber A Cefalosporinas de espectro extendido No No
Mnobactams y penicilinas
2c A Carbanecilina Si No
2ce A Carbenicilina y cefepime Si No
2d D Cloxacilina Variable No
2de D Cefalosporinas de espector extendido Variable No
2df D Carbapenems Variable No
2e A Cefalosporinas de espectro extendido Si No
2f A Carbapenems Variable No
3a B Carbapenems No Si
3b B Carbapenems No Si

2.3 B-lactamasas de clase A

De las cuatro clases, la mas estudiada es la clase A por poseer mayor cantidad de miembros
descritos en la literatura y por ser encontrada con una mayor incidencia en analisis clinicos. Las -
lactamasas de la clase A han sido encontradas tanto en bacterias Gram-negativas como en Gram-
positivas, ya sea en el periplasma, unidos a la célula o secretado fuera de ésta; y el gen que codifica

para este tipo de enzimas puede ser encontrado tanto en plasmidos como en el cromosoma, y cuenta
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con carbapenemasas, cefalosporinasas, penicilinasas y -lactamasas de espectro extendido [6][39].
El uso extendido de antibioticos con anillo B-lactamico, ha promovido la seleccion de poblaciones
bacterianas con capacidad de producir enzimas que catalizan la hidrélisis de éstos [40]. Se ha visto
un incremento en los porcentajes globales de microorganismos productores de ESBLs; de un 5.8%
reportado en el 2004, hasta un 15.5% en 2013. A nivel mundial, los principales cultivos aislados de
microorganismos productores de ESBLs han sido de Klebsiella pneumoniae con 20.4% vy
Escherichia coli con un 14%, datos que corresponden a infecciones nosocomiales [41]. Se ha
reconocido que la produccion de ESBLs no solo es relevante en infecciones nosocomiales sino
también en muchas otras infecciones por ejemplo las del tracto urinario [42], convirtiéndose en uno
de los problemas de salud ptiblica mas importantes a nivel mundial [40]. El programa de vigilancia
antimicrobiana SENTRY ha reportado una alta prevalencia de microorganismos productores de
ESBLs en América latina [43]. Especificamente en México se han encontrado cepas de K.
pneumoniae y E. coli productoras de ESBLs, especificamente de las familias SHV, TLA y CTX-

M; las cuales se han reportado en hospitales de varios estados de México [13], [14].

Debido a su importancia en salud publica, las B-lactamasas de clase A han sido ampliamente
estudiadas mediante resonancia magnética nuclear (NMR, por sus siglas en inglés), mutagénesis,
cristalografia y dindmica molecular, esto con el fin de conocerlas mejor y poder disefiar mejores
farmacos [45]-[56]. La obtencion de esta informacion ha permitido caracterizar y conocer de
manera profunda a las B-lactamasas de clase A, elucidando el mecanismo catalitico, el mecanismo
de inhibicion y la forma en la que se une y reconoce a los diferentes antibidticos [54], [57]-[64].
Las B-lactamasas de clase A se distinguen de las demas, a nivel estructural y de secuencia por tener
cuatro motivos conservados, los cuales son: S70-X-X-K73, S130-X-N132, K234-T235/5234-G235
y un asa Q, que se caracteriza por la conservacion del residuo Glul66. El motivo S70-X-X-K73
incluye a la serina catalitica la cual se acila y desacila durante la hidrélisis del antibidtico [3-
lactamico. Las B-lactamasas de clase A siguen un mecanismo catalitico dcido-base e involucra un
ataque nucleofilico por parte de la Ser70, después de una activacion por la Lys73, en el carbono del
grupo carbonilo del anillo B-lactamico, resultando en un intermediario tetraédrico que se colapsa y
da como resultado un complejo acil-enzima (Fig. 3). La desacilacion y la regeneracion de la -
lactamasa ocurren mediante la activacion de una molécula de agua por parte del Glul66, la cual
realiza un ataque nucleofilico desacilando la serina y dando como resultado al antibidtico
desactivado. La molécula de agua activada ataca al carbono del carbonilo en el intermediario acil-
enzima y dona un protéon a la Ser70, terminando asi el ciclo catalitico [38], [16]. Como es de

esperarse, los cuatro motivos conservados en las secuencias de las -lactamasas de la Clase A
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cumplen funciones importantes para realizar la hidrolisis del anillo B-lactamico y todos se
encuentran en el bolsillo catalitico. Como ya se ha mencionado antes, los residuos clave para la
catalisis son la Ser70, la Lys73 y el Glul66; el primero es el residuo catalitico, mientras que el
segundo es el residuo encargado de estabilizar el alcoxido la Ser70 lo que permite la acilacion y el
ultimo residuo es encargado de activar el agua encargada de la desacilacion [57]. La funcion de los
otros residuos conservados también ha sido caracterizada. La Ser130 es de importancia para el
transporte de protones de la Lys73 y asi tener este ultimo residuo en un estado desprotonado lo que
le permite activar a la Ser70. También se ha reportado que la Ser130 puede estabilizar una
conformacion especifica de la Lys73, para que este ultimo no interfiera en la reaccion de
desacilacion, y es por esta funcion que es comun encontrar a la Serl30 en diferentes
conformaciones [59]. Los residuos conservados Lys234 y Thr235 contribuyen a la formacién de
puentes salinos y estabilizacion del sustrato en la cavidad del sitio activo; estos residuos han sido

importantes al analizar la union del sustrato asi como de los inhibidores de esta enzima [45], [65].
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Figura 3. Mecanismo catalitico de las B-lactamasas de clase A, modificado de Matagne et al. 1998

Como ya se mencion6 previamente, las B-lactamasas de Clase A son inhibidas por moléculas
llamadas inhibidores clasicos. Estos inhibidores son llamados asi debido a que el primer paso de la
inhibicion consiste en la acilacion del compuesto por medio de la Ser70, al igual que los sustratos.
Los inhibidores clasicos son el acido clavulanico, sulbactam y tazobactam (Fig. 5). Estos
inhibidores son los mas usados a nivel clinico y suelen usarse en combinacion con otros antibioticos

B-lactamicos con los cuales muestran sinergismo [66]. El 4cido clavulanico fue aislado por primera



vez de Streptomyces clavuligerus y es un compuesto B-lactamico capaz de inhibir B-lactamasas
[67]. La estructura del 4cido clavulanico contiene todas las caracteristicas de un sustrato de una 3-
lactamasa, con dos diferencias significativas: tiene un atomo de oxigeno en lugar de un atomo de
azufre en la posicion 1 y un doble enlace en la posicion 2. El tazobactam y el sulbactam son ambos
sulfonas, y esto impide el rompimiento del anillo B-lactdmico. Debido a la importancia médica, se

han estudiado los mecanismos de inhibicion ampliamente y esta informacion ha sido usada para el
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Figura 4. Mecanismo de inhibiciéon propuesto por Kuzin, donde se proponen tres resultados de la interaccion del
inhibidor: la hidrdlisis del inhibidor, una inhibicion transitoria y una inhibicion irreversible dado por la acilacion de la
Ser130
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Figura 5. Inhibidores de mecanismo de B-lactamasas comunes

disefio de farmacos. El mecanismo de inhibicion es complejo y estd compuesto de varios
intermediarios, los cuales pueden dar dos resultados, una inhibicion transitoria y una inhibicion
irreversible; en el caso de las sulfonas también existe la opcion de la hidrdlisis del inhibidor como
sustrato (Fig. 4) [62], [63]. La inhibicién comienza al igual que la catalisis, con la activacion de la

Ser70 por parte de la Lys 73 para romper el anillo -lactdmico y generar un intermediario acil-
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enzima. En el caso del acido clavulanico, el siguiente paso consiste en una serie de reacomodos los
cuales resultan en un intermediario iminio y consecuentemente la ruptura del anillo oxazol. En este
punto la reaccion puede tener dos resultados, la inactivacion irreversible debido a la captura de la
Ser130, y la otra parte que lleva a la formacion de una especie enamina [67]. En el caso de las
sulfonas, después de la formacion del intermediario acil-enzima sigue el rompimiento del anillo
tiazolidina, si el grupo acil-enzima sigue la ruta de desacilacion un intermediario tiemina es
formado y se hidroliza de manera espontanea. Otro camino que puede seguir la reaccion es debido
a la tautomerizacion la cual da como resultado la formaciéon de una enamina, generando una
inhibicion transitoria en el mecanismo propuesto por Kuzin et. al 2003 y puede resultar en una
inhibicién irreversible debido a una unién covalente con la Ser130 o con la Lys237 (Fig. 4) [67],
[69]-{73]. Aunque la inhibicion de las f-lactamasas por inhibidores clasicos ha sido muy estudiada
aun hay muchos aspectos que se desconocen sobre el mecanismo de inhibicion y que es interesante
entender, como la funcion de la Ser130 en la reaccion de inhibiciéon. Otro aspecto muy poco
entendido es la resistencia a inhibidores que no se conoce bien el mecanismo. Estudios de [3-
lactamasas resistentes a inhibidores han sefialado que la Ser130 es uno de los residuos mads
importantes para la resistencia a antibidticos [63], [74]. Mediante dindmica molecular se ha
propuesto que las mutantes en la Ser130 causan una desestabilizacion del asa SDN y que puede ser
esto la causa de resistencia a inhibidores [46]. Otras mutantes resistentes a inhibidores han sido

reportadas, pero solo la de Ser130 ha sido reportada en las familias TEM, SHV y CTX-M.

Las B-lactamasas clase A se han vuelto de importancia como molécula modelo para distintos
estudios, desde bioquimicos, clinicos y estructurales, asi como modelo para disefiar mejores
métodos computacionales para realizar simulaciones, donde se han utilizado para probar el método
llamado docking de Boltzmann, el cual permite evaluar estados ocultos, que no se pueden observar
en las estructuras cristalograficas, y como modelo en estudios de replegamiento para poder evaluar
y describir diversos estados conformacionales, en especial estados de globulo fundido [28], [75],

[76].

2.3.2 Clasificacion estructural de las B-lactamasas de la Clase A

En el 2016, Philippon propuso una clasificacion de las f-lactamasas de clase A, basada tanto en
secuencia como en elementos estructurales [77]. En esta clasificacion Philippon propuso dos
subclases de B-lactamasas de clase A, la subclase Al y la subclase A2. La mayor parte de las -
lactamasas de clase A pertenecen a la subclase Al; esta subclase ha sido estudiada a profundidad y
los principales representantes son los grupos de B-lactamasas TEM, SHV y CTX-M. La subclase
A2 ha sido muy poco estudiada y las unicas estructuras conocidas de esta subclase son la de PER-
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1 y PER-2 [11], [12]. Estas estructuras demostraron ser diferentes, ya que la conformacion del
enlace peptidico entre el Glul66 y el residuo 167 es trans en lugar de cis, conformacion que se
encuentra conservada en la subclase Al. Aunque se ha observado que en las familias TEM y CTX-
M el residuo 167 puede ser una Pro, en otras familias como SHV es una Thr y lo que se ha visto es
que este cambio de conformacion se da por el cambio de la Asn en la posicion 136, en la subclase
Al, por una Asp, en la subclase Al, en la posicion 136 (Fig. 6a). Otra diferencia es que en la
subclase A2 existe una insercion en el asa entre la 1amina -3 y -4 (fig. 6b). Se cree que estas
caracteristicas confieren una ampliacion en la entrada de la cavidad del sitio activo, lo que permite
la hidrélisis de sustratos mas voluminosos como las cefalosporinas. Otro hecho importante es que
las ESBLs de la subclase A2 no comparten los residuos que otorgan el fenotipo de ESBLs en la

subclase Al, lo cual se profundizara mas adelante [12], [77].

Glul66

/ ) Asn136 294
7)) 304 )‘ o Asp136
30A
3.2A Alal67

Cis trans
a) b)

Glul66

Pro/Thr137

Figura 6. Comparacion de la conformacion del asa Q entre las B-lactamasas de subclase Al y la subclase A2. a)
Comparacion entre el enlace trans entre Glu166-Alal67 y sus respectivos puentes de hidrogeno con Asp136 en PER-1
(amarillo) (PDB 1E25) y PER-2 (en naranja) (PDB 4D20); y el enlace Cis encontrado normalmente entre los residuos
166 y 167 de otras pB-lactamasas de miembros de la subclase A1 representados por TEM-1 (verde) (PDB 1CK3) y SHV-
1 (gris) (PDB 1SHV).b) Comparacion de la entrada del sitio activo entre miembros de la subclase A2 representados por
PER-1 (amarillo) (PDB 1E25) y PER-2 (naranja) (PDB 4D20); y un miembro de la subclase Al representadas por
TEM-1 (verde) (PDB 1SHV).

2.3.3 Asa Q

El asa omega (Q) es una estructura secundaria no regular que se encuentra en proteinas globulares
casi de manera exclusiva en la superficie. Se caracterizan por una cadena que forma un asa en tres
dimensiones que es similar a la letra Q del alfabeto griego. Originalmente su descripcion fue basada
en la observacion de estructuras secundarias no regulares compactas. Estas no contienen patrones
regulares de puentes de hidrogeno, sin embargo, contienen un niimero moderado de estos lo que
los hace relativamente estables [78], [79]. Se sabe que el asa Q se encuentra involucrada de manera
frecuente en la funcion de la proteina y en el reconocimiento molecular, y se ha sugerido que pueden
estar involucradas en el proceso de plegamiento. En la definicion original el tamafio del asa es de

6 a 16 residuos, sin embargo se han descrito ejemplos con longitudes mayores [80].
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Como se ha mencionado antes, en las B-lactamasas de clase A el asa Q) es de suma importancia ya
que se encuentra asociado al sitio activo debido a que contiene un residuo catalitico clave, el
Glul66. El asa Q de las B-lactamasas de clase A se caracteriza por tener una conformacion cis en
el enlace peptidico entre el Glu 166 y el residuo 167, la conformacion en Cis se encuentra altamente
conservada en la mayoria de las B-lactamasas de clase A, aunque existen excepciones a esta regla
donde el enlace es trans [18], [19]. La subdivision de la clase A se basa en la adquisicion de una
conformacion trans en lugar de cis lo que ha convertido a esta subclase en un tema de interés [11],

[12], [77].

Se ha reportado que el asa Q es de gran importancia para el reconocimiento del sustrato y se piensa
que es uno de los factores que determinan el perfil catalitico de cada -lactamasa de Clase A, ya
que mutaciones puntuales en la vecindad de esta asa, asi como inserciones en tdndem demuestran
un cambio drastico en el perfil, dando como resultado el fenotipo de ESBL [81]. También se ha
demostrado que las mutaciones que otorgan el fenotipo de ESBL son aquellas que hacen que el asa
Q) sea mas rigida [28]. En cambio, hay otros reportes que indican que estas mutaciones hacen que
el asa Q sea mas flexible y se ensanche, lo que permite que antibidticos mas grandes puedan ser

hidrolizados[81], [53].

2.4 ESBLs

Dentro de la clase A de Ambler y el grupo 2be de Bush, se encuentran las B-lactamasas de espectro
extendido (ESBL); éstas se han detectado en diversos miembros de la familia Enterobactereaceae,
aunque se han encontrado en otras familias representadas por las especies Pseudomonas aeruginosa
y Acinetobacter baumanii. Originalmente el término de B-lactamasa de espectro extendido era
usado para designar a aquellas B-lactamasas que se derivaran del grupo funcional 2b y por medio
de mutaciones puntuales obtuviera el fenotipo de espectro extendido (como las B-lactamasas de la
familia TEM-1 y SHV-1). La nueva definicion acufiada por Livermore en 2008 sefiala que las
ESBLs son todas aquellas P-lactamasas capaces de hidrolizar y conferir resistencia a los

antibiodticos que tienen aminotiazol-oxima [82], [20].

Las PB-lactamasas de espectro extendido (ESBLs) son aquellas capaces de conferir resistencia
bacteriana a penicilinas y cefalosporinas de primera, segunda, tercera y cuarta generacion debido a
que tienen la habilidad de hidrolizar el grupo B-lactamico de estos antibidticos [40]. La mayoria de
las ESBLs pertenecen a la subclase estructural Al y son representadas por las familias TEM, SHV
y CTXM. Estas familias obtuvieron el fenotipo de ESBL debido a mutaciones puntuales que fueron

cambiando su perfil catalitico hasta poder hidrolizar cefalosporinas, y la mayoria de éstas se
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encuentran cerca del sitio catalitico o del asa Q2 [28]. Aunque la mayor parte de las ESBLs aisladas
son de los tipos TEM, SHV o CTX-M, muchas ESBLs no se encuentran relacionadas a ninguna de
las tres familias establecidas, y no son derivadas de mutantes puntuales de ninguna familia
previamente reportada [20]. Estas enzimas son llamadas ESBLs menores porque no son tan
abundantes como las familias SHV, TEM y CTX-M vy varias pertenecen a la subclase estructural
A2 [23][75]. Algunas como la familia PER han empezado a aparecer de manera mds frecuente en
regiones de Turquia. Las B-lactamasas de la subclase A2 presentan actividad de ESBL de manera

intrinseca, algunos ejemplos son las familias TLA, PER, y VEB [5], [40].

El fenotipo de ESBL en las B-lactamasas de Clase A ha sido estudiado extensamente, y se ha
observado que diferentes P-lactamasas han llegado de manera convergente, por distintos
mecanismos, a este fenotipo. Las enzimas de la familia TEM y SHV han sido las mas estudiadas y
se ha determinado que las mutaciones que generan el fenotipo de ESBL se encuentran en residuos
clave del asa Q o de la horquilla entre la [dmina -3 y B-4. Las mutaciones mas comunes que otorgan
el fenotipo de ESBL en la familia TEM se encuentran en las posiciones, 104, 164, 238, y 240
mientras que en la familia SHV se encuentran en las posiciones 238, 240 y 179 segun la
nomenclatura de Ambler (Fig. 7a). Se piensa que estas mutaciones generan una expansion del sitio
activo, aunque simulaciones por dindmica molecular y por docking de Boltzmann han sugerido que
es mas bien unarigidez en el asa Q lo que permite que se acomoden cefalosporinas en el sitio activo
[1], [28]. Un ejemplo de un mecanismo diferente es el caso de las enzimas CTX-M, ya que se ha

reportado que un acomodo distinto del sustrato permite un cambio conformacional que rompe un

Asa Q

Figura 7. Modificaciones que causan el fenotipo ESBL en las distintas subclases de B-lactamasas. a) Se muestran en
naranja las posiciones mas comunes donde caen mutaciones que otorgan el fenotipo de ESBL en TEM (verde),
nombrados con la numeracion de Ambler; en magenta se muestran los residuos involucrados en la catélisis. b)
Comparacion de la entrada del sitio activo entre TEM-1 (verde), como representante de la subclase Al y PER-1
(amarillo), como representante de la subclase A2, conformada por el asa Q y la horquilla entre las laminas B3 y 4. En
negro se encuentran marcadas las distancias entre estos dos elementos estructurales.
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puente de hidrogeno entre la Asn170 y Asp240; esta ruptura de los puentes de hidréogeno ocasiona
una expansion del sitio activo y permite, a su vez, un mejor acomodo del sustrato en el bolsillo
catalitico [21], [54]. Otro mecanismo reportado para la obtencion del mecanismo ESBL es el de las
B-lactamasas de la subclase A2, que como ya se ha mencionado antes tienen una conformacion
diferente en el asa Q2 asi como una insercion en la horquilla entre la 1amina -3 y f-4 lo que permite

una expansion del sitio activo y por lo tanto un mejor acomodo de los antibidticos como las

cefalosporinas (Fig. 7b) [37], [38], [46].

3 TLA-1

Durante los afios 1992 y 1993 en México, varios aislamientos clinicos resistentes a multiples
farmacos, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, fueron identificados como productores
de ESBL debido a su susceptibilidad a antibidticos f-lactamicos en presencia de acido clavulanico.
De estos aislamientos se detecto la existencia de una B-lactamasa mediada por plasmido y con un

pl tedrico de 8.9, la cual no se encontraba relacionada con las familias TEM, SHV o CTM-X [21].

En el afio 2000, Silva y colaboradores caracterizaron esta f-lactamasa de espectro extendido
(ESBL), designandola TLA-1 [84]. Esta enzima se caracteriza por hidrolizar cefotaxima, tiene un
pl de 9 y un peso molecular de 31.4 kDa. El plasmido en el cual se encuentra la secuencia que
codifica para esta proteina es de 150 kpb. Fue llamado RZA92 y cotransfiere resistencia a
antibioticos beta lactamicos, kanamicina, tetraciclina, estreptomicina y cloranfenicol. La ESBL
TLA-1 se identifico como una beta-lactamasa de clase A, segln la clasificacion de Ambler, ya que
tiene los cuatro elementos conservados: Ser’’-X-X-Lys”, Ser'3-X-Asn"?, Glu'® en el asa Q y
Lys?**-Thr**. También se realizaron experimentos cinéticos con TLA-1 con antibioticos B-
lactamicos, encontrandose que tiene una mayor eficiencia catalitica relativa con la cefalotina,
seguido por cefotaxima y bencilpenicilina (Fig. 8). Fue inhibida mas fuertemente por tazobactam
que por acido clavulanico o sulbactam (Fig. 5). Las actividades hidroliticas fueron similares a la de

CME-1 y VEB-1 [84]. Los parametros cinéticos de TLA-1 son interesantes ya que sus constantes
I

NH3

o] (0]
Penicilina G Cefotaxima Cefalotina

Figura 8. Estructuras de los antibidticos B-lactamicos que actian como mejores sustratos para TLA-1, reportado por Silva
etal.
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de inhibicion para tazobactam y acido clavulanico son de un orden de magnitud mayor a las de

PER-1 y PER-2, las estructuras representativas de la subclase A2 [5], [12], [83].

A lo largo de los afios se han obtenido varias estructuras tridimensionales, la mayoria
cristalograficas, de ESBLs, entre ellas esta la PER-1 la cual fue reportada en el aiio 2000 por Tranier
y colaboradores [83]. La secuencia de PER-1 es la que muestra mayor identidad con TLA-1 en
estructuras que se encuentran almacenadas en el Protein Data Bank (PDB). La estructura de PER-
1 demostr6 tener caracteristicas distintivas comparadas con otras ESBLs las cuales son: una
conformacion diferente en el asa Q la cual, consta de un cambio en la conformacion de cis a trans
en el enlace peptidico entre los residuos Glu 166 y Lys 167, conformacion que no habia sido
observada en ninguna estructura anterior a esta, la otra caracteristica distintiva son tres inserciones.
El cambio de conformacion de cis a trans en el asa Q se debe a la mutacion de una asparagina
altamente conservada en la posicion 136 por un acido aspartico en PER-1, esto ocasioné a su vez
que se formaran dos hélices en el asa €, a pesar de este cambio estructural la nomenclatura de esta
asa se mantiene (Fig. 6). Esta region contiene estructuras secundarias altamente organizadas, que
consiste en la formacion de dos hélices cortas y una lamina 3 antiparalela. Este nuevo plegamiento
del asa Q da como consecuencia un incremento significativo en el tamafio del sitio de union. Tranier

clasifico a TLA-1 dentro del grupo de las ESBLs parecidas a PER [83].

ArgZ7Q
GIn69 Asp246
Ser237 GIn17
Gly236
Asn24!
Arg220 GIn6! N
Ser70 Gly217
’ = [~ y %

Lys222
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Ser130 Asn132

Arg220 Gly233

Ser70

o .
&) Thr235
Lys234 Lys72 Glu166
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a) b)

Figura 9. Sitio activo de las B-lactamasas PER-1 y PER-2. a) Comparacion del sitio activo de PER-1 (amarillo)
(PDB 1E25) y PER-2 (rojo) (PDB 4D20), donde se marcan los principales puentes de hidrogeno, donde se incluyen
el agua oxianion (AOA) (en amarillo para PER-1 y en rojo para PER-2) y el agua catalitica (AC) (amarillo), asi
como la red de puentes de hidrogeno Ser70-GIn69-OAW-Thr237-Arg220; solo se muestran las cadenas laterales.
b) Posicion de la Arg220 que permite la formacion de una red de puentes de hidrogeno con residuos circundantes.
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En el afio 2014, Ruggiero y colaboradores reportaron la estructura de PER 2, la cual comparte una
identidad de secuencia de 42% con TLA-1. En este trabajo Ruggiero describe la misma
conformacion del asa € que Tranier asi como una insercion entre la lamina B3 y B4, lo que le
confiere una ampliacion en la entrada del bolsillo en el sitio activo, al igual que el reportado para
otras [-lactamasas [12]. En este mismo trabajo Ruggiero describe caracteristicas que
probablemente se encuentren involucradas con la estabilizacion del sitio activo. Describen una
molécula de agua que estabiliza la extension del asa entre las ldminas B3 y 4. Tranier también
describe dos redes de puentes de hidrogeno importantes, los cuales, propone que estabilizan el sitio
activo. La primera red se da entre la Lys222, la Arg220 y la Thr237 (Fig. 9a). La segunda red se da

entre el GIn69, una molécula de agua y la Ser 70 (Fig. 9b). Este descubrimiento es importante,
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Figura 10. Comparacién de TOHO-1 en complejo con cefotaxima y ceftazidima, con simulaciones de minimizacion de
energia de PER-2 unidas a cefotaxima y ceftazidima. a) A la izquierda, sitio activo de TOHO-1 (aqua) en complejo con
cefotaxima (amarillo), indicando los puentes de hidrogeno (PDB 11YO). A la derecha, se encuentra el modelo de la
simulacion de PER-2 (rosa) y el posicionamiento probable de la cefotaxima en el sitio activo. b) A la izquierda, sitio activo
de TOHO-1 en complejo con la ceftazidima (magenta) donde se encuentran indicados los puentes de hidrogeno (PDB
27ZQD). A la derecha se encuentra el modelo de la simulacion con PER-2 donde se muestra la posicion predicha de la
molécula. Tomada de Ruggiero et al 2014
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porque resalta el interés en dos residuos que se habian estudiado antes, el residuo GIn69, que en
PER-1 se propuso como un segundo ligando para la molécula de agua de desacilacion durante la
catalisis; y la Arg220 se ha determinado como importante en la union a antibioticos. Como parte
final de este trabajo, se describe un modelo simulado de PER-2 en complejo con oximino-
cefalosporinas, cefotaxima (Fig. 10a) y ceftazidima (Fig. 10b); Ruggiero utiliz6 las estructuras de
TOHO-1, de la familia CTX-M, para indicar la posicion inicial de cada ligando. Una vez obtenida,
se realizaron minimizaciones de energia donde el modelo sugiere que el antibidtico se encuentra
estabilizado por los siguientes residuos: GIn69, Ser130, Asn132, Glul66, Thr235 y Thr237 por
medio de puentes de hidrogeno (Fig. 10). Este modelo predice la existencia de una cavidad catalitica
mayor que permite el acomodo del antibidtico. Ruggiero también sugiere como importantes para
el acomodo del antibiotico a los aminoacidos Asp173, Gln176, la Arg240A y la Ser238 [23]. Tanto
PER-1, PER-2 y TLA-1 pertenecen a la misma subclase de 3-lactamasas de clase A, la cual ha sido
muy poco estudiada y se ha demostrado que estructuralmente son diferentes a las B-lactamasas de

clase A mas estudiadas [16].

En los tltimos afios se han reportado en México, multiples aislamientos clinicos de
microorganismos productores de TLA-1 relacionados con infecciones nosocomiales, siendo estos
K. pneumoniae, E. coli y Enterobacter cloacae lo que le da importancia creciente al estudio de esta

B-lactamasa [43].
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4 Justificacion

En razon de que las B-lactamasas son las principales responsables de conferir resistencia a
antibioticos B-lactamicos, son consideradas de importancia médica porque la presion selectiva
ejercida por estos antibioticos ha ocasionado que las bacterias seleccionen f-lactamasas que les
confieren la habilidad de hidrolizar antibioticos que antes no le eran posible. El estudio de las -
lactamasas ha permitido entender la manera en la que estas enzimas se adaptan para poder hidrolizar
diferentes sustratos, asi como analizar su funcionamiento, lo que ha permitido desarrollar
antibidticos capaces de inhibir a estas enzimas. El estudio estructural de las B-lactamasas de clase
A ha permitido discriminar entre dos subclases, de las cuales, la subclase A2 ha sido muy poco
estudiada y cada vez ha sido reportada con mayor frecuencia en organismos con resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion [85]. Otro factor de interés es la asa Q en la subclase A2 [28].
La B-lactamasa de espectro extendido TLA-1 ha aumentado su prevalencia en microorganismos
productores de ESBLs en México, lo que la hace de interés médico. Su perfil de inhibicion es
diferente al de las otras [-lactamasas de la subclase A2, por tener una K; un orden de magnitud
mayor para acido clavulanico y tazobactam que la reportada para PER-1 y PER-2 [43].
Recientemente se ha reportado otra B-lactamasa en Japon con una identidad de secuencia arriba del
90% llamada TLA-3 [86]. También se han encontrado genes que codifican para [-lactamasas con
una identidad de secuencia mayor al 90% en metagenomas en zonas periurbanas y en zonas rurales
en Centroamérica [87]. Esto sugiere que este tipo de P-lactamasas, aunque han sido poco

estudiadas, podrian tener una mayor importancia que la que se sugiere.
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5 Hipotesis

La B-lactamasa de espectro extendido TLA-1 comparte similitudes de secuencia con PER-1 y PER-2
como la misma conformacion el mismo residuo que otorga la conformacién trans en el asa Q y la
insercion en el asa entre la ldmina B-3 y B-4, lo que las agrupa dentro de la misma subclase A2. Sin
embargo, contiene diferencias puntuales alrededor o en el asa que le otorgan su perfil catalitico y de

inhibicion.
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6 Objetivos

6.1 Objetivo General
Determinar cristalograficamente la estructura tridimensional de la TLA-1 de Escherichia coli J53-2,
con el fin de conocer las diferencias y similitudes que tiene este grupo de ESBLs descrita de manera

reciente con otras lactamasas de distintos grupos.

6.2 Objetivos Especificos
* Disefar un protocolo de sobreexpresion y purificacion para la obtencion de TLA-1 en calidad y
pureza suficientes para realizar estudios cristalograficos.
*  Obtener cristales de TLA-1.
e Obtener patrones de difraccion de TLA-1 con una resolucién suficiente para analizar su
estructura.
*  Determinar la estructura de TLA-1 de E. coli, mediante cristalografia de rayos X.

*  Analizar las estructuras generadas y analizar las diferencias estructurales con otras ESBLs.
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7 Materiales y métodos

7.1 Comparacion de la secuencia de TLA-1 con otras B-lactamasas

Para la comparacion de TLA-1 con otras secuencias de B-lactamasas se realizd un alineamiento
multiple con el servidor de ClustalW2 y se obtuvo la prediccion de la estructura secundaria

utilizando el servidor ESpript (http://espript.ibep.fi/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi) [88].
7.2 Construccion y transformacion

7.2.1 Construccion pJ411::TLA-1

Se mand¢ sintetizar el gen de TLA-1, flanqueado por los sitios de corte de Ndel y Sall, a la
compafiia DNA 2.0. El producto fue clonado en el vector de expresion pJ411 el cual mide 4848 bp
(Fig. 11). El vector contiene, un “cassette” de resistencia a kanamicina, un sitio de unién a ribosoma
(RBS) fuerte, regulado por el operdn lactosa y contiene el promotor T7. Una vez recibido, el

producto fue resuspendido en 20 pl de agua estéril quedando a una concentracion final de 250

ng/ul.
"N
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Figura 11. Mapa del vector pJ411 proporcionado por la compailiia DNA 2.0

7.2.2 Transformacion

Se realizo la transformacion bacteriana usando electroporacion a 1.6 V con 0.7 ul de plasmido
pJ411. Se probaron las siguientes cepas de E. coli: BL21(DE3), C41, C43, Origami y Rosetta, esto
con la finalidad de evaluar la cepa que mejor sobreexprese a la enzima. Las colonias fueron

seleccionadas por su supervivencia frente a la presencia de kanamicina a 30 pg/ml.
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7.2.3 Secuenciacion del gen sintético
Una vez que se transformd la cepa de E. coli BL21(DE3), se aislo el plasmido usando el “GenJet
Plasmid Extraction Kit” para mandarlo a secuenciar. Los oligonucledtidos usados para la

secuenciacion se encuentran en la tabla 2.

Tabla 2. Oligonucleotidos usados para secuenciar el gen de TLA-1 en el vector pJ411

Nombre del oligonucledtido usado  Secuencia Posicion
Fw-TLA-1 5’-GGG GGA ATC ATA TGA AAA AAC ATC-3> 1-24

Rv-TLA-1 5’-CCT AAATTA GTC GAC CTA TTT CCC-3’ 932-908
TLA-1 542 5’-AAT TGG ACA ACT CCC GAC GCT ACC-3*  542-566
TLA-1 566 5’-GGT AGC GTC GGG AGT TGT CCA ATT-3*  566-542

'F}a‘tga PW@%Egtﬂ%s a;flﬂt}sé:ﬁ'aﬁecuenciar el gen de TLA-1 en el vector pJ411

7.3.1 Induccion

Se realizd una prueba de induccion para cada cepa, y asi evaluar la sobreexpresion de TLA-1
utilizando las condiciones recomendadas por el proveedor. El protocolo que se siguio fue el
siguiente: se inoculd un matraz con medio LB y 30 pg/ml de kanamicina, con uno de los gliceroles
de las cepas mencionadas previamente, y se dejo crecer durante 12 h a 37°C con una agitacion de
200 rpm. Una vez pasado el tiempo de cultivo se inoculé un matraz con medio LB con 30 pg/ml
de kanamicina en una relacién 50:1000 con el preindculo. Seguido, se dejo crecer la cepa de E. coli
a una DQOeoo de 0.6 durante 2 horas a 37° C con una agitacion de 250 rpm y se indujo con isopropil
-B-D-1-tiogalactopiran6sido (IPTG) a una concentracion de 1 mM, en medio LB.

Una vez elegida la cepa que mejor expreso, se realizaron pruebas donde se evalud la induccion con
IPTG a tres diferentes ODgoo (0.6, 0.7 y 0.8), utilizando una concentracion de IPTG de 0.5 mM.
Esta concentracion se eligio ya que se realizo un barrido donde se determiné que esta era la menor
concentracion de IPTG donde se obtenia el mismo nivel de expresion. Al mismo tiempo se probaron
tres tiempos de sobreexpresion: 4, 6 y 8 h. Se evaluaron las temperaturas de 18, 20, 30 y 37°C para
la expresion de TLA-1 con la cepa que mejor sobreexpresara, con el fin de optimizar la produccion

de TLA-1.

7.3.2 Ruptura

Para el paso de ruptura se usaron dos protocolos; ambos constan de una modificacion del protocolo

reportado por Silva et. al en el 2000 [84]. El primer protocolo consiste en lavar dos veces la pastilla

obtenida a partir de 200 ml de cultivo en 10 ml de amortiguador de lisis A (30 mM de Tris-HCl, 50

mM de NaCl, pH 8); una vez resuspendido, se centrifugd a 4,500 rpm usando un rotor JA 10 en
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una centrifuga Beckman, a 4°C por 40 min. Después se resuspendio la pastilla lavada en 10 ml de
amortiguador de lisis B (amortiguador de fosfatos de sodio 100 mM, pH 7.4). El segundo protocolo

es similar, solo se omite el amortiguador de lisis B.

Seguido de los pasos de lavado y resuspension se lisan las células mediante sonicacion. Esta fue
llevada a cabo al 30% de amplitud, y se dieron 12 s de sonicacion y 55 s de descanso durante 12
ciclos. Una vez lisadas las células se centrifugaron a 18,000 rpm durante 50 min en un rotor JA 20
en una centrifuga Beckman a 4°C. En este punto se hizo migrar la proteina de interés en una
electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida en presencia de (SDS-PAGE) al 12% para
evaluar su solubilidad. Finalmente se recuperd el sobrenadante y se dializ6 contra 500 mL de

amortiguador Tris-HC] 50 mM pH 7 durante 4 h.

7.4 Purificacion
La purificacion se realizd6 mediante cromatografia de liquidos, y se evaluaron dos protocolos. El
primero involucra dos pasos de purificacion por intercambio idnico y el segundo un paso de

intercambio i6nico y uno de exclusion molecular.

7.4.1 Intercambio iénico

Para la purificacion se utilizo la resina de intercambio i6nico. Este tipo de resinas permite separar
las proteinas seglin su carga neta. La separacion de la proteina dependera de la carga que posea la
resina y esto depende del grupo funcional presente en la resina. Las resinas de intercambio ionico
se dividen en intercambio catidnico y anionico; las primeras se encuentran cargadas negativamente
y las de intercambio anidnico se encuentran cargadas positivamente. A su vez cada una de éstas se
divide en intercambio fuerte o débil; esta division se basa en el grado de ionizacioén de la resina: si
se ioniza completamente es fuerte y si se ioniza parcialmente es débil. En este protocolo se utilizé
la resina de intercambio catidnico débil CM-sefarosa para aprovechar el punto isoléctrico alto de
TLA-1. Se eligio una columna de intercambio i6nico débil debido a que se puede controlar el grado
de ionizacion del grupo carboximetilo en la resina, lo que favorece una selectividad més fina. Para

la cromatografia se us6 una bomba peristaltica y un colector de fracciones de Bio-Rad.

Se utilizo un gradiente en pasos con las siguientes concentraciones de NaCl, 50 mM, 100 mM, 150
mM, 200 mM, 250 mM, 300 mM, 400 mM y 500 mM. Cada concentracion de sal se paso por cinco
volimenes de columna. De manera seguida se evaluaron las fracciones obtenidas mediante un gel

de SDS-PAGE al 12% y mediante pruebas cualitativas de actividad.

24



7.4.2 Exclusion Molecular

Como segundo paso se utilizd una columna de exclusion molecular, la cual separa a las
macromoléculas segun su tamafio. Este tipo de resinas son porosas y permiten que las moléculas
de alta masa molecular pasen facilmente, mientras que las moléculas de baja masa molecular pasan
por los poros lo que hace que su trayectoria sea mas larga y por lo tanto el tiempo en el que tardan
en eluir es mayor. Para el paso de filtracion en gel primero se prepar6 la muestra dializando de ser
necesario y se concentra a aproximadamente 5 mg/ml; posteriormente, se centrifugd a 10,000 rpm
por 15 min para separar los agregados que pudiera tener la muestra. Se utiliz6 la resina Superdex

75 (GE) y como amortiguador se us6 Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM a pH 7 filtrado con una

membrana de 0.22 pm.

7.5 Pruebas de actividad

Durante el proceso de purificacion se realizaron pruebas Amarillo

de actividad cualitativas para confirmar que la proteina

s NH s o
2
sobreexpresada y purificada tuviera actividad de [- moﬂ A=

lactamasa, de manera similar a la reportada por Silva et. OONa NO2

al [5]. Como sustrato se utilizd una cefalosporina l b lactamasa
cromogénica llamada nitrocefina. Este compuesto fue . " !

descrito por primera vez en 1971 por O’Callaghan et. al m J—HIL/ P ez

y permite realizar un ensayo espectrofotométrico rapido Hooe S0ONa

y confiable, asi como ensayos cualitativos para "

Producto hidrolizado de coloracién Roja
monitorear la actividad de B-lactamasas [68], [89], [90].  Figura 12. Reaccion de hidrolisis de nitrocefina
o ] ) ) ) modificada de O’Callaghan por pB-lactamasas.

Sin hidrolizar, la nitrocefina tiene un color amarillo y un
pico de absorcion maximo a una longitud de onda de 386 nm. En cambio, si hay presencia de B-
lactamasas el anillo B-lactamico es hidrolizado y el pico de absorcion maximo cambia de 386 nm

a 482 nm y se torna de color rojo, lo que permite una medicion cuantitativa y poder hacer ensayos

cualitativos, debido al cambio drastico de coloracion (Fig. 12) [89].

Los ensayos de actividad se realizaron utilizando una solucién inicial de nitrocefina 1 mM, la cual
fue diluida a 100 uM. La concentracion de proteina fue de 10 mg/ml, de la cual se tom6 0.5 pl y se
complet6 con amortiguador Tris-HCI a pH 7 para un volumen final de 40 pl. Se colocaron 10 pl de
nitrocefina, se prob6 que esta concentracion permitiera obtener una sefal clara, ya que el objetivo
de esta prueba solo es comprobar, de manera rapida, que la proteina sobreexpresada tiene actividad

de B-lactamasa.
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7.6 Cristalografia
La cristalografia de rayos X es la técnica mas utilizada actualmente para la determinacién de la
estructura tridimensional de macromoléculas. Esta se basa en el fendmeno de difraccion de rayos

X.

7.6.1 Cristalizacion

El primer paso para lograr obtener una estructura a partir de cristalografia es la obtencion de un
cristal. La formacion de un cristal se logra mediante la precipitacion controlada de la proteina de
interés por un agente precipitante, como por ejemplo NaCl o polietilenglicol (PEG). Para que ocurra
la precipitacion controlada se requiere llevar a la proteina a un estado de supersaturacion, lo que
significa que para obtener un cristal se necesita tener una concentracion alta de proteina, debido a
que es en el estado de supersaturacion donde se puede pasar la barrera energética e iniciar la
formacion de nucleos para el crecimiento del cristal. Una vez formado el sitio de nucleacién
comienza el crecimiento del cristal donde las moléculas de proteina se van a acomodar de una
manera ordenada y repetida en el espacio [91], [92]. En este caso para la cristalizacion se concentrod

la muestra hasta aproximadamente 10 mg/ml en un amortiguador Tris-HCL pH 7.4.

7.6.1.1 Barrido de condiciones

Solucion de
proteinay

agente
precipitante

Figura 13. Diagrama del método de cristalizacién por microbatch

Para el barrido de condiciones de cristalizacion se utiliz6 la técnica de microbatch. El principio de
esta técnica consiste en afnadir un agente precipitante a la solucion de proteina, este agente lleva a
la proteina a un estado de supersaturacion (Fig. 13). En este método en particular utilizamos el
sistema disefiado por Chayen que consiste en crecer cristales de proteina en gotas de 2 pl con partes
iguales de proteina y agente precipitante; a las gotas se le afiade un aceite que funciona para sellar
la gota y prevenir la evaporacion [93]. Se eligio esta técnica para el barrido de condiciones debido
a que es una de las técnicas usadas en el laboratorio y la que menos agente precipitante necesita.
En este trabajo para la técnica de microbatch se utiliz6 un 1 pl de solucion de TLA-1 y 1ul de
agente precipitante para alcanzar una supersaturacion de manera inmediata, luego se le colocaron

13 pl de aceite de parafina.
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7.6.1.2 Barrido de condiciones de cristalizacion
Para realizar la primera aproximacion de las condiciones de cristalizacion en las cuales se puede

obtener cristales de proteina, se inicié por hacer un barrido de diferentes condiciones utilizando
distintos kits de cristalizacion. Se utilizaron los kits de Rigaku (Wizard I, II, TIT y IV) asi como los
kits de Hampton Research (index I y II, crystal screen 1y II, Membfac y PEG-Ion). Estas pruebas
de cristalizacion se incubaron a una temperatura de 18 °C y los kits de Rigaku Wizard Iy IT a 4°C.
Una vez puestas las pruebas de cristalizacion se revisaron cada dos semanas hasta observar cristales

en una de las multiples condiciones.

7.6.1.3 Optimizacién

Para realizar la optimizacion se utilizaron las técnicas de difusién de vapor gota apoyada y gota
colgante. Las técnicas de difusion de vapor consisten en que la solucion de proteina/precipitante se
equilibra en un sistema cerrado con un reservorio con la condiciéon de precipitacion (Fig. 14). En
esta técnica, una solucion con la proteina purificada se mezcla con un mismo volumen de agente
precipitante, lo que le da al precipitante una concentracion del 50% de la requerida para la
cristalizacion de la proteina. Debido a que, la solucion de cristalizacion estd a una menor
concentracion que la del reservorio, causa difusion de vapor de la gota al reservorio. La evaporacion
de la gota hace que las concentraciones de la proteina y del agente precipitante aumenten, moviendo
las condiciones hacia la condicion de nucleacion. Cuando el sistema llega a un equilibrio, la
transferencia neta de agua se detiene y la gota alcanza condiciones similares a la condicion de
precipitacion. Esta técnica se utilizo porque se ha reportado que se pueden obtener cristales de un
mayor volumen a los obtenidos en batch. Cristales mas grandes son preferibles para el experimento
de difraccion de rayos X debido a que en los equipos caseros esto llega a ser una limitante. Se cree
que esto es debido a que al difundir el vapor de la gota al reservorio las condiciones van cambiando
de manera gradual. Algo mas que cambia dentro de la gota es la concentracion de proteina ya que
al formar el cristal la concentracion de la proteina disminuye en comparacion al resto de la gota,

moviendo las condiciones hacia la region de crecimiento [92].
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La técnica de gota colgante utilizada consiste en poner 1 ml de agente precipitante en el reservorio;
y 1 pl de proteina y 1 pl de agente precipitante en un cubreobjetos siliconizado, el cubreobjetos se
voltea y se pone sobre el reservorio con la condicion de cristalizacion y se sella con grasa de vacio.

La técnica de gota sentada consiste en poner 1 ml de la condicion de cristalizacion en el reservorio

Gota colgante Gota sentada

[ Cubre objetos ]

2
T T

Solucién de Solucion de

J Grasa de
proteinay

agente
precipitante

vacio proteinay

" 7

Agente

agente
precipitante

precipitante
Figura 14. Diagrama de los métodos por difusion de vapor

y una gota de la solucion de proteina y de agente precipitante en un soporte en el reservorio,
finalmente se sella el sistema con grasa de vacio y un cubreobjetos. La ventaja que posee la técnica
de gota apoyada es que el volumen de la gota depende del tamafio del soporte, a diferencia de gota

colgante que depende de la tension superficial.

7.6.2 Remojado de los cristales en acido clavulanico

Con el motivo de obtener la estructura cristalografica de TLA-1 en complejo en acido clavulanico
se remojaron cristales de TLA-1 con acido clavulanico. La técnica de remojado consta en obtener
cristales de la proteina de interés y ponerlos en una solucion con el ligante; esto se puede hacer ya
sea afiadiendo una solucidn con el ligante en la gota donde se cristalizo la proteina o cambiando la
proteina a una condicién con el ligando. Por simplicidad se opto por la primera opcion. Se preparo
una solucion de acido clavulanico a 60 mM en la condicidn de cristalizacion (2.4 M de sulfato de
amonio, 100 mM de fosfato de sodio dibasico/4cido citrico, pH 4.7). Se procuro hacer la solucion
para el remojado el mismo dia en el que se iban a sobreenfriar los cristales, esto para evitar algin
cambio en el acido clavulanico debido al pH acidico de la solucion de cristalizacion. Se dejo

remojando durante 3 min y se sobreenfriaron los cristales con nitrégeno liquido a 77.3 K.
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7.6.3 Difraccion
El objetivo principal del experimento de difraccion es obtener patrones de difraccion donde las

reflexiones se encuentren bien definidas y del cual se pueda obtener una densidad electrénica.

Cada cristal se sobreenfrié con nitrogeno liquido para ser transportado. La difraccion se realizd con
dos fuentes de luz; en el anodo rotatorio del Laboratorio Nacional de Estructura de Macromoléculas
(LANEM, UNAM) y en el Advanced Photon Source (APS), Argonne National Laboratory
(Argonne, IL, U.S.A.) en Chicago.

7.6.4 Obtencion de la estructura cristalografica

Para obtener la densidad electronica a partir de un patron de difraccion se utiliza una sumatoria de
Fourier donde p(x,y, z) es la densidad electrénica, V es el volumen de la celda unidad, Fyy,; es la
amplitud, hkl son a los indices de Miller, corresponden a las coordenadas en el plano reciproco y
a la frecuencia de una onda de tres dimensiones del rayo X después de haber pasado por el cristal;

y finalmente x, y y z son las coordenadas espaciales en el plano real.

p(x y Z) — l § § § Fhkle—Zni(hx+ky+lz)
) ) V
h k 1

Una vez obtenidos los patrones de difraccion se requiere hacer varios pasos antes de obtener la
densidad electrénica, ya que se necesitan medir y calcular distintos datos para poder realizar la
sumatoria de Fourier. Primero se necesita analizar la posicion de las reflexiones para asi poder
dilucidar la red cristalina y el grupo espacial; a este proceso se le conoce como indexado y nos
permite encontrar los valores de hkl. El grupo espacial indica la simetria de la celda unidad y sus
contenidos, y nos permite obtener los parametros de la celda unidad, asi como el volumen V.
Después se analizan las intensidades de las reflexiones, proceso conocido como integrado, ya que
a cada una de las intensidades se toma como una curva, la cual es integrada. Al resultado de la
integracion se le realiza una raiz cuadrada para obtener las amplitudes de cada punto. Una vez
obtenidos estos datos se realiza el proceso de escalamiento, el cual consiste en comparar las
reflexiones que se encuentran en el mismo indice y que fueron medidas mas de una vez para hacer
un reescalado de los datos; este proceso resulta en una compresion de los datos ya que a las
reflexiones Unicas se les dan intensidades unicas. El indexado, integrado y escalado de los datos de
TLA-1 obtenidos en el LANEM y en el APS en Chicago se realizaron con el programa HKL3000
y XDS respectivamente [94], [95]. Para determinar la resolucion a la cual se iban a cortar los datos
se decidio tomar como criterios el I/61 que corresponde a la relacion sefal/ruido y se considerd que

esta debia ser mayor a 2.00. El segundo estadistico que se decidid utilizar es el Coeficiente de
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Correlacion de Pearson Y2 (CC1/2), y se considerd que este debia de ser mayor a 80.00; se eligio
este estadistico debido a que se ha mencionado como un buen estadistico que no se ve afectado
negativamente por la multiplicidad como es el caso del Rqym. Este estadistico evalua la correlacion
que existe entre las intensidades de la primera mitad del set de datos contra la segunda mitad. Se
ha comprobado que este estadistico no subestima la calidad de los datos, lo que permite aprovechar

mas datos y obtener una estructura a mayor resolucion.

Una vez terminado el escalamiento se realiza la obtencion de las fases. Existen tres maneras de
calcular las fases: reemplazo isomorfico, dispersion andémala y reemplazo molecular. En este
proyecto se optd por utilizar el reemplazo molecular, el cual consiste en tomar los valores de las
fases de una estructura cuya estructura haya sido determinada previamente y que tenga una
identidad de secuencia por arriba del 40% y usarlos para determinar la densidad electronica. Este
proceso utiliza métodos de estadistica bayesiana para poder encontrar un modelo adecuado, y como
parametro de calidad se utiliza el Log Likelihood Gain (LLG). Para este proyecto en particular se
utiliz6 la estructura de PER-1 (PDB 1E25) la cual tiene una identidad de secuencia de 43% con

TLA-1. Para la obtencion de fases se utilizo el programa Phaser de la suite CCP4 [96], [97].

Una vez obtenida la densidad electronica se hicieron afinamientos de la estructura, primero un
afinamiento de cuerpo rigido mediante Refmac5, seguido por un afinamiento de cuerpo mévil con
la suite de Phenix y finalmente se hace un afinamiento manual con Coot [98]-[100]. El afinamiento
de cuerpo movil, asi como el afinamiento manual son iterativos y se realizaron hasta obtener una
estructura con parametros de Rwork/Rfree, RMSD de angulos y RMSD de enlaces aceptables, 1o
que significa que Rwork/Rfree debe estar debajo de 0.26 y con una distancia entre Rwork y Rfree
menor a 0.05, el RMSD de angulos no debe de ser mayor a 4° y un RMSD enlaces no debe de ser
mayor a 0.03 A.

7.6.5 Analisis de la estructura

Los alineamientos estructurales de los Co, los analisis de puentes de hidrogeno y los andlisis de
superficie electrostatica se realizaron con el programa Chimera UCSF [101], [102]. Para la
superficie electrostatica, primero se obtuvieron los archivos PQR utilizando el servidor en linea
PDB2PQR el cual, utiliza el servidor PROPKA3.0 para calcular el pKa de los residuos en la
proteina [103]. Posteriormente se utilizé el archivo PQR para generar un mapa de superficie
electrostatica con extension .dx utilizando APBS [104]-[106]. Los programas CCP4mg y PyMol
fueron usados para el analisis de los mapas de densidad electronica [107], [108]. Los analisis de la
union del ligando se hicieron con Ligplot+ [109], [110].
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8 Resultados y Discusion

8.1 Analisis de secuencias

Lo primero que se hizo fue el analisis de la secuencia de TLA-1, donde se puede observar que TLA-
1 comparte la extension caracteristica de 6 aminoacidos entre las laminas B8 y B9 (referidos como
ldminas B3 y B4 en la literatura) particular de la subclase A2 (Fig. 15). También se observa que
comparten una similitud de un 50% en el asa Q con los otros dos miembros de esta subclase. Otra
caracteristica de los miembros que pertenecen a la subclase A2 es que comparten los residuos,
GIn69 y Arg220, estos son de importancia ya que se ha visto que participan en la formacion de una

red de puentes de hidrogeno en la familia PER y que por lo tanto se consideran de interés para la
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Figura 15. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de TLA-1 con otras -lactamasas de clase A, dos de subclase A2
y tres de la subclase A1, cuya estructura ha sido determinada. La localizacion de la estructura secundaria fue tomada del
PDB. El cédigo de colores es el siguiente, en azul se encuentran los motivos caracteristicos de la clase A, en naranja se
encuentran marcadas la extension del asa entre la lamina B3 y B4 y el asa Q de las B-lactamasas de la subclase A2, y en
amarillo se encuentran marcados los residuos que se han considerado importantes para la subclase A2 en los estudios de
Tranier y de Ruggeiro.
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estabilizacion de la entrada del substrato y el tercer residuo que forma esta red es una Thr que en
TLA-1 se encuentra mutada por una Ser por lo que mantiene la misma caracteristica quimica, y se
puede asumir que TLA-1 presenta esta misma red [12], [52]. Otro residuo caracteristico que se ve
conservado en la subclase A2 y no en la subclase Al es la presencia de un Asp en lugar de una Asn
en la posicion 132. Esto es importante ya que se considera que este es el causante del cambio de
conformacion en el enlace peptidico en trans entre los residuos 166 'y 167 en el asa € caracteristico
de la subclase A2. Este cambio de conformacion tiene una consecuencia la formaciéon una hélice a
de aproximadamente siete aminodcidos de longitud (la cual corresponde a la hélice a7 en la figura
15) y a una hélice 310 de aproximadamente cuatro aminoacidos (que corresponde en la figura a la
hélice 2 en la figura 15), a pesar de la formacidn de una estructura secundaria definida, se le sigue
llamando asa € en este y en trabajos anteriores, con la finalidad de poder comparar esta zona de la
proteina con las B-lactamasas de la subclase Al [12], [13], [83], [111]. Un cambio que también
puede ser de interés es la Argl129 la cual, en PER-2 es una His cerca del sitio activo, especialmente

por su cercania a la Ser130.

8.2 Transformacion con el vector pJ411
Se logro transformar la cepa de E. coli BL21(DE3) con el vector sintético (proporcionado por la
compaiiia DNA 2.0) de manera exitosa. La transformacion con las cepas Rosetta y Origami no fue

exitosa y por lo tanto no se usaron. Debido a esto se decidid evaluar la expresion en las cepas

BeED

Figura 16. Alineamiento de la secuencia obtenida contra el gen deTLA-1 reportado por Silva et al 2000

32



BL21(DE3), C41 y C43. Al mismo tiempo se transformoé una cepa de MC1061 para conservar el

vector.

8.3 Secuenciacion

Con el fin de comprobar la secuencia dentro del plasmido se purificéd el vector pJ411 a partir de
células de MC1061 y se mand6 a secuenciar a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN del
IBt. El resultado de la secuenciacion se muestra en la figura 16. Se obtuvo una secuencia con un
100% de similitud, pero un 99.2% de identidad. Esto se debe a que no se pudieron leer de manera
correcta los ultimos nucleodtidos, pero al revisar con el electroferograma proporcionado por la
unidad de sintesis y secuenciacion se pueden observar los picos correspondientes a los nucledtidos
de la secuencia original de TLA-1, lo que corrobora que el gen en el vector pJ411 es el gen de la

B-lactamasa de espectro extendido TLA-1 (Fig. 16).

8.4 Pruebas de expresion

Una vez lograda la transformacion se realizaron pruebas de expresion para evaluar si las cepas de
E. coli probadas producian la proteina de interés. Esto se realizé utilizando las condiciones
recomendadas por el proveedor (Fig.17a). La tinica cepa de E. coli que sobreexpresé proteina fue
BL21(DE3); se puede observar que esta cepa transformada con el vector pJ411 produce una

proteina que se encuentra entre 28 y 36 kDa, en aproximadamente 30 kDa, lo que corresponde a la

M 1 2 3 4 5 6 1 2
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Figura 17. Prueba de induccion de diferentes cepas de E. coli. a) induccion de las cepas C41 y C43, donde los carriles 1,
2 y 3 corresponden a la cepa C41, con el vector e inducida, con el vector sin inducir y finalmente sin el vector y sin
inducir, respectivamente; y los carriles 4, 5 y 6 corresponden a la cepa C43 con el vector e inducida, con el vector y sin
inducir y finalmente sin el vector y sin inducir. b) Induccién de BL21(DE3) con el plasmido pJ411 con el gen de TLA-1
donde 1 corresponde a la cepa de BL21(DE3) con el vector e inducida con IPTG y 2 corresponde a la cepa de BL21(DE3)
con el vector y sin inducir con IPTG
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Figura 18. SDS-PAGE al 12% del sobrenadante y la pastilla de los cultivos, inducidos a diferentes OD 600 con diferentes
tiempos de expresion, donde los carriles 1 y 2 corresponden a una induccion a una OD600 de 0.6 sin y con IPTG, 3 y 4
a una induccion a una OD600 de 0.7 sin y con IPTG, 5 y 6 a una inducciéon con una OD600 de 0.8 sin y con IPTG; con
una expresion de 4 horas. Los carriles 7 y 8 a una induccion con una OD600 de 0.6 sin y con IPTG, 9 y 10 a una induccion
con una OD600 de 0.7 sin y con IPTG, 11 y 12 auna induccién con una OD600 de 0.8 sin y con IPTG, con una expresion
de 6 horas. Los carriles 13 y 14 a una induccioén con una OD600 de 0.6 sin 'y con IPTG, 15 y 16 a una induccion con una
OD600 de 0.7 sin'y con IPTG; y el 17 y 18 a una induccidén con una OD600 de 0.8 sin y con IPTG con una expresion de
8 horas.

masa de TLA-1 (Fig. 17b). Después se realizaron pruebas de expresion para optimizar la
sobreproduccion de proteina recombinante en BL21(DE3). En la figura 18 se muestran los
resultados de la prueba de expresion. Se indujo el cultivo con IPTG a diferentes ODsoo, donde se
probaron ODsgo desde 0.6 hasta 0.8 y se observo que cuando el cultivo es inducido a 0.6, 0.7 y 0.8
existe sobreexpresion de la proteina recombinante, y no se observan diferencias claras entre estas
condiciones. A continuacion, se realizaron pruebas a diferentes temperaturas; se probaron 20°C,
30°C y 37°C, y se pudo observar que hubo una mejor expresion a 20°C (Fig. 19). Cabe resaltar que
se intent6 poner la misma cantidad de células en todos los pozos, esto con el fin de poder comparar
la expresion de TLA-1 en las diferentes condiciones. Una vez encontradas las condiciones se

prosiguié a romper las células y evaluar si las condiciones optimizadas permitian que la proteina

Control Sin| Inducido control Sinl  Inducido Control Sinl  Inducido
M 20°c ¢ 20°C 30°c  30°C  30°C 37°¢ 37°C 37°C

10

Figura 19. SDS-PAGE al 12% de la prueba de expresion a distintas temperaturas, donde el control es E. coli BL21(DE3)
sin el plasmido, Sin I es E. coli BL21(DE3) con el gen de TLA-1 sin inducir y finalmente Inducido es la cepa con el gen de
TLA-1 inducido con IPTG

34



TLA-1 se expresara de manera soluble. Se observo que al romper las células utilizando el protocolo
donde se usa el amortiguador de ruptura A y B la proteina recombinante se iba a cuerpos de

inclusion (Fig. 20).

a)

Figura 20. Comparacion entre los protocolos de ruptura de la célula. a) Se muestra la fraccion soluble e insoluble obtenida
mediante el protocolo donde se utilizaron los amortiguadores de lisis A y B donde M corresponde al marcador de peso
molecular, el carril 1 al sobrenadante de la sobreexpresion a 37 °C, 2 a la pastilla del cultivo sobreexpresado a 37 °C, 3
al sobrenadante del cultivo expresado a 18 °C y 4 a la pastilla del cultivo sobreexpresado a 18 °C. b) Se muestra la
fraccion soluble e insoluble tanto de los controles como de la muestra al ser tratada solo con el amortiguador de lisis A
donde M corresponde al marcador de peso molecular, el carril 1 y 2 corresponden al sobrenadante y fraccion insoluble,
respectivamente, de la muestra de BL21(DE3)con el vector pJ411 sobreexpresado a 18 °C, el 3 y 4 al sobrenadante y
fraccion insoluble, respectivamente, de la muestra de BL21(DE3) con el vector pJ411 sobreexpresado a 37 °C, el carril
5y 6 al sobrenadante y pastilla, respectivamente, de la cepa BL21(DE3) sin el vector y fue inducido y sobreexpresado a
18 °C y el carril 7 corresponde a la cepa BL21(DE3) con el vector y sin inducir a 18 °C.

Para evitar la formacion de cuerpos de inclusion se probd una temperatura de 18 °C y se dejo
expresando durante 48 horas, pero se obtuvieron los mismos resultados (Fig. 20a). No fue hasta
que se probo utilizar solo el amortiguador de ruptura A (Tris-HCI 30 mM, NaCl 50 mM a pH 8)
que se pudo obtener la proteina recombinante soluble (Fig. 20b). Se puede observar en el carril 1
de la figura 20b, el cual corresponde al sobrenadante de la muestra sobreexpresada a 18 °C, que
hay una banda enriquecida en aproximadamente 30 kDa la cual no se observa en los otros carriles
que corresponden al sobrenadante de la sobreexpresion a 37°C y el sobrenadante de la cepa sin
vector ¢ inducida. Estas evidencias sugieren que es la combinacion del uso del amortiguador de
lisis A con la temperatura lo que permite obtener la proteina soluble, ya que si se usa el
amortiguador de lisis A a 37° se sigue obteniendo la proteina de manera insoluble (Fig. 20b). Esto
se debe a que el crecimiento del cultivo bacteriano a 18 °C es mas lento, y se ha reportado que esto
permite un mejor plegamiento donde las proteinas que se expresaban en cuerpos de inclusion se
expresan ahora de manera soluble. Otro elemento que puede llegar a afectar la solubilidad es la
concentracion de NaCl en el amortiguador de lisis. Esto es relevante debido a que el amortiguador

de lisis A contiene NaCl lo que permite estabilizar la proteina cuando es liberada de la célula. Un
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ultimo factor que podria ayudar es el uso de un pH mayor, ya que se ha observado en estudios
anteriores que un pH basico puede llegar a evitar la formacion cuerpos de inclusion ya que se cree

que le otorga inestabilidad las interacciones ionicas [112]-[114].
8.5 Purificacion

8.5.1 Cromatografia de Intercambio idnico

El primer protocolo que se probo fue el de intercambio catiénico mediante SP sefarosa. Al obtener
el cromatograma se puede observar al principio dos picos mayoritarios, y al evaluar mediante un
SDS-PAGE al 12% se pudo ver que la proteina se encontraba en la fraccion de 150 mM de NaCl

pero no se observa un pico claro en el cromatograma (Fig. 21).

Cromatograma de TLA-1
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Figura 21. Cromatograma de obtenido a partir de la purificacion de TLA-1 por medio de la resina CM-sefarosa
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Figura 22. a) SDS-PAGE al 12% de la purificacion por medio de una cromatografia de intercambio iénico de TLA-1, M
corresponde al marcador de peso molecular, los nimeros corresponden a la fraccion evaluada. b) SDS-PAGE de la proteina
concentrada, para evaluar la pureza
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Absorbancia a 280 nm (mAU)

a)

Se tomaron todas las fracciones y se corrid un SDS-PAGE al 12% para determinar en qué

concentracion de NaCl habia eluido la proteina. Se puede observar en la figura 22a que la proteina

eluyo en las fracciones 23-26 lo que corresponde a una concentracion de NaCl de 150 mM. Se

juntaron las fracciones 23-26 que fueron las que, en el gel, mostraban un enriquecimiento en la

banda correspondiente al peso de TLA-1 (Fig. 22b). Para poder evaluar la pureza se concentro la

proteina y se obtuvo un 95% de pureza de acuerdo un analisis de densitometria realizado.

8.5.2 Cromatografia de exclusion molecular

En el segundo protocolo de purificacion solo se pasé una vez la muestra por la columna de

intercambio i6nico. Después de este paso, se concentré a 5 mg/ml y se paséd por la columna de

exclusion molecular. En el cromatograma (Fig. 23a) solo se observan dos picos. Se evaluaron los
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Figura 23. Purificacion de TLA-1 por cromatografia de exclusion molecular a) Se puede observar el cromatograma con dos picos
b) Se presenta un SDS-PAGE de los picos presentes en la purificacion.



picos obtenidos mediante SDS-PAGE y se puede observar que la pureza obtenida por este método
es menor a la obtenida por el método anterior ya que muestra un 85% de pureza (Fig. 23b). Se opto
por mantener este ultimo protocolo debido a que se obtuvo la cantidad suficiente para poner pruebas
y se obtuvieron cristales al hacer el barrido de condiciones como una prueba. Se utilizaron las

fracciones con la banda enriquecida en 30 kDa para los experimentos que siguen.

8.6 Prueba de Actividad

Una vez purificada, se realizé una prueba de actividad cualitativa con nitrocefina (Fig.19) donde se
probd un control negativo (vial de la izquierda) y la muestra purificada por el segundo método de
purificacidn, descrito en la seccion anterior (vial de la derecha). Se puede observar en la figura 20
que el vial de la derecha muestra actividad de B-lactamasa, ya que, como se explica en la seccion
7.4, las B-lactamasas hidrolizan el anillo B-lactamico de la nitrocefina, lo cual induce un cambio de
coloracion de amarillo a rojo. Este cambio de coloracion es evidencia de que la muestra purificada

en la seccion anterior tiene actividad de 3-lactamasa (Fig. 24).

Figura 24. Prueba de actividad cualitativa con nitrocefina, del lado izquierdo se encuentra el control negativo el cual solo
contiene amortiguador, mientras que del lado derecho se encuentra la soluciéon con la B-lactamasa TLA-1 después de la
columna de intercambio i6nico.

8.7 Cristalizacion

8.7.1 Barrido de condiciones

Una vez purificada y confirmada la actividad de PB-lactamasa, se concentr6 la proteina a
aproximadamente 10 mg/ml para realizar el barrido de condiciones de cristalizacion. El barrido se
realizé mediante el método de batch ya que esto permite gastar una menor cantidad de proteina y
de agente precipitante. Para realizar el barrido de diferentes condiciones de cristalizacion se
probaron dos temperaturas, la primera a 18 °C donde se utilizaron los kits de Wizard del T al IV y
de Hampton (mencionados en la seccion 7.6.1.2); la segunda temperatura probada fue 4 °C y se
utilizaron los Kits Wizard I y II. En total se probaron mas de 500 condiciones de cristalizacion, de
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las cuales solo se obtuvieron cristales en una de las condiciones, la cual fue la condicidén nueve del
kit Wizard 1T a 18 °C; ésta contiene sulfato de amonio 2 M y fosfato de Sodio dibasico 100 mM
/Acido citrico a pH 4.5. Los cristales observados tenian una longitud de aproximadamente 250 pm

en el eje mas largo y 125 um en el eje mas corto (Fig. 25). Previamente se han reportado multiples

Figura 25. Cristales obtenidos en el barrido con la condicion nueve del kit IT de Wizard de Rigaku (sulfato de amonio 2
M fosfato de sodio dibasico 100 mM /écido citrico pH 4.5)

condiciones de cristalizacion para otras B-lactamasas y en su gran mayoria utilizan sulfato de

amonio como agente precipitante [58].

8.7.2 Optimizacion

Una vez que se obtuvo una condicion en la que se observaron cristales, se realizé la optimizacion
variando la concentracion de proteina y de sulfato de amonio. La optimizacion se realiz6 utilizando
la técnica de gota colgante y gota sentada. El intervalo de concentracion de proteina probado fue
de 6 a 12 mg/ml y el intervalo de concentracion de sulfato de amonio fue de 1.2 a 2.9 M. En la
técnica de gota sentada se obtuvieron nueve condiciones optimizadas donde se encontraron
cristales. Los cristales mas grandes obtenidos en gota sentada tuvieron una longitud de 250 x 200
um lo que los hace buenos candidatos para el experimento de difraccion. En gota colgante se
obtuvieron siete condiciones optimizadas. Los cristales obtenidos fueron de menor tamafio a los
que se obtuvieron en gota sentada; debido a esta razon se prefirio usar los cristales obtenidos en
gota sentada. Al colectar los cristales y destapar las gotas se observo que se empezaban a formar
cristales de sulfato de amonio, los cuales destruian los cristales de TLA-1. Esto es debido a que se
utiliz6 un volumen de 2 ul por gota, lo que hace que la evaporacion de la gota sea muy rapida, y
debido a que la condicidon de cristalizacidn tiene una gran concentracion de sulfato de amonio, esto
ocasiona que los elementos de la condicion de cristalizacion se concentren, favoreciendo la
formacion de cristales de sulfato de amonio. Por esto se optd en aumentar el volumen de la gota,
reduciendo asi la velocidad de evaporacion, algo que fue facilitado debido a que la técnica de gota
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sentada permite poner un mayor volumen. Se repitié la optimizacion, esta vez utilizando un

volumen de 8 pl por gota, los intervalos de concentracion de proteina probados fueron de 10 mg/ml

Proteina/Sulfato de 16M 1.8M 20M

amonio

10 mg/mL ’ ‘
12 mg/mL ‘ ‘
14 mg/mL ‘ ‘
a) 16mg/mL ‘ ‘

Sulfato de Amonio 2.4 M 2.6 M de Sulfato de Amonio
Fosfato de Sodio dibasico 100 mM /Ac. Citrico pH 4.5 100 mM de Fosfato de Sodio dibasico/Ac. Citrico pH 4.5
16 mg/ml 14 mg/ml

Figura 26. Optimizaciéon de la condiciéon de cristalizacion. a) Diagrama de la optimizacion de la condicion de
cristalizacion, en verde se marcan las condiciones donde se encontraron cristales, en rojo las condiciones de donde se
tomaron los cristales que se mandaron a difractar y en azil todas las condiciones donde no se obtuvieron cristales. b)
Cristales obtenidos en la condicion de Sulfato de Amonio 2.4 M, fosfato de sodio dibasico 100 mM /acido citrico pH 4.5
a una concentracion de proteina de 16 mg/ml. c) Cristales obtenidos en la condicion de 2.6 M de Sulfato de Amonio, 100
mM de fosfato de sodio dibasico/acido citrico pH 4.5 a una concentracion de proteina de 14 mg/ml.

a 16 mg/ml y los intervalos de concentracion de sulfato de amonio fueron de 1.6 M a 2.4 M (Fig.
26a). Los mejores cristales obtenidos fueron los que correspondian a la gota con una concentracion
de proteina de 16 mg/ml y una concentracion de sulfato de amonio 2.4 M (Fig. 26b); y a la gota
que contiene una concentracion de proteina de 14 mg/ml con una concentracion de sulfato amonio

de 2.6 M, por lo que fueron los que se eligieron para mandar a difractar (Fig. 26c).

8.8 Difraccion
Para la difraccion primero se sobreenfriaron los cristales con nitrégeno liquido a 73.3 K. No se

utiliz6 crioprotector debido a que, cuando la solucidon crioprotectora entr6 en contacto con la
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solucion de proteina con agente precipitante se formaban cristales de sulfato de amonio, esto debido

a la concentracion alta de sulfato de amonio de la condicion de cristalizacion.

El primer cristal que se difract6 y del cual se obtuvo un patrén de difraccion con reflexiones claras
provenientes de una sola matriz cristalina, crecié en batch en las condiciones 2 M de sulfato de
amonio y 100 mM de fosfato de sodio dibasico/acido citrico a pH 4.5. La colecta de datos de
difraccion de este cristal se llevo a cabo en el Laboratorio Nacional de Estructuras de
Macromoléculas (LANEM) en el Instituto de Quimica de la UNAM con la Dra. Adela Rodriguez

en un equipo de difraccion de anodo rotatorio. Este cristal difracté a 2.8 A de resolucion.

El segundo set de datos se obtuvo de los cristales que se obtuvieron del cristal crecido con una
concentracion de proteina de 16 mg/ml y una concentracion de sulfato de amonio de 2.2 M. Este
se difract6 en la linea 19BM del Advanced Photon Source (APS) en Chicago. Este cristal difracto

a 2.2 A de resolucion.

El tercer set de datos del cual se obtuvo la estructura de TLA-1 en complejo con acido clavulanico
se obtuvo a partir de un cristal el cual creci6 en una concentracion de proteina de 16 mg/ml y una
concentracion de sulfato de amonio de 2.2 M, en una gota de 4 ul. Se coloco a la gota una cantidad
de volumen igual de la solucién de acido clavulanico a 60 pM (4 pl) en la condicion de
cristalizacion, esto para que quedara a una concentracion final de 30 pM, la cual corresponde a diez
veces la Ki[5]. Se dejo remojando durante aproximadamente tres minutos y fue sobreenfriado con
nitrogeno liquido. La difraccion se llevo a cabo en la linea 19BM del APS en Chicago. Este cristal

difract6 a 2.5 A de resolucion.

8.9 Determinacion de la estructura

Para la estructura que se obtuvo en el LANEM se utilizé la suite HKL3000 para analizar las
reflexiones y encontrar el grupo espacial; este procedimiento se hizo en el LANEM por la Dra.
Adela Rodriguez. Los datos fueron obtenidos a 2.8 A y fueron escalados utilizando el programa
Scala, de la suite de CCP4. Una vez que se obtuvieron los datos escalados se realiz6 el reemplazo
molecular para encontrar las fases utilizando el programa Phaser, de la suite CCP4. Para el
reemplazo molecular se utilizo el modelo por homologia de TLA-1, generado con el servidor en
linea CPHmodels, el cual utiliz6 la estructura de PER-1 como molde. Una vez realizado el
reemplazo molecular, se efectuaron una serie de afinamientos con diferentes programas. Como
primer paso se hizo un afinamiento de cuerpo rigido, con el programa Refmac. Como segundo paso
se utilizo el programa Phenix para efectuar el afinamiento de cuerpo moévil. Posteriormente se

realizaron los ajustes manuales utilizando el programa Coot; se repitieron los pasos de afinamiento
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de cuerpo moévil y los ajustes manuales, esto se hizo hasta reducir los parametros de Rfree/Rwork
hasta 0.22/0.25. Esta estructura solo fue usada para realizar la sustitucion molecular en la estructura
obtenida en el APS, esto con el fin de facilitar los afinamientos posteriores con las siguientes

estructuras.

La estructura del cristal que fue difractado en el APS se resolvio utilizando la suite de programas
XDS para hacer el indexado de los datos, la obtencién del grupo espacial, el analisis de las
reflexiones y el escalado. Una vez completado el escalado se usé Phaser de la suite CCP4 para
hacer la sustitucién molecular, la cual se realizé utilizando la estructura de TLA-1 a 2.8 A que se

habia obtenido previamente en el LANEM. Para el afinamiento se utilizo el mismo procedimiento

Tabla 3 Tabla cristalografica de las estructuras de TLA-1 y de TLA-1 en complejo con acido clavulanico

TLA-1 +
TLA-1 acido clavulanico
Colecta de datos
Grupo espacial P1211 P41211
Parametros de celda
a,b,c (A) 99.06,99.01,99.7 98.64, 98.64, 100.40
a, B,y (%) 90, 90.04, 90 90, 90, 90
Moléculas por unidad asimétrica 4 1
Resolucion 40-2.2(2.3-2.2) 40-2.5(2.6-2.5)
Numero de reflexiones totales 490,116 (61,657) 323,653 (35,817)
Numero de reflexiones tunicas 97,662 (12,124) 17,306 (1930)
Rsym (%) 6.94 (57.90) 18.6(112)
Rmeas (%) 7.7 (64.7) 19.1(115.2)
Multiplicidad 5.01(5.08) 14 (13)
Integridad 99.90 (99.90) 97.4 (99.6)
Vol 16.7 (4.08) 16.23 (2.9)
CcC1/2 99.90 (83.9) 99.8 (85.8)
Refinamiento
Rwork/Rfree (5%) 0.183/0.207 0.202/0.266
RMS angulos 1.685 0.908
RMS enlaces 0.027 0.008
Error de coordenadas (Max. Lik) 0.27A 0.39A
Factores B promedio (A)
Proteina 38.192 36.908
SO4 61.370 60.260
H20 47.950 47.278
Cl 47.495 38.865
ACT - 53.192
TEM - 47.452
CLV - 58.301
CLALI - 50.679
CLA2 - 57.405
Total 39.638 37.502
Number of protein atoms 8779 8785
Number of water atoms 1194 168
Solvent percentage 68.80% 68.80%

descrito en el parrafo anterior. Como resultado se obtuvo que el cristal tiene un grupo espacial de
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P 1 2; 1 con cuatro mondémeros en la unidad asimétrica y la estructura fue resuelta a 2.2 A con
parametros de Rfree/Rwork de 0.18/0.20. Debido a que la segunda estructura que se obtuvo tiene

una mejor resolucion, fue la que se utilizo en los analisis de la estructura de TLA-1.

El procedimiento para la resolucion y el afinamiento de la estructura del cristal que fue remojado
con acido clavulanico fue igual a la descrita en el parrafo anterior. La unica diferencia es que para
la sustitucion molecular se utilizo la estructura de TLA-1 a 2.2 A. Como resultado se obtuvo que el
cristal tiene un grupo espacial de P 4; 2; 2 con un monomero en la unidad asimétrica y la estructura
fue determinada a 2.5 A con parametros de Rfree/Rwork de 0.20/0.26. La diferencia en el grupo
espacial de la estructura se debe a que la union del ligando afecta la simetria del cristal, lo que
permite que la estructura con ligando tenga una mayor simetria que la estructura sin ligando, esto
podria ser debido a que la unién del ligando podria estabilizar partes de la proteina. En la Tabla 3

se muestran los parametros cristalograficos de las dos estructuras.
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8.10 Analisis de la estructura

8.10.1 Analisis general de la estructura

Ser130 \
‘ @

Lys73

Glul66

Phe72

b)

d)

Figura 27. Comparacién de las diferentes copias en la unidad asimétrica. a) Acomodo de las cuatro copias en la unidad
asimétrica b) Comparacion del sitio activo de los cuatro mondmeros de la unidad asimétrica c) Comparacion del sitio activo
de las cuatro copias en la unidad asimétrica, visualizado con el mapa 2Fc-Fo de densidad electronica a 1 ¢ d) Visualizacion
de la Lys171 de las cuatro copias de la unidad asimétrica con el mapa de densidad electronica 2F.-2F, a 1 o.

Al observar la estructura general de TLA-1, ésta mantiene las caracteristicas estructurales de las p-
lactamasas de clase A: un dominio todas o y un dominio o/f, asi como el sitio catalitico en la
intercara entre los dominios [33]. También se puede observar que mantiene los motivos
conservados en la misma conformacion que todas las B-lactamasas de clase A, lo que nos hace
pensar que el pH en el que cristalizo6 TLA-1 no influy6 en la estructura general. Algo que llama la
atencion sobre los cristales de TLA-1 es su alto contenido de solvente, encontrandose en un 69%,
y el promedio de solvente en un cristal reportado en el PDB es aproximadamente 45% al igual que

el de la mayoria de las estructuras de B-lactamasas pertenecientes a la clase A.

Debido a que se obtuvieron cuatro copias en la unidad asimétrica, como primer paso de analisis de
la estructura se prosiguié en analizar cambios significativos entre cada copia (Fig. 27a). Al
comparar el sitio activo de cada una se observd que no existia cambio de posicion en ninguno de
los aminoacidos con excepcion de la Ser130 (Fig. 27b y ¢). Al observar la densidad electronica se

ve que las serinas de las cadenas de la unidad asimétrica caen dentro de la densidad calculada (Fig.
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27c¢). Pan et al 2017 propuso que la Ser130 se encuentra involucrada en el transito de protones
durante el ciclo catalitico de las B-lactamasas por lo que seria interesante realizar mas estudios para
ver si estos cambios pueden llegar a ser significativos [115]. Existe un cambio de conformacion en
la Ser130 que estd documentado en varias estructuras de B-lactamasas, como en PER-2, donde se
pueden ver cambios en la conformacion de la Ser130 entre las cadenas de la unidad asimétrica [12].
También se ha llegado a proponer que la Ser130 puede llegar a formar parte de la catalisis, pero
esto ain no ha sido bien demostrado [55]. Para ver si existe algin movimiento significativo de la

Ser130 habria que obtener una estructura a mayor resolucion.

Al analizar el grafico de Ramachandran se pueden observar ocho residuos que se encuentran en
zonas no favorecidas, dos por cada cadena de la unidad asimétrica. Estos son los residuos Arg220
y Lys171 de las cuatro cadenas (Fig. 28). Los angulos fuera de las zonas favorecidas en el grafico
de Ramachandran que adopta la Arg220 se han observado en todas las estructuras de la subclase
A2 de B-lactamasas, y se reportd que en PER-2 la Arg220 formaba parte de una red de puentes de
hidrogeno en el sitio activo y que podia ser determinante para el perfil catalitico y de inhibicion
(Fig. 28a) [12],[13], [83]. Las mutantes de Arg220 en PER-2 demostraron tener una menor afinidad
para dos de los tres principales inhibidores utilizados: acido clavulanico y tazobactam [52].
También se reporté que las mutantes en Arg220 cambian su perfil catalitico disminuyendo la
eficiencia catalitica hacia las oxi-amino-cefalosporinas por un orden de magnitud, lo que indica que
este residuo, asi como la posiciébn que toma en el sitio activo son de importancia para el
funcionamiento de esta enzima [52]. El otro residuo que presenta angulos v y ¢ desfavorables en
el grafico de Ramachandran es la Lys171 (Fig. 27d y 28b). Al analizar la posicion de este residuo
en la proteina se puede observar que se encuentra en el asa Q, dejandolo expuesto al solvente, y
solo se encuentra una molécula de agua en la cercania de esta Lys. Al comparar la posicion de los
residuos en la zona del asa Q con los de TLA-3, se puede observar que su posicion es ligeramente
diferente, lo que explica los dngulos de la Lys171. Al analizar los contactos que podrian explicar
este cambio, se observd que en TLA-3 existe un sodio en el centro del asa Q, y en TLA-1 se observa
que el agua se encontraria haciendo cinco contactos, lo cual no es posible. Debido a esta
observacion se coloco un ion Na* en esta posicion. En TLA-3 dicho ion se encuentra a una distancia
de 2.8 A, siendo coordinado por el carbonilo de Ala160, Trp172, Met169 y una molécula de agua.
En TLA-1 este ion Na* se encuentra coordinado por los mismos contactos, pero al comparar las
distancias de los contactos que realiza, esos van desde 2.8 hasta 3.2 A, lo que sugiere que el Na* se
encuentra coordinado de una manera mas laxa en comparacion con TLA-3. Algo que podria

explicar la diferencia entre los angulos ¢ y ¢ de la Lys 171 de TLA-1 y TLA-3 parece ser un ion

45



sulfato cercano a la Asnl74 y a la Alal72 en TLA-3, lo podria alterar los angulos de este residuo,
permitiendo un acomodo de la Lys171 donde vy y ¢ se encuentran en zonas permitidas; mientras
que en TLA-1 este sulfato no se encuentra en la estructura y permite estos angulos. Esta parece ser
la principal diferencia con la estructura de TLA-3 ya que los residuos del asa Q y los componentes

de la condicion de cristalizacion son similares [13].
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Figura 28. Analisis de los residuos encontrados fuera de los valores esperados en el grafico de Ramachandran. a) Se muestra
la posicion de la Arg220 en el grafico de Ramachandran de TLA-1 (esquina superior izquierda) y su posicion en comparacion
a los angulos diedros comunes de Arg en multiples estructuras cristalograficas (esquina inferior izquierda), a la derecha se
muestra la posicion estructural que tiene la Arg220 en TLA-1 (cian), los angulos diedros (en rojo), los planos (discos azules)
y los puentes de hidrégeno mas importantes (lineas punteadas azules) (derecha). b) Se muestra la posicion de Lys171 en el
grafico de Ramachandran de TLA-1 (esquina superior izquierda) y su posicion en comparacion a los angulos diedro comunes
de Lys en multiples estructuras cristalograficas (esquina inferior izquierda) a la derecha se muestra la posicion estructural que
tiene la Lys171 en TLA-1 (cian), los angulos diedro (en rojo), los planos (discos azules) y los puentes de hidrogeno mas
importantes (lineas punteadas azules); asi como los contactos (cian) del ion Na® (verde) cercano que permiten esta
conformacion. Los graficos de Ramachandran de Arg y Lys fueron tomados y modificados de Hovmoller et al.
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8.10.2 Comparacion de TLA-1 con otras 3-lactamasas de la Clase A

Para realizar una comparacion de la estructura de TLA-1 con otras B-lactamasas reportadas se
realizaron dos alineamientos estructurales por separado, el primero con -lactamasas pertenecientes
a la subclase Al y el segundo B-lactamasas de la subclase A2. En la Figura 29a se puede observar
el resultado del alineamiento estructural de TLA-1 con B-lactamasas de la subclase Al; el asa Qy
la horquilla entre la lamina B3 y 4 de TLA-1, marcadas en rojo, son claramente diferentes a las
otras debido a la conformacion diferente en el asa Q y la horquilla entre la lamina 33 y 4. Al hacer
el alineamiento estructural con los miembros reportados de la subclase A2 (Fig. 29b) se observa
que todas comparten la insercion de la horquilla entre la lamina B3 y f4 y la conformacion trans en
el asa Q, ocasionando como ha sido mencionado anteriormente, que la entrada al sitio activo sea
mas amplia. Al analizar detenidamente la comparacion entre las cuatro B-lactamasas se puede

observar que la horquilla entre la lamina B3 y B4 de TLA-1 y de Bacteroides cellulosilyticus

Figura 29. Alineamientos estructurales de TLA-1. a) Alineamiento estructural de TLA-1 (Azul oscuro) con miembros
de la subclase Al: TEM-1 (PDB 1CK3) (naranja), PSE-4 (PDB 1G68) (amarillo), TEM-52 (PDB 1HTZ) (gris), SHV-
1 (PDB 1SHV) (verde), B-lactamasa de Mycobacterium fortuitum (PDB 2CC1) (rosa) y en el cuadro se puede
observar un acercamiento en el asa Q y en el asa entre las laminas 3 y 4. b) Alineamiento estructural de TLA-1
(azul oscuro) con miembros de la subclase A2 PER-1 (1E25) en morado, PER-2 (4D20) en cian obscuro y la B-
lactamasa de Bacterioides cellulosilyticus (5TFQ) en cian, en el cuadro se observa el acercamiento al asa Q y el asa
entre las laminas 3 y 4.

Tabla 4. Desviacion del valor cuadratico medio (RMSD) de Cao. de TLA-1 con diferentes 3-lactamasas

p-lactamasa Cédigo PDB  RMSD (A) Subclase
TEM-1 1CK3 1.795

PSE-4 1G68 1.671

TEM-52 1HTZ 1.8

SHV-1 1SHV 1.793

Mycobacterium fortuitum 2CCl1 1.818

GNCA4 SFQQ 1.536 Al
Bacteroides cellulosilyticus STFQ 1.107

PER-1 1E25 1.177

PER-2 4D20 1.103 A2
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comparten una insercion después de la Asn241 en el recuadro 23b [11], [12], [77]. Al analizar los
RMSDs de los alineamientos estructurales reportados en la Tabla 4 para TLA-1 y otras B-
lactamasas, podemos concluir que la estructura general de TLA-1 se mantiene conservada. Algo
que era de esperarse es que el RMSD del alineamiento estructural de TLA-1 contra las B-lactamasas
de la subclase A2 es menor que los obtenidos contra la subclase A-1. Esto es evidente debido a que
la subclase A2 se caracteriza por que comparten dos diferencias estructurales importantes: el
cambio de conformacion en el asa Q y la insercion entre la lamina B3 y B4. En general, se ha
atribuido la capacidad de hidrolizar cefalosporinas de tercera generacion a las ESBLs de las familias
TEM y SHV a una expansion de la entrada al sitio activo por cambios puntuales en el asa Q o cerca
de ésta. Otra estrategia es implementada por las B-lactamasas de la familia CTX-M, las cuales,
logran este fenotipo debido a un cambio conformacional ligero causado por la entrada de la
cefalosporina; este cambio consta en un rompimiento de un puente de hidrégeno en la entrada del
sitio activo, lo que ocasiona una expansion en el bolsillo catalitico. Se ha propuesto que los
miembros de la subclase A2 logran este fenotipo debido a la conformacion trans en el asa Q y la
extension de la horquilla entre la lamina -3 y -4, lo que ocasiona una expansion del sitio activo
y esto, a su vez permite un mejor acomodo del grupo mas grande que poseen las cefalosporinas,
pero ha sido muy poco estudiado y estas hipotesis se han derivado so6lo por simulaciones y
minimizaciones de energia [12], [83]. Es de interés saber la estrategia que siguen esta subclase de
B-lactamasas para hidrolizar cefalosporinas de espectro extendido, asi como diferencias y
similitudes en el mecanismo de inhibicion, ya que podria ser diferente a los reportados

anteriormente y podrian llegar a causar un problema de salud publica.

Se realizé una comparacion de la distancia entre el asa Q y el apice de la horquilla entre la 1amina
B-3 y B-4 entre TEM-1, PER-1, PER-2 y TLA-1 para ver si existian diferencias importantes en lo
que esté reportado como la entrada del sitio activo. Se tom6 TEM-1, que es una B-lactamasa de
subclase Al, como un control y para poder evaluar la expansion de la entrada del sitio activo al
compararlas. La distancia entre el asa Q y el apice de la horquilla entre la ldmina B3 y f4 de TEM-
1 es de 6.48 A, a diferencia de los miembros de la subclase A2, en las cuales, la distancia es de
11.50 A, 12.12 A y 13.81 A para PER-1, PER-2 y TLA-1 respectivamente, lo que es

aproximadamente el doble que en TEM-1. Al comparar solo los miembros de la subclase A2 se
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observa claramente que la entrada del sitio activo de TLA-1 es casi 2 A mayor que la de PER-1 y

PER-2.

Asn 240A

Figura 30. Analisis de la entrada del sitio activo. a) Comparacion del tamafio de la entrada del sitio activo entre TEM-1
(PDB 1CK3) en rosa, PER-1 (PDB 1E25) en amarillo, PER-2 (PDB 4D20) en rojo y TLA-1 en cian b) Comparacion
de los residuos presentes en la entrada del sitio activo de las enzimas de la subclase A2.

Se compararon los residuos que se encuentran en el asa Q y la horquilla entre la lamina B-3 y -4,
debido a que se ha observado en B-lactamasas de la subclase A1 que residuos en esta zona podrian
ser de interés. Se observd que hay un cambio drastico entre TLA-1 y las B-lactamasas PER (Fig.
30). En la posicion 240 hay una Arg/Lys en los miembros reportados de la familia PER, que se le
ha atribuido una funcion de compuerta, pero en TLA-1 y TLA-3 hay una Asn en esta misma
posicion. Sin embargo, el Trpl73 presente en la familia TLA toma la misma posicion espacial
relativa a la Arg/Lys de la familia PER. En otras proteinas se ha reportado que el Trp puede llegar
a cumplir una funcidén de compuerta y puede llegar a regular la entrada del sustrato, lo que podria
apoyar la funcién de compuerta hipotetizada anteriormente para los residuos Arg/Lys en la familia
PER. Otra opcién podria ser que estos residuos estén limitando el bolsillo catalitico funcionando
como una pared, y que la entrada al sitio activo se encuentre en otra ubicacion. Esta posibilidad no
ha sido considerada con anterioridad ya que se ha pensado, de manera general, que las B-lactamasas
de la subclase Al representan también a las B-lactamasas de la subclase A2 pero esto no se ha
verificado. No se sabe si el Trp en esta posicion tenga un efecto significativo en la actividad en
comparacion con las otras (-lactamasas de la subclase A2 ya que poseen una eficiencia catalitica
similar hacia cefalosporinas de tercera generacion. Algo que parece destacar de las f-lactamasas
de la subclase A2 es que el sitio de entrada del sustrato no se encuentra tan bien definido como en
las de la subclase Al lo que ha llevado a sugerir a algunos aminoacidos como compuertas, como
es el caso de la Arg, Lys y Trp 105 en PER-1, PER-2 y TLA-1, respectivamente [11], [12], [52].

Otra opcion es que la entrada al sitio activo de la subclase A2 se encuentre en otro lugar y que estos
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residuos estén actuando como una pared en el sitio activo, mas que como una compuerta, opcion

que no se ha considerado previamente.

Al comparar el sitio activo de TLA-1 con el sitio activo de PER-1 y PER-2 se muestra en la figura
31a que comparten la mayoria de los puentes de hidrogeno, siendo la inica excepcion la Ser130 de
PER-2, la cual presenta una conformacion diferente permitiéndole hacer un contacto con la Lys73,
esta conformacion de la Ser130 solo se mantiene en la cadena A ya que en la cadena B toma la
misma conformacion que en TLA-1 y PER-1. También se puede observar que, en su gran mayoria,
comparten la misma red de puentes de hidrégeno. En la figura 31a se destaca uno de los cambios
mas drasticos en el sitio activo, el cual es un cambio en la posicion 72 de una Phe en PER-1 y PER-
2 por una Tyr en TLA-1. Esta Phe se encuentra bien conservada en la mayoria de las estructuras de
B-lactamasas de clase A, siendo la excepcion los miembros de la familia CTX-M ya que poseen

una Ser en esta posicion, y se ha hipotetizado que este residuo hace mas compacto el sitio activo

| Thr236
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Figura 31. Comparacion de las redes de puentes de hidrogenos PER-1, PER-2 y TLA-1. a) Comparacion entre las redes de
puentes de hidrogeno en el sitio activo PER-1 (amarillo) (PDB 1E25), PER-2 (rojo) (PDB 4D20) y TLA-1 (cian). b)
Comparacion de la red de puentes de hidrogeno que conectan la Lys 222 con el sitio activo.

Lys222

Gly223

Phe/Tyr72

[54]. La presencia de la Tyr72 podria ser de importancia en el acomodo del sustrato o para una
limitacion del sitio activo, ya que en TOHO-1 se report6 que el grupo hidroxilo de la serina podria
tener esta funcion. Un elemento mas que 1lama la atencion en la proximidad del sitio activo son la
Argl29 presente en TLA-1; en esta posicion se encuentra una His en PER-1 y PER-2, y elemento
podria estar implicado en la desestabilizacion del asa SDN, y por lo tanto en la K menor de TLA-
1.

En la figura 31b se compara la red de puentes de hidrogeno reportada por Ruggiero, de PER-1,
PER-2 y TLA-1. Se piensa que esta red es la que da su posicion particular a la Arg220 y que es

importante para la catalisis de cefalosporinas [12], [52]. Se cree que esta red conecta la Thr237 con

50



la Arg220, y se ha comprobado con anterioridad que estos dos residuos son importantes para la
catalisis. Algo que es interesante es que en TLA-1 en la posicion 237 hay una Ser; esto no parece
tener un impacto en la estructura en general ya que se mantienen los puentes de hidrogeno y el
grupo metilo de la Thr237 en la familia PER no se encuentra haciendo contactos con residuos
cercanos. Se observa que se conservan los mismos puentes de hidrogeno en las tres enzimas y

parece estar conservada en las enzimas de la subclase A2.

8.11 Comparacion con TLA-3

En el mes de agosto del 2017 Jin et. al, reportaron la estructura de TLA-3. Esta comparte una
identidad de secuencia del 96% con TLA-1. Las mutantes de B-lactamasas de Clase A suelen
cambiar su perfil de manera drastica como es el caso de la familia TEM y SHV, donde mutaciones
puntuales o de dos a tres residuos le otorgan el fenotipo ESBL o de resistencia a inhibidores [116].
Al comparar los parametros cinéticos de TLA-3 contra los de TLA-1, se puede observar una clara
diferencia en las constantes de inhibicion de TLA-1 hacia acido clavulanico y tazobactam, los
cuales son de 3.4 mM y 5.0 mM, respectivamente y son un orden de magnitud mayor que las de
TLA-3. Esto podria sugerir que TLA-1 tiene una resistencia moderada a inhibidores. Mutaciones
que otorgan resistencia a inhibidores han sido reportadas anteriormente para las familias SHV y
TEM; se ha observado que estas mutaciones se pueden llegar a encontrar en la vecindad de la
Arg244 conservada en SHV y TEM, en la horquilla entre la lamina B3 y 4, en la Arg241, en la
vecindad de la Ser130, asi como una mutacion en la Ser130 [48], [70]. Las mutaciones mas

reportadas son aquellas en la vecindad de la Ser130 [70]. Se han reportado multiples enzimas

min

a) max

Figura 32. Comparacion de TLA-1 con TLA-3 PDB 5GSS. a) Alineamiento estructural de TLA-1 (cian) contra TLA-3
(naranja), se encuentran marcadas en azul y en rosa aquellos residuos que son diferentes entre ellos. b) Alineamiento
estructural de TLA-1 contra TLA-3 donde se representa la cadena principal coloreada por RMSD por residuo, donde se
muestran las cadenas laterales de los residuos distintos.
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Tabla 5 Residuos que son diferentes en TLA-1y TLA-3

No. de redisuo TLA-1 TLA-3 Dominio

30 S N o/p
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resistentes a inhibidores, el mecanismo de resistencia a inhibicidén no se ha elucidado. Analisis de
dinamica y de mutagénesis sugieren que muchos de los residuos cercanos a la Ser130 le otorgan
estabilidad al asa donde se encuentra el motivo SDN, y que mutaciones en esta zona podrian causar
una desestabilizacion que no ha sido percibida en los cristales [46], [70]. Al realizar un analisis de
los cambios en TLA-1 con respecto a TLA-3 (Tabla 5) (Fig. 32a) se pueden observar cambios en
zonas similares donde han sido reportados en las B-lactamasas resistentes a inhibidores (IRT). Uno
de los cambios mas notorios es una Asn en TLA-3 por un Asp en TLA-1 en la posiciéon 242,
mutacion que cae en la horquilla entre la lamina B-3 y B-4. Existe una mutante similar con
resistencia a inhibidores en la familia TEM donde la Arg240 es mutada por una Thr, a la cual se le
design6 como TEM-40 (K240T), en ambos casos la mutacién se encuentra en el apice de la
horquilla, pero podria actuar de manera diferente a TLA-1 debido a que la horquilla es mas larga
que en TEM [117]. La mutacion en la posicion 243 de una Asn por un Asp podria estar involucrada
con la entrada o reconocimiento de antibioticos B-lactamicos debido a la posicion en la que se
encuentra, y seria interesante estudiar este residuo mas a fondo mediante diversas mutaciones para
ver si tiene un efecto en el perfil de inhibicion. Esto parece concordar con el analisis del cambio de
RMSD por residuo de TLA-1 contra TLA-3, donde se puede observar que el RMSD en la posicion
243 es diferente (Fig. 32b).
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Otra zona que llama la atencion es la vecindad de la Ser130 debido a que el cambio de una Ser por
una Ala en la posicion 125 disminuye la cantidad de puentes de hidrégeno en esta zona, lo que
podria explicar el cambio de las constantes de inhibicion de TLA-1 con respecto a TLA-3. Otro
cambio presente es la Argl29 en TLA-1 el cual presenta, en las cuatro copias de la unidad
asimétrica, un sulfato unido; en TLA-3 hay una His y no hay ningin ion sulfato en esta posicion
(Fig. 33). El cambio por un residuo mas largo podria afectar en la estabilidad de la horquilla SDN
lo que podria a su vez afectar la Ki de TLA-1 como se habia propuesto en parrafos anteriores. El
hecho de que esta TLA-1 es diferente a TLA-3, PER-1 y PER-2 en este mismo sitio podria indicar
que la Argl129 en efecto podria ocasionar una inestabilidad en el asa SDN y esto podria ser el factor
responsable de la menor Kide TLA-1. Para comparar esto seria interesante hacer simulaciones de
dinamica molecular donde se evalie el movimiento del asa SDN. Otra diferencia importante que
se puede observar es un cambio de posicion en la Ser 130, ya que este cambio ocasiona una posicion
diferente del sulfato que se encuentra en el sitio activo. Este sulfato se une en el mismo lugar en el
que se une el grupo carboxilo C4 de las cefalosporinas, asi como el grupo sulfato de Avibactam.
Por lo tanto, probablemente la modificacion de la posicion relativa del sulfato podria sugerir un
cambio en la posicion del inhibidor, lo que podria llegar a explicar la resistencia que tiene TLA-1
hacia inhibidores de mecanismo, relativo a TLA-3 [62]. Un analisis detallado de estos residuos
podria sugerir la explicacion de la resistencia a dos de los principales inhibidores: acido clavulanico

y tazobactam.

Ser/Ala 125

His/Arg 129

‘ N
ser70,0" |
/// //
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Figura 33. Comparacion de la red de contactos polares del sitio activo de TLA-1 (cian) y TLA-
3 (color arena).
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8.12 Estructura cristalografica de TLA-1 en complejo con acido

clavulanico
Debido a que no existen estructuras cristalograficas de ninguna -lactamasa de la subclase A2 unida

a inhibidores clasicos de mecanismo y para intentar obtener datos que explicaran por qué TLA-1
tiene parametros de inhibicion diferentes a TLA-3, se obtuvo la estructura de TLA-1 en complejo
con 4cido clavulanico a una resolucién de 2.5 A. En la estructura cristalografica se lograron atrapar
cuatro moléculas de acido clavulanico. Se puede observar las moléculas de inhibidor en la figura
34a, donde se representa la cavidad del sitio activo y se encuentran dos intermediarios de la reaccion
de inhibicion unidos covalentemente a dos serinas diferentes, Ser70 y Ser237. En la figura 34b se
encuentra una molécula integra de acido clavulanico, designada Clal, la cual parece estar en una
cavidad de la proteina que no tiene relevancia en la catalisis. Finalmente, en la figura 34c se puede
observar una segunda molécula de &cido clavuldnico integra en la superficie de la proteina (Fig.

34).

Figura 34. Ubicacion de las moléculas de inhibidor en la proteina a) Representacion de superficie del bolsillo catalitico
donde se encuentran unidas dos moléculas de acido clavulanico modificadas. b) Representacion de superficie de la
cavidad donde se encuentra unida la molécula Clal. c) Representacion de superficie de la zona donde se encuentra la
molécula Cla2.

En el sitio activo de la proteina se pueden observar claramente dos moléculas; la primera es un
intermediario de trans-enamina descarboxilada y la segunda es una molécula de acido clavulanico
en el intermediario acil-enzima (Fig. 34a). Se determin6 que la molécula unida a la Ser70 era el
intermediario trans-enamina descarboxilada; suponemos esto debido a que el enlace trans esta

asociado con la deslocalizacion entre el enlace C6-C7 lo que obliga al N4, C5, C6, C7, O8 y al Oy
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de la Ser70 a ser coplanares, aparte que es el Unico intermediario que se ha reportado como
descarboxilado y es el intermediario del mecanismo de inhibicion mas reportado en la
literatura[69], [70]. Se puede observar que el mapa de densidad electronica es continuo y que ésta

molécula se ajusta bien con la densidad electronica (Fig. 35a). La otra molécula encontrada en el

Intermediaro acil-enzima
T235

Figura 35. Mapa de densidad electronica 2Fc-Fo (gris) de las moléculas de acido clavulanico (verde) asi como de sus
intermediarios, representados a 1 . a) demostracion de la densidad electronica de TEM unida de manera covalente a la
Ser70 b) Densidad electronica del intermediario acil-enzima unido a la Ser237. ¢) Densidad electrénica de la molécula de
acido clavulanico integro denominado como Clal d) Densidad electronica de la molécula de 4cido clavulanico integra
denominada Cla2.

bolsillo catalitico de la proteina parece ser el intermediario acil-enzima y aparentemente se
encuentra unido de manera covalente con la Ser237; esta interaccion no ha sido reportada
anteriormente. Se propone que es un enlace covalente debido a que en la molécula el intermediario
acil-enzima es el Gnico que se ajusta a la densidad electronica, misma que se observa de manera
continua entre el acido clavulanico hidrolizado y la Ser237 (Fig. 35b). Aunque no es la tnica
densidad continua en la vecindad de esta molécula, la unién covalente fue comprobada al realizar
diferentes afinamientos con la molécula unida a las otras dos zonas donde se observé densidad
continua, que es en los residuos Ser130 y Thr238. Al realizar estos afinamientos se pudo observar
una aparicion de densidades rojas en el mapa de diferencia. Otra manera de comprobar este enlace
fue observando el mapa de diferencias con diferentes valores de 6, donde se probaron valores de
0.8 a 1.4 y pudimos observar que el tnico elemento que no se ajustaba al observar el mapa con un
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valor de ¢ de 1, que era el OGS, aparecia al ver el mapa con un valor de ¢ de 0.8, ajustandose a la
molécula modelada. A 1.4 de o se puede observar que se pierde la densidad electronica continua
con la Ser130, mientras que a este mismo valor de ¢ la densidad electronica se mantiene continua
entre la Ser239 y la molécula de acido clavulanico con el enlace hidrolizado. Mas adelante se
discutira sobre la posible funcion de que exista un segundo sitio de acilacion del acido clavulanico,

asi como el posible mecanismo.

Existen dos moléculas de acido clavulanico que se encuentran integras. La primera molécula de
acido clavulanico se encuentra en un bolsillo de la proteina, mientras que la segunda se localiza en

la intercara entre dos vecinos cristalograficos (Fig. 35¢ y d). Ambas moléculas de acido clavulanico
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Figura 36. Representacion en dos dimensiones de los contactos que realizan las moléculas modificadas de acido clavulanico
a) Contactos realizados por la molécula de TEM, donde las lineas punteadas representan puentes de hidrégeno. b) Contactos
realizados por la molécula en el estado acil-enzima. c) Contactos de la molécula de acido clavulanico integra, denominada
Clal, con la cavidad encontrada en TLA-1. d) Con la molécula de acido clavulanico integra, denominada Cla2, encontrada
en la superficie de la proteina.

estan en sitios que no se encuentran implicados en la catalisis y parece ser que la primera molécula
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se encuentra en un bolsillo que podria ser especifico como se explicara mas adelante mientras que

la segunda molécula pudo haber sido capturada debido al exceso del inhibidor.

La molécula de 4cido clavulanico en el intermediario de trans-enamina descaboxilada se encuentra
realizando tres puentes de hidrégeno con TLA-1, especificamente con el N de la Ser 70 con el O1,
el N de la Ser 237 con el oxigeno 1 y el OD2 de Asp 239 con el O4 (Fig. 36a). La molécula de
trans-enamina se encuentra realizando contactos con residuos que previamente ya habian sido
reportados en la interaccion inhibidor proteina, como el residuo 69 y el Glul66. Una de las
interacciones que llaman la atencion con la molécula de trans-enamina es la que se presenta con el
residuo Asp 239, la cual podria actuar limitando el movimiento de la molécula de trans-enamina,

punto que se discutira mas adelante [69], [70].

La molécula de acido clavulanico con el anillo B-lactamico hidrolizado se encuentra en el
intermediario acil-enzima y esta unido a la Ser237, realizando contactos con residuos que se han
reportado como importantes en la catalisis, pero cuya funcién atn no se conoce, como con la
Arg220 la cual se encuentra a distancia de 3.28 A con el 06 y con la Ser237, con la cual se encuentra
realizando el enlace covalente. Otro contacto con un atomo importante es con C4 y la Ser130, que
al parecer no esta realizando ningun puente de hidrogeno. Otro residuo que podria ser importante
es el Trpl05, como ya se habia mencionado antes, ya que se encuentra interactuando con la
molécula de acido clavulanico (Fig 36b). Debido a que los residuos en las posiciones 220 y 237
han sido estudiados previamente en PER-2, seria interesante estudiar a la Ser237 de TLA-1 y ver
como puede llegar a afectar la actividad y la inhibicion, ya que en esta posicion existe una Thr en
la familia PER [52]. Un posible mecanismo por el cual se podria dar el intermediario acil-enzima
es que ocurra de manera similar al ordinario con Ser70, donde la Lys73 proporciona el ambiente
para que el Oy de la Ser70 realice un ataque nucleofilico y asi poder hidrolizar el enlace C-N del
antibidtico B-lactadmico. En este caso la Arg222 podria proporcionar el ambiente propicio para
dicho ataque nucleofilico por el Oy de la Ser237. Se propone a la Arg222 porque su importancia en
la catalisis ha sido demostrada mediante experimentos de mutagénesis y se encuentra a una
distancia de 3.28 A de la Ser237. Una caracteristica que destaca de la manera en la que estd
interaccionando este intermediario acil-enzima es que no hay puentes de hidrogeno con ningin
residuo vecino, y los pocos puentes de hidrogeno se dan con moléculas de agua cercanas a la
molécula. Los residuos con los cuales interacciona el intermediario acil-enzima se encuentran

conservados en casi todas las secuencias B-lactamasas de la subclase A2 que se tomaron.
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La molécula denominada Clal se encuentra haciendo puentes de hidrégeno con dos residuos, el
Asp53 y la Asn253 a 3.18 y 3.2 A respectivamente. Los otros residuos con los cuales se encuentra
interactuando esta molécula son Glu52, Phe55, Leu288, Asp291, Lys255, Gly50, His256 y Leu251
(Fig. 36¢). Esto es interesante y se evaluara mas adelante si estos residuos se encuentran en otras
B-lactamasas para poder hipotetizar si es factible que otras B-lactamasas aparte de TLA-1 y TLA-

3 pueden tener esta cavidad.

Finalmente, la molécula de Cla2 es la que menos contactos estd haciendo, conSer100, Lys99, Lys98
y Asnl14, donde solo los contactos con los residuos, Lys99 y la Ser100 son detectados como

puentes de hidrogeno a 3.35 A y a 2.28 A (Fig. 36d).

El siguiente paso consistio en analizar los residuos involucrados en la interaccion con el inhibidor
y compararlos contra la enzima sin inhibidor. Al realizar este analisis se puede observar que, como
habia sido reportado de manera previa por estudios de resonancia magnética nuclear (RMN), el
movimiento de los residuos dentro del sitio activo es minimo y se limita a un movimiento de la
Ser130 y de la Ser70, los cuales rotaron aproximadamente 63° y 70° respectivamente. Se ha
determinado previamente por NMR que el sitio activo de las B-lactamasas de clase A es muy rigido,
lo que explica claramente lo que observamos en la estructura [56]. Al analizar los residuos cercanos
a la molécula que se encuentra en el intermediario acil-enzima se puede observar que ninguno de
los residuos parece estar en una posicion diferente en la estructura con acido clavulanico y sin el

inhibidor, con excepcion a los mencionados anteriormente (Fig. 37a).
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Figura 37. Alineamiento estructural de los sitios de union donde se encontraron moléculas de acido clavulanico entre
TLA-1 con y sin ligando a) Comparacion de los residuos del sitio activo entre TLA con ligando (cian) contra TLA-1 sin
ligando (verde). b) Comparacion de los residuos de la cavidad donde se encuentra el acido clavulanico integro en TLA-1
con ligando (cian) contra TLA-1 sin ligando (verde).

Al comparar si existen cambios estructurales en el bolsillo donde se encuentra la molécula Clal sin

y con el inhibidor se pudo encontrar que existe un cambio conformacional en el asa entre las laminas
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B-1y B-2 especificamente el Glu53 y la Asp54 cambian de manera radical de posicion. El Asp53
cambia de posicion para evitar el contacto con el oxigeno del anillo oxazolidina, esto ocasiona un
cambio en la horquilla, cambiando la conformacion de la Asp54. Otro cambio es que el Asp291 es
estabilizado por el &cido clavulanico, lo cual se observa debido a que no hay densidad electronica

en la estructura sin ligando (Fig. 37b).

La molécula de Cla2 se encuentra en la interfaz de un vecino cristalografico por lo que es de
esperarse que no existan cambios importantes en esta zona al unirse el inhibidor. Algo que parece
destacar es que en el mismo lugar donde se uni6 Cla2 en la estructura de TLA-1 en complejo con
acido clavulanico, hay un ion sulfato en la estructura de TLA-1 sin inhibidor y existen dos aguas
conservadas en ambas estructuras. Sin embargo, esta zona de unidn parece ser un artefacto
cristalografico debido a que la molécula Cla2 se encuentra realizando un contacto con el vecino

cristalografico en la Asp244.

a)

c) d)

Figura 38. Representacion de superficie electrostatica de la cavidad catalitica. a) Superficie electrostatica de la cavidad
catalitica sin inhibidor a pH 4.5 b) Superficie electrostatica de la cavidad catalitica en complejo con el inhibidor a pH
4.5 c) superficie electrostatica de la cavidad catalitica a pH 7.0 d) Superficie electrostatica de la cavidad catalitica en
complejo con inhibidor a pH 7.0

Al analizar el potencial mapeado sobre la superficie molecular a pH 7 podemos observar que el
sitio activo se encuentra dividido, la mitad que se encuentra cerca del asa Q y de la horquilla entre
la lamina B-3 y B-4 esta cargada negativamente, mientras que la otra mitad se encuentra cargada
positivamente (Fig. 38c). Al analizar el acomodo de la trans-enamina descarboxilada, asi como de
la molécula de acido clavulanico con solo el anillo B-lactamico hidrolizado podemos observar que
la primera molécula se acomoda en la mitad negativa, mientras que la segunda molécula en la mitad

positiva (Fig. 38c y d). Para ver como el pH puede afectar la union del inhibidor, se realizé analisis
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de potencial mapeado sobre la superficie molecular de la proteina con y sin inhibidor. Podemos ver
al comparar la superficie electrostatica (Fig. 38) de la proteina con el inhibidor unido apH 4.5y a
pH 7.0 que se mantienen parches en comun que estabilizan a los dos intermediarios de acido
clavulanico, lo cual soporta la idea de que este intermediario puede encontrarse a otros pHs y no

solo a pH 4.5 que es la condicion del cristal. Al analizar los

Para ver si existia alguna diferencia significativa con la forma de unién del acido clavulanico con
otras P-lactamasas, se compard la estructura de TLA-1 en complejo con 4cido clavuldnico, con
otras estructuras de B-lactamasas de clase A en complejo con este mismo ligando. Para el analisis
comparativo se utilizaron las estructuras de la mutante E166A de SHV-1 (2A49) (Fig. 39b), de la
B-lactamasa de Bacillus licheniformis BS3 (2Y91) (Fig. 39¢) y la B-lactamasa de Mycobacterium
tuberculosis (3CG5) (Fig. 39d). Aunque los residuos responsables de la catalisis se encuentran
conservados entre todas las B-lactamasas de la clase A, los residuos para la estabilizacion y
reconocimiento de los ligandos en el sitio activo son variables; debido a esto el analisis comparativo
se limitara a comparar la posicion del intermediario de acido clavulanico. Algo que se encuentra
reportado por estudios de cristalografia acoplada a RAMAN vy cristalografia de rayos-X es que el
intermediario trans-enamina es altamente movil, razon por la cual la densidad electronica no se
encuentra completa en SHV-1 y la razén por la cual el intermediario trans-enamina en la estructura
de la B-lactamasa de Bacillus licheniformis BS3 tiene dos conformaciones (Fig. 39b y ¢). Algo que
llama la atencion es que el intermediario trans-enamina en TLA-1 no parece ser tan movil, ya que
la densidad del intermediario se encuentra completa. Al comparar las estructuras previamente
mencionadas, algo que parece resaltar en TLA-1 es, que el intermediario trans-enamina parece
estar atrapado en el bolsillo catalitico por el Asp241 y se encuentra en la cavidad extendida que
caracteriza a las [-lactamasas de la subclase A2. Esto podria explicar la estabilidad del
intermediario trans-enamina. Otro intermediario trans-enamina que también parece estar estable es
el de la B-lactamasa de Mycobacterium tuberculosis. Una de las principales diferencias entre TLA-
1 y las otras P-lactamasas es la extension de la cavidad ya que ésta permite el acomodo del
intermediario trans-enamina. Al comparar la unién de TLA-1 con &cido clavulanico y de TLA-3
con avibactam se puede observar claramente que ambos antibidticos se acomodan de una manera
similar en la parte extendida de la cavidad catalitica. Como ya se ha mencionado antes, ésta es
caracteristica de las B-lactamasas de la subclase A2, pero el grupo sulfato de la molécula de

avibactam se encuentra en el mismo sitio donde se encuentra la segunda molécula de acido
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clavulanico en un intermediario acil enzima, haciendo evidente la importancia de este sitio en las

B-lactamasas de la subclase A2.

Asa Q

—Asa Q

Figura 39. Representacion de superficie de TLA-1 y las tres estructuras en complejo con acido clavulanico reportadas
en el PDB donde se resalta la posicion del 4cido clavulanico (verde), en negro se encuentra marcada sefialada el asa Q.
a) TLA-1(cian) b) B-lactamasa de Staphylococcus aureus (PDB 1BLC) (amarillo) ¢) SHV-1 (PDB 2A49) (café) d) B-
lactamasa de Mycobacterium tuberculosis (PDB 3CGS5) (coral)

Para averiguar si el segundo sitio de acilacion en el sitio activo donde se encontré el intermediario
acil-enzima se podria encontrar en otras 3-lactamasas de la subclase A2, se realiz6 un alineamiento
de secuencias donde se incluyeron PER-1 y PER-2 debido a que han sido las mas estudiadas, TLA-
3, CME-1, CIA-1 y CGA-1 (Fig. 40). El alineamiento muestra que los residuos Arg222 y la Thr235
se encuentran conservados y el residuo 237 es una Thr en la familia PER y una Ala en CGA-1,
mientras en la familia TLA y en CME-1 y CIA-1 este residuo es una Ser. Otro residuo se encuentra
conservado en todas las PB-lactamasas de la subclase A2 analizadas es el Trp105, aunque vale la
pena aclarar que en otras B-lactamasas de este grupo este residuo se ve reemplazado por una Tyr.
Estos resultados son interesantes ya que esto permite realizar la hipdtesis que el intermediario acil-
enzima del 4cido clavulanico con la Ser/Thr237 podria estar presente en otras familias de B-
lactamasas de la subclase A2 y no solo en TLA ya que CME-1, CIA-1, CGA-1, PER-1 y PER-2
comparten un 50.5%, 50.5% 50.2%, 43% y 42% de identidad de secuencia con TLA-1
respectivamente. Esto tltimo parece sugerir que este sitio de interaccion se podria encontrar en

otras proteinas de la subclase A2.
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Una hipdtesis que surge tras estos analisis es que moléculas de antibidticos B-lactamicos pequefias
se pueden unir en dos sitios en TLA-1, el primero en la Ser70 y el segundo en la Ser237.
Considerando los modelos simulados realizados anteriormente y minimizaciones que se han hecho
previamente con (-lactamasas de la subclase A2, éstos sugieren que los grupos variables de las
penicilinas, asi como de las cefalosporinas, se acomoda cercano a la Arg222 y a la Ser237, lo que
impide la union de una segunda molécula, pero en el caso de acido clavulanico esta es una molécula

mas pequefia, lo que podria permitir que se una la segunda molécula [11], [12]. La funcién biologica

40 50 60 70 80
TLA-1 FRRKGTDSLESS IEKY LEDEEREV GVAVLGI EDNFELNV-NEKHHYEMO STYRKFHLALAYV
TLA-3 NSAKGTDSLENS IEKY LEDEERKV GVAVLGI EDNFELNV-NEKHHY FMO STYKFHLALRV
CME-1 FS0HSKPELLEKINTITEGEFRATVAVSVLGIENDFQF SHANGN LEMFMLSVFEKFHIALAV
CIA-1 --TAQKSVLLEKI SAVIKDEERTVGVIVLGFENAFEY SE-NGDEKLELL SVFKFHLACAV
CGA-1 --LAQTSLLEQKINSI IKNEERTVGVIVLGF ENGFEY DE-NGDERLEMO SVFKFHI ARAV
FER-1 -T5A05PLLEEQIESIVI GEERTVGVAVWGFDDLEFLLI-NFFEKF EMO SWFELHLAMLY
FER-Z -W3AQ5SPLLEEQIETIVT GEERTVGVAVWG FDDLEFLLL-NFFEKFEMO SWVFELHLAMLY
oLk, JEKK K Kak ks & s kr K akrkadk K
90 100
TLA-1 LZ‘IE"'L:‘IE{ENISI3E‘E"LF'«'E"E"SELLPNTHSPLRDE*’YPD&T’E‘ILSI SEILmT «'SRS:‘INNGC':‘I
TLA-3 LDELDEENI SVDEELFVEESDLOPNTWSPLEDEY FNGNLELSF SEI IKSTVSHSDNNGLC]
CME-1 LNOVDHEGNLILDOKI LIKESDLLENTWSPLREKY PFDGNVELPLSEI ITYT VAQSDNNGLC]
CIA-1 LDMADKGKFSTDQKFLIKKSDLLENTWSFLREKFFEGNIELSLGEIITYT VAQSDNNTCD
CGA-1 LNAVDQGKLS LD QKIMLN QSNLLENTWSFLR DEY FAGNIEIFLSEVIEY T VAKSDN NG
FER-1 LHOVDOGKLDLN QTVIVNRAEVLONTHAP IMERYQGDEFSVEVQOLLOYSVSHSDNVACD
FER-2 LEQVDQ E"L:JIN"S?T#NRAAH.”NTHSFM’E@H GDEFTVRVQ LL"“'YS VSHSDNVACD
K, k= v, rraror kkkaks o R EET shaakkk KK
140 150 160 170 180 190
TLA-1 ILFRFVGEINEVHNFISKLGVEN L STEATEE EMHE-AWNVO YT NWI TFDATVOLLEKF YK
TLA-3 ILFRFVGGINEVENFISKLGVEN L STEATEEEMHE-AWNVO YT NWI TFDATVOLLEKF YK
CHE-1 ILLRLIGGTETVOEIMDVNGIENF QIKYNEE EMHENDVET LYANYTTTASMVETLERFYE
CIRA-1 FLLRLIGGROVVQHFMDSKGAKDL QIKYNED DMHR-DWENQYGNESSTNATVSLLEEF YD
CGA-1 ILLRLLGGTOVV QEFMDS KGVEGE QIKYNEE DMHE-DWHVOYENYSTTKS ARDVLEELYD
FER-1 LLFELVGGPARLHDYTOSMGIKET AVVANEAQMHA-DDOVOYONWT SMEGRAETLEEFEQ
FER-2 LLFEL‘#'GGFHALHAYI"'S L.:-.fKEAA'-.f"\f}“;NEAJﬁA 33"'«“Y"}TNTSFJ@4M"'HFE"'FE"
. ko w l. * * l * . L
200 210 220 230 240
TLA-1 NEILSENSYDY LLNTMIETTTGFKRLEGLLEDGTVVAHKIGSS DTNDKGI TAATND I .:II
TLA-3 NEILSENSYDFLLNIMIETTIGPKRLEGLLEDGTVVAHKIGSS DTNNEGI TRATNDIGII
CHE-1 GMFLSERSTIFLMDIMTETNTGMS KLPGLLEEV-RMARKTGSS GEMENGL T IREND SGIV
CIR-1 GELLTEESTDF LMOIMLGITIGINKIVEQLEEST FVAHKTGSS GKFONILTVAENDMGII
CGA-1 GELLSEESTDYLMEVMLS TSTGLNEMVEQLEENT FVARKIGAS GENHAGLTGRENE IGIV
FER-1 ETQLSETSQALLWEWMVE TTTGPERLEGLLEAGTVVAHKIGTS GI-FAGKTAATNDLGII
FER-2 KI‘”"LS ETS CALLWEWMVE ITTGPQELEGLLEAGT IVAHKTGTS GV-FAGKTARTNDAGVI
* Ly Ly J.JLI:: kK :l s KK . LI J.JJ.:J.I
270 290
TLA-1 TLFI-I.:M-lFAII—W TW5D55 EE"SD'«NEE"IIAEI CKSVWDYLVEDGK-———-——-————--——-
TLA-3 ILENGEHFRIAVYVSDSSEKSDVNEKIIAEI CKSVWDYLVEDGK-—-—————————-——-
CHE-1 TLANGEHYATAVFVEDSMESEEVN CGMI A0 VSET VWD ALNERT NENHNET ERFVHNSL. TEE
CIR-1 ILENGEHYAIAVFVSNSTETEEKVN TRMVSDI SKIVWDNFNE-- -————-———-—————-——-
CGA-1 ILENGEHYALAVFVSNSMETDAVNCEMISDI SKEEVWEYFNE-—-——-———-———————-
FER-1 LLEDGRFLLVAVFVEDSAESSRINEAT TAQVAQTAYQ FELEKL SALSEN--———--——-

FER-2 F_T..F:J.:RPLL? VEVEDSAE SERTNEAIIA”'\?P:HAAY"FELE‘TLSEWS FD--——————-

* . : LJ.:J.IIL J.II J. .....

Figura 40 Alineamiento de secuencias representativas de la subclase A2 de f-lactamasas donde en azul se sefialan los
residuos que se encuentran realizando contactos con el intermediario acil-enzima entre la Ser 239 y el acido clavulanico.

de un segundo sitio de union para inhibidores no se ha reportado y es de interés médico para conocer
mejor a este subgrupo tan poco estudiado. Ya que TLA-1 tiene dos moléculas de intermediarios del

inhibidor unidas de manera covalente en el sitio activo, algo que no habia sido reportado antes, esto
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podria sugerir que TLA-1, y, posiblemente otras B-lactamasas de esta subclase, tengan la funcion
de secuestrar moléculas de inhibidores clasicos de mecanismo como es el acido clavulanico y el
sulbactam, lo que les podria permitir soportar mayores concentraciones de inhibidores de B-
lactamasas. Este tipo de mecanismo no ha sido reportado antes y seria interesante comprobar o

refutar esta hipotesis.
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9 Conclusiones

Se logré sobreexpresar, purificar a un 85% y cristalizar a la B-lactamasa de espectro extendido
TLA-1. Los cristales fueron de calidad suficiente para obtener patrones de difraccién que

permitieron la obtencion de estructuras cristalograficas a una resoluciéon de 2.2 a 2.8 A.

La obtencién de la estructura a 2.2 A permitio hacer el analisis y comparacion estructural de TLA-
1 contra TLA-3 y miembros de la familia PER, del cual se concluyo, que no hay diferencias
estructurales obvias que podrian explicar las caracteristicas cinéticas particulares que posee TLA-
1, como por ejemplo su K; de un orden de magnitud mayor, siendo necesario realizar mas estudios.
Sin embargo, estas comparaciones nos permitieron proponer distintos residuos que podrian ser de
interés para un estudio a futuro y que podrian explicar las caracteristicas cinéticas de TLA-1. Estos
residuos son, por ejemplo, el Trpl73 que no se encuentra en miembros de la familia PER y se
localiza donde se ha reportado la entrada al sitio activo en las B-lactamasas de clase A; o la Arg129
que solo se encuentra en TLA-1 y que podria ser responsable de la K; caracteristica TLA-1. Otros
elementos de interés que surgieron después del andlisis del sitio activo son las redes de puentes de
hidrogeno, las cuales son iguales a las previamente reportadas para la familia PER y para TLA-3,
siendo la unica diferencia un cambio de una Ser por una Thr en la posicion 237, lo que podria ser
importante, porque los analisis posteriores revelaron que esta serina podria ser acilada en la reaccion
de inhibicion, y es de interés analizar si existen cambios cinéticos al cambiarla por una Thr como
en la familia PER. Se propone que la K;menor puede surgir de una desestabilizacion de la horquilla
SDN, como se ha propuesto en otros modelos, lo que le da importancia al estudio de residuos

cercanos a esta horquilla como la Arg139 y la Alal25.

La estructura de TLA-1 en complejo con acido clavulanico permitid proponer hipotesis
interesantes, como la existencia un segundo sitio de acilacion en los miembros de la familia PER,
TLA y otras familias de B-lactamasas de la subclase A2, ya que este sitio se encuentra altamente
conservado y, en las familias que se analizaron, solo cambia un aminoacido, la Ser237 por una Thr.
Una de las hipoétesis que esto nos hace suponer es que los miembros de la familia TLA y otras
familias de B-lactamasas serian capaces de capturar dos moléculas de 4cido clavulanico, lo que
podria llegar a influir en la resistencia del organismo a inhibidores de p-lactamasas y estas enzimas

también podrian tener una funcion de captura de inhibidores.

El segundo sitio de acilacion por parte de la Ser237 es especifico para inhibidores clasicos, ya que

el grupo R1 en cefalosporinas y penicilinas es capaz de ocupar este sitio, mientras que los
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inhibidores de mecanismo no poseen este grupo R1, razon por la cual es posible que se puedan unir

dos moléculas de inhibidor.

El estudio de las B-lactamasas ha sido de interés médico durante décadas y encontrar un posible
mecanismo de inhibicion diferente es de importancia, asi como la posible existencia de otra funcion,
como la captura de inhibidores. Por lo tanto, se debe estudiar mas a fondo esta subclase de B-

lactamasas ya que podrian ser de importancia médica en un futuro.

65



10 Perspectivas

Realizar andlisis de espectrometria de masas con TLA-1 y mutantes en la Ser70 y Ser237 en
complejo con 4cido clavulanico para validar la existencia de los enlaces covalentes propuestos en
la estructura cristalografica, asi como comprobar si la segunda cavidad encontrada sirve para

atrapar &cido clavulanico [118].

Realizar analisis cinéticos y de inhibicion con mutantes de la Ser237 para observar la importancia
que puede tener este residuo en el segundo sitio de acilacion. Una de las mutantes de interés seria
la S237T ya que es la que se encuentra en la familia PER y previamente se ha reportado este residuo
como importante en la subclase A2 de B-lactamasas. Asi mismo seria interesante realizar mutantes
de los residuos que se encuentran haciendo contactos electrostaticos con la molécula de acido

clavuldnico y observar el efecto que estos podrian tener.

Hacer mutantes en la Ser70 para obtener estructuras en complejo con un substrato, como
cefotaxima, para poder analizar si existen mas diferencias entre las subclases Al y A2 de f-
lactamasas. El complejo con el substrato también ayudaria a elucidar qué es lo que permite el
fenotipo de ESBL en estas enzimas y comprobar si s6lo es la expansion del bolsillo catalitico, como

se ha propuesto con anterioridad.

Realizar pruebas de inhibicion de mutantes en Argl29 y Alal25, por His y Ser respectivamente,
los cuales son los residuos presentes en TLA-3, y asi observar si éstos son los responsables de la

inhibicién a nivel uM de sulbactam y acido clavulanico que presenta TLA-1.

Realizar analisis de concentracion minima inhibitoria (MIC) con un antibio6tico 3-lactdmico (como
cefotaxima) y un inhibidor (como acido clavulanico) de una bacteria que exprese TLA-1 y otra [3-
lactamasa de Clase A para ver si TLA-1 tiene alglin efecto en la MIC debido a que la estructura del

complejo parece sugerir que TLA-1 es capaz de capturar tres moléculas de inhibidor.
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