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RESUMEN

Las betalactamasas son uno mecanismos de resistencia de mayor interés a nivel
mundial debido al aumento de enfermedades causadas por microrganismos
multirresistentes. En México se aislé una cepa de Escherichia coli que expresa
una betalactamasa que hidroliza una amplia gama de antibiéticos (TLA-1). Previo
a esta tesis, se determind el modelo cristalografico de TLA-1 silvestre y en
complejo con &cido clavulanico, el cual mostré 2 moléculas del inhibidor aciladas
en Ser70 y Ser237, fendmeno no reportado previamente. También se determind la
estructura de la mutante en la serina catalitica (S70G) en complejo con sulbactam,
y se observo el intermediario trans-enamina, lo que indica la presencia de una
serina catalitica diferente a la serina «canonica». El objetivo de este proyecto
consistié en la determinacidn estructural por cristalografia de TLA-1 en complejo
con tazobactam, un inhibidor mas voluminoso y eficiente en términos de Ki que el
sulbactam y el &cido clavulanico. Se obtuvo el modelo cristalogréfico con
resolucion de 2.22 Ay R / Riee de 19.39 / 23.40. En el modelo se observa una
prolongacion de la densidad electronica sobre la Ser70, lo cual sugiere la
presencia del inhibidor covalentemente unido en su forma trans-enamina. Sobre la
Ser237, el Unico cumulo de densidad electrénica se ajusté a una molécula de
sulfato. Posiblemente el tazobactam no tenga afinidad sobre la Ser237 o el sulfato
presente en las condiciones de cristalizacién podria tener mas afinidad que el
tazobactam (pero no mas que el acido clavulanico). La orientacién del tazobactam
en su forma trans-enamina es similar a las encontradas en otras estructuras de
betalactamasas reportadas en el PDB. Las unicas diferencias encontradas son las
siguientes: 1) el grupo sulfonilo, que, a pesar de encontrarse en una posicién
diferente, contiene interacciones con residuos similares; y 2) el grupo triazol, que
contiene una interaccién - 1 con la cadena lateral de la His170, que no se
observa en otras betalactamasas en complejo con tazobactam reportadas en el
PDB. Por otra parte, el grupo sulfonilo del tazobactam se encuentra
interaccionando con los residuos Trp105, Arg132 y His170, por lo que se sugiere

gue son importantes para el reconocimiento del inhibidor con la betalactamasa.




ABSTRACT

B-lactamases are one of the most globally significant mechanisms of resistance
due to the dramatic increase in diseases caused by multidrug-resistant
microorganisms. In Mexico, a strain of Escherichia coli that expresses TLA-1, a B-
lactamase that hydrolyzes a broad range of antibiotics, was isolated. Prior to this
thesis, the crystallographic model of wild-type TLA-1 and with clavulanic acid was
determined, revealing two acylated inhibitor intermediates at Ser70 and Ser237, a
phenomenon not reported before. The structure of the catalytic serine mutant
(S70G) in complex with sulbactam was also determined, and the trans-enamine
intermediate was observed, indicating the presence of a non-canonical catalytic
serine. The objective of this project was to determine the crystallographic structure
of TLA-1 in complex with tazobactam, a bulkier and more efficient inhibitor in terms
of Ki than sulbactam and clavulanic acid. A crystallographic model was obtained
with a resolution of 2.22 A and R/Rfree of 19.39/23.40. In the crystallographic
model, an extension of electron density is observed that extends over Ser70,
suggesting the presence of the covalently bound inhibitor in its trans-enamine form.
On Ser237, the only electron density cluster fitted a sulfate molecule. Possibly,
tazobactam does not have affinity for Ser237, or the sulfate present under the
crystallization conditions could have higher affinity than tazobactam (but not higher
than clavulanic acid). Nevertheless, the results of this work do not rule out the
possibility of tazobactam binding to the second catalytic serine, although other
crystallization conditions allowing it should be explored. Regarding Ser70, the
orientation of tazobactam in its trans-enamine form is similar to those found in
other B-lactamase structures reported in the PDB. The only differences found are
as follows: 1) the sulfonamide group, which despite being in a different position,
has interactions with similar residues, and 2) the triazole group, which has a -1
interaction with the side chain of His170, an interaction not observed in other [3-
lactamases in complex with tazobactam reported in the PDB. On the other hand,
the sulfonamide group of tazobactam interacts with Trp105, Argl32, and His170
residues, suggesting their importance in inhibitor recognition by this B-lactamase.




INTRODUCCION

Los antimicrobianos son probablemente una de las formas de terapia quimica mas
importantes en la historia de la medicina. Histéricamente, los antimicrobianos han
salvado muchas vidas, contribuyendo significativamente al control de
enfermedades infecciosas, que han sido una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad durante la mayor parte de la existencia humana (Aminov,
2010). Desde mediados del siglo XX, grandes avances en el desarrollo de
farmacos han inclinado la balanza en favor de los humanos. Con respecto a las
infecciones bacterianas, uno de los avances con mayor impacto fue la sintesis y
distribucién masiva de la penicilina en la década de los 40s, que disminuyé en
gran medida la tasa de mortalidad por infecciones bacterianas (Gaynes, 2017). No
obstante, la gran capacidad de supervivencia de los microorganismos, acelerada
por la presion de seleccién ocasionada por el uso indebido de los farmacos, entre
otras causas, ha provocado que la humanidad se encuentre enfrentando uno de
los mas grandes retos en cuanto a la guerra contra microorganismos patégenos: la
resistencia a antimicrobianos. La resistencia a antimicrobianos surge cuando los
microorganismos cambian a lo largo del tiempo y dejan de responder a los
medicamentos, lo que hace mas dificil el tratamiento de las infecciones, aumenta
el riesgo de propagacion de enfermedades, la aparicién de formas graves de éstas

y como consecuencia del numero de muertes (OMS, 2020).

Las bacterias pueden manifestar resistencia a antibidticos a través de mecanismos
que se pueden (Bush, 2013a; Cifuentes-Castro et al., 2020)propagar rapidamente
en una gran variedad de géneros bacterianos (Reygaert, 2018; Tenover, 2006).
Unos de los principales mecanismos de resistencia a antibidticos es la adquisicion
de genes que codifican enzimas que destruyen el agente antibacteriano antes de
que pueda realizar su accion, tal es el caso de las betalactamasas. Las
betalactamasas son enzimas cuyo mecanismo de accién, como su nombre lo
indica, consiste en inactivar los antibioticos betalactamicos. El estudio de las
betalactamasas es de gran importancia puesto que los antibiéticos betalactamicos

son los mas utilizados en la préactica clinica. Ademas, existe una gran cantidad de




betalactamasas reportadas en pacientes con infecciones bacterianas

multirresistentes (Bush, 2013).

A inicios de los 90s, en la Ciudad de México se aislé una cepa multirresistente de
Escherichia coli en un paciente con infeccion en vias urinarias (Silva et al., 1999).
La cepa contiene un plasmido que codifica para una betalactamasa no
caracterizada previamente, a la cual se le denomin6 TLA-1 (en honor a los
Tlahuicas, civilizacion prehispanica que habité en Morelos, lugar donde se
encuentra el grupo de investigacion que caracterizé esta betalactamasa). TLA-1 se
agrupo dentro de la familia betalactamasas de espectro extendido (ESBL, por sus
siglas en inglés), ya que fue capaz de hidrolizar betalactamicos voluminosos como
las cefalosporinas de tercera generacion (cefotaxima, ceftazidima, entre otros)
(Silva et al., 2000). Ademés, Silva y colaboradores determinaron los parametros
de inhibicion de TLA-1 con &cido clavulanico, tazobactam y sulbactam, y se
encontré que la constante de inhibicién, (Ki, concentracion requerida para producir
la mitad de la inhibicion méxima) para tazobactam tiene valores mas bajos
comparados con el sulbactam y &cido clavulanico, lo cual indica que TLA-1 es

inhibida mas fuertemente por tazobactam que por sulbactam y acido clavulanico.

La determinacion estructural de TLA-1 se realiz6 en el grupo de Bioquimica
Estructural del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, utilizando la técnica de
cristalografia de proteinas por difraccion de rayos X (Cifuentes-Castro et al.,
2020). El andlisis estructural de TLA-1 mostré resultados peculiares, como la
conformacion trans del enlace peptidico 166-167, caracteristico de las
betalactamasas de subclase A2, lo que sumado a una insercion entre las
horquillas B3 y B4 aumentan el tamafo del bolsillo catalitico, lo cual podria explicar
la capacidad de degradar cefalosporinas mas voluminosas (Cifuentes-Castro et
al., 2020; Silva et al., 2000). Por otra parte, la determinacion estructural del
complejo TLA-1 con acido clavulanico mostr6 dos intermediarios del inhibidor
covalentemente unidos en diferentes residuos: Ser70 —la serina catalitica
«canoOnica»— y Ser237. Este sorprendente hallazgo muestra la presencia de un

probable segundo sitio de acilacion en TLA-1, fendbmeno que no se habia




reportado previamente para ninguna betalactamasa (Cifuentes-Castro et al.,
2020).

Gallardo (2020), en su tesis de maestria, determind el complejo de la mutante de
TLA-1 en la serina catalitica (S70G) con sulbactam, y observo el intermediario
trans-enamina del sulbactam, lo cual indica la presencia de una serina catalitica a
pesar de no tener la serina catalitica «candnica». No obstante, este Ultimo
resultado difiere con el reportado por Cifuentes y colaboradores, quienes al
determinar la estructura de la mutante S70G en complejo con &cido clavulanico,
no encontraron ninguan intermediario de &cido clavulanico cercano al sitio activo,
aungque S70G si tuvo actividad residual de betalactamasa (Cifuentes-Castro et al.,
2020). Ademas, en el modelo estructural de la mutante S70G en complejo con
sulbactam obtenido por Gallardo, la serina mas cercana al carbonilo del
betalactamico donde se llevaria a cabo el atague nucleofilico no es la Ser237,

como se presupondria, sino Serl130.

Estos resultados contrastantes dejan abierta la interrogante de como los
inhibidores de betalactamasa se estarian posando en el sitio activo en ausencia y
presencia de Ser70, lo que nos motiva a realizar la determinacion estructural de
TLA-1 silvestre en complejo con otros inhibidores de betalactamasa como el
tazobactam, un inhibidor mas voluminoso y eficiente para TLA-1. Con la obtencion
de la estructura de TLA-1 en complejo con tazobactam podria ser posible
comparar las interacciones entre los residuos de TLA-1 con los grupos funcionales
de los distintos inhibidores de betalactamasas y tener un panorama mas claro de

los residuos que participan en la inhibicidn enzimatica de TLA-1.




ANTECEDENTES

Los antibidticos a través de la historia

Los antibidticos son probablemente una de las formas mas exitosas de terapia
quimica en la historia de la medicina (Aminov, 2010). Incluso, antes de la
produccion y distribucion masiva de antibiéticos en todo el mundo, ya existian
indicios de su utilizacién por la poblacibn humana desde hace mas de mil afios.
Por ejemplo, se han encontrado restos de tetraciclina en los huesos de habitantes
de la antigua Nubia sudanesa que se remontan a 350-550 d. C. (Bassett et al.,
1980), o la artemisina aislada de las plantas de Artemisia, recurrentemente usada

por la medicina tradicional china desde hace miles de afios (Cui & Su, 2009).

El paso determinante en la era moderna de los antibioticos comenz6 con el
descubrimiento de la penicilina por parte de Alexander Fleming, quien sento las
bases para la produccién y distribucion masiva de la penicilina a mediados de los
afios 40s (Gaynes, 2017). La era dorada de los antibiéticos comenzd entonces
entre la década de los 40s y 60s con el descubrimiento de nuevos antibiéticos
provenientes de distintas fuentes (Tabla 1). Después de ese tiempo, comenz6 una
franca disminucion en la obtencion de nuevas clases de antibiéticos (Aminov,
2010; Chopra et al., 2002; Powers, 2004).

Tabla 1. Introduccion de las principales clases de farmacos antibacterianos (Hutchings et
al., 2019; Powers, 2004).

Afo de Clase de farmaco
introduccion
1935 Sulfonamidas
1941 Betalactamicos
= m 1944 Aminoglucésidos
® & 1949 Cloranfenicol
2 S 1950 Tetraciclinas
@ 1952 Macrolidos/Lincosamidas/Estreptograminas
2§ 1956 Glicopéptidos
8 ¥ 1957 Rifamicinas
? g 1959 Nitroimidazoles
1962 Quinolonas
1968 Trimetroprima




2000 Oxazolidinonas

2003 Lipopéptidos
2011 Lipiarmicinas
2012 Diarilquinolinas

Tipos de antibidticos

La mayoria de los agentes antimicrobianos utilizados para el tratamiento de

infecciones bacterianas puede categorizarse de acuerdo con su mecanismo de

accion (Tenover, 2006). Existen 4 mecanismos de accién principales (Figura 1).

1.

Interferencia con la sintesis de &cidos nucleicos: las quinolonas (acido
nalidixico y ciprofloxacino) inhiben a la DNA girasa y topoisomerasa |V
bacterianas, impidiendo que las hebras de DNA se vuelvan a unir después
del paso de apertura del DNA. Las rifampicinas son una categoria amplia de
antibioticos que se unen con alta afinidad a la RNA polimerasa procarionte e
inhiben la transcripcion.

Inhibicion de la sintesis de proteinas: los macrélidos (eritromicina),
lincosamidas (clindamicina), estreptograminas (dalfopristina), fenicoles
(cloranfenicol) y oxazolidinonas (linezolida) inhiben actuando sobre la
subunidad 50S del ribosoma inhibiendo el inicio de la traduccion. Las
tetraciclinas bloguean la subunidad 30S del ribosoma impidiendo el acceso
del aminoacil-tRNA al ribosoma y los aminociclitoles se unen al componente
16S del rRNA.

Inhibicibn de vias metabdlicas: Las sulfonamidas (sulfametoxazol) y los
analogos de acido félico (trimetoprima) bloquean la via de sintesis de acido
félico, lo que resulta en la incapacidad de las bacterias para sintetizar
purinas(Carpenter et al., 2019; Drawz & Bonomo, 2010).

Inhibiciébn de la sintesis de pared celular: los betalactdmicos (penicilinas,
cefalosporinas) y glicopéptidos (vancomicina) interfieren con pasos
especificos en la sintesis de la pared celular. En especifico, estos antibidticos
interfieren con la accion de las transpeptidasas, o a través de la unién de las

unidades de d-alanil-d-alanina e inhibiendo la sintesis de peptidoglicano. Los




betalactdamicos suelen ser efectivos contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas, mientras que los glicopéptidos son mas efectivos Unicamente
contra bacterias Gram positivas debido a la baja permeabilidad de la
membrana externa hacia los glicopéptidos (Esmatabadi et al., 2017; Tenover,
2006).

Sintesis de pared celular

DNA girasa  petajactamicos o .
Quinolonas  Gjlcopéptidos ~ Sintesis de tetrahidrofolato

Sulfonamidas

RNA polimerasa i Trimetroprima

Rifampicina

Elongacién de RNA
Actinomicina

Inhibidores de 50S
Streptogramina
Fenicoles
Macrélidos
Lincosamidas
Oxazolidinonas

Inhibidores de 308
Aminociclitoles
Tetraciclinas

Sintesis de proteinas
Aminoglicésidos
Espectinomicinas

Pared celular

Figura 1. Mecanismos de accion de los antibidticos y farmacos
representativos (modificado de Kapoor et al., 2017; Peterson & Kaur,
2018). Figura realizada en BioRender.

Antibioticos betalactamicos

Los antibidticos betalactamicos constituyen la familia mas numerosa de
antimicrobianos y la mas utlizada en la practica clinica. Durante las etapas
terminales de la biosintesis de pared celular, las proteinas de unién a penicilina
(PBP) son inhibidas por los antibiéticos betalactamicos y con esto son incapaces




de efectuar el entrecruzamiento de las cadenas peptidicas para formar
peptidoglicano, resultando en la inhibicion de la formacién de la pared celular con
la concomitante muerte de la bacteria por un aumento de presion osmaotica. Esta
inhibicion se da mediante unidn covalente del betalactdmico en la serina catalitica
de las PBP bacterianas (Suarez & Gudiol, 2009).

La presencia del anillo betalactamico define quimicamente a esta familia de
antibioticos (Figura 2). No obstante, para que el anillo betalactamico sea activo,
necesita contar con un grupo radical que suele ser un anillo secundario. La
asociacion de los diferentes tipos de cadenas lineales, junto con las caracteristicas
propias del esqueleto de los dos anillos (el betalactdmico y el anillo secundario),
definen a los compuestos resultantes y da lugar a los diferentes tipos de
antibiéticos (Suarez & Gudiol, 2009).

Anillo Nicleo del Grupo
Estructura . P . .P.
secundario betalactamico antibiotico
R1 H
N . n .
7]/ S Anillo Acido-6- o
o . L . o Penicilinas
N CH, tiazolidinico  aminopenicilanico
[o]
HOOC
R1 H

TN s Anillo Acido -7-a- _
0 S . . Cefalosporinas
N o Rz dihidrotiacinico  cefalosporinico

Anillo o
Ve o Carbapenema  Carbapenémicos
\RE pirrolinico

HOOC

0 H
YN CH,
o )/:( Ninguno Monobactamo  Monobactamicos
N
AN
0 SO;
O . H .
Anillo Acido
N R2 o Clavama o
oxazolidinico clavulanico*

o}

HOOC

Figura 2. Estructura quimica de los distintos tipos de betalactamicos. En
rojo se observa el anillo betalactamico que da el nombre al grupo de
estos antibidticos. *ElI acido clavuldnico es un inhibidor de
betalactamasas, no es un antibiético (Suarez & Gudiol, 2009).
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Frecuencia de consumo de los betalactamicos
Los betalactamicos siguen siendo los antibidticos mas prescritos, tanto en

atencion primaria como en hospitales. En paises como Espafia y Estados Unidos,
por citar unos ejemplos, reportan que los antibiéticos betalactamicos representan
méas de la mitad del consumo de antibidticos totales (Bush & Bradford, 2016;
Suarez & Gudiol, 2009). En México, los reportes del Plan Universitario contra la
Resistencia Antimicrobiana (PUCRA) muestran que las cefalosporinas son los
antibioticos de mayor consumo seguido por los carbapenémicos, ambos
pertenecientes a la clase de los betalactdmicos (PUIS, 2021) (Figura 3). Por otra
parte, el uso de las penicilinas ha disminuido drasticamente, pues una gran
cantidad de microorganismos han desarrollado resistencia a este antibiético (Tabla
2) (Lépez et al., 2019).

Otros
11.59, 26%

Cefalosporinas
17.8,40%

Quinolonas
1.9,4%
Penicilina |
2%

Vancomicina

5.5,13% Carbapenémicos

6.7,15%

Figura 3. Consumo de antimicrobianos (Dosis definida diaria/100
estancias) reportada en los hospitales de la red PUCRA en 2020. En
total, se reportaron 44.14 dosis ajustadas de antimicrobianos por cada
100 estancias.
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Tabla 2. Porcentajes de resistencia a diferentes antibiéticos de aislados obtenidos en los
hospitales de la red PUCRA. Pip/Tazo: piperacilina/tazobactam, Amp/Sulb:
ampicilina/sulbactam (PUIS, 2021).

% Resistencia (2017-2020)

Hemocultivo Urocultivo

Escherichia Klebsiella | Acinetobacter Pseudomonas Enterobacter | Escherichi Klebsiella

coli pneumoniae baumanii aeruginosa spp a coli pneumoniae

n=>5 922 n=3818 n=1741 n=2 367 n=1320 n=118 448 n=13 446
Ampicilina s — — — — B0 —
Amikacina | 3 | 4 W3 [F 17 o | 3 | 3
Pip/Tazo F 16 F 22 e F 18 F 16 — —
Cefepima 67 e Be F 22 F 16 WBs0 Wso
Ceftriaxona 67 Wee — F 22 B 32 Fs WEs
Ertapenem 1 | 2 — — | 2 —
Meropenem 1 | 2 B eo B33 | 1 [ 1 | 3
Ciprofloxacina e B4z e F 22 | o Be: W62
Tigeciclina o | 1 I o = 0 o | 3
Colistina 0 0 0 0 0 0 0
Amp/Sulb — s — — — — —

Resistencia a agentes antimicrobianos

A pesar de gue la resistencia a antimicrobianos es un fenémeno que aparece de
forma natural, los tiempos de aparicion de la resistencia se han acortado de
manera alarmante. Entre los principales factores de la resistencia a los
antimicrobianos se encuentra: el uso indebido y excesivo de antibiéticos; el uso de
medidas deficientes de prevencion y control de infecciones en los centros de
salud; y el acceso deficiente a medicamentos, vacunas y medios de diagnostico
eficaces (OMS, 2020). Durante la pandemia por COVID-19, el uso indebido de
antibioticos para tratar este padecimiento puede conducir a la aparicion y
propagacion aceleradas de resistencia a los antimicrobianos (OPS, 2022). Es
importante destacar que en el sector veterinario se utiliza una gran cantidad de
antibidticos, lo que puede generar la aparicion de microorganismos resistentes en
los animales, y estos a su vez, pueden aumentar el riesgo de transmision
zoondtica de enfermedades causadas por microorganismos resistentes hacia la

poblacién humana (Teuber, 2001).
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Los incrementos continuos en la resistencia a antimicrobianos disminuyen de
sobremanera las opciones de tratamientos para los pacientes, y aumentan
considerablemente los indices de morbilidad y mortalidad. El resultado es que
ahora enfrentamos infecciones mas severas que necesitan un tratamiento mas
extensivo y cursos mas prolongados de la enfermedad, que a menudo requieren

una hospitalizacion prolongada (Rodriguez et al., 2019).

Por esta situacion, la resistencia a antimicrobianos se ha vuelto una amenaza de
alcance global. La OMS considera que, si los paises no toman acciones para
combatir la resistencia a antimicrobianos, para el 2050 el gasto adicional en salud
ocasionado por el aumento de la resistencia a antimicrobianos ascendera a 1.2
billones de ddlares, y las muertes relacionadas con la resistencia antimicrobiana
se estiman en 10 millones al afio (actualmente 700 000 personas mueren por
enfermedades farmacorresistentes). Con estas proyecciones, las muertes por
resistencia a antimicrobianos superaran los fallecimientos por cancer y se

convertiran en la primera causa de fallecimiento por enfermedad (OMS, 2019).

Por las proyecciones comentadas anteriormente se considera que es importante la
vigilancia global y local de microorganismos resistentes para la implementacion de
medidas de control de infeccibn adecuados y manejo de la enfermedad, sobre
todo en los microorganismos resistentes a antibiéticos que pertenecen al grupo
ESKAPE (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium) con
especies productoras de ESBL o carbapenemasas recibiendo consideracion
especial (Garza-Gonzalez et al., 2019).

En 2015 se aprobo un plan de accion mundial para luchar contra la resistencia a
los antimicrobianos, principalmente a antibidticos (OMS, 2016). En este plan se
establecieron 5 objetivos: 1) mejorar el conocimiento y la comprensién acerca de
la resistencia a los antimicrobianos a través de educacién y formacion efectivas; 2)
reforzar los conocimientos a través de la vigilancia y la investigacion de la
resistencia a antimicrobianos; 3) reducir la incidencia de las infecciones con

medidas eficaces de saneamiento, higiene y prevencion de la infeccion; 4) utilizar
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de forma optima los agentes antimicrobianos en la salud humana y animal; y 5)
preparar argumentos econémicos a favor de una inversion sostenible que tenga en
cuenta las necesidades de todos los paises, y aumentar la inversibn en nuevos

medicamentos, medios de diagndéstico, vacunas entre otras intervenciones.

En México se publicé la Estrategia Nacional de Accién contra la Resistencia a los
Antimicrobianos, de aplicacién obligatoria para todas las instituciones que integran
el Sistema Nacional de Salud (DOF, 2018). En esta estrategia se establecen
objetivos y lineas de accibn encaminadas a controlar, reducir o en su caso,

eliminar el riesgo que implica la resistencia a los antimicrobianos.

Asimismo, el Plan Universitario de Control de la Resistencia Antimicrobiana
(PUCRA) es otra de las iniciativas mas importantes en el pais en el combate a los
microorganismos multirresistentes. Este plan, liderado por la UNAM, cuenta con
una red de varios institutos y hospitales representativos en el pais. PUCRA
considera la resistencia a antimicrobianos como un problema prioritario de salud
publica y una amenaza al desarrollo humano y la seguridad nacional, y tiene como
objetivo concientizar a la sociedad mexicana sobre el uso indebido de los
antibiéticos, ademas de disminuir hasta un 30 % el uso de antibi6ticos en 2024 en
la Ciudad de México (L6pez et al., 2019).

Tipos de resistencia a antibioticos

Los mecanismos por los cuales las bacterias desarrollan resistencia a

antimicrobianos se clasifican en cuatro categorias principales (Figura 4):
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Figura 4. Principales tipos de resistencia a antimicrobianos (modificado
de Reygaert, 2018). Figura realizada en BioRender.

Limitacibn de la captacion del farmaco. La estructura de la capa del
lipopolisacarido (LPS) en bacterias Gram negativas provee una barrera para
ciertos tipos de moléculas que proporciona a las bacterias resistencia innata a
ciertos grupos de antimicrobianos. Otro mecanismo que limita la captacion de los
farmacos es la disminucién o cambio en la selectividad de las porinas, que son los
canales proteicos responsables de introducir muchos compuestos (Kapoor et al.,
2017). Ademas, algunos microrganismos limitan la entrada de diversos
compuestos formando una biopelicula que los protege no solo del sistema inmune
del hospedero, sino que, ademas, proporciona proteccion contra los

antimicrobianos.

Eflujo de antibidticos. Las bombas de eflujo son proteinas de membrana que
exportan antibioticos desde la célula y mantienen concentraciones intracelulares

de antibiodticos en bajos niveles (Dzidi¢ et al., 2008). Este mecanismo es comun en
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bacterias que presentan autorresistencia, y generalmente se da en conjunto con
otros mecanismos de resistencia a antibidticos, como la modificaciéon del
antibiotico (Peterson & Kaur, 2018).

Alteracion del objetivo farmacoldgico. Existen muchos componentes en las
bacterias que son blanco de los antibidticos. Sin embargo, algunos de estos
componentes pueden ser modificados por la bacteria, de tal manera que los
antibiéticos ya no son capaces de realizar su accion. Un ejemplo de este
mecanismo de resistencia (sobre todo en bacterias Gram negativas) es mediante
la alteracién del niumero o la estructura de las PBP (enzima que ayuda a la
formacion de la pared celular, y blanco de los betalactamicos), lo que ocasiona
que los betalactdmicos sean incapaces de inactivar a estas enzimas
«modificadas» (Reygaert, 2018). Otros componentes modificados por la bacteria y
causantes de resistencia son las subunidades 30S y 50S, RNA polimerasa, y

precursores de la pared celular, entre otros (Kapoor et al., 2017).

Inactivacion del farmaco. Algunas bacterias pueden contener enzimas que
modifican covalentemente a los antibidticos y consecuentemente los inactiva. Este
fenbmeno de inactivacion se da por dos vias principales: 1) agregando
covalentemente grupos funcionales al antibidtico, tal es el caso de las
aciltransferasas, fosfotransferasas, tioltransferasas, entre otras y 2) hidrolizando al
antibiotico, tal es el caso de las esterasas de macrélidos, las epoxidasas y las
betalactamasas (Wright, 2005).

Betalactamasas

Las betalactamasas son enzimas que se caracterizan por la capacidad para
hidrolizar compuestos quimicos que contienen el anillo betalactamico (Bush,
2018). Las betalactamasas constituyen una de las principales causas de
resistencia a antibidticos. Su impacto clinico es particularmente critico debido a

gque muchos tipos de infecciones suelen ser tratados con cefalosporinas y
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carbapenémicos, dos betalactdmicos que pueden ser inactivados por algunas

familias de betalactamasas (Figura 3).

Clasificacion de las betalactamasas

Existen dos principales esquemas de clasificacibn para categorizar las
betalactamasas: el sistema Ambler y el sistema Bush-Medeiros-Jacoby (Figura 5)
(Bonomo, 2017; Bush, 2018).

Betalactamasas

Sitio activo caracteristico Serinobetalactamasas Metalobetalactamasas
Clase molecular (Ambler) A C D B
Grupo funcional 2 1 2d 3
Subgrupo funcional 2a 2b 2be 2br 2c 2f 1 1e 2d 2de 2df 3a 3b
Sustratos conocidos P PCp PCpEM P P P.CpCbEM Cp Cp,E P P.EM P,Cb P,CpECCb Cb
AV + + + + + + + + + + + - -
Perfiles de
inhibicion CA + + + - 4 4 - - M-
EDTA - - - - - - - - - - - + +
Enzi ; PC1 TEM-1 CTX-M IRT CARB-1 KPC AmpC GC1 OXA-1 OXA-11 OXA-23 IMP CohA
nzimas representativas SHV-1  ESBL SHV-10 SME cMY OXA-10 OXA-15 OXA-48 NDM a

Figura 5. Relaciones moleculares y funcionales entre las
betalactamasas. Relacién entre las clasificaciones mas utilizadas de las
betalactamasas (Sitio activo, molecular y funcional) AV, avibactam; CA,
acido clavulanico; Cb, Carbapenemas; Cp, cefalosporinas; E,
cefalosporinas de amplio espectro; M, monobactam; P, penicilina
(Tomada y modificada de Bush, 2018).

Sistema Ambler (clasificacion molecular)
El sistema Ambler, propuesto desde los 80s, se basa en la secuencia de

aminoacidos y presencia de motivos conservados. En este sistema se establecen

4 clases moleculares: A, B, C y D. Bajo esta clasificacion, las betalactamasas se
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distinguen bioquimicamente en dos grandes divisiones de acuerdo al mecanismo
de hidrdlisis: las clases A, C y D son serinobetalactamasas, cuya caracteristica
principal es la formacion un aducto acil-enzima con una serina en el sitio activo,
mientras que la clase B comprende las metalobetalactamasas, estas ultimas llevan
a cabo la hidrdlisis facilitada por uno o dos iones zinc esenciales en los sitios

activos de la enzima (Ambler, 1980).

Sistema Bush-Medeiros-Jacoby (clasificaciéon por grupos funcionales)
El sistema de clasificacion Bush-Medeiros-Jacoby abarca una nomenclatura en la

gue los grupos funcionales se asocian con las clases moleculares (del sistema
Ambler), aunque también toma en cuenta las caracteristicas funcionales, basadas
en sustratos betalactamicos clave y perfiles de inhibicion para cada grupo de
enzimas. Entre los sustratos utilizados para realizar esta clasificacion se
encuentran penicilinas y cefalosporinas de primera generacion; mientras que para
el perfil de inhibicion se encuentra el EDTA y el 4cido clavulanico (Bush et al.,
1995).

En la Figura 5 se puede observar la relacion entre las diferentes clasificaciones de
betalactamasas. La clase A pertenece al grupo funcional 2 (con excepcion del
grupo 2d); la clase B pertenece al grupo funcional 3; las cefalosporinasas de la
clase C estan alineadas con el grupo funcional 1; y por ultimo la clase D pertenece
al subgrupo 2d, definido originalmente como oxacilinasas por ser enzimas capaces

de hidrolizar eficientemente la oxacilina o la cloxacilina (Bush, 2013).

Serinobetalactamasas

El mecanismo catalitico de las serinobetalactamasas comienza con la acilacion del
antibidtico betalactamico en la serina del sitio activo para dar un intermediario acil-
enzima (con la posterior ruptura del anillo betalactamico). Posteriormente, el
intermediario es deacilado mediante hidrélisis para completar el recambio
enzimatico, que culmina con el antibiético betalactamico inactivado y el sitio activo

disponible para acilar otra molécula de antibidtico betalactamico (Figura 6). El
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paso de hidrdlisis diferencia el mecanismo de las serinobetalactamasas de las

PBP

—estrechamente

relacionadas evolutivamente,

pero las PBPs son

pobremente capaces de la deacilacion hidrolitica (Bush & Fisher, 2011).
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Figura 6. Mecanismo catalitico propuesto de una serinobetalactamasa
de clase A con un betalactdmico (cefalosporina) como sustrato
(Cifuentes-Castro, 2018; Drawz & Bonomo, 2010). Figura realizada en
el programa MarvinSketch.

Betalactamasas de clase A
Las betalactamasas de clase molecular A son el tipo de serinobetalactamasas

mas importante de resistencia a los betalactamicos, particularmente en bacterias
gramnegativas (Philippon et al., 2019). Su estructura general (al igual que las
betalactamasas de clase C y las proteinas de unién a penicilina) comprende un
dominio todo-a y un dominio a/f con el sitio activo situado en la intercara entre

ambos dominios (Matagne & Frere, 1995).

Se han encontrado varios elementos en la vecindad del sitio activo que ayudan
directa o indirectamente en el proceso catalitico o de reconocimiento del sustrato
(Matagne & Frere, 1995). El esquema base de las betalactamasas de clase A

consiste en enzimas que contienen los siguientes motivos de secuencia: 70Ser-X-

18



X-Lys, 130Ser-Asp-Asn, 234Lys-Thr-Gly y el residuo Glul66 (Figura 7). El primer
motivo contiene la serina que participa en la catélisis (Ser70), y un giro de hélice
después, se encuentra una lisina (Lys73) que apunta hacia el sitio activo y que se
ha propuesto como base general para la deprotonacion de Ser70. El segundo
motivo, consta de un asa en el dominio todo-a, siendo los residuos 130Ser-Asp-
Asn (para las betalactamasas de clases C y D los residuos mas frecuentes son
Tyr-X-Asn), Serl30 y Asnl132 apuntan al sitio activo y parecen tener un rol en el
proceso catalitico, mientras que Asp131 se encuentra enterrado en la proteina y
parece tener un rol mas estructural. Por dltimo, el Glul66 es un residuo
conservado que pertenece al asa omega y se cree que también participa
activando una molécula de agua que posteriormente se encarga de la
deprotonacion de Ser70, este residuo solo se encuentra conservado Unicamente

en las betalactamasas de clase A (Matagne & Frere, 1995).

Dominio todo a

Dominio a/p

Figura 7. Representacion de la estructura terciaria de una
betalactamasa de clase A (TEM-1, PDB: 1M40). Se encuentran
resaltados algunos de los residuos importantes S70XXKzz (azul y cian),
el motivo SDN (naranja), y E166 (amarillo). Figura realizada en PyMOL.
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Con mas de 2000 enzimas identificadas, la diversidad de betalactamasas de clase
A es muy vasta. Debido a la amplia variedad de betalactamasas de clase A,
Phillipon y colaboradores han realizado una subclasificacion de la clase A en 2
subtipos (Al y A2) clasificando las proteinas con base en la presencia de otros
residuos y motivos conservados (Philippon et al., 2016, 2019). Entre las
betalactamasas de clase A mas representativas encontradas en E. coli y Klebsiella

pneumoniae se encuentran las TEM, SHV y CTX-M (Bonomo, 2017).

Mecanismo de las betalactamasas de clase A
Una vez ubicado el antibiético betalactamico en el sitio activo de la enzima, el

primer paso para la hidrolisis es la activacion del grupo hidroxilo de la serina
catalitica, Ser70, por un residuo que actia como base general ya sea Lys73 o la
molécula de agua activada previamente por Glul66. En las B-lactamasas de clase
A, Ser70 después de deprotonarse, realiza un ataque nucleofilico sobre el grupo
carbonilo del anillo betalactamico dando como resultado un intermediario
tetraédrico acilado de alta energia. El siguiente paso es la protonacién del
nitrégeno del anillo B-lactamico que conduce a ruptura del enlace C-N y a la
formacién de la enzima acilada covalentemente, que adopta un estado de baja
energia. El ataque por una molécula de agua catalitica lleva a un intermediario de
deacilacién de alta energia. con la consecuente hidrdlisis de la unién del carbonilo
betalactdmico y el oxigeno de la Ser70. La deacilacion regenera la enzima activa y
libera el betalactamico inactivo (Matagne & Frere, 1995).

Betalactamasas de espectro extendido (ESBL)

En los dultimos afos ha existido aumento constante en la aparicion de
enfermedades resistentes a antimicrobianos causados por E. coli y K. pneumoniae
cuya resistencia es mediada por betalactamasas. El aumento en la resistencia a
betalactamicos de primeras generaciones ha propiciado el desarrollo de
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion que cuentan con cadenas laterales

mas voluminosas (Drawz & Bonomo, 2010). No obstante, existen betalactamasas
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que han desarrollado la capacidad de hidrolizar este tipo de antibidticos. Estas
enzimas se denominan betalactamasas de espectro extendido (ESBL, por sus

siglas en inglés: Extended Spectrum Beta-Lactamases).

Bush categorizd las ESBL en el grupo funcional 2be, donde se encuentran las
betalactamasas capaces de hidrolizar los betalactamicos con el grupo
aminotiazoleoxima (conocidos como «antibidticos de espectro extendido») y que
son inhibidas por clavulanato (aunque este requisito parece ser menos importante)
(Bush, 2020). La mayoria de ESBL son de clase A (o grupo 2 de la clasificacion de
Bush), aunque también existen ESBL de otras clases, como las oxacilinasas de la
clase D. Las ESBL méas comunes son variantes de betalactamasas tipo TEM, SHV
y CTX-M, aunque existen otras ESBL encontradas en menor proporciéon como las
betalactamasas PER, VEB, BES, BEL, SFO y TLA. Estas variantes resistentes a
antibioticos de amplio espectro representan un grave peligro para la salud publica,
puesto que suelen ser variantes de gran diseminacion y poca capacidad de

contencion.

Inhibidores de betalactamasas

Una de las estrategias principales para combatir la resistencia mediada por
betalactamasas es el uso de agentes disefiados para unirse al sitio activo. Este
enfoque puede llevarse a cabo de dos formas: 1) crear sustratos que reversible o
irreversiblemente se unan a la enzima con alta afinidad y que formen interacciones
estéricas desfavorables acil-enzima o 2) desarrollar «inhibidores suicidas»
(también llamados inhibidores basados en mecanismo) capaces inactivar
permanentemente a las betalactamasas a través de interacciones covalentes en el

sitio activo de la enzima (Drawz & Bonomo, 2010).

Los inhibidores suicidas con mayor disponibilidad comercialmente en el mercado
son el acido clavulanico, sulbactam y tazobactam y son administrados en
combinacion con betalactamicos (Figura 8) (Bush & Bradford, 2019; Drawz &
Bonomo, 2010). El &cido clavulanico, sulbactam y tazobactam comparten
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similitudes estructurales con la penicilina; son efectivos contra algunas enzimas de
clase A susceptibles, incluyendo ciertos ESBL; y son generalmente menos

efectivos para las betalactamasas de clase B, C y D (Drawz & Bonomo, 2010).

Combinacién
Fecha de
Estructura Nombre Subclase con .
o aprobacién
betalactamico
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Figura 8. Inhibidores de betalactamasas disponibles comercialmente.
DBO: diazabiciclooctano.

Los inhibidores suicidas de betalactamasas realizan este proceso a través de la
formacion del complejo acil-enzima estabilizado (Biondi et al., 2011). Posterior al
paso de asociacion no covalente, S70 es acilado abriendo el anillo betalactamico
del inhibidor. Esto continia mediante la ruptura del enlace C-S abriendo el anillo
oxazolidinico (acido clavulanico) o tiazolidinico (sulbactam y tazobactam), con la
formacion de una especie imina (C=N). Posteriormente el intermediario imina se
particiona en 3 vias: la tautomerizacion entre cis- y trans-enaminas; modificacion
covalente resultando en inhibicion irreversible o hidrélisis que libera a la enzima
(Figura 9) (Padayatti et al., 2006).
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Figura 9. Mecanismo de inhibicion de las betalactamasas por un
inhibidor basado en mecanismo. Los resultados posibles son 3:
inhibicion transitoria, inhibicién irreversible e hidrdlisis del inhibidor y
liberacion de la enzima (Cifuentes-Castro, 2018; Padayatti et al., 2006).

El &cido clavulanico fue el primer inhibidor de betalactamasas introducido en la
clinica. El clavulanato muestra baja actividad antimicrobiana per se, pero cuando
se combina con amoxicilina disminuye los valores de concentracion minima
inhibitoria contra varios microorganismos. El sulbactam y tazobactam son sulfonas
de acido penicilanico desarrolladas posteriormente por la industria farmacéutica en
1978 y 1980, respectivamente (Drawz & Bonomo, 2010). El sulbactam parece ser
menos potente que el acido clavulanico, aunque posee una actividad considerable
contra microorganismos como Neisseria gonorrhoeae y Acinetobacter spp. El
tazobactam, por otra parte, contiene otro anillo de triazol (Figura 8). Este inhibidor
tiene una potencia inhibitoria mayor que el sulbactam y un mecanismo de

inhibicion similar al del sulbactam y acido clavulanico (Bush et al., 1993).

TLA-1: ESBL de interés en México

Entre los aflos 1990 y 1993 se realizaron aislamientos de bacterias resistentes a
cefalosporinas en diferentes hospitales de la Ciudad de México. En los aislados

23



bacterianos, se encontraron principalmente a las ESBL como principales
causantes de la resistencia a cefalosporinas (Silva et al., 1999). Las ESBL mas
frecuentes fueron las derivadas de SHV (una de las betalactamasas mas
diseminadas en todo el mundo), sin embargo, cerca del 25% de las cepas aisladas
fueron cepas no relacionadas a TEM/SHV (las dos familias de betalactamasas
mas comunes). Entre estas cepas resistentes no relacionadas a las cepas mas
comunes, se aislo una cepa de E. coli en un paciente con infeccion en vias
urinarias. La cepa fue resistente a farmacos como aztreonam, ciprofloxacino,
ofloxacino y a cefalosporinas de amplio espectro. Al tratar de descubrir la causa de
la multirresistencia de esta cepa, Silva y colaboradores encontraron un plasmido
gue codifica para una betalactamasa no reportada ni caracterizada previamente, a

la que se le denomind TLA-1 (Silva et al., 2000).

TLA-1 es una enzima con masa atomica de 31.4 kDa y pl de 9. TLA-1, se agrupé
dentro de la familia betalactamasas de espectro extendido (ESBL) ya que fue
capaz de hidrolizar betalactamicos voluminosos como las cefalosporinas de

tercera generacion (cefotaxima, ceftazidima, entre otros) (Silva et al., 2000).

La estructura se determind en el grupo de bioquimica estructural de la UNAM
(PDB ID: 6NVT, resolucion: 2.2 A). Esta consisti6 en dos dominios, un dominio
todo-a y el dominio a/B que contiene 5 hebras beta antiparalelas. El sitio activo se
alojo en la intercara de los dos dominios y los motivos conservados y la molécula
de agua deaciladora se encuentra en la misma posicion relativa a otras

betalactamasas de clase A.

También se observé una red de enlaces de hidrégeno que conectan la Arg220 al
sitio activo idénticas a la betalactamasa PER-2, que es una betalactamasa de
espectro extendido, con la excepcion de la Ser237 que en PER2 es Thr237
(Cifuentes-Castro et al., 2020; Ruggiero et al., 2014). Otros hallazgos importantes
fueron una insercién entre las horquillas B3 y B4, ademas de la conformacién trans
del enlace peptidico entre los residuos 166 y 167 lo que aumenta el tamafio del

bolsillo catalitico y podria explicar la capacidad de TLA-1 de degradar
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cefalosporinas mas voluminosas (Figura 10) (Cifuentes-Castro et al., 2020; Silva et
al., 2000).
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Figura 10. Modelo estructural de TLA-1 (PDB:6NVT). A) Dominio todas
a (verde), dominio a/B (cian) y el residuo catalitico que se ubica entre
ambos dominios Ser70(morado). B) Red de puentes de hidrégeno en el
sitio activo de TLA-1. C) La insercion entre las hebras 83 y 34 (amarillo),
sumado a la configuracion trans entre los residuos 166 y 167 podrian
provocar un aumento en el bolsillo catalitico. Figura realizada en
PyMOL.

También en el grupo de Bioquimica estructural se determind la estructura
cristalografica de TLA-1 en complejo con &cido clavulanico a una resolucion de 2.5
A, en la que se observaron 4 moléculas de acido clavulanico, dos de estas unidas
covalentemente a TLA-1 (Figura 11) (PDB ID: 6NVU). La primera molécula de
acido clavulanico unida se encontr6 en forma del intermediario trans-enamina

decarboxilada, y formando enlaces de hidrogeno con los nitrogenos de la cadena
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principal de Ser70, Ser237; un anion sulfato y dos moléculas de agua. La segunda
molécula de acido clavulanico unida covalentemente se encontro en forma de otro
intermediario, con el enlace oximinio ya roto, formando el aducto con la Ser237 y
teniendo enlaces de hidrogeno con Arg220, y con una molécula de agua
(Cifuentes-Castro et al., 2020).

p-239

ARG-220

GLN-176

Figura 11. Observacion de dos intermediarios de acido clavulanico
acilados covalentemente en Ser70 y Ser237 (rosado) en TLA-1
(PDB:6NVU). Figura realizada en PyMOL.

Comparando la posicion del acido clavulanico en el bolsillo catalitico en TLA-1 con
modelos de acoplamiento molecular con la enzima PER-2 y la molécula de
avibactam que se encuentra en la estructura cristalografica de TLA-3 (Jin et al.,
2017; Ruggiero et al., 2014), se encontré que al no tener una fraccion R1 (como la
cefotaxima, cefoxitina y avibactam) el acido clavulanico si podria posarse y
permitir la formacion del aducto con el sitio segundo sitio de acilacion que se

encuentra en TLA-1, es decir, con Ser237 (Cifuentes-Castro et al., 2020).

Se obtuvo también el modelo cristalografico de la mutante en S70G, el residuo

catalitico «canodnico». Contrario a lo que se esperaba, no se encontré ningun
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enlace covalente entre el inhibidor y la betalactamasa, aunque la mutante tenia
actividad de betalactamasa (aunque muy baja). (Cifuentes-Castro et al., 2020)
Posteriormente, en otro trabajo de maestria en el grupo de investigacion, se
obtuvo el modelo cristalografico de la mutante S70G en complejo con sulbactam
esperando obtener la union covalente solamente en Ser237. No obstante,
tampoco se encontré ninguna unién covalente entre TLA-1 y el sulbactam, aunque
se observd el intermediario trans-enamina del sulbactam, sin embargo, en la
estructura determinada por Gallardo, el residuo Serl130 se encuentra mas cercano
al carbono del carbonilo del sulbactam que el residuo Ser237 (Gallardo-Navarro,
2020).

Los resultados obtenidos en el grupo dejan abierta la interrogante sobre cémo se
estd uniendo TLA-1 con los inhibidores de betalactamasas. Esto nos motiva a
realizar la determinacién estructural de TLA-1 en complejo con tazobactam, que es
un inhibidor mas voluminoso que sulbactam y acido clavulanico, y a su vez mas

eficiente.
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JUSTIFICACION

La creciente aparicion de enfermedades causadas por microorganismos
resistentes a antimicrobianos se ha vuelto motivo de gran preocupacion en todo el
mundo. De hecho, la OMS proyecta que para 2050, el gasto por las infecciones de
microorganismos resistentes a antimicrobianos superara al gasto por
enfermedades como el cancer. Las betalactamasas han demostrado ser por
mucho las principales causantes de resistencia bacteriana. En este sentido, los
estudios de caracterizacion de diferentes betalactamasas permitirAn obtener una
mayor comprension sobre el mecanismo de accion e inhibicidon de estas enzimas.
También es importante realizar la caracterizacion bioquimica y el andlisis
estructural de betalactamasas que sean importantes en el pais. Tal es el caso de
la enzima TLA-1, una betalactamasa de espectro extendido que se ha expandido
en varios hospitales en México. La obtencion de la estructura de TLA-1 en
complejo con todos los inhibidores clasicos proporcionard un mejor panorama
sobre las interacciones que tienen estos inhibidores con la enzima, lo cual podria
sentar bases para el desarrollo de nuevos farmacos, en caso de alguna eventual
mutacion que haga a la enzima resistente a los inhibidores de betalactamasas, y
también nos puede ayudar a entender los mecanismos de resistencia a inhibidores

(o como contienden las betalactamasas a inhibidores).
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HIPOTESIS

La estructura de TLA-1 en complejo con tazobactam contendra dos moléculas de

inhibidor unidos covalentemente en el bolsillo catalitico de TLA-1.

OBJETIVOS

General
Determinacion de la estructura de TLA-1 en complejo con tazobactam mediante

cristalografia por difraccién de rayos X.

Especificos
e Purificacion de la proteina TLA-1.

e Obtencion cristales de TLA-1 y remojado con el inhibidor tazobactam.

e Obtencion de los patrones de difraccion de TLA-1 con resolucion adecuada
para analizar su estructura.

¢ l|dentificacion y analisis de las diferencias estructurales entre las estructuras

de TLA-1 en complejo con tazobactam.
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METODOS

Disefio del plasmido
En el grupo de Bioquimica Estructural del Instituto de Biotecnologia de la UNAM

se cuenta con el plasmido de expresion de TLA-1 (pJ411 + TLA-1, Figura 12)
(Cifuentes-Castro, 2018; Cifuentes-Castro et al., 2020). Este pldsmido es de alto
namero de copias (ori pUC) y tiene un tamafio de 4848 pb. El pladsmido contiene el
gen que codifica para la betalactamasa TLA-1 sin péptido sefial, bajo la influencia
de un promotor fuerte (T7) y regulado por Lacl. Ademas, el plasmido contiene un
gen de resistencia a kanamicina para el mantenimiento por presién de seleccion
(ATUM 2.0; Newak, California).

= O”Duo
\?é
’ pJ411+ TLA-1
4848 bp
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9

Figura 12. Esquema del plasmido de expresion de TLA-1.

Transformacion bacteriana
Con la finalidad de obtener la cepa de E. coli sobreproductora de TLA-1 se realizd

la transformacion bacteriana. Se utilizaron células de la E. coli BL21(DE3)
electrocompetentes y se agregd 1 ul (~30 ng) del DNA del plasmido pj411+TLA-1.
Posteriormente, la muestra se transfiri6 a una cubeta de electroporacion de 0.2
mm preenfriada. Se realizo la electroporacion utilizando un pulso de 2500 V, se
transfirid el contenido de la cubeta a un tubo de ensayo con 1 mL de medio LB sin

antibidtico, y se incub6 1 h a 37 °C. Por ultimo, se plaquearon 100 pl en medio LB
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con kanamicina a 30 pg/mL y se seleccionaron las colonias resistentes al
antibidtico.

Condiciones de cultivo para la expresion de TLA-1

El protocolo de expresion de TLA-1 se baso en el trabajo de Cifuentes et al., 2020.
El in6culo se preparé a partir de una asada de la cepa criopreservada BL21/TLA-1
en un matraz de 250 mL con 50 mL de medio LB y 30 pyg/mL de kanamicina, y se
incubd toda la noche a 37 °C y 250 rpm. A continuacién, se agregaron 25 mL del
in6culo a un matraz Fernbach que contenia 500 mL de LB con 30 ug/mL de
kanamicina y se incubo6 a 37°C y 200 rpm. Una vez alcanzada la fase exponencial
temprana (~0.6 DO a 600 nm, ~2 horas) se adiciond al cultivo el inductor isopropil-
B-D-1-tiogalactopiranodsido (IPTG) a una concentracion final de 0.5 mM y se incubd
48 h a 18 °C y 200 rpm. Las células se centrifugaron a 4,600 rpm (~3,700 g) y 4°C
por 20 min utilizando una centrifuga Beckman J2-MI con un rotor JA10. Se
descarté el sobrenadante y se almacend la pastilla celular a -20 °C hasta su
utilizacion.

Purificacién de TLA-1

La pastilla celular se resuspendié con amortiguador de lisis que contiene 30 mM
de Tris-HCI y 50mM de NaCl a pH 8. Las células fueron sonicadas a 30% de
amplitud, en 15 ciclos de 20 s de sonicacion y 1 min de descanso. Una vez lisadas
las células se centrifugaron a 10 000 rpm por 40 min a 4°C utilizando una
centrifuga Eppendorf 5804 R, se transfirio el sobrenadante a un nuevo envase y
se descartd la pastilla. Es importante mencionar que todo el proceso de
purificacion se realiz6 en un bafio de hielo, esto con el fin de evitar la precipitacion
de la proteina. El sobrenadante se dializ6 contra el amortiguador acido 2-(N-
morfolino) etanosulfonico (MES) 50 mM a pH 6.4. a 4 °C, utilizando una membrana
con tamafio de corte de 10 kDa. Se realizaron dos recambios de 250 mL con el

mismo amortiguador cada 3 h.

Después de la dialisis, la muestra se centrifugd a 7 000 rpm a 4 °C por 10 min y se
descarto el precipitado. La proteina soluble se purificé por cromatografia de

intercambio catiénico con flujo por gravedad. Se utilizo la resina de carboximetil-
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sefarosa CL6B, previamente equilibrada con MES 50 mM pH=6.7. Se realizaron
eluciones utilizando 5 volimenes de columna en un gradiente escalonado de NacCl
(20, 50, 100, 150, 200, 300, 500 mM de NaCl). La purificacion de TLA-1 se evalu6
por SDS-PAGE (del inglés, Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) al 12%, tefiido con azul de Coomasie.

Concentracion de TLA-1y cambio de amortiguador
Posterior a la cromatografia de intercambio cationico, las fracciones donde se

encontraba la proteina TLA.1 se concentraron utilizando un tubo Amicon de 15 mL
con un corte de 10 kDa. Se centrifug6 la muestra a 4500 rpm hasta alcanzar un
volumen aproximado a 500 pl y se agregé 10 mL de amortiguador Tris-HCI 30 mM
+ NaCl 10 mM pH= 7.4. Se repiti6 el paso anterior dos veces mas y se concentrd
la proteina hasta llegar a la concentracibn adecuada para las pruebas de
cristalizacion (aprox. 20 mg/mL). La concentracion de TLA-1 utilizando el
espectrofotometro Nanodrop 2000 y el coeficiente de extincion molar de la TLA-1
(36900 M! cm), y se obtuvo a partir de su secuencia con la herramienta

ProtParam del servidor EXPASYy.

Cristalizacion de TLA-1
Las pruebas de cristalizacion de TLA-1 fueron realizadas utilizando el método de

difusién de vapor en gota sedente, como lo reportaron Cifuentes (2020) y Gallardo
(2021). Se afadio 1 mL de la condicion de cristalizacion en el pocillo de las placas
Cryschem (Hampton Research). El procedimiento de adicion de reactivos fue el
siguiente: primero, se afiadi6 1 mL de la condicion de cristalizacion en el
reservorio circular; posteriormente, en el poste elevado se afiadio (en el siguiente
orden y con puntas diferentes) 2 ul de la proteina purificada y 2 pl de la condicion
de cristalizacion (tomada del mililitro previamente depositado en el reservorio
circular), y se mezclé con la pipeta dos veces; por ultimo, se sell6 el pozo con un

cubreobjetos siliconado y grasa de vacio.

La condicidon de cristalizacion utilizada para TLA-1 fue la previamente reportada
por (Cifuentes-Castro et al., 2020), y esta basada en la condicion 9 del kit Wizard

Classic 2, que consiste en 2.4 M de sulfato de amonio (agente precipitante), 100
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mM de fosfato de sodio dibdsico (amortiguador) y acido citrico a pH 4.5. Para
obtener cristales de mejor calidad, se realizaron matrices en las que se vari6 el pH

(4 — 4.8) y la concentracion de la proteina (8.2 — 16.4 mg/mL).

Remojado de los cristales de TLA-1 en tazobactam
Para obtener la estructura de TLA-1 en complejo con tazobactam se remojaron los

cristales con el inhibidor tazobactam. Se prepar6 una disolucién de remojado, que
es equivalente a la condicion de cristalizacion, y agregandose el inhibidor a
saturacion (una concentracion 10x de la Kd seria mas preciso, pero no fue posible
debido a la baja solubilidad del inhibidor por la alta concentracion de sulfato de
amonio presente en la condicién de cristalizacion). Se agregé la disolucion de
remojado al cristal (aproximadamente 5 pL) y se dej6 remojando
aproximadamente 1 min para el cristal difractado en el LANEM y 3 min para el
cristal difractado en ALBA. Por ultimo, los cristales remojados se sobreenfriaron

con nitrégeno liquido a 77 K.

Determinacién de la estructura de TLA-1 en complejo con tazobactam
El conjunto de datos obtenidos en el Laboratorio Nacional de Estructura de

Macromoléculas (LANEM) de la UNAM se index0, integré y escal6 utilizando el
software HKL3000 (Minor et al., 2006). Este procesamiento de datos fue realizado
por los operadores del anodo rotatorio del LANEM. Por otra parte, el conjunto de
datos obtenidos en la linea BL13-XALOC del sincrotron ALBA (Barcelona, Espafia)
se indexo, integro y escalod utilizando la suite XDS que contiene los programas
XDS, XSCALE y XDSCONV (Kabsch, 2010). El programa XDS genera una lista de
intensidades integradas de las reflexiones de cada imagen y sugiere el grupo
espacial, asi como la resolucién maxima. Posteriormente, el archivo de reflexiones
generado a partir de XDS, «XDS_ASCIL.HKL», se emplea para alimentar al
programa XSCALE, que realiza un escalamiento de datos, combina las reflexiones
de varias imagenes en un solo conjunto de datos y reporta una multitud de
parametros que permiten decidir con respeto a diversos valores como la calidad
de los datos y la resolucion de estos, arrojando un archivo de salida con

terminacion «.ahkl». Por ultimo, XDSCONV modifica el formato para que los datos
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procesados puedan ser leidos por los programas de la suite CCP4 (Kabsch,
2010).

Para resolver el problema de fases se utilizd el programa Phaser en su version
implementada en CCP4, que utiliza la técnica de reemplazo molecular (McCoy et
al., 2007). Esta técnica utiliza un modelo o las coordenadas de una proteina
parecida a la proteina cristalizada, e intenta reconstruir el patron de difraccion de
la proteina de interés, en particular con respecto sus amplitudes e intensidades de
cada reflexion medida mediante la rototraslacion del modelo de busqueda, tanto
en espacio real como reciproco. Para este caso, se utilizaron las coordenadas de
la apoenzima TLA-1 (cédigo PDB: 6NVT) como modelo para realizar el remplazo

molecular.

Posterior al remplazo molecular, el modelo resultante se llevdo al programa
Refmac5 (Murshudov et al., 1997), donde se realizé un afinamiento de cuerpo
rigido y se generd0 el mapa de densidad electronica, que representa a la
distribucion de electrones dentro de la red cristalina, para ajustar el modelo y a su
vez generar un grupo de reflexiones construidas a partir del modelo y compararlas
con los datos experimentales medidos tras la difraccion del cristal. El mapa de
densidad electrénica se generd calculando las series de Fourier del set de

amplitudes observadas y sus fases. El programa utiliza la ecuacion p(xyz) =
%ZizhkllF(hkl)l.e‘Z”[h’”""Y”Z“P(h"”], donde los pardmetros x, y, z son las

coordenadas espaciales en espacio real y h, k, | son los indices de Miller, es decir
los planos cristalinos en el espacio reciproco (Winn et al, 2011).

A partir de este punto se realiza una cantidad determinada de afinamientos con el
programa Phenix (Adams et al., 2010), variando los parametros del modelo
generado en Refmacb, en especifico, las coordenadas, los valores B y la
ocupacién de cada atomo, para lograr la mejor correlacién entre las amplitudes
observadas (Fobs) y las calculadas a partir del modelo (Fcalc). Esta correlacién es
medida por el valor llamado R-factor, el cual en teoria y en un modelo perfecto

daria valores de 0, pero como mas del 45% del cristal es disolvente, estos valores
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rara vez bajan tanto (Liebschner et al., 2019). En cada afinamiento la estructura y
su mapa de densidad electronica se visualizan con el programa COOT (Emsley et
al., 2010).

Analisis de la estructura de TLA-1 en complejo con tazobactam
Para el analisis de las estructuras, se utilizaron los siguientes programas: COOT,

para la visualizacion de las densidades electronicas, obtencion de los valores de
RMSD para carbonos alfa y analisis del arreglo cristalino; y PyMOL (Schrodinger)
para la superposicién de estructuras; visualizacion de las estructuras, analisis de

contactos polares y obtencion de las representaciones de superficie.

Para la comparacion con otras estructuras de betalactamasas en complejo con
tazobactam en el PDB, se realiz6 una busqueda sistematica en esta base de
datos, la cual contuviera la palabra «tazobactam» en el titulo de la busqueda, se
excluyeron aquellas que no incluyeran una publicacién, y, por ultimo, cuando
existian dos 0 mAas estructuras reportadas con tazobactam en la misma
publicacion, se elegia la que contuviera un intermediario reversible (imina o

enamina).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Expresion vy Lisis Celular
Se realiz6 la expresion de la proteina bajo las condiciones previamente descritas

(Cifuentes-Castro et al., 2020). Después de la sonicacién y didlisis se corrié un
SDS-PAGE con las fracciones insolubles y solubles para identificar la presencia de
TLA-1 que tiene un peso aproximado de 30 kDa (Figura 13). Aparentemente TLA-
1 se encuentra principalmente en la fraccion insoluble, no obstante, también se
encontrd en la fraccion soluble y permanecié alli después del proceso de didlisis,

tanto en la pastilla como en el sobrenadante.
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Figura 13. SDS-PAGE al 12% de la expresion de TLA-1. Se observan
las proteinas expresadas en el cultivo de E. coli sobreproductora de
TLA-1. Fi: Fraccion insoluble; Fs: fraccidon soluble; Pd: Pastilla después
de la didlisis; Sd: sobrenadante después de la didlisis. La flecha azul
indica la banda de TLA-1. Gel tefiido con azul de Coomasie.

Posteriormente, se realiz6 un SDS-PAGE al 12 % para observar la elucién de la
proteina purificada posterior a la cromatografia de intercambio catiénico (Figura
14). Se tomaron 5 fracciones de 5 mL (1 volumen de columna) por cada escalon

utilizado (cada escalén contiene MES 50 mM + «x» mM de NacCl). En el gel, se
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puede observar que en el volumen no retenido y el escalon de 20 mM de NaCl
eluyen la mayoria de las proteinas contaminantes. La banda enriquecida de la
proteina TLA-1 comenzo a eluir en el escalon que contiene una concentracion de
NaCl 150 mM (tal como lo reportado previamente en nuestro grupo de
investigacion), y continuo6 eluyendo hasta el escalon de NaCl 200 mM.
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Figura 14. SDS-PAGE al 12% de la purificacion de TLA-1. Se observa la
aparicion de la banda correspondiente a TLA-1 (flecha negra) en la
segunda fraccién del escalén de NaCl 150 mM (150-2) y la proteina
continda eluyendo hasta la pendltima fraccion del escalon de NaCl 200
mM (200-4). NR: No retenido. Gel tefiido con azul de Coomasie.

Al concentrar la proteina se puede apreciar la aparicion de bandas tenues (Figura
15); sin embargo, la banda concentrada que corresponde a la proteina TLA-1 es
mayoritaria. Estas bandas ya se habian observado previamente (Cifuentes-Castro,
2018), sin que esto altere el proceso de cristalizacion. El rendimiento obtenido fue

de 3 mg de proteina por cada litro de cultivo.
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Figura 15. SDS-PAGE al 12 % de la banda concentrada de TLA-1
obtenida al concentrar las fracciones de 150 y 200 mM de NacCl. Gel
tefiido con azul de Coomasie.

Cristalizacion de TLA-1 en complejo con tazobactam
Para la obtencion de cristales se utiliz6 como base la condicion 9 del kit Wizard

Classic 2, que contiene 2.4 M de sulfato de amonio (agente precipitante),
encontrada por Cifuentes en su tesis de maestria (2019). Puesto que la
cristalografia es una técnica sensible al experimentador, se realizaron matrices
variando las concentraciones de la proteina y el pH. Las matrices de cristalizacion
mostraron dos condiciones en las cuales se favorece la cristalizacion de la

proteina (Figura 16).

Concentracién de proteina (mg/mL)

Figura 16. Matriz de cristalizacion de TLA-1. Se realizé una matriz en la
cual se variaron las condiciones de pH y concentracion de proteina. En
el primer grupo (menor pH y menor concentracion de proteina, azul) se
observaron cristales a los 3 dias, mientras que en el segundo grupo
(mayor pH y mayor concentracién de proteina, verde) se observaron
cristales a las 4 semanas (Condiciones base de cristalizacion:
(NH4),S04: 2.4 M, Na,HPO, 100 mM / Acido citrico).
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En la primera condicion (Figura 16, recuadros azules) se observa la aparicion de
cristales en un lapso aproximado de 3 dias, pero esta condicion favorece la
nucleacion, por lo que aparecen muchos cristales relativamente pequefios. Por
otra parte, en la segunda condicion (Figura 16, recuadros verdes), el tiempo de
aparicion de los cristales fue mayor (~30 dias), sin embargo, los cristales fueron
mas grandes, esto representaba una ventaja para la obtencién de patrones de
difracciéon en el anodo rotatorio, que necesita de cristales mas grandes para
obtener una mejor calidad en los patrones de difraccion. El pH puede favorecer
interacciones por el cambio en la ionizacion de los residuos y alterar la solubilidad
del compuesto de forma que se favorezca el proceso de cristaliizacion, incluso
existen reportes de que cambios en 0.1 unidades de pH pueden alterar
significativamente la solubilidad y por ende el proceso de cristalizacion (Chen et
al., 2017).

Para confirmar que los cristales eran de proteina y no de sal, los cristales se
tifieron con lzit (azul de metileno, Hampton Research), molécula capaz de penetrar
en los canales de disolvente presentes en cristales de macromoléculas biolégicas,
y ausentes en cristales inorganicos, el cual le otorga una coloracién azul al cristal.
En la Figura 17 se puede observar que los cristales si estan tefiidos tanto para los
crecidos en la condicion «rapida» y con mucha nucleacion (circulo izquierdo), asi

como los crecidos en la condicidn «lenta» y con poca nucleacion (circulo derecho).

Figura 17. Tincion de los cristales de TLA-1 de la condicion rapida
(izquierda, pH = 4.4 y [proteina]= 10.2 mg/mL) y de la condicion lenta
(derecha, pH = 4.8 y [proteina]= 14.5 mg/mL) con lzit (azul de metileno).
Condiciones base de cristalizacion: (NH4)2S04: 2.4 M, Na2HPO4 100
mM / Acido citrico.
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Remojado de los cristales de TLA-1 con el inhibidor tazobactam
Para obtener la estructura de TLA-1 en complejo con el inhibidor tazobactam es

necesario permitir que se forme el complejo ligante-proteina. Por cuestiones de
simplicidad, se opt6 por la técnica de remojado (Miller, 2017), que consiste en la
adicion de una disolucién que contiene la condicion de cristalizacion y el ligante
(tazobactam) al cristal ya formado. Desafortunadamente, la condicion de
cristalizacion presenta dos inconvenientes: 1) la solubilidad del inhibidor en la
condicion del remojado es muy baja, por lo que solo se pudo preparar la solucién
para remojar el cristal a saturaciéon del inhibidor, dando probablemente una
concentracion baja de tazobactam (se postula que una concentracion adecuada
deberia ser 10 veces la Kd o de 20 a 50 mM si no se conoce la afinidad del
ligante (Mdller, 2017)); y 2) al momento de retirar el cubreobjetos que tapa el pozo
donde se encuentra el cristal para realizar el proceso de remojado y pesca del
cristal, comienza la formacién de cristales de sulfato de amonio, los cuales
destruyen los cristales de TLA-1. Estos inconvenientes impidieron un remojado de
mayor tiempo, el cual podria ayudar a que se difundiera mas el ligante, y con ello
se mejore la calidad de los datos de difraccidbn en términos de ocupacion del

ligante.

Una vez remojados los cristales y teniendo en cuenta las dificultades mencionadas
anteriormente, se sobreenfriaron en nitrégeno liquido y se almacenaron para ser
llevados a difractar a una fuente de rayos X (anodo rotatorio y sincrotron). No fue
necesario agregar un crioprotector a los cristales, ya que la alta concentracion de

sulfato de amonio actué como crioprotector (Rubinson et al., 2000).

Determinacion de la estructura de TLA-1 —tazobactam en LANEM y
ALBA

Con los cristales obtenidos se colectaron dos conjuntos de datos (Tabla 3). El
primer conjunto de datos se obtuvo en el anodo rotatorio ubicado en el LANEM
(IQ-UNAM). La reduccion e integracion de los datos arrojaron un grupo espacial
C2 con parametros de celda de a, b, ¢ = 140.37 A, 140.34 A, 9944 Ay a, B,y =
90.00°, 89.98°, 90.0°. Se resolvieron las fases utilizando el método de remplazo
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molecular con el modelo de TLA-1 con codigo PDB 6NVT. Se obtuvo un modelo

inicial con resolucion maxima de 2.53 A y valores R= 0.2098 y Riree= 0.2670.

Llama la atencién que el conjunto de datos procesados en el LANEM presenta un
grupo espacial C2, con lo cual seria el tercer grupo espacial de las estructuras de
TLA-1 remojadas con el ligante en condiciones similares y generadas por nuestro
grupo de investigacion. Comparando las estructuras que presentan a los
diferentes grupos espaciales P21 (TLA-1 apo, Cifuentes-Castro, 2020) p41212
(TLA-1 + 4cido clavulanico y TLA-1 + tazobactam, Cifuentes y este estudio con
datos de ALBA, respectivamente) y C2 (TLA-1 + tazobactam con datos del anodo
rotatorio), es posible observar que solo existen cambios sutiles en el arreglo
cristalino, y aunque en el grupo espacial C2, los parametros de la celda unitaria
son diferentes, el arreglo de las moléculas en la matriz cristalina es muy similar
(Figura 18).

Figura 18. Comparacién entre las simetrias de los grupos espaciales
entre las diferentes estructuras obtenidas de A) TLA-1 apo, (PDB ID:
6NVT), B) TLA-1 + &acido clavulanico (PDB ID: 6NVU), C) TLA-1 +
tazobactam (LANEM) y D) TLA-1 + tazobactam (ALBA) (los modelos
gue representan las imagenes de C) y D) se obtuvieron en este trabajo).
Figura realizada con el programa Coot.
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El segundo conjunto de datos se obtuvo en la linea BL13 — XALOC del sincrotrén
ALBA (Barcelona, Espafa). Para analizar las reflexiones y encontrar el grupo
espacial se utilizd el paquete de programas “XDS”, que contiene los programas
XDS, XSCALE y XDSCONV. EIl programa XDS dio por resultado el grupo Laue
4/mmm, y propuso como solucién el grupo espacial P422, que es el grupo espacial
de menor simetria en ese grupo Laue. Al analizar las reflexiones axiales a h (h0O;
h=2n) y a | (00I; I=4n) se concluyé que el grupo espacial mas probable era el

enantiopar P41212 0 P43212.

Habiendo obtenido los datos escalados, se continué con el remplazo molecular
para encontrar las fases y verificar el grupo espacial correcto. Para este
procedimiento se utilizé6 el programa Phaser que se encuentra en la suite de
CCP4. Para el remplazo molecular se utilizé el modelo de TLA-1 apo (PDB: 6NVT)
como molde y se confirmé que el grupo espacial correcto era P41212.
Posteriormente se realizé un afinamiento de cuerpo rigido con Refmac, un
afinamiento restringido con el programa Phenix, y un ajuste manual con el
programa Coot. El ciclo Phenix/Coot se repiti6 hasta obtener los mejores

parametros de afinamiento, que fueron: Rwork/Riree de 0.19/0.23.

La siguiente tabla contiene un resumen de los datos cristalogréaficos obtenidos de
TLA-1 remojado con el inhibidor tazobactam tanto del anodo rotatorio del LANEM
como de la linea BL13 — XALOC del sincrotron ALBA.

Tabla 3. Tabla cristalografica de las estructuras de TLA-1 en complejo con tazobactam.

Proteina TLA-1 + tazobactam TLA-1+ tazobactam
(LANEM) (ALBA)

Fuente de rayos X LANEM (IQ-UNAM) BL13 — XALOC (ALBA)
Longitud de onda (A) 1.54 0.97
Grupo espacial Cc2 P41212
Parametros de celda unitaria

e a(A)/a() 140.37/90 99.14 / 90.00

e b(A)/B() 140.34/89.98 99.14 / 90.00

e c(A)/y() 99.44/90 99.48 / 90.00
Mosaicidad (°) 0.80 - 1.27 0.15
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40.00 — 2.22 (2.32 -

Resolucion (A) 50.00 — 2.53 (2.57 — 2.53) 2.22)
Rmerge (%) 14.90 (80.70) 11.10 (168.20)
Rmeas (%) 11.50 (174.80)
o (1) 13.4 (2.3) 14.36 (1.98)
CCusz (%) (78.30) 99.80 (76.10)
Integridad (%) 88.1 (99.3) 99.90 (99.90)
Multiplicidad 4.6 (4.7) 12.92 (13.45)
No. de reflexiones totales 263623 324660 (40878)
No. de reflexiones Unicas 56816 25108 (3039)
Factor B de Wilson (A2) 31.80 49.64
Contenido de disolvente (%) 68.83 68.40
Coeficiente Mathews (A%Da) 3.95 3.89
Factor R (%) 20.98 19.39
Factor Riree (%) 26.70 23.40
RMSD distancia enlaces (A)  0.008 0.008
RMSD angulos de enlace (A) 1.002 1.004
e ey 031
ygléﬂforgfe'eéiones en el 250442 23837
?{;éﬁforgges:;nes en el 13181 1271
Valor medio del valor B (A)

e Proteina 34.28 51.32

e MESY SO4 76.85 72.76

e TBE = 66.15

e H20 34.15 60.38

e Total 35.53 53.15
Grafico de Ramachandran*

e Permitidos (%) 96.09 97.82

e Permitidos 3.73 218

adicionales (%)

e No permitidos (%) 0.18 0.00

Los valores obtenidos en la dltima faja de resolucion se muestran entre paréntesis.
*Valores obtenidos de MolProbity
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Comparacion de las estructuras determinadas en el LANEM y ALBA
Se obtuvo un modelo inicial de las estructuras obtenidas tanto del LANEM como

de BL13 — XALOC (ALBA). Al observar la cavidad del sitio activo, la estructura
determinada en el LANEM parece no tener densidad electronica a la altura del
oxigeno y (OG) de Ser70 (el residuo catalitico) en ninguna de las cuatro moléculas
de la unidad asimétrica (Figura 19), mientras que la estructura determinada en
BL13 — XALOC si cuenta con una prolongacion de la densidad electronica que se

extiende sobre el OG de Ser70, que se discutirh mas adelante (Figura 20).

Figura 19. El modelo estructural deTLA-1 + tazobactam obtenido del
LANEM no contiene tazobactam unido covalentemente. No se observa
densidad electronica que continue sobre el oxigeno gamma de Ser70
en los mapas 2Fo-Fc (1 o) y Fo-Fc, (3.5 o) de los 4 mondmeros de la
unidad asimétrica (A, B, C y D). Figura realizada con el programa Coot.

Probablemente la estructura determinada en LANEM no contd con suficiente
tiempo de remojado, lo que pudo afectar la ocupacion del ligante, o quizas el nivel
de resolucion no fue suficiente para ver el intermediario unido. Por lo tanto, el
modelo de TLA-1+ tazobactam obtenido de BL13 — XALOC (ALBA) se eligio para

realizar un analisis mas exhaustivo.

Modelado del inhibidor tazobactam en el sitio activo de TLA-1
En la Figura 20 se puede observar dentro del sitio activo la presencia de densidad

electronica que se prolonga a partir de la cadena lateral de la Ser70, lo cual
sugiere fuertemente la presencia del inhibidor unido covalentemente. Se decidio

modelar el intermediario trans-enamina con una ocupaciéon de 77 %, debido a que
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probablemente no se encuentre presente en todas las copias de la proteina dentro
del cristal. Ademas, se eligidé este intermediario (trans-enamina) ya que se ha
reportado como el mas estable, aunque con la resolucion de este mapa no puede
diferenciarse de otros intermediarios como imina o cis-enamina, para ello seria
necesario realizar otro tipo de experimentos, como espectrometria de masas para
la deteccion de los intermediarios de la reaccion, espectroscopia UV o de
fluorescencia para la deteccion de las especies de enamina y cristalografia de
Raman para la diferenciacién entre las poblaciones de imina, cis y trans-enamina.
(Frase et al., 2011; Grigorenko et al., 2022; Kalp et al., 2010; Yang et al., 2014).

TLA-1+TZB

Mg 70 His170

4 Asn132
‘a;

Figura 20. Comparacién entre los mapas de densidad electrénica (2Fo-
Fc, 1 o) y de omisién (Fo-Fc, £3.5 o) entre el modelo «apo» (izquierda,
PDB:6NVT) y el modelo en complejo con tazobactam (derecha)
obtenido de los datos de ALBA. Figura realizada con el programa Coot.

Al analizar la estructura de TLA-1 — TZB no se observo densidad electronica en la
vecindad de Ser237, que es el segundo residuo catalitico propuesto a partir de la
estructura de TLA-1 — acido clavulanico (PDB:6NVU), solo se observé un cumulo
de densidad electrénica cercano a los residuos Ser237 y Serl30, en el cual se

modelé una molécula de sulfato. Por lo tanto, no se justificoO el modelado de otra
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molécula de tazobactam sobre Ser237 como si se observd en la estructura de

TLA-1 en complejo con acido clavulanico (Figura 21).

\.Ser130

Figura 21. La ausencia de densidad electronica (2Fo-Fc = 1 0, Fo-Fc =
+ 3.5 0) sobre el OG de Ser237 indica que no se acilé ninguna molécula
de tazobactam sobre esta serina. Figura realizada con el programa
Coot.

Esto sugiere que la enzima solo es capaz de capturar una molécula de
tazobactam en las condiciones de cristalizacion, aunque no lo descarta, puesto
gue el espacio del sitio catalitico es lo suficientemente amplio para la entrada de
otra molécula de inhibidor y no existe un impedimento estérico aparente con el

tazobactam acilado en la Ser70 (Figura 22).
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Figura 22. Representacion de superficie de los modelos de TLA-1 con
los inhibidores acido clavulanico (izquierda) y tazobactam (derecha).
Las moléculas de inhibidor estan representadas como varillas (acido
clavulanico, azul marino; tazobactam, negro. Figura realizada en
PyMOL.

Modelo estructural de TLA-1 en complejo tazobactam
En el modelo estructural de TLA-1 + tazobactam obtenido en ALBA se pueden

observar 2 dominios, el dominio «todas a» y el dominio «a/f», que son los
dominios previamente observados por Cifuentes et al (2020) y Gallardo (2021),
siendo estos dominios caracteristicos de las betalactamasas (Figura 23A). De
igual manera, el sitio activo se localiza en medio de los dos dominios,
proyectandose el inhibidor modelado hacia el exterior de la enzima. El calculo de
RMSD (para carbonos alfa) entre el modelo generado en este trabajo y la
apoenzima es de 0.178 A (considerando 276 carbonos alfa), lo cual indica un
minimo desplazamiento de la cadena principal comparado con la estructura sin
inhibidor (Figura 23B).

47



S
wv
@

T
o
2

2

e
£
o

a

Dominio a/B

Figura 23. A) Modelo de TLA-1 en complejo con tazobactam
representado en forma de listones. En la imagen se aprecian los
dominios de TLAl y el tazobactam modelado (varillas negras) se
encentra ubicado en la intercara de ambos dominios. B) Superposicion
entre la estructura de TLA-1 silvestre (amarillo) y en complejo con
tazobactam (rojo). Figura realizada en PyMOL.

Interacciones entre TLA-1-TZB
Entre las interacciones entre TLA-1 con el inhibidor tazobactam se encuentran las

siguientes: se muestran dos puentes de hidrogeno entre el carbonilo del
tazobactam con los nitrdgenos de la cadena principal de las Ser70 y Ser237. Cabe
mencionar que estas interacciones ya han sido previamente reportadas para
muchas betalactamasas y son muy importantes, puesto que son las que
estabilizan al intermediario tetraédrico en el estado de transicion durante el paso
de acilaciébn. También existe un puente de hidrogeno entre el carboxilo del
intermediario trans-enamina y una molécula de H20, que a su vez esta conectada
por medio de un puente de hidrégeno al oxigeno de la cadena lateral de la Ser238.
El oxigeno del grupo sulfonilo del tazobactam contiene un puente de hidrégeno

con el nitrégeno de la Asn132. Por dltimo, en el anillo triazol se pueden observar la
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formacién de puentes de hidrégeno entre los nitrogenos del anillo con una

molécula de agua y con la cadena lateral de la GIn69 (Figura 24).

ASP-239

/ ' \& SER-238
L( 1\

C

C

0

ASN-132

Figura 24. Representacion de las interacciones entre los grupos
funcionales del tazobactam (verde) con TLA-1 (magenta). Las lineas
discontinuas amarillas representan puentes de hidrégeno con un corte
de 3.5 A. (H.0, esferas rojas). Figura realizada en PyMOL.

Comparacion entre TLA-1-TZB y TLA-1 apo
En la Figura 25 se pueden observar las estructuras superpuestas de TLA-1 en su

forma apo (cian) y en complejo con tazobactam (azul). A pesar de que las
estructuras se superponen muy bien con base en el valor de RMSD, llama la
atencion la presencia de un grupo sulfato (SO4) que se encuentra en la estructura
de TLA-1 en su forma apo, mientras que en la estructura con el tazobactam
modelado se observa el grupo sulfonilo, lo cual hace pensar que es una zona con

preferencia por este tipo de grupos funcionales.
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TLA-1+ TZB Superposicion

Figura 25. Superposicion en el sitio activo de los modelos de TLA-1 en
su forma apo (cian) y en complejo con tazobactam (el tazobactam se
visualiza en color verde). Se puede observar la ubicacién del sulfato en
la forma apo en la misma ubicacion que el grupo sulfonilo de la
molécula de tazobactam (circulo naranja). Figura realizada en PyMOL.

Es posible observar que los residuos Trp105, Asn132 y His170 de la forma apo se
encuentran realizando interacciones con la molécula de sulfato (aproximadamente
a 3 A de distancia), mientras que la estructura con el tazobactam modelado se
encuentra aproximadamente 0.5 A mas lejano entre los 3 mismos residuos (Figura
26), cabe mencionar que la interaccion con Trpl05 se da con el nitrégeno de la
cadena principal. Esto nos podria indicar que estos tres residuos pudieran
participar en el reconocimiento del inhibidor (especificamente para sulfonas como
el tazobactam y sulbactam), no obstante, una vez acilado el inhibidor, estas
interacciones ya no son tan importantes, puesto que existe un intercambio entre
los diferentes intermediarios antes de que se pueda dar la inhibicion irreversible.
Ya existe evidencia sobre que el residuo Asn132 presenta puentes de hidrégeno
con el carbonilo de la cadena lateral del antibidtico, y con esto contribuye al
adecuado posicionamiento del sustrato, asi que no sorprenderia que también
contribuya al adecuado posicionamiento del inhibidor (sulbactam y tazobactam)
estableciendo un puente de hidrogeno con el grupo sulfonilo correspondiente
(Matagne & Frére, 1995).
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Figura 26. Residuos de TLA-1 cercanos con el sulfato de la forma «apo»
(izquierda) y el sulfonilo de la estructura en complejo con tazobactam
(TBE-501, derecha). Puentes de hidrogeno con un corte de 3.5 A.
Figura realizada en PyMOL.

Comparacion entre las interacciones TLA-1 — TZB con otras estructuras depositadas
en el PDB de betalactamasas con tazobactam
Se realiz6é la comparacion estructural entre TLA-1 — TZB y otras betalactamasas

que tuvieran el intermediario de tazobactam unido covalentemente. Las
estructuras utilizadas para la comparacion fueron las siguientes: GES-2 (PDB:
3NIA), BlaC de Mycobacterium tuberculosis (PDB: 6H2l), CTX-M-15 (PDB: 6Z7K)
y TEM-171 (PDB: 7QLP).

Al comparar TLA-1 — TZB con otras estructuras depositadas en el PDB de
betalactamasas con tazobactam, se puede observar que donde se encuentra la
molécula de sulfato en el sitio de TLA-1 — TZB (que es la zona del segundo
probable sitio activo de TLA-1 — CLA), se superponen varias moléculas que estan
presentes en las condiciones de cristalizacion (p. ej. sulfato, acetato, entre otras)
(Figura 27). Incluso la estructura de la carbapenemasa (un tipo de betalactamasa)
GES-2 en complejo con tazobactam con cédigo PDB 3NIA, muestra lo que parece
ser una segunda molécula de tazobactam. Sin embargo (Frase et al., 2011)
sugieren que es un subproducto de la inhibicion irreversible. Tomando en cuenta

la evidencia de la preferencia de esta zona por moléculas de las condiciones de
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cristalizacion, probablemente si TLA-1 tuviera la capacidad de acilar otra molécula
de tazobactam, tendria el inconveniente de que el inhibidor no desplazaria al
sulfato u otros subproductos porque tendria mas afinidad que el tazobactam —
aunque no mas que el acido clavulanico—, por lo que seria conveniente explorar
otras condiciones de cristalizacibn que no tengan estas moléculas, y con esto
conseguir que el tazobactam tenga via libre para ser acilado por la Ser237 como lo

reportado por Cifuentes con el acido clavulanico.

Figura 27. Superposicion entre TLA-1- TZB (verde) con las diferentes
estructuras con tazobactam depositadas en el PDB (3NIA, salmon;
6H2I1, azul; 6Z7K, amarillo; 7LQP, naranja). El tazobactam esta unido
covalentemente a la Ser70 en forma imina/enamina. Se observa una
zona de “artefactos” donde se posan moléculas como acetato, sulfato y
un subproducto del tazobactam. Figura realizada en PyMOL.

Por otra parte, la comparacion muestra que todas las moléculas de tazobactam se
prolongan en una direccion similar (Figura 28A), incluso el grupo carboxilo del
inhibidor apunta hacia la misma direccién, las diferencias principales radican en
que el grupo sulfonilo de TLA-1- TZB parece estar en una posicion diferente; sin
embargo las estructuras de otras betalactamasas en complejo con tazobactam
(GES-2, CTX-M-15 y TEM-171) también muestran interacciébn por puente de
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hidrégeno con la Asn132, mientras que BlaC de Mycobacterium tuberculosis lo

hace con el grupo guanidina de un residuo de arginina (Figura 28B).
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Figura 28. A) Superposicion del tazobactam en el complejo TLA-1-TZB
(verde) con otras betalactamasas en complejo con tazobactam
depositadas en el PDB (3NIA, salmén; 6H2I, azul; 6Z7K, amarillo;
7LQP, naranja). La molécula de tazobactam de este trabajo se enfatiza
con varillas de mayor grosor. B) Interaccion del grupo sulfonilo con los
residuos de las betalactamasas en complejo con tazobactam
depositadas en el PDB. Figura realizada en PyMOL.

El grupo triazol también parece estar ligeramente desviado de la conformacion
mas comun. Al analizar los residuos cercanos al grupo triazol del tazobactam se
encuentra cercana la cadena lateral de la His170. Probablemente TLA-1-TZB esté
realizando una interaccién de tipo -1 en forma de T entre el grupo triazol del
tazobactam y la Hisl170 (Figura 29). Revisando la estructura de las otras
betalactamasas unidas covalentemente a tazobactam, no se encuentra ningun
residuo aromatico en las cercanias de este grupo funcional, por lo que esta

interaccion propuesta podria ser importante solo para TLA-1.
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Figura 29. Interaccion de tipo -1 entre el grupo triazol del tazobactam y
el residuo His170 de TLA-1. Figura realizada en PyMOL.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Con los resultados de este proyecto se obtuvo el modelo cristalografico del
complejo de TLA-1 con tazobactam, en el que se observa el intermediario trans-
enamina del tazobactam solamente en la posicion vecina a la Ser70, y no en la
vecindad de la Ser237 ni de la Ser130. La estructura obtenida muestra evidencia
de que podria existir una mayor afinidad por una molécula de sulfato que por el
tazobactam en el segundo sitio activo, por o que no se descarta que Ser237
pueda ser capaz de acilar otra molécula de inhibidor. Seria conveniente buscar
una condicién de cristalizacién que no contenga sulfatos, ni ninguna otra molécula

gue pudiera competir por el segundo sitio activo de TLA-1.

Se propone que el grupo sulfonilo del tazobactam, y los residuos Trpl105, Arg132 'y
His170, son importantes para el reconocimiento del inhibidor con la
betalactamasa. Seria interesante obtener la estructura de TLA-1 en complejo con
sulbactam a fin de confirmar si el grupo sulfonilo —también presente también en el
sulbactam— presenta un posicionamiento similar con la observada con el grupo

sulfonilo del tazobactam reportada en esta tesis.
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