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EL DESCUBRIMIENTO DE LAS
PROTEINAS FIJADORAS DE PENICILINA

En 1929, Fleming notificd la capacidad de
un hongo Penicillium de inhibir el crecimiento
de estafilococos, denominando “penicilina” al
factor responsable (Fleming, 1929). Posterior-
mente, se publicd la produccion de esta sus-
tancia en cultivos de Penicillium (Clutterbuck
etal., 1932) y su primera purificacion por Flo-
rey, Chain y colegas (Abraham et al., 1941),
confirmandose su alto poder antibacteriano.
Hodgkin describiria pocos afios después su
estructura como una molécula conteniendo
un anillo beta-lactama (Hodgkin, 1949). Estos
investigadores recibieron el premio Nobel por
los hallazgos: Fleming, Florey y Chain el Nobel
de Medicina en 1945 y Hodgkin el de Quimi-
ca en 1964, ésta Ultima por la aplicacion de
rayos-X para descifrar la estructura de impor-
tantes moléculas bioldgicas.

Una vez conocida la estructura de la peni-
cilina, aumento el interés por conocer su
mecanismo de accion. En 1965, Tipper y
Strominger propusieron un mecanismo de
accion basado en la analogia estructural de la
penicilina con el dipéptido D-alanina-D-ala-
nina, presente en cadenas peptidicas latera-
les del peptidoglicano (Tipper y Strominger,
1965). Se sabia también que el tratamiento
con penicilina resultaba en acumulacion de
un UDP-derivado del disacérido N-acetil-mu-

ramico (MurNAc)-N-acetil-glucosamina (Glc-
NAc) con un pentapéptido unido a MurNAc.
Ello hacia sospechar que la penicilina podria
inhibir una reaccion de transpeptidacion,
implicando la parte terminal del pentapéptido
lateral (D-Ala-D-Ala).

A principios de los setenta se describieron
actividades enzimaticas de tipo transpeptida-
sa ¢ carboxipeptidasa inhibidas por la peni-
cilina y, en algunos casos, efectos morfologi-
cos como filamentacion o pérdida de forma
bacilar. Ademas, se acumulaba evidencia de
la estabilidad de la inhibicion, especulando
sobre si el antibidtico se unia de forma cova-
lente (revisado en Blumberg y Strominger,
1974). No obstante, no se conocian la identi-
dad de estas enzimas ni el conjunto de ellas
producidas por una bacteria. El trabajo pione-
ro de Spratt y Pardee, publicado en la revista
Nature, permitio “visualizar” por vez primera
de forma simultanea las enzimas que unen
antibidticos beta-lactamicos (Spratt y Par-
dee, 1975). Estos investigadores incubaron
una preparacion de membranas de Esche-
richia coli con "C-bencil-penicilina. En la
autoradiografia aparecieron varias proteinas,
las “penicillin-binding proteins” (PBPs), a las
que después asignaron numeracion de menor
a mayor en base a peso molecular decrecien-
te. En ese mismo trabajo describen el primer
ensayo de competicion mediante incubacion
previa con antibi6tico no radioactivo, pudién-
dose asi determinar la afinidad relativa de
cualquier antibidtico “problema”. Estos sen-
cillos experimentos permitieron asi asociar la
union del antibiético a una PBP concreta con
un efecto morfoldgico o una rapida pérdida de
viabilidad. Todo ello supuso un gran avance
en el desarrollo de nuevos antibidticos.

Los trabajos subsiguientes de Spratt y

colegas culminaron en observaciones igual-
mente relevantes: i) todas las bacterias que
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se examinaban mostraban varias PBPs; v, ii)
la competicién con antibidticos que produ-
cian alteraciones morfologicas (filamentacion,
redondeo) resultaba en E. coli en la desapa-
ricion en la autoradiografia de una sola PBP
(Spratt, 1975; Spratt, 1977). Asi, la inhibicion
de la PBP3 se asocid con la pérdida de la
capacidad de division mientras que en el caso
de PBP2 se perdia la capacidad de elongar
el peptidoglicano, resultando en la formacion
de células redondeadas (Spratt, 1975; Spratt,
1975). Estas importantes funciones son, de
hecho, la base del efecto bacteriolitico de los
beta-lactadmicos que muestran afinidad por
estas PBPs en E. coli o por sus homoélogas
en otros microorganismos (Hutchings et al.,
2019).

PBPS EN PATOGENOS BACTERIANOS
INTRACELULARES

Durante las dos Ultimas décadas, nues-
tro laboratorio ha centrado sus estudios
en la pared celular de Salmonella enterica
cuando este patdgeno coloniza el interior
de la célula eucariota para establecer una
infeccion persistente. Los datos que hemos
acumulado muestran alteraciones estructu-
rales del peptidoglicano (PG) que, entre otros
efectos, provocan en la célula hospedadora
una disminucion de la capacidad de sefia-
lizacion mediada por el regulador NF-«B
(Ramos-Marques et al., 2017). Por tanto,
este patdgeno parece “esculpir” el PG para
establecer un estilo de vida intracelular alta-
mente exitoso. Un ejemplo de esta estrategia
de interferencia con los sistemas de defen-
Sa inmune es una nueva enzima que utiliza
la bacteria intracelular que denominamos
EcgA, la cual actia como una DL-endopepti-
dasa rompiendo el enlace entre D-glutdmico
y meso-diaminopimélico (D-Glu-mDap) en la
cadena lateral peptidica del PG (Rico-Pérez
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etal., 2016). Esa configuracion D-Glu-mDap
(también conocida como iE-Dap) es clave en
el reconocimiento de fragmentos de PG por
el receptor de defensa NOD1 (Caruso et al.,
2014). Asi, la actividad de EcgA podria dis-
minuir los niveles de ligando a NOD1 en el
caso de liberarse fragmentos de PG en el
interior de la célula infectada.

Ademas de EcgA, el andlisis del genoma
de S. enterica nos ha deparado otras sorpre-
sas en referencia a enzimas que metaboli-
zan el PG. La mayor de ellas sin duda han
sido genes que codifican nuevas enzimas
similares a PBP2 y PBP3, a las que deno-
minamos PBP2,, y PBP3,, (Castanheira
et al., 2017; Castanheira et al., 2018). Esta
aparente “duplicidad” de PBPs en S. enteri-
canos llevo a especular una posible relacion
con su doble estilo de vida, extracelular e
intracelular. Nuestros datos han confirmado
que PBP2,, 'y PBP3, se producen en la
fase intracelular y, lo mas sorprendente, que
“reemplazan” en bacteria intracelular a las

pH neutro pH acido

Cambios morfolégicos en mutantes de
Salmonella enterica serovar Typhimurium con
deficiencias en PBPs que controlan elongacion
y division celular. Nétese como alguno de estos
mutantes (fila superior) muestra cambios morfoldgicos
en la condicion intracelular (pH &cido), mientras

que otros (fila inferior) los muestra en la condicion
extracelular (pH neutro).

historicamente supuestas esenciales PBP2
y PBP3 (Castanheira et al., 2020). Los ensa-
yos de union de beta-lactamicos indican que
PBP2,, y PBP3,, unen antibictico de forma
mas efectiva en pH &cido mientras que PBP2 y
PBP3 o hacen en pH neutro. Ademas, PBP3,,
muestra baja afinidad por los antibidticos
beta-lactamicos conocidos (Castanheira et l.,
2020). Esta caracteristica de PBP3,, , unida
al intercambio de PBPs que tiene lugar en el
ambiente intracelular, nos alerta sobre la dificul-
tad de conseguir una terapia efectiva de la infec-
cion intracelular por Salmonella utilizando los
beta-lactamicos actuales. De hecho, hoy sabe-
mos que el intercambio de PBP3 por PBP3,,
en la bacteria intracelular contribuye a la alta
tasa de recaidas asociada a mucho casos de
salmonelosis tras la terminacion de la terapia
antibictica (Castanheira et al., 2020). Ello nos
ha conducido a buscar nuevas moléculas con
alta afinidad de union a PBP3, .

Una pregunta que subyace a estas nue-
vas PBPs es su significado biologico. Ambas,
PBPZ,, yPBP3, , aparentemente realizan las
mismas funciones en la morfogénesis de la
bacteria que las que estaban ya descritas para
PBP2 y PBP3. Entonces, ¢Por qué las cambia
el patdgeno en el interior de la célula eucario-
ta y qué regulador(es) se encargan de ello?
Estas son sin duda importantes preguntas que
pretendemos responder. Los datos que esta-
mos obteniendo nos permiten especular sobre
una posible funcion cruzada de estas nuevas
PBPs con determinados factores de virulencia
importantes en la vida intracelular. El futuro nos
brindara mas sorpresas e interrogantes sobre
estas nuevas PBPs, ejemplo de enzimas que se
explotan en un ciclo infectivo de forma sublime
por patdgenos, pero que por ello claramente
nos dificultan su control y erradicacion.
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