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DETERMINACION DE LA TOPOLOGIA DE
TRANSPORTADORES BACTERIANOS*

RESUMEN

Los transportadores de membrana son proteinas que des-
empefian papeles esenciales para el adecuado funcionamien-
to de todos los organismos vivos. En las bacterias, la capta-
cion de nutrientes y la expulsién de sustancias nocivas se
encuentran entre sus funciones principales. La estructura
de los transportadores esta dada en gran parte por sus
interacciones con la membrana celular, por lo que el anali-
sis topoldgico, esto es, la determinacion del nimero y la
orientacion de los segmentos transmembranales (STM) con
respecto a la bicapa lipidica, es fundamental para compren-
der su funcion. La informacion sobre la topologia mem-
branal puede usarse para la identificacion de residuos esen-
ciales o para conocer el origen evolutivo de los transporta-
dores. Se ha disefiado una variedad de métodos bioquimicos
para el estudio de la topologia de las proteinas de membra-
na. Estos métodos se basan en modificaciones genéticas
que permiten distinguir la localizacion en la membrana de
regiones especificas de las proteinas en estudio. En este
trabajo se resumen los hallazgos reportados sobre la topo-
logia de transportadores bacterianos, con énfasis en los sis-
temas que transportan iones inorganicos. De untotal de 111
transportadores analizados, destacan dos grupos: uno que
atraviesa una sola vez la membrana y otro grupo que posee
12 STM; ademas, hay varias proteinas con 4, 6, 8 6 10 STM.
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ABSTRACT

Membrane transporters are proteins that play essential
roles for the adequate functioning of all living organisms.
In bacteria, nutrient uptake and extrusion of toxic
compounds are among the main functions of these
proteins. The structure of transporters is mainly given by
their interactions with the cell membrane, thus making
topological analysis, i.e. determination of the number and
orientation of transmembrane segments (TMSs) with
respect to the lipid bilayer, fundamental to understand
their function. Information on membrane topology may
be used for the identification of essential residues or as
an approach to understand the evolutionary origin of
transporters. A variety of methods has been designed
to study the topology of membrane transporters. These
methods are based on genetic modifications that allow
to locate specific regions of the protein of interest within
the membrane. In this work we summarize the reported
findings on the topology of bacterial transporters, with
emphasis on systems transporting inorganic ions. Of a
total 111 transporters studied, two groups predominate:
one that crosses only once the membrane and another
group possessing 12 TMSs. In addition, many proteins
contain 4, 6, 8 or 10 TMSs.

KEY WORDS: Membrane transporters, membrane
topology, bacteria.

INTRODUCCION

Como todas las células, las bacterias
poseen membranas que aislan el
citoplasma del ambiente exterior y
donde reside la permeabilidad
selectiva, propiedad vital para los
organismos vivos. Las membranas

bioldgicas son estructuras complejas
constituidas principalmente por una
bicapa lipidica y por numerosas
proteinas asociadas a ella. Algunas
proteinas interaccionan sélo en forma
parcial con los lipidos de lamembrana
y se denominan proteinas periféricas;
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estas proteinas, en consecuencia, sélo
estan expuestas a una de las caras de
la membrana. En contraste, las
proteinas integrales cruzan la
membrana, interaccionando con
ambas caras de la bicapa. Las proteinas
integrales de membrana contienen una
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elevada proporcion de aminoéacidos
hidrofébicos. Estos residuos no
polares se localizan principalmente en
las regiones de la proteina que se
encuentran inmersas en la membrana.

Las proteinas integrales de la
membrana desempefian papeles
esenciales para el funcionamiento de
los organismos vivos. Una de las
funciones fundamentales de estas
proteinas es el transporte. Las pro-
teinas involucradas en el transporte,
o0 transportadores, permiten la
captacién de nutrientes, la excrecion
de productos finales del metabolismo
y de otras sustancias nocivas, ademas
de la comunicacion entre las células y
su entorno. Los transportadores
también participan en procesos que
generan o consumen energia. Asi, por
ejemplo, los sistemas primarios de
transporte activo emplean la energia
generada por la hidrélisis del ATP para
promover la acumulacién o la
expulsion de solutos o para impulsar
el flujo de electrones en contra de un
gradiente electroguimico. La translo-
cacion unidireccional de sustratos
cargados llevada a cabo por estos
transportadores origina potenciales
electroquimicos que pueden ser
utilizados por los transportadores secun-
darios para facilitar el movimiento de
otros solutos a traves de la membrana.

El conocimiento de la estructura de
los transportadores es necesario para
una completa comprension de su
funcidn, por ello, en este trabajo se
analizan las estrategias bioquimicas y
moleculares que han sido empleadas
para el establecimiento de la topologia
membranal de los transportadores
bacterianos.

TOPOLOGIA DE LAS PRO-
TEINAS DE MEMBRANA

El conocimiento de la estructura
proteica es sin duda esencial para
entender su funcion. La estructura
tridimensional de muchas proteinas
solubles ha sido dilucidada gracias al
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Figura 1. Andlisis de hidrofobicidad de una proteina de membrana (perfil hidropatico). La
localizacion de probables segmentos transmembranales (STM) se indica con los nimeros ro-
manos de la parte superior, que corresponden a los picos de hidrofobicidad con un valor supe-
rior a 1.0. La proteina hipotética de 400 aminoacidos mostrada probablemente posee 12 STM.

empleo de métodos cristalograficos.
Debido a la dificultad de generar
cristales de proteinas de membrana,
so6lo se conoce la estructura detallada
de un pequefio grupo de estas
moléculas. Un aspecto importante de
la estructura de las proteinas de
membrana es la topologia membranal,
esto es, el nimero y la orientacion de
los segmentos de la proteina que
atraviesan la bicapa lipidica. Las
proteinas bitépicas de membrana, por
ejemplo, poseen un solo segmento
transmembranal (STM) que conecta
dos dominios de la proteina locali-
zados en ambos lados de la membrana.
En el caso de las proteinas politdpicas,
varios STM atraviesan la membrana.

Aunque las proteinas de membra-
na muestran una estructura muy va-
riada, se han identificado ciertos ras-
gos comunes entre ellas, sobre todo los
relacionados con sus interacciones con
el ambiente hidrofébico en que habi-
tan. Un factor importante para el aco-
pio de esta informacién ha sido el gran

namero de secuencias de proteinas de
membrana que ha aparecido en la lite-
ratura reciente, como resultado de la
secuenciacion de los genomas comple-
tos de diversos organismos. Entre las
caracteristicas comunes de las protei-
nas de membrana resalta que los STM
son por lo general, tramos de 20
aminoacidos, en su mayoria de natu-
raleza hidrofébica, que adoptan estruc-
turas de hélice o. Estas hélices se en-
cuentran inmersas en la membrana
manteniendo una orientacion perpen-
dicular con respecto al plano de la
bicapa. Los STM estan unidos entre
si por asas extramembranales de tama-
fio variable y compuestas principal-
mente por aminodacidos hidrofilicos.
Como ocurre con todas las mem-
branas bioldgicas, las membranas
bacterianas son estructuras asimétricas;
esto es, las caras interna y externa pre-
sentan una diferente composicion de
lipidos y de proteinas y estan expues-
tas a ambientes acuosos distintos: en
el caso de lamembrana interna, al cito-
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plasma, y en el de la membrana exter-
na, al espacio periplasmico. Se ha pos-
tulado que la distribucion de las asas
hidrofilicas de las proteinas de mem-
brana obedece la llamada regla de "po-
sitivos adentro” (1), que sefiala que las
asas no translocadas, o citoplasmicas,
muestran una mayor proporcion de
aminodacidos con carga positiva (prin-
cipalmente argininay lisina), en com-
paracion con las asas que son
translocadas al periplasma.

ANALISIS TOPOLOGICO DE
PROTEINAS DE MEMBRANA
El papel de las proteinas de membrana
depende en gran parte de sus
interacciones con la fase lipidica, por
lo que la determinacion de su topo-
logia es importante. La topologia de
una proteina permite conocer la
localizacion de residuos o regiones
esenciales, ya sea para la funcion o
para mantener la estructura correcta
de la proteina en estudio. Un primer
paso para este fin es la localizacion
de regiones hidrofébicas en la
secuencia de aminoacidos. Esto se
logra mediante la obtencion de un
"perfil hidropatico", empleando
programas de computadora (2). El
perfil hidropatico es un analisis del
grado de hidrofobicidad que presenta
una proteina a lo largo de su secuencia
de aminoécidos (Fig. 1). Este perfil
permite identificar regiones o dominios
hidrofébicos que representen STM po-
tenciales, asi como localizar las posibles
asas hidrofilicas que los conectan.

Para predecir la orientacion preci-
sa de los probables STM se han dise-
fiado y aplicado diversos métodos que
modifican las proteinas, generalmen-
te mediante la manipulacion del gen
correspondiente. Los principales mé-
todos empleados se describen a con-
tinuacion.

A) Fusiones traduccionales con
proteinas reporteras
En las fusiones génicas, el gen que
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Figura 2. Fusiones traduccionales con las proteinas reporteras fosfatasa alcalina (PhoA) y -
galactosidasa (LacZ). Se representa una proteina de membrana con seis segmentos
transmembranales con los extremos amino y carboxilo terminales en el citoplasma. Una fusion
periplasmica en la posicién 1 con PhoA produce actividad de fosfatasa alcalina, mientras que
una fusion citoplasmica con LacZ en la posicion 2 origina actividad de S-galactosidasa. (Adap-

tada de la referencia 16).

codifica una proteina "reportera" (cu-
yas propiedades, por ejemplo su acti-
vidad enzimatica, dependen de su lo-
calizacion celular) se fusiona con el
gen de la proteina de membrana en
estudio en sitios en los que se predice
codifican asas o0 dominios hidrofilicos.
La proteina generada por la fusion es
el resultado de la transcripcion vy tra-
duccion de los dos genes, unidos de
tal forma que conservan sus marcos
de lectura "en fase". Las propiedades
de la proteina reportera fusionada re-
sultante indicaran en qué parte de la
membrana se localiza el sitio donde
ocurrié la fusion (3).

La proteina reportera mas utiliza-
da para estudios de fusiones génicas
en bacterias es la enzima fosfatasa
alcalina (PhoA), codificada por el gen
phoA de Escherichia coli. La forma
activa de PhoA se localiza en el es-
pacio periplasmico y se sintetiza como
un precursor con una secuencia sefal
N-terminal que es eliminada durante

su transporte a través de la membrana
(4). El plegamiento y ensamble correc-
tos de PhoA ocurren después de su
exportacion al periplasma, por lo que
s6lo en este compartimiento la enzi-
ma es activa (Fig. 2).

Las fusiones con la enzima [3-
galactosidasa (LacZ), también de E.
coli, con frecuencia son usadas de
manera complementaria a las fusiones
con PhoA. A diferencia de PhoA,
LacZ solo tiene actividad enzimatica
en el citoplasma, debido a que los
grupos sulfhidrilo de sus residuos de
cisteina permanecen reducidos por el
pH mas acido de este compartimiento
y se oxidan en el periplasma (5).
Cuando LacZ se une a una sefial de
exportacion, la enzima queda atrapada
en la membrana, lo cual evita su
plegamiento apropiado y la enzima es
inactiva (3) (Fig. 2). De esta manera,
la determinacion de laactividad de estas
dos enzimas, en fusiones construidas de
distintas regiones de la proteina de
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membrana en estudio, permite conocer
su localizacion celular.

Una ventaja de estos métodos es
gue los ensayos enzimaticos son faci-
les de realizar al cuantificar los pro-
ductos de manera sencilla. Ademas,
existe una gran variedad de vectores
de expresion para construir las fusio-
nes. Sin embargo, estos procedimien-
tos pueden presentar algunas dificul-
tades, como la alta actividad de PhoA
cuando se fusiona en el extremo amino
terminal de un asa citoplasmica. Por otra
parte, cuando PhoA o LacZ se fusionan
dentro de un STM su actividad puede
variar y originar resultados confusos.

Otra proteina reportera que se ha
empleado como alternativa de PhoA
es la enzima B-lactamasa (BlaM).
Cuando la enzima se expresa en el
periplasma es activa y confiere resis-
tencia a antibidticos B-lactdmicos. En
contraste, las células que expresan
BlaM en el citoplasma son sensibles a
estos agentes. Asi, la distinta suscep-
tibilidad a antibioticos de bacterias que
expresan fusiones de proteinas de
membrana con BlaM se puede usar
para determinar su localizacion. El
empleo de esta enzima presenta algu-
nas desventajas que han limitado su
uso. Por ejemplo, cuando BlaM se fu-
siona al extremo amino de un asa
periplasmica no confiere resistencia a
B-lactdmicos; en otros casos, cuando se
fusiona a un sitio citoplasmico llega a
conferir resistencia a los antibidticos.

Como una alternativa para el
analisis de la topologia de proteinas
de membrana se ha empleado la
proteina verde fluorescente (GFP).
Esta proteina fluoresce so6lo si se
encuentra en el citoplasma. La
actividad de GFP se produce al excitar
con luz ultravioleta el fluoréforo
interno localizado en la proteina, lo
cual origina la emision de luz verde
que puede ser detectada en un
fluorémetro (6). Cuando se fusionaen
diferentes sitios de la proteina de
membrana en estudio, la fluorescencia

de la GFP se puede usar para localizar
regiones citoplasmicas. GFP es una
proteina monomérica, lo cual puede
representar una ventaja para su
expresion sobre LacZ, que es un
tetramero. Este reportero se ha usado
alun muy poco para el analisis
topoldgico de proteinas de membrana.

La enzima cloranfenicol acetil
transferasa (CAT) cataliza la
acetilacion del cloranfenicol sélo
cuando la proteina esté en el citoplas-
ma. Esta modificacion inactiva al
cloranfenicol confiriendo resistenciaal
antibiético a las bacterias que expre-
san la enzima. Cuando CAT se fusio-
na a una proteina de membrana, su
localizacion puede ser determinada
con base en la susceptibilidad al
cloranfenicol de la bacteria que expre-
sa la fusién (7). Otra enzima reporte-
ra, la B-glucuronidasa (GUS), lleva a
cabo la hidrolisis de B-glucurénidos
solo cuando se encuentra en el cito-
plasma. Su actividad es determinada
por la velocidad de hidrolisis de
sustratos cromogénicos como el p-
nitrofenil glucurénido (8). El uso de
CAT y GUS es muy reciente por lo
gue se han utilizado en muy pocos
casos para el analisis topoldgico, no
habiéndose aun reportado problemas
en su aplicacion.

B) Mutagénesis y monitoreo de
cisteinas

Debido a que la cisteina posee un gru-
po R relativamente pequefio e
hidrofilico (-SH), su sustitucién por
otro aminoacido (usualmente serina)
es tolerada por la mayoria de las pro-
teinas de membrana, conservando és-
tas su funcion. Para el analisis topo-
I6gico de transportadores se ha em-
pleado el método de monitoreo
("scanning") de cisteinas. Este proce-
dimiento consiste en sustituir mediante
mutagénesis todos los residuos de
cisteina de la proteina y después re-
emplazar determinados aminoacidos
por nuevas cisteinas. A continuacion
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se emplean reactivos especificos para
grupos sulfhidrilo que permiten cono-
cer lalocalizacion del residuo con res-
pecto a la membrana. Los compues-
tos més utilizados con estos fines son
los derivados de la maleimida (Fig. 3),
la cual se une formando un enlace de
tioéter con los grupos sulfhidrilo. Asi,
se han usado reactivos permeables o
impermeables a la membrana, que
contienen biotina o grupos fluo-
rescentes o radioactivos que se pue-
den detectar por su unioén con
estreptavidina, por su fluorescencia o
mediante autorradiografia. Estos
reactivos se usan para cuantificar la
accesibilidad del sitio bajo estudio y
pueden conducir a su localizacién ce-
lular (Fig. 3). La principal ventaja del
método de monitoreo de cisteinas so-
bre las fusiones traduccionales, es que
la proteina se conserva practicamente
intacta con sélo algunas modificacio-
nes menores en su secuencia de
aminodacidos que no alteran su topo-
logia. La desventaja es que los proce-
dimientos son mas complejos y cos-
tosos, ya que se requiere la modifica-
cién de la proteina por mutagénesis del
gen que la codificay su posterior iden-
tificacion mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida o incluso por
ensayos de inmunodeteccién.

C)lInsercién de sitios de reconoci-
miento para anticuerpos o proteasas
Otro de los enfoques empleados para
el andlisis de la topologia de proteinas
de membrana hace uso de la insercion
de epitopos. Un epitopo es una peque-
fia region de un antigeno que es reco-
nocida por un anticuerpo. La insercion
de epitopos es Util para obtener infor-
macién de proteinas de membrana ex-
terna, principalmente cuando se des-
conoce la estructura tridimensional. El
método consiste en insertar un péptido
reportero corto, correspondiente a un
epitopo, en regiones hidrofilicas de la
proteina de membrana en estudio; las
proteinas por lo general toleran la in-
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Figura 3. Monitoreo de cisteinas para el analisis topolégico de transportadores de membrana.
Para la localizacion de residuos periplasmicos de cisteina (A) introducidos en la proteina de
membrana, se pueden realizar ensayos de accesibilidad en células completas utilizando reactivos
derivados de maleimida permeables (x ) o impermeables ( «), en donde ambos compuestos
pueden reaccionar con el amino&cido. Para residuos citoplasmicos (B), s6lo con derivados
permeables de maleimida se podra marcar la cisteina. En la parte inferior se muestra la estruc-
tura de la parte reactiva de los derivados de la maleimida. (Modificado de la referencia 3).

sercion sin sufrir cambios drasticos en
su estructura y localizacion celular y,
por lo tanto, sin alterar sus propieda-
des bioldgicas. La insercion de los
epitopos se realiza por medio de
mutagénesis dirigida o mediante la
insercion de la secuencia de nucle6-
tidos que codifica el epitopo reporte-
ro en el gen que codifica la proteina
de interés. Las células que expresan
las proteinas hibridas asi generadas se
ensayan con anticuerpos especificos
para el epitopo reportero insertado (9).
Con los resultados obtenidos en ensa-
yos de accesibilidad del anticuerpo
correspondiente, usando células intac-
tas o vesiculas de membrana inverti-
das, se puede determinar la localiza-

cién del sitio de insercion del epitopo
en la proteina de membrana. La ven-
taja que este método presenta es que
la proteina se conserva practicamente
intacta, excepto por la insercion del
epitopo; sin embargo, los procedi-
mientos son relativamente complica-
dos y costosos, ademas de gue no to-
dos los epitopos insertados son acce-
sibles al anticuerpo.

Las enzimas proteoliticas o pro-
teasas, catalizan la hidrolisis de enla-
ces peptidicos. Su uso en el andlisis
de latopologia de las proteinas se debe
a que las membranas son impermea-
bles a las proteasas. Asi, cuando las
proteasas se adicionan a suspensiones
bacterianas, las regiones proteicas de
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la membrana expuestas pueden ser di-
geridas mientras que los sitios
citoplasmicos no son suscep-tibles a
la hidrdlisis (3). Los fragmentos pro-
ducidos por la hidrolisis de las protei-
nas de membrana se analizan por
electroforesis en geles de poliacrila-
mida y se identifican con anticuerpos
especificos para la proteina en estu-
dio mediante inmunodeteccion. El
hecho de que en la secuencia de
aminodcidos de las proteinas de mem-
brana se encuentran comunmente si-
tios de reconocimiento para ciertas
proteasas puede llegar a complicar este
analisis. Para resolver este problema,
por manipulacion genética se pueden
insertar sitios de reconocimiento para
proteasas especificas en regiones de la
proteina expuestas a cualquiera de los
dos lados de la membrana. El analisis
de los sitios de reconocimiento se pue-
de hacer usando células intactas, para
determinar la accesibilidad a los sitios
expuestos en el lado exterior de la
membrana. Los sitios localizados en
el interior se analizan usando vesicu-
las de membrana invertidas. De esta
forma, se puede determinar la locali-
zacion de sitios de reconocimiento in-
sertados en diferentes regiones de la
proteina de membrana (10). La pre-
sencia de sitios de reconocimiento para
proteasas dentro de la secuencia de
aminoécidos de algunas proteinas, asi
como que la proteina se conserva por
lo general intacta cuando los sitios son
insertados, representan ventajas de la
técnica. Las desventajas se relacionan
con el hecho de que no todos los sitios
son accesibles a las proteasas, por lo
gue en algunos casos éstos tienen que
ser insertados en regiones especificas.
Una complicacion adicional es que se
requiere, por supuesto, tener anticuerpos
para la proteina de estudio.

TOPOLOGIA DE LOS TRANS-
PORTADORES BACTERIANOS

En nuestro laboratorio estamos
tratando de dilucidar la topologia
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membranal del transportador de
cromato ChrA de Pseudomonas aeru-
ginosa, una proteina que confiere
resistencia a ese ion toxico mediante
su expulsién del citoplasma (11). Por
esta razén se analizaron las proteinas
transportadoras de bacterias con
topologia conocida, asi como los
métodos que se han usado para su
determinacion. Con este fin se realizd
una basqueda, que abarco el periodo
de noviembre de 1987 a octubre de 2004,
de reportes sobre los transportadores
bacterianos que han sido analizados
desde el punto de vista topoldgico y
cuyo estudio condujo al establecimiento
del nimeroy la orientacion de los STM.
En muchos de los casos reportados, el
analisis topoldgico ha permitido
confirmar la informacion preliminar
obtenida a partir del perfil hidropatico,
pero también se han descrito ejemplos
en los que la informacion obtenida con
este perfil no concuerda con latopologia
determinada experimentalmente. Para
este trabajo se tomaron en cuenta
principalmente los transportadores de
lamembranainterna ya que ahi reside
la mayoria de los sistemas de
transporte bacterianos importantes
desde el punto de vista fisioldgico.
Ademas, también se incluyeron las
proteinas que, aunque por si solas no
tienen la funcién de transportador,
forman parte de un sistema de
transporte membranal.

Se identifico un total de 111 protei-
nas. Como era de esperar, la mayoria de
los transportadores analizados (62 pro-
teinas 0 55%) corresponde a proteinas
de E. coli y le siguen, aunque en menor
cantidad, otras bacterias Gram negati-
vas: Pseudomonas aeruginosa (nueve
proteinas) y Salmonella typhimurium
(siete proteinas). S6lo nueve transpor-
tadores (8%) pertenecen a especies de
bacterias Gram positivas.

Con relacion a la estrategia expe-
rimental elegida, sobresale el uso de
los procedimientos que utilizan fusio-
nes con la proteina reportera fosfatasa

alcalina (77 casos 0 69%) ya sea sola,
en combinacion con -galactosidasa,
0 con otras reporteras (Tabla 1). Como
se menciond antes, esto probablemen-
te se debe a la sencillez de los ensa-
yos enzimaticos y a la disponibilidad
de vectores de expresién para esos
genes reporteros. En la Tabla 1 se ob-
serva que el uso de fusiones con la 3-
lactamasa y el monitoreo de cisteinas
también han sido empleados con fre-
cuencia.

Para facilitar su analisis las protei-
nas de membrana se dividieron en dos
grupos: en el primero se incluyeron las
gue tienen la funcién de transportador
por si solas, excepto aquellas que lle-
van a cabo el transporte de protones;
en el segundo grupo se incluyé a las
proteinas que forman canales, a las que
forman parte de un sistema de trans-
porte, pero que solas no tienen la fun-
cién de transportador, y a los transpor-
tadores de protones. La exclusion de
estas Ultimas proteinas del primer gru-
po se debe a que muchas de ellas es-
tan formadas por varias subunidades
en las que no es claro aun cual lleva a
cabo el transporte; ademas de que el
transporte se puede considerar como
una funcion secundaria de estas pro-
teinas, cuya funcion principal en mu-
chos casos es la transferencia de
electrones.

Jiménez R, Cervantes C

La figura 4 muestra la distribucion
de los transportadores reportados con
respecto al nimero de STM que
poseen. En el primer grupo (Fig. 4A)
se encontraron 74 proteinas (66%)
donde sobresalen los transportadores
con 4, 6, 8 10y 12 STM, que
comprenden casi la mitad de los
ejemplos estudiados (54 casos, 0
48%); s6lo los transportadores de 6 y
12 STM representan casi un tercio del
total (34 proteinas, 0 30%). Los datos
de la figura 4A acerca de los
transportadores con 4, 6, 8, 10 y 12
STM concuerdan con reportes que
sefialan que los transportadores de la
membrana se han originado a partir de
la amplificacién, probablemente
mediante procesos de duplicacién
génica, de proteinas con dominios mas
pequefios (12). Se postula que las
proteinas mas grandes, formadas a
partir de una duplicacién, adquirieron
una mayor especificidad hacia el
sustrato a transportar, asi como un
mejor acoplamiento de energia para
Ilevar a cabo su funcion. De acuerdo
con esta hipotesis, las proteinas de 8 y
12 STM se formaron de la duplicacion
de dominios de 4 y 6 STM, respecti-
vamente, aunque aun prevalecen estos
transportadores pequerios (Fig. 4A).
Esta suposicion ha sido reforzada por
el andlisis de las secuencias de

TABLA 1

Métodos usados para el analisis topoldgico de los transportadores
bacterianos analizados en este trabajo

Método

PhoA /LacZ

PhoA

BlaM

Monitoreo de cisteinas
PhoA con otros reporteros
Insercion de epitopos

Uso de proteasas

Otros

Total

No. de proteinas

39
32
15
10
6
3
2
4

111

Abreviaturas: PhoA, fosfatasa alcalina; LacZ, B-galactosidasa, BlaM; B-lactamasa.



REB 25(1): 3-11, 2006 Topologia de Transportadores Bacterianos

30
A
25 __
3
£ 20
Q
o
5 15
[<B]
o
g 10
pd
57 H H H
O ﬁ\ \m\ \I_I\ \ﬁ\ \|_|\ \I_I\ \m\l_l\ \ﬁ
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
No. de STM
14
— B
12 4
3
S 10
'S
S 8
S
S 6 1
2 4-
27 HH
0 T T T I:I|_|I:II:|D T T \I:I\ \I:I\

1 2 3 4 5 6 7

8 9 10 11 12 13 14 15 *?

No. de STM

?, informacién no disponible

Figura 4. Distribucion de las 111 proteinas de membrana analizadas en este trabajo, con base
en el nimero de segmentos transmembranales (STM). (A) transportadores; (B) proteinas auxi-

liares de transportadores y canales.

aminodcidos de las mitades amino y
carboxilo de algunos transportadores.
Por ejemplo, un andlisis filogenético
de la proteina ChrA de P. aeruginosa
ha mostrado que algunos aminoacidos,
y probablemente ciertos motivos, se
conservan de manera simétrica en
ambas porciones de la proteina (Diaz-
Pérez y col, en preparacién); datos
similares se han reportado para el
transportador de arsénico ArsB (13) y
el cotransportador de Na*/Ca?* YrbG
(14), ambos de E. coli.

El segundo grupo de transportadores
incluye proteinas con un menor
nimero de STM (Fig. 4B). Se advierte
que, excepto un grupo de proteinas que
atraviesan la membrana una sola vez

(13 casos, todos caracterizados como
proteinas auxiliares de sistemas de
transporte), la mayoria contienen 2, 3
y 4 STM. La diferencia en el nimero
de STM, con relacién a las proteinas
del primer grupo, podria relacionarse
con una menor especificidad o con una
participacién secundaria en el
fendmeno de transporte de los
transportadores de este segundo grupo.

La distribucion de los STM de los
transportadores bacterianos en la
figura 4 es muy similar a la obtenida
por Saier (12) analizando tanto pro-
teinas con topologia establecida
experimentalmente como predicciones
topoldgicas de transportadores de
organismos que abarcan los dominios

9

Arquea, Eubacteriay Eucaria. Los dos
grupos de proteinas, con un bajo o
elevado nuimero de STM, estan
presentes también en ese amplio estudio.

Cuando los transportadores bacte-
rianos reportados se clasificaron de
acuerdo con su funcién especifica, se
encontr6 que el grupo principal (con
78 proteinas, 0 70%) comprende a los
que transportan compuestos orga-
nicos, entre ellos los que participan en
la secrecion de proteinas o en el
transporte de intermediarios meta-
bolicos. Esta relativa abundancia es
probablemente debida a que este tipo
de transportadores fisiol6gicos han
sido mas ampliamente estudiados.

Un segundo grupo (33 proteinas, 0
30%) se relaciona con transportado-
res de iones inorgénicos (Tabla 2). La
gran mayoria (26 proteinas, 0 79%)
tienen funciones homeostéaticas y cap-
tan o expulsan cationes fisiol6gicos
(incluyendo protones). En contraste,
solo siete transportadores de este gru-
po participan en el transporte (expul-
sion) de iones toxicos; la mayoria de
estos transportadores (cinco ejemplos)
se encuentran codificados en plés-
midos y constituyen sistemas de resis-
tencia bacteriana. La cantidad de trans-
portadores de iones inorganicos toxi-
cos analizados es muy baja debido a
gue muchos de los sistemas de resis-
tencia aun no se han estudiado con
detalle, por lo que se desconoce la to-
pologia del transportador. La distribu-
cion de la topologia de los transporta-
dores de sustratos inorganicos es muy
amplia, desde los que tienen un solo
STM hasta los de 15 STM. Entre es-
tos predominan, sin embargo, los que
poseen de 8-12 STM (18 proteinas, o
55%; Tabla 2). La amplia distribucién
de estas proteinas de acuerdo con el
numero de STM es probablemente
debida a que dentro de este grupo se
encuentran tanto proteinas que forman
canales como transportadores prima-
rios y secundarios.
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TABLA 2

Jiménez R, Cervantes C

Caracteristicas de los transportadores bacterianos de iones inorganicos

Nombre Género Sustrato (s) Funcion No. de STM*
AmtB Escherichia coli Amonio Captura 11
ArsB Escherichia coli Arsenicales Expulsion 12
ATPasa Escherichia coli Protones Captura 5
ATPasa Escherichia coli Protones Captura 8
CadA Helicobacter pylori Cadmio Expulsion 8
CadA Staphylococcus aureus Cadmio Expulsion 8
ChrA Alcaligenes eutrophus Cromato Expulsion 10
ChrA Pseudomonas aeruginosa  Cromato Expulsion 12
Citocromo d Escherichia coli Protones Captura ¢
CorA Salmonella typhimurium Magnesio Capturay expulsion 3
CydA Escherichia coli Protones Captura 9
CyoA Escherichia coli Protones Expulsion 2
CyoB Escherichia coli Protones Expulsion 15
CyoC Escherichia coli Protones Expulsion 4
CyoD Escherichia coli Protones Expulsion 3
CyoE Escherichia coli Protones Expulsion 7
CzcA Ralstonia sp. Zinc, Cobalto y Cadmio  Expulsion 12
HoxN Alcaligenes eutrophus Niquel Captura 7
Kch Escherichia coli Potasio Captura 6
MgtB Salmonella typhimurium Magnesio Captura 10
MntB Synechocystis sp. Manganeso Captura 9
MntH Escherichia coli Manganeso Captura 11
MotA Escherichia coli Protones Captura 4
MotB Escherichia coli Protones Captura 1
MscL Escherichia coli Potasio Captura 2
NhaA Escherichia coli Sodio y Protones Antiportador 12
NhaB Vibrio alginolyticus Sodio y Protones Antiportador 9
NixA Helicobacter pylori Niquel Captura 8
OadB Klebsiella pneumoniae Sodio Expulsion 9
ATPasatipoP  Helicobacter pylori Cationes Captura 8
Trans-Hasa Escherichia coli Protones Expulsion 13
YrbG Escherichia coli Sodio y Calcio Captura 10
ZntB Salmonella typhimurium Zinc Expulsion 2

*STM, segmentos transmembranales; ¢, informacion no disponible

Referencias bibliogréficas adicio-
nales asi como informacion mas deta-
Ilada acerca de los transportadores que
se incluyen en este trabajo se pueden
encontrar en: www.tcdb.org/ vy
www.membranetransport.org/

CONCLUSIONES Y PERSPEC-
TIVAS

Se estima que 20 a 30% de las
proteinas codificadas en el genoma de
un organismo son proteinas de

membrana (15), lo que refleja la gran
importancia de los transportadores
para el funcionamiento celular.
Desafortunadamente en las bases de
datos, como el Protein Data Bank, se
encuentra reportada la estructura
tridimensional de sélo cerca de una
decena de transportadores. Por esto se
ha recurrido a otros métodos para
obtener informacion detallada acerca
de su estructura. Una de estas
metodologias se basa en la prediccion

in silico de estructuras secundarias con
base en la secuencia de aminoacidos;
sin embargo, ninguno de los métodos
de prediccion disponibles en la
actualidad es absolutamente confiable.
Por esta razén, el uso de métodos
bioquimicos y moleculares ha sido de
gran ayuda para el analisis topol6gico
de los transportadores bacterianos.
Una vez que se tiene la informacion
topolégica de una proteina de
membrana, se puede proceder a
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identificar los aminoacidos relevantes
para su estructura o funcién. Es
importante estudiar desde el enfoque
filogenético los residuos conservados
dentro de la familia a la cual pertenece
el transportador. A continuacién, esta
informacidn puede ser utilizada para
llevar a cabo la mutagénesis dirigida
de esos residuos con el fin de

determinar su papel especifico en la
funcion del transportador, ya sea de
tipo estructural o participando
directamente en la interaccién con el
sustrato a transportar. Los datos
estructurales obtenidos mediante el
analisis topoldgico de los transportadores
conocidos se han utilizado para obtener
informacion sobre transportadores
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