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Resumen

Mycobacterium tuberculosis el agente etioldgico de la tuberculosis es un grave
problema de salud a nivel mundial. A pesar de las medidas establecidas para
su control y prevencién cada afo se generan casos nuevos, el aumento en
la frecuencia de cepas resistentes a mdltiples farmacos compromete su
erradicacion. La necesidad de desarrollar nuevos compuestos contra
Mycobacterium tuberculosis se ha vuelto primordial para combatir la
enfermedad. Se han desarrollado nuevos compuestos hibridos del farmaco de
primera linea etambutol y la esfingosina denominados UCI-05 y UCI-14, con
una efectiva actividad antituberculosis y baja toxicidad en modelos murinos
(BALB/c), sin embargo los perfiles de expresion génica en poblaciones
micobacterianas expuestas a los compuestos han sido poco estudiados.
Existen diferencias entre clonas y cepas de Mycobacterium tuberculosis. Una
clona es una poblacién homogénea mientras que una cepa corresponde a una
poblacion heterogénea. El andlisis diferencial en la expresién génica en ambas
poblaciones es obligado para definir la accion de nuevos compuestos.

Recientemente se identificd la modificacion en la expresidén de los genes gltA1,
rpsOy IprQ en poblaciones homogéneas (clonas) provenientes de una cepa de
referencia sensible a los farmacos de primera linea (H37Rv) y un aislado clinico
resistente a los mismos (CIBIN99) de Mycobacterium tuberculosis, las cuales
fueron expuestas a los compuestos UCI-05 y UCI-14. En este proyecto se
determind si la modificacién en la expresidn de estos tres genes, se presenta
de la misma forma en la poblacion homogénea (clona) y en la poblacion
heterogénea (cepas) como consecuencia al tratamiento con los nuevos
compuestos UCI. Las cepas H37Rv y CIBIN99 fueron cultivadas y tratadas con
los compuestos UCI-05 y UCI-14. EI RNA fue extraido, se realiz6 una
retrotranscripcion. El gen constitutivo rrs fue amplificado para verificar la
funcionalidad del ADNc. Las modificaciones en los niveles de expresion de las
cepas fueron valoradas usando RT-gPCR. El andlisis de los resultados se
realiz6 mediante el paquete estadistico SPSS version 20. La significancia de
las diferencias fue determinada wusando t-Student para muestras
independientes donde p<0.05 se consider6 como significativa. El analisis
diferencial de la expresion en los tres genes en clonas y cepas mostré una
represion en el gen rpsO en H37Rv debido al tratamiento con el compuesto
UCI-05 comparada con el control DMSO (p=0.007), de igual manera con el
compuesto UCI-14 se observo represion pero sin significancia estadistica. La
expresion de los genes gltA1 y IprQ, se altera de manera diferente en la
poblacion homogénea (clonas) y la poblacién heterogénea (cepas) de H37Rv y
CIBIN99, como consecuencia al tratamiento con los compuestos UCI-05 y UCI-
14. El tratamiento con el compuesto UCI-05 en clonas y cepas de H37Rv
reprime la expresion del gen rpsO, este gen codifica para la proteina ribosomal
S15 de la subunidad 30S. La modificacién en la expresion del gen podria
alterar el proceso de traduccién de Mycobacterium tuberculosis.
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1. Introduccion

1.1. Tuberculosis en la actualidad

La Tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa, crénica vy
sistémica producida por el agente etiologico Mycobacterium tuberculosis,
capaz de afectar multiples 6rganos y tejidos. Su forma pulmonar (TB
pulmonar) se reporta con una mayor incidencia en la poblacion en

comparacion con su forma extrapulmonar (TB extrapulmonar) *.

Reportes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefialan que tan solo
en el ano 2014, 9.6 millones de habitantes adquirieron la enfermedad y 1.5
millones fallecieron por dicha causa, en el mismo afo se posicion6 en el lugar
namero cinco de las principales causas de muerte en las mujeres en el
periodo mas productivo de sus vidas (15-44 afos). El mayor numero de casos
se presenta en regiones de Africa, China, Pacifico Oeste y Asia Sudoriental 2.
En México en el afo 2014 se presentaron 20,129 casos nuevos de
tuberculosis en todas sus formas, de los cuales el 80.7% corresponde a su
forma pulmonar, principalmente los estados fronterizos como Sonora,
Sinaloa, Veracruz, Nuevo Lebén se ven mayormente afectados al presentar
un superior numero de casos en comparacién con otros estados de la

republica mexicana 3.

En los ultimos anos el control de la tuberculosis se ha complicado por el
aumento de cepas resistentes y multifarmacorresitentes (MFR) a los farmacos
de eleccion, esto debido primordialmente a una serie de eventos como la
capacidad evolutiva de la bacteria que le confiere resistencia a diferentes

antibioticos, el empleo indebido y la deficiente efectividad de los mismos 4. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiala que en el aifo 2015, 480,000
personas infectadas desarrollaron tuberculosis multifarmacorresistente .

1.2. Desarrollo de nuevos compuestos con actividad
antituberculosis

La reciente implementacion de compuestos con nuevos blancos terapéuticos y
efectiva actividad antituberculosis se ha considerado para poder controlar y
prevenir el aumento de estas cepas, disminuyendo a la vez la incidencia de la

tuberculosis pulmonar en la poblacion 4.

La exposicién de células micobacterianas a los farmacos convencionales,
ocasiona por lo general el bloqueo de determinadas vias metabdlicas
fundamentales e inhibicion de la sintesis del ARN mensajero, generando
alteracién en los procesos celulares, consecuentemente cambios en los

niveles de expresion génica los cuales pueden ser evaluados 4,°.



1.3. Técnicas empleadas para medir expresion génica

En la actualidad existen técnicas para analizar y cuantificar la expresion génica
de células micobacterianas ®.

La técnica de hibridacién con microarreglos es ampliamente utilizada, debido a
su capacidad para analizar simultdneamente un gran numero de genes, sin
embargo una de las desventajas principales es que la calidad de los
resultados obtenidos puede variar en gran parte por la plataforma y el método
empleado. Con el fin de apoyar esta herramienta y validar los resultados
obtenidos se emplea comunmente la técnica de RT-gPCR, debido a su
sensibilidad para detectar y cuantificar los niveles de ARN mensajero, ademas
posee la cualidad de analizar una célula individual, empleando
concentraciones de muestras pequefas ®,”. El uso de estas herramientas en
conjunto permite la identificacién de genes y mecanismos moleculares nuevos,
facilitando la implementacion de terapias totalmente diferentes a las existentes
o bien la mejora de las mismas.

1.4. Compuestos con actividad antituberculosis UCI-05 y UCI-14

Se han sintetizado nuevos compuestos (UCI-05 y UCI-14) partir de la
hibridacién del agente terapéutico etambutol y la esfingosina, siendo este
ultimo un componente natural de los fosfolipidos de membrana. Su estructura
quimica se encuentra formada por una cadena alifatica de 14 carbonos y cada
uno ha mostrado una eficaz actividad antituberculosis in vivo en modelos
murinos (BALB/c), favorece el descenso de la carga bacilar inicial de 1 x 10°
unidades formadoras de colonias (UFC) en ratones infectados con cepas
sensibles y multifarmacorresistentes (MFR) de Mycobacterium tuberculosis,

sin embargo los perfiles de expresion génica han sido poco estudiados 8 °.
1.5. Heterogeneidad en poblaciones micobacterianas

Recientemente se ha determinado la presencia de heterogeneidad en
subpoblaciones de Mycobacterium tuberculosis que genera diferente
susceptibilidad a los farmacos de primera linea isoniazida y rifampicina dentro
de las mismas subpoblaciones '°. La evaluacion de esta heterogeneidad en las
subpoblaciones es necesaria para entender la accion de nuevos compuestos,
utilizando cepas y clonas de Mycobacterium tuberculosis M. Las técnicas
empleadas para establecer el comportamiento celular de los microorganismos
expuestos a determinados compuestos, se basan en el estudio de poblaciones
de células, sin embargo, este tipo de estudios a nivel de poblacion disfraza el
comportamiento de las células individuales, generando dificultades para
interpretar los procesos bioldgicos en los que la heterogeneidad celular juega

un papel fundamental .12,



Actualmente no existe un procedimiento para la identificacion de fenotipos
distintos dentro de una poblacion isogénica de Mycobacterium tuberculosis,
para ello es primordial estudiar una célula individual, la cual nos determinara
los fendémenos bioldgicos claves que se llevan a cabo en las células vivas,
obteniendo resultados reproducibles y disminuyendo la mezcla de poblaciones

altamente inestables 2. En los Ultimos afios la dindmica de la expresién génica
se ha obtenido a partir de experimentos de una sola célula, siendo obligado
comprobar los resultados obtenidos en un conjunto de cepas seleccionadas

que sean representativas de la diversidad poblacional M,*2.
1.6. Estudio de la expresion de los genes gitA1, rpsOvy IprQ

En un trabajo previo empleando los compuestos UCI-05 y UCI-14 y clonas
sensibles y multifarmacorresistentes, las cuales se originaron a partir de una
cepa de referencia (H37Rv, ATCC 27294) y un aislado clinico
multifarmacorresistente (CIBIN:UMF:15:99) la cual se denominara solamente
(CIBIN99) de Mycobacterium tuberculosis, y el uso de técnica moleculares
como microarreglos y RT-gPCR, se determin6 que existen tres genes (gltA1,
msO y IprQ) que se ven modificados debido al tratamiento con estos

compuestos 3.

Por lo tanto, debido a heterogeneidad presente en poblaciones de
Mycobacterium tuberculosis, este trabajo se basa en el estudio de la expresion
de los genes gltA1, msO y IprQ en la cepa sensible y en la cepa
multifarmacorresistente, las cuales le dieron origen a las clonas, con la
finalidad de identificar la dinamica de la expresion génica en diferentes
poblaciones debido al tratamiento con los compuestos UCI-05 y UCI-14.



2. Antecedentes
2.1. Tuberculosis en la poblacién

Mycobacterium tuberculosis es el principal agente causal de la enfermedad de
la tuberculosis, que afecta a la poblacién mundial, sin importar etnia, género y
clase social. En el afio 2013 la mayor parte de los casos ocurrieron en Asia
Sudoriental y regiones del Pacifico Occidental, representando un 56% de todos
los casos nuevos que se generaron a nivel mundial. Los primeros seis paises
qgue presentaron el mayor numero de casos por cada 100 000 habitantes fueron

India, Indonesia, Nigeria, Pakistan, la Republica Popular de China y Sudaéfrica 2.

En México la TB-pulmonar sigue aumentado y generando graves problemas
en la salud publica los cuales frecuentemente se asocian con enfermedades
como diabetes, desnutricién y VIH/SIDA . En nuestro pais en el afio 2014 se
estimé una incidencia de 13,6 casos por 100 mil habitantes, que corresponden
a 16,237 casos de TB . El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) en el mismo afno senala que los estados de Baja California,
Guerrero, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Nayarit, Chiapas, Veracruz, Nuevo
Ledn presentaron un mayor numero de casos de tuberculosis en todas sus
formas en comparacion con los demas estados de la reptblica mexicana **.

En el afno 2015 de acuerdo al Centro Nacional de Programas Preventivos y
Control de Enfermedades (CENAPRECE), nuestro estado se posicioné en el
lugar nimero cuatro de los estados con mayor incidencia de tuberculosis

pulmonar, al reportar 1,148 casos nuevos 6.

Baja
California
1,564
Nuevo
Ledn
1,148

Veracruz
1,748

Guerrero

1,224 Chiapas

1,118

Figura 1. Incidencia de casos nuevos de tuberculosis pulmonar, reportados por
el Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de Enfermedades
(CENAPRECE).



De acuerdo con la informacién disponible en el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica (SINAVE), en nuestro pais se registran cada afio cerca de
15,000 casos nuevos de Tuberculosis pulmonar y aproximadamente 2,000

defunciones por dicha causa V.
2.2. Caracteristicas generales de Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis pertenece a la familia Mycobacteriaceae y al
género Mycobacterium, es un bacilo delgado, intracelular obligado, sin
movilidad que mide de 2 a 4 um de longitud por 0.2 a 0.5 um de ancho, se
caracteriza por su desarrollo lento, su tiempo de duplicacién de 12-24 horas y
requerimiento nutricional exigente '®, su envoltura estd compuesta por una
pared celular muy compleja y membrana citoplasmatica.

Su pared celular se situa proxima a la membrana citoplasmatica y esta dividida
en capas. La capa externa es la principal barrera de defensa que le confiere la
proteccidén contra multiples factores externos y se compone principalmente de
mucosidos, glicolipidos, los cuales se asocian a menudo con algunos acidos

grasos de cadenas cortas o largas que se encuentran en la capa interior .

La capa interna principalmente estd compuesta de N-acetilglucosamina y
acido N-glucoliimuramico con cadenas cortas de alanina, peptidoglicanos,
arabinogalactanos y &cidos micolicos covalentemente unidos entre si para
formar un complejo denominado complejo MA-AG-PG que se extiende desde
la membrana citoplasmatica hacia el exterior, estos ultimos son &cidos grasos
complejos de gran interés taxondmico que contienen alrededor de 60 a 90
carbonos y le confiere una naturaleza hidrofébica, esta composicion de la
pared celular le otorga a la micobacteria una limitada permeabilidad que en
parte es responsable de la ineficacia de algunos detergentes y multiples
farmacos, sin embargo suele ser la diana terapéutica de eleccion de varios de

los farmacos contra la micobacteria 18'°.

La membrana citoplasmatica de Mycobacterium tuberculosis posee las
caracteristicas biologicas y bioquimicas de cualquier membrana, ademas
moléculas ancladas como lipopolisacéridos, lipoarabinomananos (LAM),

lipomananos y fosfatidil inositol mandsidos 1.



Proteina asociada
@ 0 ® 0 ] glucolipidos

‘t [UHB[ i 0y

Il 0 000 0 "] 4cidos micolicos

(;c@ = b’o
“..
> 5908808 O ;

2. sssssel
u Q O Q O (;) ‘J \_/j peptidoglicano

i s
W%’

arabinogalactano

_] membrana citoplasmatica

Figura 2. Representacién esquematica de la pared celular de Mycobacterium
tuberculosis

La pared celular de Mycobacterium tuberculosis, se sugiere como una
adecuada opcién de diana terapéutica, debido a que las enzimas involucradas
en su biosintesis no poseen homologia en el mamifero, pudiendo actuar
selectivamente sobre ellas. Habitualmente el empleo de farmacos lipéfilicos
como rifampicinas y fluoroquinolonas son empleados en el tratamiento, debido
a la facilidad de penetrar esta barrera, generando ventajas como la accion

eficaz en comparacion con otros farmacos 8,'.

Mycobacterium tuberculosis tiene la capacidad de asimilar la glucosa, el
glicerol y acidos grasos como fuente de carbono, amonio o aminoacidos como
fuente de nitrégeno y su crecimiento puede estimularse mediante el aumento
en la presion de CO2, especificamente una atmésfera de 5 a 10% favorece su

desarrollo. La temperatura 6ptima de crecimiento es 37°C *°.

2.3. Medios de cultivo para la identificacion de Mycobacterium
tuberculosis

En la actualidad los cultivos continlan siendo los métodos mas sensibles y
especificos para el aislamiento de las micobacterias, clasificandose como el
estandar de oro. Con el fin de garantizar el aislamiento, se recomienda el
empleo de una combinacion de medios de cultivo sélidos y liquidos, que
permitan observar su morfologia, produccién de pigmentos y una proliferacion

de colonias mas rapida y abundante 2°



El crecimiento de las colonias tipicas de Mycobacterium tuberculosis en
medios de cultivo sélidos suele llevarse a cabo utilizando Petragnani,
Coletsos, Stonebrink y Léwenstein-densen. Este ultimo, es ampliamente usado
y esta compuesto por ingredientes especificos en combinacién, como fosfato
monopotéasico, sulfato de magnesio hepta hidratado, citrato de magnesio,
asparagina, fécula de papa, glicerol y verde de malaquita como inhibidor del
crecimiento de otras bacterias, los cuales le aportan fuente de carbono,
nitrégeno, fosforo, potasio, etcétera, claves para la produccion de energia y

biomasa 2'.

La incubacion de las muestras se lleva a cabo en tubos de vidrio los cuales
contienen medio de cultivo en posicion inclinada que facilita el intercambio de
CO2 a O2. La identificacion de las caracteristicas fenotipicas empleando estos
medios, es muy fiable 2'. La morfologia colonial macroscépica de las
micobacterias suelen observarse de color crema, esféricas, secas, rugosas,
opacas, polimorfas y de dimensiones variables como se muestra en la figura 3.

Figura 3. Apariencia de las colonias de Mycobacterium tuberculosis creciendo
en medio sélido Léwenstein-densen.

Debido a la necesidad de tener un método sensible, especifico y rapido para
el diagndstico preciso de Mycobacterium tuberculosis, se implementé el uso de
medios de cultivo en estado liquido, Proskauer-Beck, Sauton, Dubos,
Middlebrook 7H9, estos dultimos dos suelen ser los mas utilizados, el
inconveniente principal es que no permiten la visualizacion del crecimiento y
morfologia de las colonias. Por lo tanto estos medios no se recomiendan para

obtener un cultivo primario #,22.

De forma natural las micobacterias tienden a ser mas resistentes a los agentes
quimicos en comparacién con otras bacterias, principalmente por la naturaleza
hidréfoba de la superficie celular, esta cualidad a su vez le confiere un
particular crecimiento en grumos en determinados medios de cultivo en estado

liquidos %2.



El crecimiento de las micobacterias utilizando el medio Dubos, normalmente
se observa disperso, libre de aglutinamiento, por lo general suele emplearse
para preparar suspensiones relativamente uniformes 22. No obstante el medio
de cultivo liquido Middlebrook 7H9 es ampliamente recomendado para
identificar el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis, frecuentemente se
suplementa con distintos nutrientes, como &cido oleico, albumina, dextrosa y
catalasa (OADC) para garantizar su desarrollo, el cual se puede apreciar
alrededor de los 14 a 28 dias de incubacion. Este medio estd compuesto por
sulfato de amonio, glutamato de sodio, citrato de sodio, piridoxina, biotina,
fosfato disddico, fosfato monopotasico, citrato férrico de amonio, sulfato de
magnesio, cloruro de calcio, sulfato de zinc y sulfato de cobre 2.

Las sales inorganicas le otorgan a Mycobacterium tuberculosis sustancias
esenciales para su crecimiento, el acido oleico y acidos grasos pueden ser
utilizados en su metabolismo y la catalasa le ayuda para catalizar los

perdxidos que pueden llegar a ser toxicos 2.

2.4. Mecanismo de transmision

La transmisién del agente etiolégico se produce de persona a persona a
través del aire, mediante las gotitas de flugge que se generan en el aparato
respiratorio de las personas infectadas con tuberculosis pulmonar activa, al
toser, estornudar o hablar. Estas gotitas de alrededor de 1 a 5 um de didmetro
pueden contener varios bacilos y propagarse con facilidad hasta llegar a los
alvéolos pulmonares. Inicialmente una persona infectada no presenta
sintomas y no es contagiosa, los sintomas se presentan después de unas
semanas, siendo capaces de transmitir la enfermedad. Los sintomas que
aparecen son fatiga, fiebre, sudoracion nocturna, expectoraciones con sangre,

dolor toracico, pérdida de peso, escalofrios y falta de apetito *.

La tuberculosis es tratable y curable si se detecta a tiempo. Desde 1882 tras
su descubrimiento se han elaborado distintas estrategias para su control y

prevencion, las cuales aseguran reducir su transmisiéon en la sociedad .
2.5. Caracteristicas generales de los farmacos de primera linea

La Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) recomienda un esquema
terapéutico inicial para los pacientes confirmados con tuberculosis, el cual se
basa en una combinacién de cuatro farmacos denominados de primera linea
que se administran durante un periodo de seis meses. Algunas caracteristicas
de los farmacos isoniazida (INH), rifampicina (RIF), pirazinamida (PZA) y

etambutol (EMB) se describen a continuacién 2,24



Isoniazida (INH) es un farmaco que se administra desde 1952 de forma oral,
presenta actividad bactericida frente a los bacilos metabolicamente activos y
actividad bacteriostatica en poblaciones latentes. La concentracion minima
inhibitoria (CMI) en las cepas sensibles oscila entre 0,025 y 0,05 ug/ml. Inhibe
la sintesis de los acidos micoélicos de la pared celular y se activa in vivo por la

accion de la enzima catalasa peroxidasa, la cual es codificada por el gen KatG
4 25

Figura 4. Estructura Quimica del farmaco de primera linea, isoniazida.

Rifampicina (RIF) se descubrié en 1965, se administra de forma oral, presenta
actividad bactericida frente a los bacilos metabdlicamente activos, latentes y
con crecimiento irregular. Inhibe la sintesis del RNA mensajero
interaccionando de manera selectiva con la subunidad beta de la RNA
polimerasa, la cual es codifica por el gen rpoB. La concentracion minima
inhibitoria (CIM) para Mycobacterium tuberculosis se encuentra entre 0,005 a

0,2 ug/ml 4,25,

Figura 5. Estructura Quimica del farmaco de primera linea, rifampicina.



Pirazinamida (PZA) se descubrio en 1970, se administra de forma oral,
presenta actividad bactericida frente a los bacilos en estado latente. Auan no
se ha establecido su mecanismo de accidn pero se cree altera la membrana
celular y disminuye el transporte de energia de la célula. La concentracion
minima inhibitoria (CMI) frente a Mycobacterium tuberculosis es de 20 ug/ml
4 25

b

O

X NH,

Figura 6. Estructura Quimica del farmaco de primera linea, pirazinamida

Etambutol (EMB) se desarrollé en 1968, se administra de forma oral, presenta
actividad bacteriostatica en los bacilos metabdlicamente activos. Inhibe la
sintesis de la pared celular micobacteriana especificamente la formacion de
arabinogalactano, en la cual esta involucrada la enzima arabinosin transferasa
que es codifica por el gen embCAB. La concentracion minima inhibitoria (CMI)

es de 1 a 5 ug/ml. A pesar que no tiene una alta efectividad, sigue siendo un

farmaco de eleccion debido a su baja toxicidad y efectos secundarios 4,25.

OH

CH NH
? NH™ >~ \(\CH3
OH

Figura 7. Estructura Quimica del farmaco de primera linea, etambutol
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2.6. Problema de multifarmacorresistencia

A pesar de que existen sistemas de salud implementados para que se lleve a
cabo el tratamiento adecuado y se controle la propagacién de la enfermedad,
en los ultimos afos se siguen generando nuevos casos, los cuales se ven
agravados por la aparicién de cepas resistentes a uno e incluso a todos los
farmacos de primera linea y segunda linea, dificultado drasticamente su
eliminacion 28. El aumento de estas cepas se debe en cierta manera al uso
de farmacos por largos periodos de tiempo y bajo apego al tratamiento
indicado. Autores han asociado algunos mecanismos que se encuentran
involucrados en dicha resistencia como la impermeabilidad de la membrana
celular, la expulsion de los mismos por bombas de flujo, la produccion de
enzimas que desactivan los farmacos e inclusive lo asocian con mutaciones o

factores genéticos de Mycobacterium tuberculosis ?*.

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) se define como
tuberculosis multifarmacorresistente aquella enfermedad originada por una
cepa de tuberculosis que no responde al tratamiento de los farmacos
antituberculosis de primera linea o por lo menos a isoniazida y
rifampicina, dos de los fArmacos mas eficaces 2, la misma organizacién en el
ano 2013 estim6é que 300,000 de los pacientes diagnosticados con TB-

pulmonar tenian cepas multifarmacorresistentes 2. En el 2014, 480 000
personas a nivel mundial, fueron afectadas por estas cepas las cuales

complicaron su salud y 190 000 fallecieron por dicha causa 22.

Estudios previos en Monterrey, Nuevo Ledn, demuestran la variabilidad
fenotipica de resistencia a farmacos de primera linea y segunda linea en
cepas de Mycobacterium tuberculosis y recomiendan tomar medidas
preventivas para frenar su transmisién y evitar la aparicion de cepas
extremadamente resistentes (XDR) 2°. Uno de los grandes problemas actuales
es que los métodos terapéuticos frente a las distintas formas de resistencia de
Mycobacterium tuberculosis no han sido modificados trascendentemente en
los ultimos afos. Este problema ha hecho que el tratamiento de la tuberculosis
resistente sea mas dificil de tratar, mas compleja y el indice de mejoria sea
mucho menor comparado con los pacientes con tuberculosis tradicional 3°. El
esfuerzo para desarrollar nuevas terapias con mecanismos de accién
diferentes, que se dirijan a blancos que son cruciales para la supervivencia de
la micobacteria, puede ser una alternativa para detener la propagacion de
cepas multifarmacorresistentes (MFR) y disminuir las cifras de la enfermedad
en la poblacién %. Se ha establecido que la capacidad de las bacterias para
responder a distintos estimulos y generar niveles de resistencia a diversos
antibiéticos esta relacionada directamente con el mecanismo de accién de los
farmacos, por lo tanto entender su funcién seria Util para decidir una terapia
adecuada °.
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2.7. Nuevos compuestos antituberculosis derivados del farmaco
etambutol

El etambutol (etilen-diamino-dibutanol), es un producto originado de la
etilendiamina, que en los ultimos afos ha sido el farmaco predilecto por
diversos autores para el desarrollo de compuestos andlogos, principalmente
porque interviene en la pared celular de Mycobacterium tuberculosis, pudiendo

ser este un blanco terapéutico importante .

En el ano 2005, se desarrollaron 63,238 analogos del etambutol, que
conservaban el farmacoéforo 1,2-diamina, los mismos fueron sintetizados,
analizando su actividad antituberculosis. 2,796 de los compuestos contaba con
afinidad por los lipidos, creyéndolos prometedores, sin embargo tras una serie
de estudios, solo se propusieron tres analogos (SQ37, SQ59, SQ109) como
posibles candidatos contra la tuberculosis, estos obtuvieron concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) de 1.25, 125 y 0.63 ug/ml, respectivamente,
destacando este ultimo por poseer una concentracion minima inhibitoria (CMI)

inferior a la del etambutol 32.

Las estructuras quimicas de los compuestos se presentan en las figuras 8,9 y

10.
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Figura 8. Estructura quimica de los compuestos andlogos del etambutol,
SQ37.
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Figura 9. Estructura quimica de los compuestos analogos del etambutol,
SQ59.
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Figura 10. Estructura quimica de los compuestos analogos del etambutol,
SQ109.

En el mismo afo se publicaron trabajos extensos del compuesto SQ109 (1,2-
etilendiamina), en los cuales se determin6 su farmacodindmica vy
farmacocinética. Un trabajo in vitro empleando cepas sensibles y resistentes a
isoniazida, rifampicina y etambutol, demostr6 su efectiva actividad
antituberculosis, no obstante en ensayos en modelos animales se sefialé una
mala biodisponibilidad oral, por ello, se han creado compuestos con variantes
estructurales que mejoren sus propiedades farmacocinéticas, conservando su
actividad antituberculosis. Este compuesto interacciona con la biosintesis de la
pared celular de la micobacteriana, a pesar de ello, aun se desconoce con

precisién su mecanismo de accion 3.

En el 2008 un grupo de investigadores del centro de ciencias de la salud de la
Universidad de Tennessee realizaron el disefio y sintesis de compuestos que
mantiene una gran analogia con la estructura quimica del etambutol,
presentando valores de concentraciones minimas inhibitorias (CMI) similares, a

pesar de ello ninguno mejoro la actividad del farmaco de primera linea 34.

En la siguiente figura se muestra la estructura quimica de uno de ellos, el cual
conserva el farmacoforo 1,2-diamina.

o/

, .
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Figura 11. Estructura quimica de un compuesto analogo del etambutol.
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Un ano mas tarde, con el objetivo de crear potentes compuestos que puedan
remplazar o potencializar la actividad del tratamiento contra la tuberculosis,
cientificos de Shanghai, China, propusieron el compuesto S2824 cuya
estructura es derivada de etilendiamina. El compuesto presenté una alta
actividad antituberculosis con concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de
6.25 pg/mL, mayores a las reportadas para el etambutol, a pesar de estudios
su mecanismo de accion aun se desconoce. En la figura 9 se muestra la
estructura quimica del compuesto S2824, a la cual se le incorporaron
fragmentos bencidrilicos, se observa a la vez la gran similitud con la estructura

quimica del etambutol 35.
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Figura 12. Estructura quimica del compuesto S2824.

Actualmente diversos autores contindan con el desarrollo de nuevos
compuestos analogos del etambutol, los cuales aseguren una eficaz actividad
antituberculosis con bajos efectos secundarios, elucidado los mecanismos de
accion, sugiriendo a la vez la implementacién de derivados de origen biologico
como una nueva alternativa terapéutica. La pared celular de Mycobacterium
tuberculosis es fundamental para su supervivencia y es altamente selectiva, por
lo tanto el disefio de compuestos quimicos que permitan simular la estructura
de esta matriz extracelular, e induzcan una perturbacién en su estabilidad,

pueden llegar a ser una gran alternativa 3®.
2.8. Compuestos UCI

Una asociacion formada por la Universidad de Salamanca, Centro de
Investigacion Biomédica del Noreste y el Instituto Nacional de Nutricion
Salvador Zubiran, han sintetizados analogos del farmaco de primera linea
etambutol y la esfingosina, esta Udltima forma parte importante de los
fosfolipidos de membrana de las micobacterias y se sintetiza a partir del
aminoacido serina y el acido palmitico. Los compuestos fueron evaluados para
determinar la actividad antimicrobiana in vitro e in vivo utilizando la cepa de
referencia H37Rv sensible a los cuatro farmacos de primera linea y la cepa
CIBIN:UMF:15:99 la cual pertenece a un aislado clinico resistente a estos
farmacos. De estos andlogos solamente el compuesto UCI-05 y UCI-14,

presentaron una eficaz actividad antituberculosis 8,°.
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El ensayo in vitro se llevd a cabo usando el método modificado de
microdilucién en placa, ambos compuestos resultaron ser mas eficaces que el
agente de uso clinico, obteniendo concentraciones minimas inhibitorias (CMI)
menores a 7.2 pg/ml para H37Rv y menores que 58 pg/ml para la cepa

CIBIN99 32,

La actividad antituberculosis in vivo de ambos compuestos se determind
empleando modelos murinos (BALB/c) de 6 a 8 semanas de edad. Los ratones
fueron expuestos a una carga bacilar de 1X10° bacterias de la cepa de
referencia H37Rv, obteniendo resultados favorables y una minima toxicidad. El
compuesto UCI-05 resulté mas potente al disminuir la carga bacilar 15 veces
en comparacion con el UCI-14 que solo redujo la carga bacilar pulmonar 3

veces 89,

La estructura quimica de los compuestos estd formada por una cadena
alifatica larga de 14 carbonos, un anillo bencénico como se muestra en la
figura 13 y 14. Se puede observar que el compuesto UCI-14 presenta dos
grupos etilo unidos al nitrégeno, lo cual estructuralmente le otorga una mayor

lipofilicidad, comparado con el compuesto UCI-05 8 2.

Figura 14. Estructura quimica del compuesto UCI-14.
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Los mecanismos de accidon de ambos compuestos se desconocen. Por lo tanto
es primordial el analisis de los perfiles de expresion génica en poblaciones de
Mycobacterium tuberculosis para determinar su blanco terapéutico e identificar
si el mismo se mantiene.

2.9. Diversidad poblacional en Mycobacterium tuberculosis

Los microorganismos cuentan con mecanismos los cuales son regulados por
diversos genes, con el fin de adaptarse y soportar diferente estrés ambiental,
como la disponibilidad de oxigeno, cambios en la temperatura o la exposicidon
a un antibidtico, mediante la modificacion de su perfil transcripcional, sin
embargo multiples trabajos reportan una importante heterogeneidad en
poblaciones bacterianas, inclusive cuando estas poseen la misma informacion
genética y se exponen al mismo factor ambiental, centrandose en la
posibilidad de que tal diversidad entre una célula y otra es inevitable en los

sistemas bioldgicos M,%.

En el 2012 un grupo de investigadores, plante6 la posibilidad de que la
heterogeneidad se lleva a cabo por variaciones particulares en las células
micobacterianas, lo cual crea diferentes patrones de susceptibilidad a los
farmacos, estos autores se basaron en trabajos previos los cuales sugirieron
que se requiere un largo tratamiento con los farmacos actuales debido a que la
poblacion micobacteriana es funcionalmente heterogénea y contiene células

que son sensibles °.

Se estableci6 que Mycobacterium tuberculosis presenta una notable
variabilidad, la cual es determinada por su tasa de elongacion y su asimétrica
en la division celular, dando como consecuente células hijas con diferente
velocidad y tamano de elongacién, lo cual origina subpoblaciones
fisiolégicamente distintas '°, por lo tanto la heterogeneidad fenotipica en una
poblacion es capaz de otorgarle ventajas de supervivencia ante el tratamiento

con antibidticos 3839

Autores han definido el término clona a una poblacién individual homogénea la
cual se obtiene a partir de un aislado en especifico, tras una serie de diluciones
seriales, mientras que una cepa corresponde a una poblacién heterogénea,

que puede presentar diversos perfiles genéticos y fenotipicos 37,29,

En un andlisis previo se comparé clonas y cepas sensibles vy
multifarmacorresistentes de Mycobacterium tuberculosis, empleando técnicas
de spoligotyping y RFLP-IS67110, revelando que se conserva el patrén
genotipico y fenotipico entre ellas, sin embargo estos patrones fueron distintos

entre poblaciones sensibles y resistentes 3.
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2.10. Perfil de expresion génica

El perfil de expresion génica se determina mediante la evaluacién de la
actividad de los genes o grupo de genes, midiendo los niveles de expresion
del ARN mensajero o la expresion diferencial del mismo, bajo una condicién
experimental especifica, con el propdsito de conocer los mecanismos celulares

claves de un microorganismo 4.

El ruido en el analisis de la expresion génica, es atribuible a la variabilidad
fenotipica entre poblaciones idénticas, la cual se presenta por diversos
procesos naturales aleatorios, que son llevados a cabo por un sinfin de

reacciones bioquimicas dentro de las células #2.

Reconocer los genes que estan diferencialmente regulados en determinadas
condiciones como la exposicién a un farmaco es critico para interpretar los
cambios fisiologicos.

Mpycobacterium tuberculosis al igual que una infinidad de microorganismos
tiene la habilidad de modificar su perfil transcripcional, reorganizando su
transcriptoma, con el fin de adaptarse, dicho cambio puede ser evaluado

mediante diversas técnicas como microarreglos o RT-gPCR 3.

2.11. Técnicas empleadas para evaluar expresion génica

La técnica de microarreglos (chips de ADN), surgi6é con el objetivo de detectar
y cuantificar simultdneamente la expresion de miles de genes, este proceso se
lleva a cabo en un soporte sélido, el cual contiene diferentes celdas, con
multiples sondas de ADN de cadena simple ancladas a ella. Existen diversos
modelos de microarreglos los cuales se fundamentan en el mismo principio, en
ellos la hibridacion de las secuencias se lleva a cabo cuando la cadena
complementaria de ADN de estudio se une a la secuencia de ADN anclada al
soporte, la fluorescencia producida por dicha interaccién se evalia mediante el
empleo de equipos automatizados. El grado de expresién génica se define
mediante el andlisis de dicha senal y la cuantificacion se lleva a cabo,
utilizando numeros representativos, pudiendo de esta manera analizar

simultdneamente miles de genes %%

Una de las principales desventajas de este método es su baja sensibilidad,
baja reproducibilidad y elevada manipulacién. La calidad de los datos
producidos por esta herramienta puede cambiar en gran medida con la

plataforma y el protocolo que se aplica 44.

17



Actualmente un conjunto de técnicas mas especificas se han implementado.
La técnica RT-gPCR, cumple con las cualidades necesarias para este fin, por
ello se usa como una herramienta de validacion de resultados obtenidos a

partir de microarreglos #°.

Esta técnica tiene la cualidad de analizar genes en especifico. Previo al uso de
esta técnica, es indispensable sintetizar ADN complementario (ADNc) a partir
del ARNm, esto se lleva a cabo, empleando la transcripcion inversa. El
producto obtenido, se amplifica y cuantifica ciclo por ciclo mediante
fluorescencia emitida la cual es proporcional a la cantidad de ADNc producida,
este parametro se evalla en términos absolutos o relativos dependiendo de su

utilidad 7.

Los valores obtenidos en esta prueba, se registran mediante cinéticas de
amplificacion, determinando en ellas un punto fijo que se denomina umbral de
deteccién. Los valores del ciclo umbral (Ct) se determinan identificando el ciclo
en el cual la intensidad de fluorescencia atraviesa el punto del umbral de
deteccion, por encima del ruido de fondo, este valor suele utilizarse como

referencia para calcular la expresion génica ”.

El papel que juega la expresion de genes de Mycobacterium tuberculosis
empleando farmacos con actividad antituberculosis ha sido poco estudiado, sin
embargo, es importante conocer las modificaciones e identificar la funcion de
los mismos con el fin de generar terapias efectivas.

En la actualidad no existe un método de identificacion de fenotipos distintos
dentro de una poblacion homogénea de Mycobacterium tuberculosis, por lo
tanto, la comparacion de diversos perfiles de expresion génica se ha vuelto

una herramienta fundamental para comprender procesos biologicos *°.

La evaluacién de los perfiles de expresion génica de aislados clinicos de
Mycobacterium tuberculosis, previamente tratados con farmacos de primera
linea, estableci6 mediante el empleo de la técnica de RT-gPCR, la existencia
de una regulacién positiva de genes implicados en la respuesta al estrés por
antibioticos, proponiendo que los bacilos cuentan con mecanismos los cuales
permiten su supervivencia bajo esta condicion de estrés, asi como sistemas
gue disminuyen su velocidad de crecimiento y metabolismo. La reduccién de la
tasa de crecimiento, se asocia con una deficiente accion de los fa&rmacos los

cuales se dirigen a la replicacion de la bacteria #7.

18



Un reciente estudio de los perfiles de expresion génica en clonas provenientes
de una cepa de referencia (H37Rv) sensibles a los farmacos de primera linea y
clonas provenientes de un aislado clinico multifarmacorresistente a los mismos
(CIBIN99), tratadas con los nuevos compuestos UCI-05 y UCI-14, identificd
mediante el uso de la técnica de microarreglos, la modificacion de diversos
genes debido al tratamiento, de los cuales 17 genes (desA2, esXG, esXH,esXI,
groES, hspx, infA, iniB, LLdD2, mmaA4, nrdH, roml,tatA, whiB1, gltA1, rosO'y
IprQ) que cumplieron con el criterio de seleccién y fueron validados por la
técnica de RT-gPCR, obteniendo como resultado que los genes gltA1, rpsO y
IprQ, se modificaron significativamente como consecuencia al tratamiento con
ambos compuestos 3.

Especificamente el gen gltA1 el cual codifica para la enzima metilcitrato sintasa
se sobreexpresé significativamente (p < 0.05) en comparacién con el control
(DMSOQO) en la poblacién clonal de H37Rv, en presencia de los compuestos
UCI-05 y UCI-14. EI gen rpsO que codifica para la proteina ribosomal S15 se
reprimid significativamente (p < 0.05) en la poblacién clonal de H37Rv, en
presencia del compuesto UCI-14. El gen JporQ que codifica para la lipoproteina
LprQ, se sobreexpreso, sin tener significancia estadistica, pero obtuvo una
tendencia a la significancia, en la poblacién clonal CIBIN99, en presencia del
compuesto UCI-05.

Dichos genes estan involucrados en categorias funcionales, vias de
informacion, procesos celulares, pared celular, metabolismo intermediario y
respiracion de Mycobacterium tuberculosis de acuerdo a la base de datos

genomicos de tuberculist 2.

El estudio en poblaciones individuales se realiz6 en este trabajo con el fin de
disminuir el ruido generado por la heterogeneidad presente en aislados clinicos
y cultivos, garantizando resultados unicos.

El gen gltA equivalente al gen prpC codifica para la enzima citrato sintasa |
también llamada metilcitrato sintasa de acuerdo a la base de datos Tuberculist
48 dicha enzima interviene por una parte en el ciclo del metilcitrato
metabolizando propionil-CoA y por otra parte participa en el ciclo del glioxilato
metabolizando la conversion de oxaloacetato mas acetil-CoA en citrato .
Ensayos sugieren que la generacion de propionil-CoA y acetil-CoA producidos
a través de la B-oxidacion de los acidos grasos son altamente tdxicos para
Mycobacterium tuberculosis 5°.
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Recientemente el ciclo del metilcitrato se ha investigado como una potencial via
metabdlica que pudiera ser un blanco de nuevos farmacos y es primordial el
estudio de enzimas especificas en este proceso como: metilcitrato sintasa y

metilcitrato deshidratasa °', de igual manera se ha propuesto la estrategia de
crear nuevos farmacos que inhiban enzimas que intervienen en el ciclo del

glioxilato y de esta manera causar la muerte de la bacteria 3.

Shi L, y colaboradores sefalan que el aumento en la expresién de genes
involucrados en estos dos ciclos se genera en respuesta a un menor indice de

crecimiento y no a la variacion de la fuente de carbono disponible *2.

B Oxidacion de acidos grasos Ciclo del Glioxilato
S Acetil-CoA CoASH
’ \ t
Citrato sintasa
Propinol Citrato

Oxaloacetato

Cosh, =g

Aconit
Metilcitrato sintasa /' conitasa

Malato
Metilcitrato CoASH '
N<Acetil-CoA Isocitrato
Malato
Metillisocitrato Fumarato sintasa~ Glioxilato
L \ Isocitrato
liasa

L SO Succinato

Figura 15. Diagrama de la beta oxidacion de los acidos grasos.
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El gen rpsO codifica para la proteina ribosomal S15 de la subunidad pequefia
30S de Mycobacterium tuberculosis de acuerdo a la base de datos tuberculist

48 dicha proteina ha sido poco estudiada en micobacterias pero se cree es

una de las proteinas primarias de union al RNAr, la cual se une de manera
directa a 16S, colaborando de esta manera con el ensamblaje de la subunidad

30S .

El gen IprQ que codifica para la lipoproteina LprQ no ha sido determinado por
completo y su funcién todavia se desconoce *®. Recientemente se propuso
que existe una relacién entre la resistencia a farmacos antituberculosis y
ciertos genes que antes no se habian asociado los cuales poseen actividades
particulares en el desarrollo de la micobacteria. Entre estos se encuentran el
gen IprO que se encuentra asociado a la categoria funcional de procesos
celulares y de la pared celular, el gen rpsT que codifica para la proteina s20
roST de la subunidad 30S del ribosoma y se encuentra en la categoria
funcional de vias de informacién y el gen lipG el cual codifica para una
probable lipasa/esterasa LipG, y se encuentra en la categoria funcional del
metabolismo intermediario y respiracion de acuerdo a la base de datos

tuberculist 48, 34,

Para el control de la tuberculosis es primordial el disefio de nuevos
compuestos, los cuales se basen en estudios a nivel molecular. En particular
el estudio de los perfiles de expresion génica, es obligado para identificar los
genes involucrados en funciones vitales para la célula, los cuales pudieran ser
blancos de tratamientos alternativos.

El objetivo de este trabajo es analizar el perfil de expresién de los genes
gltA1, psO y IprQ en cepas de Mycobacterium tuberculosis, una sensible
(H37Rv) vy otra multifarmacorresistente (CIBIN99), expuestas a los
compuestos UCI-05 y UCI-14, las cuales le dieron origen a las clonas,
determinando las modificaciones en la expresién génica como consecuencia
al tratamiento.
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3. Aportacion Cientifica

El andlisis del perfil de expresion de los genes gltA1, rpsOy IprQ en cepas de
Mycobacterium tuberculosis expuestas a compuestos UCI-05 y UCI-14 (con
actividad antituberculosis comprada), permitira determinar las vias de accion y
las probables modificaciones que se generan debido al tratamiento con los
nuevos compuestos. Lo cual podria resultar en la identificacion de nuevos
blancos terapéuticos.

4. Hipotesis

La expresion de los genes gltA1, rpsO y IprQ de Mycobacterium tuberculosis,
en una cepa sensible (H37Rv) y una cepa multifarmacorresistente (CIBIN99),
se modifica al tratarlas con los compuestos UCI-05 y UCI-14.

5. Objetivo General
Evaluar el perfil de expresion de los genes gltA1, rpsO y IprQ en una cepa
sensible y wuna multifarmacorresistente de Mycobacterium tuberculosis
expuestas a los compuestos anti-TB (UCI-05 y UCI-14).

5.1. Objetivos especificos

1. Tratar con los compuestos anti-tuberculosis UCI-05 y UCI-14 las cepas
H37Rv y CIBIN99 de Mpycobacterium tuberculosis a las CMI
correspondientes.

2. Obtener el RNA total de las cepas H37Rv y CIBIN99 de Mycobacterium
tuberculosis tratadas con los compuestos anti-TB UCI-05 y UCI-14.

3. Evaluar mediante RT gPCR la expresion de los genes gltA1, mpsO 'y
IorQ en la cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis (sensible) en
presencia y ausencia de los compuestos anti-TB UCI-05 y UCI-14.

4. Evaluar mediante RT gPCR la expresiéon de los genes gltA1, misO vy
IorQ en la cepa CIBIN99 de Mycobacterium tuberculosis
(multifarmacorresistente) en presencia y ausencia de los compuestos
anti-TB UCI-05 y UCI-14.

5. Confirmar si existe el mismo patrén de expresion de genes entre las
cepas y clonas de Mycobacterium tuberculosis expuestas a los
compuestos UCI-05 y UCI-14.
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Metas

1. Presentar los resultados obtenidos al menos un congreso nacional o
internacional.

Publicar un articulo cientifico

Terminar tesis en Diciembre de 2016

©

Metodologia del trabajo

6. Material y Métodos

Los equipos que se utilizaron para el desarrollo del presente trabajo de tesis
se encuentran ubicados en el Laboratorio de Biologia Molecular y Laboratorio
de Inmunogenética en el Centro de Investigacion Biomédica del Noreste
(CIBIN) del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS).

Los microorganismos con los que se trabaj6 fueron los siguientes:

Cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 27294, sensible a los
farmacos de primera linea.

Cepa de Mycobacterium tuberculosis CIBIN:UMF:15:99, aislado clinico
resistente a los farmacos de primera linea, identificada y caracterizada en el
Centro de Investigacién Biomédica del Noreste.

La parte experimental se dividié en 8 pasos los cuales se muestran en la figura
16, se describe cada uno de ellos posteriormente.
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Figura 16. Representacion esquematica de la metodologia del proyecto.

7. PCCR en tiempo real

!

6.1. Cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis

La cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis fue aislada en 1905 y es
ampliamente utilizada en un gran numero de estudio debido a su estable
virulencia. H37Rv es susceptible a los farmacos estreptomicina, isoniazida,
rifampicina, etambutol y pirazinamida (SIREP), su manipulacién en sencilla y

rutinaria en ensayos de biologia molecular °®.

En 1998 se determiné su genoma completo, el cual estd compuesto por un
cromosoma circular de 4.411,529 pb, conteniendo alrededor de 4,000 genes,
aproximadamente 200 de estos genes codifican enzimas relacionadas con el
metabolismo de acidos grasos, tiene un contenido alto de guanina y citosina

(GC= 65.6%), el cual es relativamente constante a lo largo del genoma °%.

En la siguiente figura se representa su cromosoma circular, el circulo externo
sefala la escala en megabases, donde el 0 representa el origen de la
replicacion. El primer circulo de afuera hacia adentro muestra genes estables
del &cido ribonucleico (ARN), el siguiente representa diversas secuencias
codificantes, estableciendo por tonalidad el sentido, el tercer circulo el acido
nucleico (ADN) repetitivo. En el centro de color amarillo se representa el

contenido de GC (>65%) *°.
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M. tuberculosis

H37Rv
4,411,529 bp

Figura 17. Genoma de la cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis

6.2. Cepa CIBIN:UMF:15:99 de Mycobacterium tuberculosis

La cepa CIBIN:UMF:15:99, denominada CIBIN99 pertenece a un aislado
clinico, el cual fue obtenido a partir de un paciente con diagndstico de
tuberculosis de la unidad de medicina familiar numero 15 del Instituto Mexicano
del Seguro Social (IMSS), ubicado en el municipio de Monterrey, Nuevo Ledn,

México >6.

La identificacion de su perfil fenotipico y genotipico se empled mediante el uso
del sistema Bactec 960 y pruebas con pirazinamida, asi como técnicas de
spoligotyping y RFLP-IS67110, en el Centro de Investigacidén Biomédica del
Noreste del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) situado en Monterrey,
Nuevo Lebn, México.

La cepa es resistente a todos los farmacos de primera linea (SIREP), carece
de los espaciadores 18, 33 al 36, del elemento de insercién de la secuencia

repetitiva directa (DR) y presenta 4 copias del elemento de insercion IS61710 ™.
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6.3. Resiembra en Medio Lowenstein—-Jensen.

Para llevar a cabo el procedimiento se usaron ambas cepas de Mycobacterium
tuberculosis descritas anteriormente. Las cuales se trabajaron en el laboratorio
de micobacterias situado en el Centro de Investigacion Biomédica del
Noreste del Instituto Mexicano del Seguro Social, el cual cuenta con un nivel
de bioseguridad BL3. A partir de las cepas H37Rv y CIBIN99 mantenidas en
congelacién se tomé un inéculo y se colocé en dos tubos de vidrio de 13 X 100
mm estériles los cuales contenian 6 perlas de vidrio y 2 ml de agua mili Q, se
homogeniz6 la muestra con vortex por 5 minutos y se transfirié un volumen de
200 pl a un tubo con medio Léwenstein—Jensen, este proceso se realizd por
duplicado para cada cepa.

Los cultivos se mantuvieron en incubacion alrededor de 3 semanas hasta
observar las caracteristicas morfolégicas tipicas de las colonias de
Mycobacterium tuberculosis de las cepas H37Rv y CIBIN99. Este paso se
realizd 3 veces y posteriormente se activaron las cepas en medio liquido
MIddlebrook 7H9.

6.4. Activacion de cepas H37Rv y CIBIN99 en medio liquido
Middlebrook 7H9.

La activacion de las cepas se dividid en 2 etapas.

En la etapa 1 a partir de las colonias formadas en los tubos con medio
Léwenstein—Jensen de las cepas H37Rv y CIBIN99, se toméd un indculo y se
colocé en dos tubos de vidrio de 13 X 100 mm estériles con 6 perlas de vidrio
y 2 ml de agua mili Q, se homogenizé la muestra y se transfirieron 200 pl a un
nuevo tubo con medio Léwenstein—Jensen. El mismo indculo fue usado para
activar las cepas de H37Rv y CIBIN99 en tubos de vidrio de 13 X 100 mm que
contenian 3 ml de medio liquido Middlebrook 7H9 suplementado con 10% de
OADC (4cido oleico, albumina, dextrosa y catalasa). Tanto los tubos con medio
Léwenstein—Jensen y los tubos de 13 X 100 mm con medio liquido se
conservaron a 37°C en una atmédsfera de 5% de CO, dentro de una incubadora
alrededor de 3 semanas y 14 dias respectivamente. Se determiné que el
crecimiento micobacteriano se encontraba en 1.0 de la escala McFarland.

Cada tercer dia los tubos con medio Léwenstein—Jensen y los tubos de vidrio
de 13 X 100 mm con medio liquido se destaparon y se agitaron en vortex con la
finalidad de llevar a cabo un intercambio de CO, y CO, (Cada cepa se trabajo
por triplicado). La etapa 2 se realiz6 una vez que transcurrieron los 14 dias de
incubacion del cultivo de la etapa 1, a partir de ellos se colocé 1 ml del inéculo
(1.0 de McFarland) a tubos falcon de 50 ml que contenian 11 ml de medio
liqguido Middlebrook 7H9 suplementado con 10 % de OADC (por triplicado
cada cepa). Cada tercer dia se agitaron en vortex y se destaparon los tubos de
13 X 100 mm para generar el intercambio de CO; y O,. Los cultivos se
mantuvieron en incubacién a 37°C en una atmésfera de 5% de CO, con
agitacion constante alrededor de 15 dias para alcanzar la fase de crecimiento
exponencial en las cepas.
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6.5. Tratamiento de las cepas de Mycobacterium tuberculosis con
los compuestos UCI-05 y UCI-14

Los cultivos de las cepas H37Rv y CIBIN99 de Mycobacterium tuberculosis que
se conservaban en tubos falcon de 50 ml alcanzaron una fase de crecimiento
exponencial (14 dias) y se ajustaron a un volumen final de 10 ml, el rest6 del
volumen se utilizé para determinar que el crecimiento se encontrara en 1.0 de
escala McFarland, posteriormente se expusieron al tratamiento con los
compuestos antituberculosis UCI-05 y UCI-14, durante 4 horas a las siguientes
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) que se muestran en la Tabla I.

TRATAMIENTO CMI pg/ml
Cepa
UCI-05 UCI-14
H37Rv 5 pug/ml 5 pug/mi
CIBIN99 2.5 ug/ml 5 pug/mi

Tabla I. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de los compuestos UCI-05
y UCI-14 empleadas en las cepas H37Rv y CIBIN99 '3,

Los cultivos en condiciones sin ningun tratamiento y expuestas al tratamiento
con los compuestos UCI-05 y UCI-14 se incubaron a 37°C en una atmésfera de
5% de CO. con agitacion constante por 4 horas. Una concentracion de 0.1%
de DMSO (dimetilsulféxido) se utilizdé como control, debido a que los
compuestos se disolvieron en este solvente.
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6.6. Extraccion de ARN total de cepa H37Rv y CIBIN99

A partir de los cultivos de las cepas H37Rv y CIBIN99 expuestas a los
compuestos UCI-05 y UCI-14, el control (DMSOQO), asi como una condicién sin
tratamiento se llevd a cabo la extraccion de ARN total mediante el protocolo
de TRIzol® (Invitrogen) + Fast-Prep (Qbiogene Inc), estandarizado por la Dra.

Katia Pefiuelas Urquides "™ como se describe a continuacion.

Los cultivos se centrifugaron por 20 minutos a 3,390 rpm a 4°C, el
sobrenadante se decant6 y se adicionaron 800 ul del reactivo TRIzol® esta
solucién se homogenizo y se transfirié a un tubo eppendorf de 1.5 ml, se incubd
por 20 minutos a temperatura ambiente y se agitd cada 10 minutos para
incrementar la homogenizacion.

Se transfiri6 1 ml de esta solucién a tubos FastPrep y estos se colocaron 3
veces en el equipo de homogenizacion simultanea FastPrep con ciclos de
velocidad de 6/20 segundos, entre cada ciclo las muestras se incubaron en
hielo por 2 minutos.

Posteriormente los tubos FastPrep se centrifugaron por 3 minutos a 12,000 rpm
a 4°C, el sobrenadante se transfirié a tubos eppendorf de 1.5 ml.

Se adicionaron 200 ul de cloroformo y se homogenizé por inversion hasta que
se observé un viraje de color transparente a color rosa claro. Se incubé por 3
minutos a temperatura ambiente, se centrifugdé por 15 minutos a 12,000 rpm a
4°C y se transfirid la fase acuosa a tubos eppendorf de 1.5 ml, se agregaron
500 ul de isopropanol y se homogeniz6 por inversién. Cada muestra se incubé
por 10 minutos a temperatura ambiente, se centrifugé por 10 minutos a 12,000
rpm a 4°C.

El pellet formado se lavé con 1 ml de etanol al 75%, se homogenizd por
inversidn, se centrifugd a 9,400 rpm por 5 minutos a 4°C. Con el objetivo de
eliminar los restos de etanol, los tubos con el pellet se dejaron secar a
temperatura ambiente en la campana y finalmente el ARN obtenido se
resuspendi6 en 20 pl de Buffer TE 1X.

Debido a que existen reportes donde se propone que las enzimas RNasas son
extremadamente frecuentes en el medio ambiente y muy estables. En este
proyecto se utilizé el empleo de una solucién descontaminante de RNasas, con
el propésito de eliminar de forma facil y rapida la contaminacion de superficies
e instrumentos de trabajo, garantizando de esta manera una zona libre de

impurezas *’.
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6.7. Cuantificacion e integridad del ARN total

Las concentraciones y la calidad de las muestras de ARN total extraido se
determinaron mediante el uso del equipo espectrofotometro NaNoDrop 2000
(Thermo scientific), el cual tiene la capacidad de detectar longitudes de onda
de 190-840 nm.

Se calculd la relacion de absorbancia (A 260/280 nm) cuyo valor debe
mantenerse entre 1.7 a 2.0, indicando que el ARN no presenta contaminacion
con proteinas, mostrando de esta manera la pureza de las muestras.

La integridad de cada muestra se observé mediante el empleo de la técnica de
electroforesis en gel de agarosa al 1 % usando 1X Blue Juice ™ Gel Loading
Buffer y Gel Red™ Nucleic Acid. Para su realizacién se pesaron 0.3 gr de
agarosa y se mezclaron con 30 ml de buffer TBE 0.5X, se calentd y agit6
constantemente hasta tener una mezcla homogénea, se depositdé en la camara
de electroforesis por 5 minutos hasta solidificar y se agregé buffer TBE 0.5X.

En cada pocillo se cargaron 2 ul de la muestra mas 1ul de buffer de carga el
cual previamente se diluyé con Gel red, glicerol y agua. La electroforesis se
realizd por 30 minutos a 100 Voltios para observar la separacién de las bandas.
Los fragmentos del ARN total generados se visualizaron con luz UV en un
fotodocumentador de imagenes UVP.

La matriz de agarosa se emplea para observar bandas especificas de cada
molécula, lo cual se lleva a cabo utilizando agentes intercalantes, que revelen
la posicion exacta dentro del gel. Por lo general la agarosa al 1% es el

estandar para examinar bandas de ARN ribosomal °8.
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6.8. Retrotranscripcion

Se realizé la sintesis del ADNc (ADN complementario) a partir del ARN
extraido. Previamente se asegur6é la eliminacion del ADN contaminante
mediante la aplicacion de la enzima DNAsa | (1U) (Invitrogen) a 2ug de ARN de
acuerdo al protocolo establecido por el fabricante e inactivando la enzima
mediante incubacién por 5 minutos a 95°C.

La retrotranscripcion se llevé a cabo usando la enzima transcriptasa reversa M-
MLV (Moloney Murine Leukemia Virus) de acuerdo al protocolo establecido por
el distribuidor (Invitrogen). El cual consistid6 en afnadir los componentes de la
mezcla 1 (Tabla Il) a tubos eppendorf de 0.2 ml ajustado a un volumen final de
12 pl. Las muestras se incubaron durante 5 minutos a 65°C y se colocaron en
hielo. Los compuestos de la mezcla 2 (tabla Ill) se adicionaron a la mezcla 1y
se incubaron durante 2 minutos a 37°C, seguida de la incorporacion de 200 U
de la enzima M-MLV, se incubaron los tubos por 10 minutos a 25°C, durante 50
minutos a 37°C y por 15 minutos a 70°C con el propédsito de inactivar la enzima.

El ADNc obtenido se usé como templado para la reaccion de qPCR.

Los componentes y los volumenes que se emplearon para la sintesis del ADNc
se muestran en la Tabla Il y Tabla Ill.

Mezcla 1
Componente Concentracion inicial | 1Rx
Random Primers 50 ng/ul 1ul
ARN( Tratado con DNAsa) 2ug 3ul
dNTP’s mix 10 mM 1ul
H20 - 7ul

Tabla Il. Componentes de la mezcla 1 que se utilizd para 1 Reaccion (Rx) en la
sintesis del ADNc.

Mezcla 2
Componente Concentracion inicial | 1Rx
First-Strand Buffer 5X 4ul
DTT (ditiotreitol) 0.1M 2ul
RNaseOQUT™ 40 U/ul 1ul

Tabla Ill. Componentes de la mezcla 2 que se utilizaron para 1 Reaccion (Rx)
en la sintesis del ADNc.
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6.9. Evaluacion de Funcionalidad del ADNc

Con el objetivo de comprobar la funcionalidad del ADNc se realiz6 la
amplificacion del gen constitutivo rrs de Mycobacterium tuberculosis mediante
la técnica de PCR punto final.

Dicho gen codifica para la subunidad 16S del ARN ribosomal. La secuencia y
las caracteristicas de los primers empleados se presentan en la tabla 4,
seguida de la mezcla de componentes y los volumenes que se emplearon para
1 Reaccion (Rx) en la técnica de PCR punto final (Tabla V).

Las condiciones de amplificacion que se utilizaron se muestran en la tabla 6.

Tamanho
Gen | Codificacion Secuencia del
amplicén
pre LIS Forward | 5-GTCAGGATATTTCTAAATACCTTTGG-3’ 805 pb
rrs Reverse 5-CACCTCAGCGTCAGTTACTG-3"

Tabla IV. Secuencias de los primes empleados para amplificacion del gen rrs

Componentes para la reaccién de la
técnica de PCR
Componente 1Rx
Buffer 2.5l
dNTP’s 0.5ul
MgCl2 0.75pl
Forward 1 rrs 1.25ul
Reverse 1 rrs 1.25pl
Taq ADN pol 0.125pl
H20 16.625pl
ADNCc 1ul
Volumen final = 24l

Tabla V. Mezcla de componentes para la amplificacion por PCR del gen rrs
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Temperatura Tiempo
95°C 5 minutos
94°C 1 minutos
55°C 1 minutos } 35 Ciclos
72°C 1minutos
72°C 7 minutos
18°C ©

Tabla VI. Condiciones de amplificaciéon de los fragmentos del gen rrs en la
técnica PCR

Para corroborar el tamafno del amplicén que se obtuvo después de someter las
muestras a la técnica de PCR punto final, empleamos el método de
electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, para su realizacién se peso6 1 gr de
agarosa la cual se mezclé con 100 ml de buffer TBE 0.5X.

En cada pocillo se cargaron 3ul de la muestra mas 1ul de buffer de carga el
cual previamente se diluyé con Gel red, glicerol y agua, se utilizaron 5 pl de
marcador de peso molecular Tracklt ™ 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

La electroforesis se realizd por 45 minutos a 100 Voltios para observar la
separacidén de las bandas. Los fragmentos generados se visualizaron en con
luz UV en un fotodocumentador de imagenes UVP.
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6.10. PCR en tiempo Real

A partir de las muestras de ADNc de las cepas H37Rv y CIBIN99 se midieron
los niveles de expresion génica relativa de los genes gltA1, rpsO, IprQ. Todas
las reacciones de amplificacidn se realizaron en el equipo 7500 Fast de
Applied Biosystems.

En este método se hizo uso de sondas TagMan® marcadas con un fluoréforo
FAM en el extremo 5’ y un fluoréforo quencher en el extremo 3’ y el gen rrs de
Mycobacterium tuberculosis como control endégeno de la reaccion. La técnica
se llevdé a cabo en un termociclador, el cual genera ciclos con cambios de
temperatura, que permiten la desnaturalizacién de la secuencia de ADN blanco
y el alineamiento de los primers y sondas TagMan® al extremo 3" de la misma.
La polimerizacion de la secuencia se llevo a cabo por la Taq polimerasa, la cual
al llegar al punto donde se encontraba la sonda TagMan® fue capaz de
hidrolizarla, generando la emision de fluorescencia como se muestra en la
figura 18.

El equipo cuenta con un sistema fluorométrico el cual consiste en una fuente
de energia que excita a los fluoréforos a una definida longitud de onda de
excitacién y un sistema de deteccidn, que proporciona la sefal fluorescente
emitida a una longitud de onda de emision, dando como resultado una curva de
amplificacion, que es proporcional a la cantidad de producto amplificado.

) Q
5 Primer F 3
3

5
5 -
Primer R ® =Fluoroforo (FAM)
Q
?) =Quencher
— ®
3 5 —— =Primers
5 ’
—
Q = Tag Polimerasa
® ®
; \g@_/
3 5

Figura 18. Proceso general de amplificacion de la técnica de PCR en tiempo
real
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El fluoréforo FAM cuenta con una longitud de onda de excitacion de 492 nmy
una longitud de onda de emisién de 515 nm, el fluoréforo ROX posee una
longitud de onda de excitacidén de 575 nm y una longitud de onda de emisidn
de 602 nm, este ultimo se emple6 como un colorante de referencia, para
normalizar las sefales de fluorescencia de las sondas TagMan®.

En la siguiente figura se muestra el espectro de emision de ambos fluoréforos.

SO0 nm

Figura 19. Espectro de emisién de los fluoréforos FAM y ROX a longitudes de
onda de 515 nm y 602 nm respectivamente.

Previamente se establecio la eficiencia de la reaccion para cada gen mediante
la realizacién de curvas de rango dinamico, empleando diluciones seriales de
ADNCc a partir de 1:16 hasta 1:1024.

La eficiencia de la amplificacion se determiné al evaluar el logaritmo de la
concentracion de RNA contra el valor de Ct mediante el andlisis de regresion
lineal. Para normalizar los datos obtenidos se realizaron curvas de regresion
lineal del logaritmo de la concentracién de ARN vs la diferencia del Ct (%)
entre el gen de interés y el gen rrs; el valor de la pendiente de la curva debe
mantenerse < 0.1 para garantizar que la eficiencia de amplificacion de ambos
genes es aproximadamente igual.

El pardmetro fundamental que proporciona el equipo y en funcién del cual se
van a realizar todos los calculos posteriores, es el denominado cycle threshold
(Ct) equivalente al numero de ciclos necesarios para que se alcance una senal
de fluorescencia estadisticamente significativa por encima del ruido de fondo
(background).
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En las siguientes tablas se indica la mezcla de componentes y volimenes que
se emplearon para 1 Reaccion (Rx) de PCR para los genes gltA1, rpsO, IprQ
(Tabla VII), gen rrs (Tabla VIIl) y las condiciones de amplificacién en la técnica
de PCR en tiempo real (Tabla IX).

Componentes para la reaccion de la técnica
de qPCR

Componente 1Rx
Buffer Master Mix (2X) 12.5ul
Primers/Sondas(20X) 1.25ul

ADNc 3ul
H20 8.25ul

Volumen final = 25yl

Tabla VII. Mezcla de componentes empleados para los genes gltA1, msOYy lprQ

Componentes para la reaccion de la técnica
de qPCR

Componente 1Rx
Buffer Master Mix (2X) 12.5ul
Primers/Sondas(60X) 0.42ul

ADNc 3ul
H20 9.08ul

Volumen final = 25yl

Tabla VIII. Mezcla de componentes empleados para el gen rrs

Temperatura Tiempo
50°C 2 minutos
95°C 10 minutos
95°C 15 segundos
} 40 Ciclos
60°C 1minutos

Tabla IX. Condiciones de amplificaciéon de los fragmentos de los genes gltA1,
rpsO, IprQy rrs en la técnica gPCR
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Las secuencias de los primers y las sondas TagMan® empleadas para la
amplificacion de los genes gltA1, mpsO, IprQ y rs de Mycobacterium
tuberculosis se disefaron y sintetizaron por la empresa Applied Biosystems y
se muestran en la tabla siguiente (Tabla X).

Gen Sonda (FAM 5'-NFQ 3') Secuencia
gltA1  ACC TCC CCG AAG CAC 5-CGG TTA TGC GCA GAA CTT CCT-3° Forward
5-CAC GAC GGC GGT TTC G-3° Reverse

rpso CAT CGC CGA CCTCACC 5-ATC GCG TTG CTG ACC AAA C-3°

Forward

5-CGA ATG ATG GTC GTG CTT GTG-3° Reverse

prQ  TCG ACG CCA AGC TGT 5-GCG TCC TCG GGA GTACTAG-3*  Forward
5-CCG AAC GGC AGC CCA T-3° Reverse
TS TCcGCTCCCCACGCTTT 5 GGGTCTCTGGGCAGTAACTG -3  Forward

5-GTGGACTACCAGGGTATCTAATCCT-3° Reverse

Tabla X. Secuencias de los primes y sondas empleadas para la amplificacion
de los genes gltA1, rosO, IprQy rrs

En el ensayo se colocaron controles negativos (H20) y un control enddégeno
(gen rrs) para garantizar una prueba confiable. Para validez del método se
realizaron triplicados técnicos de cada tratamiento determinando la desviacidn
estandar del valor de Ct, la cual se fij6 menor a 0.2 para garantizar un bajo
error experimental.

6.11. Analisis de expresion de los genes gltA1, rpsOy IprQ

Los valores de Ct de los genes de estudio y el gen enddégeno que proporciona
el equipo fueron utilizados para cuantificar los niveles de expresidn génica
relativa entre tratamientos mediante el método comparativo ARGt propuesto por
Livak y Schmittgen en el 2001. Con los valores de Ct se empled la férmula de
calculo de expresidn génica relativa que se muestra a continuacion.

2—AACt

AACt= ACt (muestra) ~ ACt (control)
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6.12. Analisis Estadistico

El andlisis de los resultados se realiz6 mediante el paquete estadistico SPSS
version 20, comparando las medias de los niveles de expresion génica relativa
del mRNA de los genes gltA1, rrsO y IprQ entre los niveles de expresion
geénica relativa del mRNA del gen rrs (UR) de las cepas y las clonas (trabajo
previo) expuestas a los compuestos UCI-05 y UCI-14.

La significancia de las diferencias fue determinada usando la prueba de t-
Student para muestras independientes donde p<0.05 se consider6 como
significativa.

6.13. Disposicion de los residuos generados

Los residuos peligrosos bioldgico infecciosos generados se colocaron en bolsa
de polietileno color roja, se esterilizaron en autoclave a 121° centigrados con
15 libras de presion durante 30 minutos de acuerdo a lo establecido en la
NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 antes de su eliminacién, finalmente el
material inactivado fue clasificado para su eliminacién apropiada.
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7. Resultados

7.1. Resiembra en medio Léwenstein—-Jensen y activacion de las
cepas H37Rv y CIBIN99 en medio liquido Middlebrook 7H9.

Las cepas H37Rv y CIBIN99 de Mycobacterium tuberculosis fueron cultivadas
en medio solido Léwenstein—Jensen durante tres semanas a 37°C en una
atmosfera de 5% de COz2, cumpliendo las normas establecidas para un
laboratorio de bioseguridad nivel 3.

En este trabajo se pudo visualizar e identificar después de un periodo
prolongado de 20 dias el crecimiento de colonias tipicas de Mycobacterium
tuberculosis, correspondientes a las cepas H37Rv y CIBIN99.

Las caracteristicas fenotipicas tipicas de las colonias de Mycobacterium
tuberculosis se observaron en ambas cepas, las cuales tuvieron un crecimiento
abundante.

La morfologia (tamafio grande, forma granular y seca) y pigmentacion (color
crema) de las colonias de la cepa H37Rv se muestran en la siguiente figura.

Figura 20. Cultivo de la cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis en medio
sélido Léwenstein-Jensen
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La activacion de las cepas H37Rv y CIBIN99 de Mycobacterium tuberculosis,
se pudo realizar utilizando el medio liquido Middlebrook 7H9.

El crecimiento celular las cepas H37Rv y CIBIN99 de Mycobacterium
tuberculosis, se visualizdé en forma de grumos 0 masas, a partir de un periodo
de 14 dias.

Mediante el uso del aparato nefelédmetro, se pudo determinar la concentracién
de bacilos de Mycobacterium tuberculosis, presente en cada una de las
muestras, las cuales se mantenian en el medio liquido Middlebrook 7H9. El
crecimiento se definid midiendo la turbidez de las mismas.

En nuestro trabajo ambas cepas se mantuvieron a las mismas condiciones de
incubacion de 37°C en una atmésfera de 5% de CO,, por un periodo de 14
dias, para garantizar que ambas poblaciones se encontraran en la misma fase
de crecimiento exponencial.

7.2. Tratamiento de las cepas H37Rv y CIBIN99 de Mycobacterium
tuberculosis con los compuestos UCI-05 y UCI-14.

Los cultivos en la fase exponencial de crecimiento de las cepas de
Mycobacterium tuberculosis se mantuvieron en tratamiento con los compuestos
UCI-05 y UCI-14, control (DMSOQ) y sin tratamiento por 4 horas.

7.3. Extraccion del ARN total de las cepas H37Rv y CIBIN99 de
Mycobacterium tuberculosis

Con el fin de examinar los niveles de expresion génica de las cepas H37Rv y
CIBIN99 de Mpycobacterium tuberculosis, expuestas a los compuestos con
actividad antituberculosis (UCI-05 y UCI-14), se llev6 a cabo la extraccién de
ARN total, usando el protocolo estandarizado de Trizol ® mas el equipo Fast-

Prep ®.

El uso en conjunto del reactivo Trizol ® y el equipo FastPrep se han
recomendado, con el objetivo de obtener acido ribonucleico (ARN) proveniente

de micobacterias de alta calidad y funcional *°.

Mediante el empleo de método modificado y los parametros establecidos, se
pudo extraer ARN total de alta calidad de ambas cepas, el cual fue
comprobando en ensayos posteriores.
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7.4. Cuantificacion del ARN total de las cepas H37Rv y CIBIN99 de

Mycobacterium tuberculosis

El ARN procedente de las cepas tratadas con los compuestos UCI-05 y UCI-14,
fue de alta calidad y funcional.

En la siguiente tabla se muestran los valores de concentracion y pureza
obtenidos del andlisis espectrofotométrico del ARN total extraido de las cepas
H37Rv y CIBIN99.

Muestra Concentracion Pureza
(ARN total) (ng/pl) (A 260/280 nm)

H37Rv sin tratamiento 438.8 1.93
H37Rv DMSO 447 .4 1.96
H37Rv UCI-05 476.8 1.91
H37Rv UCI-14 819.4 1.92
CIBIN99 sin tratamiento 363 1.89
CIBIN99 DMSO 448 1.94
CIBIN99 UCI-05 1035.4 1.87
CIBIN99 UCI-14 689.73 1.77

Tabla XI. Valores de cuantificacion y pureza del ARN total aislado a partir de
las cepas H37Rv y CIBIN99.

De forma particular cada una de las bases del acido ribonucleico (ARN), cuenta
con su propio y unico espectro de absorcion, este le confiere propiedades de
absorbancia diferentes que otra molécula en especifico. Los acidos nucleicos
poseen un limite de absorcién a una determinada longitud de onda de 260nm,
por lo tanto a esta longitud de onda, la absorcion serd proporcional a la
concentracion de dicha muestra, de igual manera las proteinas cuentan con
maximo de absorcién de 280nm el cual puede ser evaluados. Especificamente
1 densidad 6ptica (D.O.) a 260 nm para las moléculas de acido ribonucleico

(ARN) es igual a 40 ng / ul de ARN *°,

La relacion de absorbancia de 260nm/280nm por lo general se emplea con el
fin de establecer la pureza de las muestras, es decir sin la presencia de
contaminantes como proteinas, fenol, u otros compuestos. El acido ribonucleico
(ARN) puro tiene una relaciéon de A260/A280 de 2.1, no obstante los valores
entre 1.8 a 2.0, suelen considerarse como aptos para un gran numero de
protocolos °. En nuestro trabajo, todas las muestras se mantuvieron en estos
valores, excepto la muestra CIBIN99 UCI-14, al tener una relacion de
A260/A280 de 1.77, sin embargo esta muestra se consider6 para ensayos
posteriores.
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7.5. Integridad del ARN total de las cepas H37Rv y CIBIN99 de
Mycobacterium tuberculosis

La integridad de las muestras de ARN total es fundamental y critico para un
adecuado andlisis de expresion génica, previo a la sintesis del ADN

complementario (ADNc) 7°.

En este proyecto la integridad del ARN total extraido de las cepas H37Rv y
CIBIN99, se visualiz6 mediante la técnica de electroforesis en gel de agarosa al
1%, observando bandas correspondientes a las subunidades 23S, 16S y 5S
caracteristicas del ARN ribosomal, confirmando de esta manera la integridad
del ARN total de ambas cepas (figura 21).

238
168

5s [ . e

Figura 21. ARN total extraido de las cepas H37Rv y CIBIN99. Se observa en el
carril 1: cepa H37Rv sin tratamiento, carril 2: cepa H37Rv tratada con DMSO,
carril 3: cepa H37Rv tratada con UCI-05, carril 4: cepa H37Rv tratada con UCI-
14, carril 5: cepa CIBIN99 sin tratamiento, carril 6: cepa CIBIN99 tratada con
DMSO, carril 7: cepa CIBIN99 tratada con UCI-05, carril 8: cepa CIBIN99
tratada con UCI-14.

Las subunidades 23S, 16S y 5S del ARNr de los procariotas cuenta con un
tamano (pb) especifico, el cual puede ser medido, por lo tanto determinar la
calidad de ARNr se emplea como un indicador de la calidad del ARNm, el cual

no puede visualizarse adecuadamente *°8.

En todas las muestras analizadas se detectdé la presencia de tres bandas
distintas, las cuales corresponden a las subunidades del ARN ribosomal.

La técnica de electroforesis en gel de agarosa, continta siendo el método mas
economico, facil y rapido, para verificar la integridad y calidad de las mismas.
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7.6. Evaluacion de Funcionalidad del ADNc

La sintesis de ADN complementario (ADNc), a partir de las muestras de ARN
obtenidas, es un proceso obligado que debe llevarse a cabo, para el andlisis de
expresion genica.

La validacién de su funcionalidad, es primordial, para asegurar resultados
prometedores y la aplicacidén de tratamientos con DNasas, previos, garantiza, la
eliminacién de contaminacién con acido desoxirribonucleico (ADN), obteniendo

resultados exclusivamente de &cido ribonucleico (ARN) 7€.

En este proyecto la evaluacién de la funcionalidad del ADNc obtenido, se
realizd mediante la amplificacion del gen constitutivo rrs y el fragmento
amplificado se visualizé por medio de la técnica de electroforesis en gel de
agarosa al 1%.

En la figura 22, se observan fragmentos de un tamafno de 805 pb, ligeramente
por debajo de la banda de 850 pb del marcador de peso molecular, las cuales

corresponden a la amplificacion del gen rrs de Mycobacterium tuberculosis que
codifica para la subunidad 16S del ARN ribosomal.

1650pb-

850pb- 805pb

100pb-

Figura 22. Amplificacion del gen rrs de Mycobacterium tuberculosis.

Se observa en el carril 1: Marcador de peso molecular, carril 2: Control negativo
(H20), carril 3: Control positivo (cepa de referencia), carril 4: cepa H37Rv sin
tratamiento, carril 5: cepa H37Rv tratada con DMSO, carril 6: cepa H37Rv
tratada con UCI-05, carril 7: cepa H37Rv tratada con UCI-14, carril 8: cepa
CIBIN99 sin tratamiento, carril 9: cepa CIBIN99 tratada con DMSOQO, carril 10:
cepa CIBIN99 tratada con UCI-05, carril 11: cepa CIBIN99 tratada con UCI-14.
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De acuerdo a National Center for Biotechnology information (NCBI) se identificé
la secuencia completa del gen rrs de Mycobacterium tuberculosis,
estableciendo la posicion en la cual los primers reconocerian parte de la
secuencia del gen, esto se puede visualizarse en la figura 23.

rrs
F1 (805pb) R1

Template

1471846 1473382

Start End

Figura 23. Representacién esquematica de la estructura gendémica del gen rrs
y la localizacién del primer Forward 1 (F1) y primer reverse 1 (R1). La
secuencia codificante se marca de color rojo y en la parte inferior las
coordenadas nucleotidicas de inicio y termino establecidas para el genoma de
Mycobacterium tuberculosis. El producto de amplificacién esta indicado por la
linea horizontal ™ <y el tamafio de amplificacion se muestra en pares de
bases (pb).

El empleo de genes constitutivos, los cuales se expresan en niveles
relativamente constantes, bajo condiciones normales, es fundamental en esta
etapa. La presencia de ellos, nos garantiza que los procesos previos se
realizaron de manera adecuada y que las muestras son funcionales para

ensayos siguientes 1.

El gen rrs de Mycobacterium tuberculosis, codifica para el ARNr 16S, su
aplicacion para ensayos de funcionalidad y expresion génica es constante,
debido a que los niveles de ARN, se expresan en relacion a los ARNr 16S
estables.
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7.7. PCR en tiempo real

En la siguiente tabla se muestra la categoria funcional, funcién y el producto
obtenido de cada gen de acuerdo a la base de datos Tuberculist *®
(http://tuberculist.epfl.ch/).

Genes | No Categoria Funcién Producto
funcional
gltA1 Rv1131 Metabolismo | Involucrada en el (PrPc) Probable
intermediario ciclo de metilcitrato sintasa
y respiracion metilcitrato
[actividad
catalitica:

propionil-CoA +
oxaloacetato +
H20 = 2-
metilcitrato +
CoA]

psO | Rv2785¢ Vias de Involucrados en | (RpsO) proteina S15
informacion | el mecanismo de | de la subunidad 30S
traduccion. Esta ribosomal
proteina es una
de las proteinas
de unién al ARN
ribosomal 16S

lorQ Rv0288 Procesos Desconocida (LprQ) probable
celulares y lipoproteina
pared celular conservada

Tabla XIl. Gen gltA1, rpsO'y IprQ reportados por la base de datos tuberculist

En este proyecto se emplearon pruebas previas, que aseguraron una adecuada
extraccion e integridad del ARN, asi como funcionalidad del ADNc sintetizado.
En la técnica de RT-qPCR, se utilizaron controles negativos, se calculd la
eficiencia de la reaccidn y se normalizaron los datos con un gen endégeno.

La normalizacién de los ensayos se llevd acabo utilizando el gen constitutivo rrs
de Mycobacterium tuberculosis, el cual codifica para la subunidad ribosomal
16S del ARNr, debido a que presenta las cualidades ideales como control
interno de la reaccion y es frecuentemente usado para este fin.


http://tuberculist.epfl.ch/

7.8. Rango dinamico de amplificacion

A partir de una muestra de H37Rv se determiné el rango dinamico de
amplificacion para cada gen 2.

En este proyecto la dilucién de ADNc para cada gen analizado fue de 1:128.
Esta concentracidn resulto Optima para valorar los cambios de Ct que

determinaran la sobreexpresion o represion de los genes gltA1, rosOy lprQ™.
7.9. Eficiencia de la amplificacion

La técnica de qPCR requiere primes y sondas, y que estos sean especificos y

generen amplificaciones de alta calidad *?*%. Para asegurarnos de ello, se
realizaron determinaciones de la eficiencia de la amplificacion.

La eficiencia de la amplificacion se establece a partir de curvas de calibracion,
las cuales se realizan mediante la técnica estadistica de regresion lineal, en la
cual se evalua el logaritmo de la concentracion de ARN vs el umbral de
deteccion (Ct).

Esta técnica resulta una forma rapida, sencilla y reproducible para determinar el
promedio de las eficiencias de las reacciones y los resultados obtenidos se
calculan de acuerdo a la pendiente de la curva y el coeficiente de
determinacién (R?) de la variable dependiente e independiente. Se describe
que la pendiente depende de la eficiencia de los primers y no deberia cambiar

entre experimentos 4°,57, 62,

La eficiencia se define como la capacidad de la reaccidén, para duplicar la
cantidad de ADNCc disponible en cada ciclo, el cual se expresa en porcentaje y
se calcula a partir de las pendientes de las curvas obtenidas después de
realizar las diluciones seriadas, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

E=10 [-1/pendiente] -1

Se recomienda trabajar con pendientes con un valor de -3.32, ya que éste
equivale a una eficiencia de 100%, no obstante pendientes entre -3.1 y -3.6, las
cuales generan una eficiencia de amplificacion entre 90% y 110%
respectivamente, son aceptables.

Un coeficiente de determinacién (R2) > 0.99, proporciona un alto grado de
confianza en la correlacién de los dos valores.
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En nuestro trabajo todas las curvas de regresion lineal de los genes gltA1, rosO
y IprQ presentaron valores de pendiente y coeficiente de determinacion (R?),
dentro de los rangos mencionados, lo cual garantiz6 una eficiencia de

amplificacion cercana al 100% ', la cual se observa en la figuras 24,25 y 26.

y=-3.3129x +17.92

R2= 0.9999
¥ 25 -
20 -
15 T T \
-3 -2 -1 0
Log [ARN]

Figura 24. Eficiencia de la amplificaciéon del gen gltA1 de Mycobacterium
tuberculosis. La grafica muestra la variable dependiente (Log [ARN]) con
respecto a la variable independiente (Ct). La pendiente (-3.3129) y el
coeficiente de determinaciéon (R?2) indican una eficiencia de amplificacion
cercana al 100%.
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Figura 25. Eficiencia de la amplificacién del gen rpsO de Mycobacterium
tuberculosis. La grafica muestra la variable dependiente (Log [ARN]) con
respecto a la variable independiente (Ct). La pendiente (-3.2885) y el
coeficiente de determinacién (R?) indican una eficiencia de amplificacion

cercana al 100%.
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Figura 26. Eficiencia de la amplificacion del gen lprQ de Mycobacterium
tuberculosis. La grafica muestra la variable dependiente (Log [ARN]) con
respecto a la variable independiente (Ct). La pendiente (-3.3004) y el
coeficiente de determinaciéon (R2) indican una eficiencia de amplificacion
cercana al 100%.
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7.10. Cuantificacion relativa de la expresion de los genes gltA1, rpsO
y IprQ de las cepas H37Rv y CIBIN99 de Mycobacterium
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 y UCI-14

La técnica se basa en medir el cambio relativo en los niveles de expresion de
ARNm, especificamente los niveles de expresibn de un gen diana en

comparacion con un gen enddgeno (control) 3.

Para que este método sea exitoso primeramente se debe realizar una
normalizacién de la cantidad relativa de cada gen diana con respecto al gen
enddgeno, tanto el rango dinamico de la muestra y del control deben ser
aproximadamente iguales, para confirmar si esta regla se cumple se calcula el
ACt de diversas diluciones de la muestra y del gen enddgeno, realizando
curvas de regresiéon lineal del logaritmo de la concentracién de ARN vs la
diferencia del Ct (ACt), el valor de dicha pendiente debe ser < 0.1.

En este proyecto se obtuvieron valores de la pendiente < 0.1, lo cual nos
garantiz6 una normalizacion adecuada del gen blanco y el gen endégeno.

2-AACT

Para el céalculo de la expresion génica se utilizé el método , analizando

los cambios relativos en la expresion génica, en tiempo real.

Esta herramienta se basa en comparar los valores de (Ct) de un gen blanco y
un gen endogeno, a un nivel constante de fluorescencia. En todos los
procedimientos anteriores, se determiné que se cumpliera la eficiencia de

amplificacion en cada gen, para un adecuado andlisis de los datos ©',52,

7.11. Cinéticas de amplificacion de los genes gltA1, rpsO, IprQ, en
comparacion con el gen endogeno rrs de Mycobacterium
tuberculosis.

La modificacién de la expresion génica, se estimé de la siguiente manera.
Cuando la curva de amplificacion se desplaza a su izquierda en comparacién
con la muestra control (gen enddgeno), se establece una sobreexpresiéon de la
expresion geénica, lo cual consecuentemente requiere un menor umbral de
deteccion (Ct), en cambio una represién en la expresién génica, se obtiene
cuando la curva de amplificacién se desplaza a la derecha con respecto al gen
enddgeno, lo cual necesita un mayor umbral de deteccion (Ct) para ser
detectado.

En las siguientes figuras 27, 28, 29, se presenta un modelo de la expresién
relativa del triplicado técnico de los genes gltA1, rpsO'y IprQ de la cepa H37Rv
en comparacion con la expresién relativa del gen rrs de Mycobacterium
tuberculosis, tratadas con el compuesto UCI-05.
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Los valores Ct fueron utilizados para realizar el andlisis de la expresion
genética por medio del método comparativo 224

En esta figura, se observa la cinética de amplificacion del gen gltA1, en
comparacidn con el gen rrs, en este caso en particular, se pudo identificar una
expresion génica relativa del gen blanco en el ciclo (Ct) 26 y una expresion
génica relativa del gen enddgeno en el ciclo (Ct) 15.
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Figura 27. Expresién de los genes gltA1 y rrs de la cepa H37Rv de
Mycobacterium tuberculosis. Se presenta la cinética de amplificacion
correspondiente al gen gltA1 y rrs, en el eje Y se grafica Delta Rn el cual
corresponde al valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de las sondas
TagMan®. Los valores Ct fueron utilizados para realizar el andlisis de la
expresion genética por medio del método comparativo 2744,
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De igual manera en esta figura, se observa la cinética de amplificacién del gen
rpsO, en comparacion con el gen rrs, en esta ocasion, se identific6 una
expresion génica relativa del gen blanco, similar al gen gltA1 en el ciclo (Ct) 25
y una expresion génica relativa del gen endégeno en el ciclo (Ct) 15.

10.000

1.000

Delta Rn

0.100

0.010

1234567 8 910111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Numero de ciclo

Figura 28. Expresién de los genes rpsO y rrs de la cepa H37Rv de
Mycobacterium tuberculosis. Se presenta la cinética de amplificacién
correspondiente al gen rpsO y rrs, en el eje Y se grafica Delta Rn el cual
corresponde al valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de las sondas
TagMan®. Los valores Ct fueron utilizados para realizar el andlisis de la
expresion genética por medio del método comparativo 224,
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Por ultimo en esta figura, se pudo determinar una expresién génica relativa del
gen IprQ en el ciclo (Ct) 28 y una expresion génica relativa del gen enddgeno
(rrs) en el ciclo (Ct) 15.
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Figura 29. Expresion de los genes lprQ y rrs de la cepa H37Rv de
Mycobacterium tuberculosis. Se presenta la cinética de amplificacion
correspondiente al gen lprQ y rrs, en el eje Y se grafica Delta Rn el cual
corresponde al valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de las sondas
TagMan®. Los valores Ct fueron utilizados para realizar el andlisis de la
expresion genética por medio del método comparativo 224,

En las figuras 27, 28 y 29, asi como en los ensayos de los genes en la cepa
CIBIN99 los ciclos necesarios para alcanzar una sefal de fluorescencia, del
gen rrs de Mycobacterium tuberculosis fue en un (Ct) de 15, lo cual nos
confirma, la estabilidad del gen endbgeno en diversos tratamientos y nos
asegura que fue un adecuado control interno.
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7.12. Expresion relativa de los genes gltA1, rpsOy IprQ, de las cepas
H37RV y CIBIN99 tratadas con el control dimetilsulféxido
(DMSO) y una condicion sin tratamiento.

Para determinar que el control dimetilsulféxido (DMSO), el cual es el solvente
donde estan disueltos los compuestos UCI-05 y UCI-14, no modifica la
expresion de los genes, se compararon las cepas H37Rv y CIBIN99, en una
condicion sin tratamiento y expuestas al dimetilsulféxido (DMSO)

A la expresidn basal de la expresion relativa del ARNm, se le asigné el valor
relativo de 1 en la gréafica, a partir de este se identificd la modificacion de la
expresion de los genes, como se muestra en la figura 30.

gltAl rpsO IprQ

H37Rv
‘ CIBIN99

2.5 ,

1.5

Expresidn relativa de mRNA
gltA1,rpsO,iprQ/rrs (UR)

0.5

0
STXDMSO STXDMSO STXDMSO STXDMSO STXDMSO STXDMSO

Figura 30. Expresion relativa del gen gltA1, rpsO y IprQ en las cepas de H37Rv
y CIBIN99 de Mycobacterium tuberculosis.

En la cepa H37Rv la cual es sensible a los farmacos de primera linea, el
dimetilsulféxido (DMSO), no modifica la expresion de los genes gltA1, rosO 'y
IorQ, manteniendo su expresidén génica basal, sin embargo en la cepa CIBIN99
la cual es resistente a los mismos, el compuesto modifica la expresion génica
de los 3 genes. Dicha modificacion puede presentarse por la naturaleza propia
del compuesto DMSO, el cual es capaz de atravesar membranas
citoplasmaticas de las células ®*. No obstante en nuestro trabajo no se
presentaron modificaciones en la expresidbn de genes relacionados con
metabolismo intermediario y respiracion, vias de informacién, procesos
celulares y pared celular, en la cepa H37Rv ante el tratamiento con el
compuesto DMSO, solamente en la cepa multifarmacorresistente CIBIN99.
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7.13. Expresion relativa de los genes gltA1, rpsOy IprQ, de las cepas
H37RV y CIBIN99 tratadas con los compuestos UCI-05 y UCI-14

Los resultados de la expresion génica de los genes gltA1, rpsOy IprQ, para las
cepas H37Rv y CIBIN99, se midieron en unidades relativas (UR) y fueron
obtenidos mediante la cuantificacion relativa empleando el método comparativo
222Ct como se presenta en las figuras siguientes.

En la figura 31, se muestra la expresidén génica relativa del gen gltA7 en la cepa
sensible (H37Rv) y multifarmacorresistente (CIBIN99), tratadas con los
compuestos UCI-05, UCI-14 y el control dimetilsulféxido (DMSO), en
comparacién con el gen constitutivo rrs de Mycobacterium tuberculosis.

H37Rv CIBIN99

25

1.5

Expresion relativa de ARNm
gltA1/rrs (UR)

H-DMSO H-UCI0S H-UCI14 C-DMSO c-uclios c-uci4

Figura 31. Expresion relativa del gen gltA1 en las cepas de H37Rv y CIBIN99
de Mycobacterium tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 y UCI-14.

En la figura anterior se observa que no hubo cambios en la expresion del gen
gltA1 en ambas cepas empleando el control dimetilsulféxido (DMSQO), sin
embargo ocurrid una represion del mismo gen, para las cepas H37Rv y
CIBIN99, tratadas con los compuestos UCI-05 y UCI-14.
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En la figura 32, se muestra la expresion génica relativa del gen rpsO en las
cepas de H37Rv y CIBIN99, tratadas con los compuestos UCI-05, UCI-14 y el
control dimetilsulféxido (DMSQO), en comparacién con el gen constitutivo rrs de
Mycobacterium tuberculosis.

H37Rv CIBIN99

1.8

1.6

1.4

Expresion relativa de ARNm
rpsO/rrs (UR)

H-DMSOQ H-UCI05 H-UCH4 C-DMSO C-uclos c-uci4

Figura 32. Expresion relativa del gen rpsO en las cepas de H37Rv y CIBIN99
de Mycobacterium tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 y UCI-14.

En la figura 32 se observa que el control dimetilsulféxido (DMSO) no modifica la
expresion del gen rpsO el cual codifica para la proteina ribosomal 15S, en la
cepa H37Rv, sin embargo existe una limitada represién del gen en la cepa
CIBIN99 con el compuesto UCI-05.

En ambas cepas tratadas con los compuestos UCI-05 y UCI14, la expresion del
gen rpsO se reprime, excepto en la cepa CIBIN99 tratada con el compuesto
UCI-14, en la cual se presenta una sobreexpresion.
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En la figura 33, se muestra la expresion génica relativa del gen lprQ en las
cepas de H37Rv y CIBIN99, tratadas con los compuestos UCI-05, UCI-14 y el
control dimetilsulféxido (DMSQO), en comparacién con el gen constitutivo rrs de
Mycobacterium tuberculosis.

H37Rv CIBIN99

1.4

1.2

Expresion relativa de ARNm
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H-DMSO H-UCI05 H-UCIM4 C-DMSO C-Uclos c-ucn4

Figura 33. Expresion relativa del gen lprQ en las cepas de H37Rv y
CIBIN99 de Mycobacterium tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 y
UCI-14.

En la figura 33 se observa que el control dimetilsulféxido (DMSO) no modifica la
expresion del gen IprQ en la cepa sensible H37Rv, no obstante el mismo
diluyente reprime notablemente la expresion en la cepa multifarmacorresistente
CIBIN99.

En ambas cepas tratadas con los compuestos UCI-05 y UCI14, la expresion del
gen lprQ se reprime.
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7.14. Comparacion de los niveles de expresion génica relativa de los
genes gltA1, rpsO y IprQ en las clonas y cepas de H37Rv y
CIBIN99

La expresion diferencial de las cepas H37Rv y CIBIN99, se compararon con los

valores obtenidos de las clonas H37Rv y clonas CIBIN99 ™ y se analizaron los
resultados utilizando el paquete estadistico SPSS versidén 20. La significancia
fue determinada usando t-Student para muestras independientes donde p<0.05
se considerd6 como significativa. En dicho andlisis se compararon ambas
poblaciones expuestas a los compuestos UCI-05 y UCI-14 contra el control
DMSO.

En la siguiente tabla se colocan los resultados obtenidos de la modificacién de
la expresion génica de los genes gltA1, rpsO y IprQ de las clonas y las cepas
H37Rv y CIBIN99 de Mycobacterium tuberculosis, en donde las flechas negras
hacia la parte superior indican una sobreexpresion y las flechas negras hacia la
parte inferior una represion.

UCI-05 UcCl-14
gltAl IprQ rpsO gltAl IprQ rpsO
H37Ry | CLONA * * ¥ L) ¥ ¥
CEPA ¥ . X 2 \ 2 \ 4 x 5
CLONA 2+ + * * * *
CIBIN99

CEPA 2 8 8 \ A 4 : 3

Tabla Xlll. Comparacion de la expresién génica de los genes gltA1, rosO 'y
IorQ de las clonas y las cepas de H37Rv y CIBIN99 tratadas con los
compuestos UCI-05 y UCI-14.

Existen modificaciones en la expresion de los genes gltA1 y lprQ, de forma
diferente en la poblacion homogénea (clonas) y la poblacion heterogénea
(cepas) de H37Rv y CIBIN99, como consecuencia al tratamiento con los
compuestos UCI-05 y UCI-14, excepto la expresidon del gen prQ en las clonas y
cepas de H37Rv tratadas con el compuesto UCI-14, no obstante, en ambos
casos se obtuvieron valores de p >0.05. El gen rpsO, se modifica de manera
diferente en la poblacion homogénea (clonas) y la poblacion heterogénea
(cepas) de CIBIN99, como consecuencia al tratamiento con el compuesto UCI-
05. En este trabajo a pesar de que las dos poblaciones de H37Rv y CIBIN99
expuestas al compuesto UCI-14, generaron modificaciones similares, no se
presentaron resultados estadisticamente significativos. No obstante, el analisis
diferencial de la expresion mostré una represion en el gen rpsO en H37Rv
debido al tratamiento con el compuesto UCI-05, comparada con el control, el
cual resulté estadisticamente significativo con un valor de p=0.007, lo cual
podria generar un desequilibrio en el proceso de traducciéon de Mycobacterium
tuberculosis.
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8. Discusion

En este proyecto identificamos el crecimiento celular las cepas H37Rv y
CIBIN99 de Mycobacterium tuberculosis, combinando el uso del medio de
cultivo solido Léwenstein—Jensen y el medio en estado liquido Middlebrook
7H9. Desde 1998 se recomienda la practica combinada de medios sélidos con
medios liquidos, ambos medios se encuentran compuestos de distintos
ingredientes en combinacion, ricos en fosforo, potasio, nitrégeno, carbén,
vitaminas y minerales para facilitar el aislamiento y crecimiento de cepas de

Mycobacterium tuberculosis ©®.

Recientemente en un estudio en el cual se analizaron 1,368 muestras de
pacientes diagnosticados con tuberculosis, se propone el uso en conjunto del
medio solido Léwenstein—Jensen y el medio liquido Middlebrook 7H9 para

asegurar la recuperacion del total de las cepas de Mycobacterium tuberculosis
66

Se ha establecido que la fase de crecimiento exponencial de las clonas y la
cepa H37Rv, en ausencia de SIRE (estreptomicina, isoniazida, pirazinamida y
etambutol), se logra a partir de un periodo aproximado de 9 dias, no obstante
las clonas y cepa CIBIN99 después de un lapso aproximado de 12 dias '3,4°.
En nuestro proyecto para asegurarnos que ambas cepas se encontraran en la
misma fase de crecimiento exponencial, se analizaron después de mantenerse
14 dias en crecimiento en el medio liquido Middlebrook 7H9. El empleo de
dicho medio de cultivo se recomienda ampliamente por mantener las
poblaciones bacterianas mas estables que otros medios de cultivo, de esta
forma se garantiz6 que la variabilidad en la expresién génica se debié por el
fondo genético de las poblaciones en lugar de las condiciones de crecimiento.

De acuerdo a antecedentes, la turbidez ocasionada por la proliferacion celular
puede ser medida empleando métodos indirectos, cuanto mayor sea el numero

de bacterias en una solucién, mas opaco sera el medio de cultivo ®’. Todos los
cultivos celulares que utilizamos en este proyecto, se encontraban en 1.0 de la
escala McFarland, de acuerdo a antecedentes, esto equivale a 1.97 X 10°
UFC/mI 8 y su uso mejora la interpretacion de los resultados en cultivos que se
encuentran en estado liquido.
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Trabajos previos reportan que el rendimiento de la extraccion de ARN suele ser
mayor cuando se realiza a partir de la fase exponencial del crecimiento de las
micobacterias. En esta fase, los bacilos asimilan de una manera preferente los
nutrientes presentes en el medio de cultivo, debido a que se encuentran en una
velocidad maxima de crecimiento, consecuentemente en esta etapa se
presentan variaciones en la expresion génica, como consecuencia a la

adaptacion, la cual puede ser evaluada facilmente €.

La expresidbn génica es un mecanismo altamente regulado que posee la
habilidad de controlar funciones de adaptabilidad de las células ante un
estimulo especifico. Ordinariamente el aislamiento de acido ribonucleico
mensajero (ARNm) se usa como una medida indirecta para definir la variacion

que ocurre dentro del sistema como respuesta a ciertos factores 7.

En un principio diferentes métodos de extraccion, se basaban en la hidrdlisis
enzimatica y tratamiento quimico, sin embargo la purificacion del ARN

procedente de micobacterias era dificil °.

Anteriormente el uso de métodos de sonicacién, los cuales emplean
ultrasonidos para excitar diversas particulas, era prohibido, una de las razones
principales era la produccion de aerosoles, sin embargo en los ultimos afos la
invencién del equipo FastPrep, ha resultado favorable, como un método fisico
para producir lisis celular, debido a que cuenta con una cubierta la cual no

permite dispersar los aerosoles generados 7°.

Debido a la necesidad de conseguir extracciones de ARN de alta calidad e
intacto se decidié emplear protocolos que empleen el reactivo Trizol ®, el cual
es una solucién quimica monofasica compuesta por isotiocinato de guanidina,
fenol, cloroformo y otros componentes, que facilitan el aislamiento e integridad
del ARN. La adiciobn de un exceso del reactivo no suele reflejarse
negativamente con la estabilidad de ARN, sin embargo no cumplir con los
parametros de temperatura o el volumen recomendado, puede generar

desestabilizacién del mismo >°.

Los rendimientos de la extraccion de ARN, empleando el reactivo Trizol ® y el
equipo FastPrep, se ha reportado desde 1.75 - 2.00 ug/pl *8. En la actualidad
no se encuentra una gran cantidad de reportes de rangos de concentracién,
para este protocolo. En nuestro trabajo empleando los parametros
recomendados para el protocolo modificado por la Dra. Katia Pefuelas
Urquides, empleando el reactivo Trizol ® y el equipo FastPrep, obtuvimos
concentraciones en rangos variables que van desde 363 ng/ul hasta 1035.4
ng/ul.
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Actualmente el empleo de técnicas especificas como RT-gPCR que midan los
niveles de expresion génica en cepas de Mycobacterium tuberculosis y validen

los de resultados obtenidos a partir de microarreglos son primordiales 4,7

La cuantificacion de los niveles de expresién génica puede realizarse de forma
absoluta o relativa. La evaluacion de la cuantificacion relativa de los niveles de
expresién génica, empleando el método 2 “4¢7 propuesto por Livak y
Schmittgen en el 2001 ®3, se recomienda para un sinfin de estudios, los cuales
deseen analizar y comparar cambios fisiolégicos a través del estudio de los
niveles de expresion génica o bien la medicion de la expresion génica en
respuesta a un farmaco en tiempo real.

Esta herramienta se basa en comparar los valores de (Ct) de un gen blanco y
un gen enddgeno, a un nivel constante de fluorescencia. Las ventajas que lo
distinguen es que no utiliza curvas estandar, con lo cual se mantiene un mayor
volumen de la muestra, puede amplificar el gen diana y el control endégeno en
el mismo tubo, aumentando el rendimiento y reduciendo los errores técnicos,
se pueden realizar pruebas de validacién para demostrar que las eficiencias de

los genes son aproximadamente iguales 43,3,

La eleccién adecuada de genes enddgenos como controles internos, es critica
en estos estudios, los cuales sirven para examinar cambios especificos en
diversas células, estos genes deben mantener niveles de expresion constantes
en diferentes estados fisiolégicos de la célula y no deben verse afectados en

respuesta a los tratamientos ©'.

La subunidad 16S del ARNr se encuentra presente y conservada en todas las
células procariotas, reportes indican que sus niveles de expresion son
constantes, incluso en diferentes condiciones, por ende estas propiedades, lo
ubican como un candidato idéneo para diversos ensayos de expresion génica,
asimismo se reporta su constante uso en pruebas de relacién filogenética de

diferentes microorganismos, incluyendo Mycobacterium tuberculosis 72.
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En esta investigacion empleando el gen constitutivo rrs de Mycobacterium
tuberculosis y el método 2 22°7  identificamos que el gen gltA1, que esta
involucrado en la beta oxidacién de los acidos grasos de la micobacteria, en
poblaciones heterogéneas (cepas) de H37Rv y CIBIN99, se encuentra

reprimido debido al tratamiento con los compuestos UCI-05 y UCI-14.

Los niveles de expresion génica que obtuvimos del gen gltA1, concuerdan con
reportes previos, donde se propone que enzimas involucradas en el ciclo del
metilcitrato, solo se encuentran activas durante la etapa de la infeccion
bacteriana y su bloqueo puede dificultar su supervivencia, planteando que su
estudio resulta un poco complicado, principalmente por su baja cantidad en
ensayos in vitro %°, no obstante su evaluacion en poblaciones individuales
(clonas), identificé una sobreexpresion de su actividad, ante estos mismos
compuestos, lo cual puede estar relacionado con la capacidad de las
poblaciones para asimilar el medio de cultivo y adaptarse a distintos factores de
estrés.

La comparacion de la expresidbn génica en clonas y cepas de H37Rv y
CIBIN99, usando t-Student para muestras independientes, no presenté
resultados con significancia estadistica, por ello para comprender mejor la
actividad de la enzima, en procesos vitales, se recomienda clonar, expresar y
purificar la enzima, en vectores lanzadera que puedan replicarse en

micobacterias, como el vector pMV261 73,

Para el desarrollo de nuevos compuestos con actividad antituberculosis, se
recomienda el uso de vehiculos de transporte los cuales les permitan ser
transportados con facilidad en modelos in vivo e in vitro, ejerciendo su
actividad. En este proyecto el dimetilsulféxido (DMSO), fue utilizado como
control debido a que es el diluyente de los compuestos UCI, dicho compuesto
es ampliamente administrado, su capacidad hidrofébica, le confiere facilidad
para transportar diversos farmacos y atravesar facilmente la mayoria de las

membranas citoplasmaticas 74, a pesar de ello en las clonas y cepas de H37Rv

y CIBIN99, tratadas con el control (DMSO), no se presenté modificacion en la
expresion del gen gltA1.

60



Debido al reciente interés de desarrollar nuevas dianas terapéuticas 7°,7® se

han localizado posibles genes cruciales para Mycobacterium tuberculosis,
entre estos el gen gltA1, el cual codifica para la enzima citrato sintasa | también

llamada metilcitrato sintasa de acuerdo a la base de datos Tuberculist *®, su
interés se centra en que no tiene homologia con enzimas del humano. Debido
a lo anterior es fundamental estudiar la implicacion de dicho gen en
poblaciones de Mycobacterium tuberculosis empleando técnicas de clonacion,
expresion y purificacion.

De igual manera se determind el nivel de expresion del gen rpsO el cual
codifica para la proteina ribosomal S15 de la subunidad pequena 30S de
Mycobacterium tuberculosis, en las cepas de Mycobacterium tuberculosis.

Al tratar la cepa sensible (H37Rv) y la otra multifarmacorresistente (CIBIN99)
con los compuestos UCI-05 y UCI-14, se identificd una represion del gen, la
cual es mas notable en la cepa CIBIN99, a excepcién de la cepa CIBIN99
tratada con el compuesto UCI-14, en la cual se produjo una sobreexpresion.

En este analisis se identific6 que no hubo modificacion en la expresidon del gen,
en las cepas tratadas con el control (DMSO), excepto en la cepa CIBIN99,
donde se observo una indice de represidn bajo.

Un trabajo realizando en el 2012, empleando ratones infectados con cepas de
Mycobacterium tuberculosis, determiné la influencia de diversos compuestos
con el objetivo de proponer la mejor molécula, aplicada en modelos murinos.
La administracion del compuesto dimetilsulfoxido (DMSO), destac6é como un
adecuado vehiculo de transporte, en comparacién con compuestos como
aceite de maiz, carboximetilcelulosa, al proporcionar parametros fisicos
aceptables y no interferir con el crecimiento celular ®*, en nuestro trabajo se
puede observar que el control (DMSO) modifica de una manera minima la
expresion del gen rpsO, el cual se encuentra relacionado con el proceso de
traduccion del patégeno.

La comparacién de la expresidon génica del gen rpsO en las clonas y cepas de
H37Rv, tratadas con los compuestos UCI-05 y UCI-14, mostrd una represion
con ambos compuestos, sin embargo usando la prueba de t-Student para
muestras independientes, solamente se presentd significancia estadistica en
las clonas y cepas de H37Rv tratadas con el compuesto UCI-05. Cabe senalar
que este mismo gen se comporta de manera opuesta, en clonas y cepas de
CIBIN99, ante el tratamiento con el compuesto UCI-05 y UCI-14.
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El crecimiento celular tardio de cepas multifarmacorresistentes, se ha reportado
en multiples trabajos, como una forma de adaptacion de estos
microorganismos '3,%% 3¢, En un trabajo publicado en el afio 2009, se identifico
que el crecimiento celular de las cepas resistentes a isoniazida y rifampicina
difiere comparado con cepas sensibles hasta 3 semanas, no obstante, después
de este periodo el crecimiento se asimila en ambas poblaciones, con lo cual se
sugiere que las mutaciones en los genes rpoB y KatG, no tiene un impacto en
la cinética de crecimiento 7. En nuestro estudio, analizando las cepas
sensibles y multifarmacorresistentes en la misma fase de crecimiento
exponencial, pudimos identificar que la expresién del gen rpsO fue menor en la
cepa multifarmacorresistente CIBIN99, lo cual puede disminuir el proceso de
traduccion de Mycobacterium tuberculosis al ser tratada con el compuesto UCI-
05, excepto al tratarse con el compuesto UCI-14, en donde se observd una
sobreexpresion.

El gen lprQ, que codifica para una lipoproteina (LPRQ) de Mycobacterium
tuberculosis *®, ha sido poco estudiando, sin embargo diferentes estudios, han
demostrado que la envoltura celular de estas bacterias presentan en su pared
una gran variedad de lipoproteinas, que son un subgrupo de proteinas que
tienen un rol en el proceso de patogéenesis y son determinantes en la virulencia
del patogeno 78,7°,

Nuestro analisis mostré una represion del gen prQ en las cepas de H37Rv y
CIBIN99 tratadas con los compuestos UCI-05 y UCI-14, particularmente se
identifico una expresion variable del gen en la cepa H37Rv, la cual se reporta
como virulenta en comparacion con la cepa CIBIN99.

Markarian y colaboradores realizaron un estudio para evaluar caracteristicas
como densidad, viscosidad y conductividad del farmaco de primera linea
isoniazida en combinacion con dos compuestos [dimetilsulféxido (DMSO) vy
agua] y encontraron que ambas combinaciones presentan una viscosidad y
conductividad similar. Sin embargo, la densidad de la mezcla isoniazida-agua
fue mejor en comparacion con la combinacion isoniazida-dimetilsulfoxido, a
pesar de ello la combinacién farmaco- DMSO presento un efecto sinérgico en
cepas sensibles de Mycobacterium tuberculosis, potencializando su actividad
80 el uso en conjunto de este compuesto (5%) y el farmaco de primera linea
isoniazida en concentraciones menores de su concentracion minima inhibitoria
(CMI), mostré una accidn sinérgica, inhibiendo el crecimiento celular de la cepa

H37Rv de Mycobacterium tuberculosis 8°.
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A pesar de ello en nuestros resultados podemos observar que en la cepa
sensible H37Rv tratada con el control dimetilsulféxido (DMSQO), no presentd
ninguna modificacion en la expresion del gen, no obstante la cepa CIBIN99
presentd una represion del mismo, dicha cepa cuenta con perfiles genotipicos y

fenotipicos caracteristicos, los cuales pueden contribuir con su comportamiento

particular 13,40 56,

Por otra parte se identific6 que el gen lprQ se sobreexpresa en la poblacién
clonal de H37Rv y CIBIN99 al ser tratadas con los compuestos UCI-05 y UCI-
14, excepto en la clona H37Rv tratada con el compuesto UCI-14 donde se
identifica una represién, lo cual concuerda con los resultados obtenido en
cepas de H37Rv y CIBIN99, sin embargo al contrastar la expresion del gen en
clonas y cepas de H37Rv y CIBIN99, usando t-Student para muestras
independientes, no se produjeron resultados con significancia estadistica.

En nuestro estudio identificamos, que se presenta una variabilidad en la
expresion génica de los genes gltA1, rosO y IprQ en poblaciones individuales
(clonas) y poblaciones heterogéneas (cepas) de Mycobacterium tuberculosis,
expuestas a nuevos compuestos con actividad antituberculosis.

Se ha identificado que las poblaciones de clonas y cepas de H37Rv son
estables y que presentan una menor heterogeneidad, en etapas de
crecimiento, en comparacion con CIBIN99, en la cual se presenta una notable
diferencia, en cinéticas de crecimiento.

Debido a lo anterior, para comprender los mecanismos implicados en la
regulacion y adaptacion, ante un estimulo como la exposicién a un compuesto,
se recomienda estudiar, mediante el andlisis de expresion génica, el
comportamiento de células individuales, en segunda instancia replicar los
estudios en poblaciones de células, las cuales cuentan con una heterogeneidad
importante, ya que el estudio en las poblaciones unicas, puede disfrazar la
interpretacion de diferentes procesos biolégicos.

El andlisis de la expresidn génica en clonas y cepas expuestas a nuevos
compuestos contribuye a disminuir los resultados altamente variables
generados por la diversidad poblacional.
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9. Conclusiones

Se obtuvo el ARN total de las cepas H37Rv y CIBIN99 de Mycobacterium
tuberculosis, tratadas con los compuestos UCI, el cual fue de alta calidad y
funcional.

La expresion de los genes gltA1, rpsOy IprQ, se reprime en la cepa H37Ryv, en
presencia de los compuestos UCI-05 y UCI-14, comparada con el control
(DMSO).

La expresidn de los genes gltA1 y IprQ, se reprime en la cepa CIBIN99, en
presencia de los compuestos UCI-05 y UCI-14, al igual que la expresioén del
gen rpsO con el compuesto UCI-05, mientras que en presencia del compuesto
UCI-14 se sobreexpresa, comparada con el control (DMSO).

La expresion geénica, de los genes gltA1 y IprQ, en una clona y una cepa, no
tiene el mismo patron de expresion, al tratarse con los compuestos UCI-05 y
UClI-14.

En el caso del gen rpsO en clonas y cepas de H37Rv, tratadas con el
compuesto UCI-05, se reprime la expresidn del gen, que puede generar un
desequilibrio en el proceso de traduccion de Mycobacterium tuberculosis.

Se puede proponer que la accién del compuesto UCI-05 se mantiene, al
conservarse los cambios en la expresidén génica.

Existe variabilidad en la expresion génica, de los genes gltA1, rosO y IprQ,
entre una clona y una cepa, la cual puede estar relacionado con la activacion
de diversos mecanismos de adaptacion ante la presencia de los compuestos
con actividad antituberculosis.
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10.Perspectivas del proyecto

Clonar, expresar y purificar las proteinas codificadas por los genes gltA1y IprQ,
para ser evaluadas como blanco terapéutico en el control de Mycobacterium
tuberculosis , en especial el gen rpsO, que demostré una represion significativa
en clonas y cepas tratadas con el compuesto UCI-05.
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