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RESUMEN

La tuberculosis afecta a aproximadamente un tercio de la poblacién mundial. En el afo
2017 se reportaron 10 millones de casos y 1.3 millones de muertes. El tratamiento de esta
enfermedad se lleva a cabo por 6 meses con los fairmacos de primera linea isoniazida,
rifampicina, pirazinamida y etambutol; sin embargo, su eficacia ha disminuido debido a
la apariciéon de cepas resistentes. La resistencia a farmacos en Mycobacterium
tuberculosis, el agente causal de la enfermedad, se ha vinculado principalmente a
mutaciones en genes especificos, pero esta relacion no se cumple en todos los casos. En
base a estos antecedentes nuestro grupo de trabajo realizé una comparacién de la
expresion genética entre una cepa sensible y una multifirmacorresistente, en donde
diversos genes mostraron una expresion diferencial. Dentro de estos genes se encuentran
los genes esxG y esxH, los cuales mostraron un aumento en la expresion en la cepa de M.
tuberculosis resistente a farmacos de primera linea. Los genes esxG y esxH forman parte
del cluster Esx-3 que codifica para un sistema de excrecion tipo VII; especificamente estos
genes codifican para proteinas que son secretadas por este sistema. El objetivo del presente
proyecto es evaluar la contribuciéon de los genes esxG y esxH al fenotipo de
farmacorresistencia en M. tuberculosis, inhibiendo estos genes en M. smegmatis como
modelo experimental de M. tuberculosis. Se utiliz6 la tecnologia del RNA antisentido para
inhibir dichos genes en M. smegmatis, confirmando su inhibicién mediante la
cuantificacion de la amplificacion de dichos genes (utilizando el software ImagelJ), a partir
del cDNA obtenido de la extraccion del RNA total de la cepa con los genes inhibidos, se
observo una inhibicién del 40% en comparacion con la cepa control. El efecto de la
inhibicion de los genes en la resistencia a farmacos se evalu6 utilizando el método de
REMA. Se observé un aumento en la resistencia a isoniazida en la cepa de M. smegmatis
con los genes inhibidos en comparacion con la cepa control; mientras que en rifampicina

y etambutol no se observaron cambios en el umbral de resistencia.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a contagious disease and the most common form is pulmonary
tuberculosis. In 2017, 10 million people fell ill with TB and 1.3 million people died from
this disease. Tuberculosis is mainly caused by Mycobacterium tuberculosis. TB disease is
treated by the first-line drugs isoniazid, rifampicin, etambutol and pyrazinamide, however
its efficacy has decreased due to the emergence of drug resistant strains. Drug resistance
has been associated with mutations in sequences of specific genes, nonetheless there are
other mechanism that have not been elucidated. In the search for these mechanisms, our
group previously reported the transcriptome differences between the sensitive strain
H37Rv and the multidrug resistant isolate CIBIN:UMF:15:99 of Mycobacterium
tuberculosis, identifying differences in the expression of some genes; among them, esxG
and esxH showed overexpression in the multidrug resistant isolate. These genes code for
proteins that are secreted by the Esx-3 system. The aim of this study was to evaluate the
contribution of esxG and esxH genes in drug resistance phenotype of M. tuberculosis,
through suppressing gene expression of these genes in M. smegmatis as an experimental
model of M. tuberculosis. In this study we developed an expression vector to produce
antisense RNA to target the entire open reading frame of esxG and esxH. To test the
attenuation of these genes we obtained the total RNA and convert it to cDNA, then we
amplified the genes and the PCR product was quantified by using the ImagelJ software.
We show a 40% inhibition of the genes in the attenuated strain compared to the control
strain. The attenuated strain was tested for drugs resistance to first line drugs using the
REMA plate method. The attenuated strain showed more resistance to INH than control

strain while resistance to RIF and EMB was not modified.
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1. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa, registrada como la primera
causa de muerte por un agente infeccioso. Esta enfermedad se encuentra dentro de las
metas prioritarias de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para ponerle fin, ya que
en el 2017 fue una de las 10 principales causas de muerte en el mundo (OMS, 2018). El
principal agente causal de la tuberculosis es Mycobacterium tuberculosis, organismo que
pertenece al filo Actinobacteria, familia Mycobacteriaceae. Para el tratamiento de la TB
existen farmacos denominados de primera linea, los cuales son: isoniazida, rifampicina,
etambutol y pirazinamida; sin embargo, existen cepas de M. tuberculosis que han
desarrollado resistencia a estos farmacos. Las cepas de M. tuberculosis resistentes a

rifampicina e isoniazida se les denominan multifarmacorresistentes (MFR).

En el 2016, en todo el mundo se estim6 que 490 mil personas desarrollaron tuberculosis
multifarmacorresistente, y 190 mil personas murieron a causa de tuberculosis MFR (OMS,
2017). Esta resistencia presenta un gran problema en México, asi como en el resto del
mundo debido a la falta de estrategias para combatirla con un diagndstico y/o tratamiento

oportuno.

La resistencia a farmacos se ha asociado principalmente a mutaciones en genes
especificos, sin embargo, los mecanismos moleculares de estas cepas resistentes a los
farmacos atn no se encuentran completamente dilucidados. El conocer estos mecanismos
seria beneficioso ya que podria tener una aplicacion directa en el diagndstico de
tuberculosis ocasionada por cepas resistentes a fadrmacos, lo cual permitiria mejorar la
implementacién de un tratamiento oportuno y, por otro lado, identificar mds blancos

terapéuticos.

En la bisqueda de estos mecanismos, nuestro grupo de investigacion realiz6 un anélisis
de la expresion génica entre una cepa sensible (H37Rv) y una resistente a farmacos de M.
tuberculosis, en donde se identificaron diversos genes que estdn potencialmente asociados

a la farmacorresistencia; entre ellos se encuentran los genes esxG y esxH (Pefiuelas-



Urquides et al., 2013). Estos genes forman parte de un cldster que codifica para proteinas
que forman parte del sistema de excrecion Esx-3 y codifican para proteinas que son

secretadas por este sistema.

El objetivo principal de este trabajo de investigacidn es conocer la contribucién de los
genes esxG y esxH al fenotipo de farmacorresistencia en M. tuberculosis, mediante la

inhibicién de estos genes en un modelo de M. tuberculosis.



2. ANTECEDENTES

2.1. Tuberculosis

La TB es una enfermedad infecciosa, en la mayoria de los casos afecta a los pulmones sin
embargo puede afectar otras zonas como el cerebro, huesos, laringe y nodo linfético,
produciendo un dafio tisular progresivo en estas zonas afectadas (Peto et al, 2009). La TB
pulmonar se caracteriza principalmente por presentar tos crdnica, fiebre en picos,
sudoracion nocturna, decaimiento, anorexia, pérdida de peso, y sin un tratamiento

oportuno puede ocasionar la muerte (OMS, 2013b).

Su transmision es por via aérea, sucede cuando una persona con la enfermedad de
tuberculosis pulmonar tose, estornuda o escupe, expulsando bacterias tuberculosas al aire.
Basta con unas pocas bacterias (2-5 bacterias) para que la persona se infecte (Nahid et al,
2016). Una vez que se ha llevado a cabo la infeccion, esta enfermedad se puede presentar
en forma activa o latente. En la forma activa de la enfermedad se presentan los sintomas
mencionados, y pueden contagiar a otras personas, esto es debido a que el sistema inmune
no puede combatir a la bacteria. La forma latente se define como un estado de respuesta
inmunitaria persistente a antigenos de M. tuberculosis adquiridos con anterioridad que no
se acompaiia de manifestaciones clinicas ni se contagia a las demds personas, ya que las
células bacterianas se encuentran en unas estructuras dindmicas denominadas granulomas

(Mullie et al, 2017).

2.2. Epidemiologia

De acuerdo con la OMS, en el 2017 la TB fue una de las 10 principales causas de muerte
en el mundo, ademds se reportaron 10 millones de nuevos casos y 1.3 millones de muertes
en el mundo a causa de esta enfermedad (OMS, 2018). En México, en el 2016, se
registraron 16,913 casos de TB y 2.4 mil muertes debido a esta enfermedad
(CENAPRECE, 2017). Especificamente en Nuevo Ledn, ese mismo afio se reportaron
1,261 casos de TB, lo que lo situ6 dentro de los tres primeros lugares en incidencia después

de Veracruz y Baja California (SINAVE, 2013).



2.3. Mycobacterium tuberculosis

El principal agente causal de la TB es la bacteria M. tuberculosis, la cual es un patégeno
intracelular, perteneciente al filo Actinobacter, familia Mycobacteriaceae, género
Mycobacterium (Shinnick & Good, 1994). Este microorganismo es miembro del
Complejo M. tuberculosis (MTBC), los cuales son agentes causales de la TB, son
patégenos intracelulares estrictos que infectan diferentes animales incluyendo al humano

(Jagielski et al, 2016).

Dentro de las principales caracteristicas de M. tuberculosis es que es un bacilo delgado de
extremidades redondeadas, con longitud de 2-5 pm y didmetro de 0.2 a 0.3 um, es aerobio
obligado inmdvil puede sobrevivir con pocas cantidades de oxigeno, carece de capa o
espora, no presenta ramificaciones, presenta caracteristicas de dcido-alcohol resistencia;
su crecimiento es lento con un tiempo de duplicacién de 15-20 h y forma colonias no

pigmentadas (Fenton & Vermeulen, 1996).

Ademads, M. tuberculosis tiene una pared celular compleja, la cual consta de una
membrana interna seguida de una capa rigida de peptidoglicano asociada a diferentes
proteinas que también estdn asociadas con la membrana interna; hacia el exterior el
peptidoglicano estd unido covalentemente mediante enlaces fosfodiéster con
arabinogalactanos, los cuales estdn ligados de su porcién distal con los d4cidos micélicos.
Este complejo de peptidoglicanos, arabinoglicanos y dcidos micdélicos estan asociados con
el esqueleto de la pared celular (Brennan & Crick, 2007). Esta capa de dcidos micolicos,
entre la capsula (la dltima capa) y el peptidoglicano, es una segunda barrera hidrofébica y
se ha denominado “micomembrana” (Hoffmann et al., 2008), la cual es similar a la de las
bacterias Gram negativas. Esta caracteristica de la micobacteria implica que necesita un
sistema complejo para secretar las moléculas que le permiten sobrevivir, multiplicarse y

proporcionarle resistencia a farmacos y detergentes (Abdallah ez al., 2007).

La principal estrategia para combatir la TB es utilizar firmacos en contra de la bacteria

M. tuberculosis; es asi como a nivel mundial se han desarrollado esquemas de tratamiento.



2.4. Tratamiento de la Tuberculosis

El principal esquema utilizado para el tratamiento de la TB se compone de farmacos de
primera linea, los cuales representan al grupo 1 en la clasificacién de la OMS (Tabla 1).
Estos farmacos de primera linea son: isoniazida (INH), rifampicina (RIF), etambutol
(EMB) y pirazinamida (PZA) (OMS, 2018). Este esquema principal de tratamiento dura
6 meses, 0 veinticinco semanas hasta administrar ciento cinco dosis, se divide en dos
etapas: a) fase intensiva, sesenta dosis en un esquema de administracion diaria sesenta
dosis diarias de RIF, INH, PZA y EMB; y b) fase de sostén, cuarenta y cinco dosis en un
esquema intermitente de tres veces a la semana de INH y RIF (NOM-006-SSA2-2013).

Tabla 1. Clasificacion de farmacos contra la Tuberculosis (OMS,2018)

Grupo Tipo de farmacos Farmacos

1 Farmacos orales de Isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida.

primera linea

2 Farmacos inyectables Estreptomicina, kanamicina, amikacina, capreomicina.
3 Fluoroquinolonas Ofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino.
4 Bacteriostaticos orales de Etionamida, protionamida, cicloserina, terizidona, dcido p-
segunda linea aminosalicilico.
5 Farmacos de eficacia Clofazimina, amoxicilina/clavulanato, claritromicina,
poco clara linezolida, tioacetazona, imipenem/cilastatina, dosis altas de

isoniazida y claritromicina.

Cada uno de estos farmacos de primera linea tiene un mecanismo de accién particular. En
el caso de la isoniazida, inhibe la sintesis de los dcidos micdlicos de la pared bacteriana,
lo que permite que el microorganismo sea susceptible a la accion de radicales de oxigeno
reactivo y a otros elementos. La rifampicina se une a la RNA polimerasa lo que ocasiona
una interferencia en la replicacion de la bacteria. La pirazinamida genera un pH &cido
intrabacteriano, lo que causa un efecto mortal para la bacteria, ademds que tiene una

sinergia con isoniazida y rifampicina (Somoskovi et al, 2001). El mecanismo de accion



del etambutol no ha sido completamente elucidado, sin embargo, se cree que interfiere en
el metabolismo del rRNA, la sintesis de fosfolipidos, la sintesis de dcidos micdlicos y
sintesis de polisacaridos de la pared celular bacteriana (Victor, Van Helden & Warren,

2002).

Ademais de los farmacos de primera linea existen otras alternativas de tratamiento; estas
son los farmacos de segunda linea, los cuales se utilizan cuando los de primera linea no
funcionan debido a resistencia de la bacteria o sensibilidad del paciente a estos farmacos.
Estos farmacos de segunda linea son aquellos que se encuentra en el grupo 2 al 5 de
acuerdo con la clasificacion de la OMS de los farmacos para el tratamiento de la TB (Tabla
1) (OMS, 2018). Sin embargo, estos farmacos de segunda linea presentan mayor toxicidad
y efectos adversos (Coyne et al, 2009). El uso de estos farmacos ha salvado vidas de
pacientes con TB, no obstante, la administracién incorrecta o el mal uso de estos farmacos
ha provocado que algunas cepas de M. tuberculosis presente resistencia a estos farmacos

(Kamholz, 2002).

2.5. Resistencia a farmacos de M. tuberculosis

La TB con resistencia a firmacos es un gran reto a nivel mundial, por las dificultades en
su control y tratamiento. En las ciudades en vias de desarrollo esta problemdtica se acentua
mayormente con alta tasa de incidencia, ya que tienen esquemas de tratamiento deficiente

(Udwadia et al., 2012).

La OMS establece que un enfermo de TB presenta resistencia a farmacos, cuando se
confirme de manera in vitro esta resistencia a uno o mas farmacos de primera y/o segunda
linea. La OMS clasifica la resistencia a farmacos de M. tuberculosis en cuatro
definiciones: Monorresistente, resistencia a un fairmaco de primera linea; Polirresistente,
cepas resistentes a mas de un farmaco de primera linea excepto isoniazida y rifampicina;
Multifarmacorresistente (TB-MFR), cepas resistentes como minimo a isoniazida y

rifampicina; y TB con resistencia extendida (XFR), son cepas resistentes a isoniazida,



rifampicina, a una quinolona, y por lo menos a uno de los farmacos inyectables de segunda

linea (OMS, 2013a; Falzon et al, 2017).

El tratamiento que se utiliza para TB-MFR puede ser hasta de dos afos utilizando
farmacos de segunda linea, sin embargo, estos presentan mds efectos t6xicos y un mayor

costo econdmico que los farmacos de primera linea (Coyne et al, 2009).

A nivel mundial se estimaron 490 mil casos nuevos y 190 mil muertes de TB-MFR (OMS,
2017). En México se reportaron 835 casos de TB resistente a farmacos de los cuales 595

casos fueron de TB-MFR (CENAPRECE, 2017).

La resistencia a farmacos es un fenomeno que ha sido objeto de estudio de diversas
investigaciones, sin embargo, atin no se han elucidado completamente los mecanismos
moleculares involucrados en este fendmeno. Dentro de estos mecanismos involucrados,
el més estudiado o al que le han denominado mecanismo primario de resistencia a
farmacos es la acumulacion de mutaciones en genes blanco de los farmacos (Gygli et al,
2017), ademds de mutaciones en genes de la RNA polimerasa, genes de la regulacion
transcripcional, genes de vias de reparacion del DNA, genes que codifican para
componentes de la pared celular y transportadores de membrana (Casali et al., 2014; Yu et
al., 2015; Yamchi et al., 2015). Se han identificado diversas mutaciones en genes, los cuales
se han identificado como marcadores de resistencia para determinado fairmaco, mostrando

algunos ejemplos en la Tabla 2.



Tabla 2. Genes marcadores de resistencia a farmacos (Almeida & Palomino, 2011).

Gen Producto génico Farmaco

katG Catalasa/peroxidasa

inhA Enoil reductasa Isoniazida

ahpC Alquil hidroperéxido reductasa

poB Subunidad-f de la RNA polimerasa Rifampicina

pncA Pirazinamidasa Pirazinamida

rpsL Proteina ribosomal S12

s RNA 16S Estreptomicina

gidB 7-metilguanosina-metiltransferasa

EmbB Arabinosil metiltransferasa Etambutol
gyrA/gyrB DNA girasa Fluoroquinolonas

A pesar de la identificacién de genes marcadores de resistencia a farmacos, se ha

demostrado que la presencia de estas mutaciones es variable en las diferentes cepas, y que

su frecuencia presenta un amplio rango de variacion dependiendo del drea geogréfica de

procedencia, y por otras circunstancias no definidas (Nguyen, 2016).

Ademds de la presencia de mutaciones, existen otros mecanismos moleculares

involucrados de M. tuberculosis en eludir la accién de los farmacos; estos pueden ser: su

pared celular tan caracteristica (grosor), la variabilidad genética entre cepas, mecanismos

para degradar los fairmacos por enzimas o modificaciones quimicas (Almeida & Palomino,

2011); ademds que se han reportado diferencias en la expresion de diversos genes como

aquellos involucrados en la fosforilacion oxidativa, los de ribosomas, los de

transportadores ABC, y los de transportadores de secrecion de farmacos (Machado et al.,

2012; Yu et al., 2015; Yamchi et al., 2015).



Recientemente nuestro grupo de trabajo realizé un andlisis comparativo de la expresion
de genes entre una cepa sensible y una cepa multifarmacorresistente de M. tuberculosis,
en donde se observé una sobreexpresion de los genes esxG, esxH, rpsA, esxl'y rpml y una
represion en la expresion de los genes IlipF, groES y narG en la cepa
multifarmacorresistente compardndola con la cepa sensible de M. tuberculosis. Estos
resultados sugieren que estos genes pudieran estar involucrados en algin mecanismo de
resistencia a farmacos de manera directa o indirecta (Pefiuelas-Urquides et al, 2013)

(Figura 1).
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Figura 1. Resultados de la expresion diferencial de los genes esxG y esxH entre una cepa sensible y
una multifarmacorresistente de M. tuberculosis. Pansensitive strain- cepa sensible, MDR isolate-cepa

multifarmacorresistente (Pefiuelas-Urquides et al, 2013).

Ademas, en otro estudio se evalu6 la expresion de los genes esxG, esxH, infA, groES,
rpml, rpsA y lipF en 24 aislados clinicos de M. tuberculosis con diferentes perfiles de
resistencia a farmacos observando una gran variabilidad en la expresion de estos genes
entre los aislados clinicos, demostrando el efecto de la variabilidad genética en la

resistencia a farmacos (Gonzalez-Escalante e al., 2015).

Los genes esxG y esxH son el objeto de estudio del presente proyecto, con el fin de
continuar con la bisqueda de la relacion de estos genes y la resistencia a farmacos de M.

tuberculosis.



2.6. Caracteristicas de los genes esxG y esxH

Los genes esxG y esxH se encuentran en un cldster denominado Esx-3, el cual pertenece

a una familia de clusteres denominada ESAT-6 (Abdallah et al., 2007).

2.6.1. Sistema de secrecion ESAT-6

En un anélisis de la cepa atenuada BCG, la cual es producto de eliminaciones en el genoma
de M. bovis, se encontrd una region eliminada de esta cepa de 9.5 kpb a la cual se le
denomino regién de diferencia uno (RD1). Dentro de esta region RD1 se encontraron los
clusteres de genes ESAT-6 o Esxl, los cuales codifican para un sistema de secrecion
(Brodin et al, 2004). Este sistema de secrecion se ha clasificado de tipo VII, de acuerdo
con la clasificacidn existente para las bacterias Gram negativas la cual va del tipo I al VII;
colocando en este ultimo al sistema ESAT-6 debido a la similaridad de la pared celular
que presenta M. tuberculosis con las Gram negativas, por su capa de dcidos micélicos la

cual es como una segunda barrera (Abdallah et al., 2007).

En el genoma de M. tuberculosis se encontraron cinco copias de este sistema de secrecion
Esx tipo VII, los cuales se denominaron Esx del 1 al 5, presentando genes homdlogos
entre estos sistemas; de manera que estos sistemas tienen similitudes, pero no se
complementan (Houben, Korotkov, & Bitter, 2014). Ademds, recientemente se
encontraron secuencias del sistema Esx en pldsmidos de Mycobacterium (Dumas et al.,

2016).

De manera general los sistemas de secrecion Esx estan compuestos por un complejo ligado
a membrana con: cuatro componentes conservados Esx (EccB, EccC, EccD y MycP),
proteinas asociadas de tipo Esx especificas (EspA, EspB, EspC, EspG, etc.) y las proteinas
secretadas o exportadas como ESAT-6 y CFP-10 y proteinas PE y PPE (Houben, Korotkov,
& Bitter, 2014).
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De los cinco sistemas Esx, el sistema Esx-3 es el que tiene mds genes conservados entre
diferentes especies de Mycobacterium; de tal forma que los genes pertenecientes al
sistema Esx-3 tienen una funcién dnica y crucial (Stinear et al, 2008; Serafini et al, 2009;

Sweeney et al., 2011).

El sistema Esx-3 se regula por hierro, zinc y manganeso, asi estos metales activan
proteinas metalo-reguladoras, las cuales regulan negativamente al clister Esx-3

(Rodriguez et al, 2002; Maciag et al, 2007; Pandey et al., 2015).

Dentro de las caracteristicas del sistema Esx-3, se ha reportado que el sistema es promotor
de la virulencia y necesario para la sobrevivencia de M. tuberculosis (Serafini et al., 2009;

Sweeney et al., 2011).

2.6.2. Caracteristicas de esxG y esxH

Como se menciond previamente, estos genes forman parte del sistema Esx-3 y codifican
para proteinas que son secretadas por el sistema Esx-3 (Figura 2). La secuencia del gen
esxG es de 294 pb y del gen esxH es de 291 pb, su producto codificante es de 97
aminodcidos para EsxG y 94 aminodcidos para EsxH. Pertenecen a una familia de genes
denominada esx, de los cuales M. tuberculosis presenta 23 genes denominados esx- de la
A ala W, estos genes se presentan en pares en el genoma. Los productos génicos que
producen tienen caracteristicas similares, principalmente son proteinas de tamaio
pequefio, tienen un motivo central WXG y forman un heterodimero (Abdallah et al.,

2007).
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Figura 2. Representacion esquematica del sistema de secrecion Esx-3. Parte superior- representacion
de los genes del cluster Esx-3. Parte inferior- representacién esquematica del sistema de secrecion Esx-3 y

sus proteinas secretoras EsxG-EsxH.

La funcién de las proteinas EsxG y EsxH, atn no ha sido completamente elucidada, pero
se sabe que son fuertes antigenos (Skjgt et al, 2002; Hervas et al., 2006). Ademds, su rol
como parte del sistema Esx-3 se demostré en un mecanismo de patogenicidad al observar
que el dimero EsxG-EsxH interrumpia la funcién del complejo de clasificacion endosomal
requerido para el transporte (ESCRT) e impedir la maduracion del fagosoma (Mehra et
al., 2013). También recientemente se encontré que la expresion de diversos genes se
encontraba aumentada o disminuida en la fase de reactivacion de M. tuberculosis, cnando
ocurre la transicién entre la forma latente y la forma activa, generando un patrén de
expresion génica diferente en esta fase de reactivacion compardndola con la forma activa.
Dentro de estos genes se encontrd que esxG y esxH estaban sobre-expresados en esta fase
de reactivacion, por lo que se sugiere que pueden estar involucrados en situaciones que

representan estrés a la bacteria (Du, Sohaskey & Shi, 2016).

Los genes esxG y esxH, se regulan negativamente por altas concentraciones de hierro, zinc
y manganeso o inducidos bajo condiciones limitadas de estos mismos. Los principales
reguladores de la transcripcion de esxG y esxH son los factores IdeR (Iron dependent

Regulator), Zur (Zinc uptake repressor) y MntR (Manganese transport regulator); estos
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factores de transcripcidon son proteinas metaloreguladores, las cuales en presencia del
metal se unen al DNA para actuar como represores (Rodriguez et al., 2002; Maciag et al.,
2007; Pandey et al., 2015). IdeR pertenece a la familia DtxR (toxina represora de difteria)
y es reguladora dependiente de hierro (Rodriguez et al., 2002; Fontan et al, 2008). Zur
pertenece a la familia Fur, también se denomina FurB; y regula negativamente en
presencia de zinc (Maciag et al., 2007). MntR pertenece a la familia DtxR y es reguladora

dependiente de manganeso (Pandey et al., 2015).

2.7. Estrategias para el estudio de genes de M. tuberculosis

Para el estudio de M. tuberculosis se han implementado diversas estrategias, la mas
utilizada para los andlisis funcionales de genes es inducir deleciones gendmicas, y asi
evaluar el efecto de eliminar determinado gen en la bacteria (Raamsdonk et al, 2001). Se
ha utilizado la recombinacién homologa, sin embargo, se ha reportado una eficiencia baja,
ademds que la recombinacidn ocurre en otros sitios del genoma que no son el sitio blanco
(Nakashima & Miyazaki, 2014). Una herramienta muy utilizada y simple ha sido la
tecnologia del RNA antisentido (Darsonval et al., 2016).

La tecnologia del RNA antisentido ha sido definida como polimeros sintéticos o naturales
que reconocen especificamente e inhiben secuencias blanco, usualmente los blancos son
mRNA (Good, 2003). Este mecanismo provoca la reduccion o alteraciéon del mRNA o
bien la inhibicién de la traduccidn. Este mecanismo no provoca la modificacién del DNA
gendmico por lo tanto es muy utilizado para el estudio de genes esenciales en los
organismos, debido a que provoca una disminucién en la expresion génica (Rasmus,
Sperling-Petersen & Mortensen, 2007). Se han utilizado diversas estrategias para generar
la atenuacién de genes, disefiando un RNA antisentido que se componga de toda la
secuencia codificante en antisentido la cual hibride con el mRNA, o bien secuencias que
hibriden con el sitio de unién a ribosoma o en alguna parte de la regién regulatoria
(Rasmussen et al., 2007; Cahndoli et al., 2014; Xu et al., 2016). Otros autores han
generado una inhibicién del 66% en diversos genes utilizando esta tecnologia tanto en M.

tuberculosis como en M. smegmatis, ademds han demostrado que no existen efectos
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polares con genes que se encuentran en el extremo 5’ en un operén (Kang et al., 2013;
Chandolia et al., 2014); sin embargo, otros autores reportan efectos polares en un operén
en los genes que se encuentran en el lado 3’ de los genes blanco (Wang & Kuramitsu,

2003; Kole, Krainer & Altman, 2012; Darsonval et al., 2015; Singh et al., 2016).

Como una alternativa a estas tecnologias, se ha utilizado la tecnologia CRISPR-CAS9
para editar los genomas de diversas especies generando alta eficiencia en su edicién
(Wang et al, 2016). Este sistema fue descubierto en arqueas y bacterias como un tipo de
sistema inmune adaptativo, el cual representa resistencia frente a entes portadores de

material genético (Mojica & Montoliu, 2016).

Esta herramienta de CRISPR-CASY se basa en el sistema de tipo II, que consta de dos
componentes principales un RNA guia (RNAg) que reconoce la secuencia nucleotidica
blanco de forma complementaria y una nucleasa (CAS9) que realiza el corte en el DNA
blanco, para que después esta escision sea reparada por los propios sistemas de reparacion
del organismo. Ademads, en el DNA blanco debe existir la secuencia PAM que sera
reconocida por la nucleasa (Sander & Joung, 2014); asi el sistema puede modificar el

DNA genémico in vivo eficientemente (Zala et al, 2016).

Se han creado diversas adaptaciones como mutar los dos dominios de la nucleasa
provocando que no ocurra ningtn corte en el DNA, en este caso la proteina Cas9 junto
con el RNAg se unird al DNA blanco inhibiendo por efecto alostérico a la RNA polimerasa
provocando la inhibicion de la transcripcion, denomindndola CRISPR de interferencia o

CRISPRi (Hsu, Lander & Zhang, 2014).

Para Mycobacterium se han reportado pocas investigaciones que hayan utilizado CRISPR-
Cas; y en todas estas investigaciones el sistema utilizado ha sido CRISPRi debido a que
no ha sido posible utilizar el sistema CRISPR-Cas con los dos dominios nucleasas activos

ya que Mycobacterium no presenta el sistema CRISPR de tipo II (He, Fan, & Xie, 2012).
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A partir del sistema CRISPRi se ha logrado silenciar diversos genes (genes esenciales,
genes blanco de farmacos) de M. tuberculosis, M. smegmatis, M. bovis BCG, obteniendo
un silenciamiento de 4 veces cuando se ha utilizado la nucleasa Cas9 de Streptococcus
pyogenes (Singh et al, 2016) y un silenciamiento de hasta 100 veces cuando se ha utilizado
la nucleasa Cas9 de S. thermophilus (Rock et al, 2017). En todos los casos se genera un

knock down del gen blanco.

Por otro lado, para el estudio de genes de M. tuberculosis se ha utilizado modelos de
estudio del género de Mycobacterium, debido al riesgo relativo de manipular los cultivos
de esta bacteria; dentro de estos modelos uno de los mds utilizados es M. smegmatis

(Gonzalez-Merchand et al., 2012).

2.7.1. Caracteristicas de Mycobacterium smegmatis

M. smegmatis, es aerobico quimiorganotrofo, no movil, de crecimiento rdpido con un
tiempo de generacion de 3-4 horas, sus colonias son visibles a los 3 o0 5 dias, normalmente
su encuentran en suelo y agua, y no son patdgenas para humanos o animales (Etienne et
al, 2005). Sin embargo, se ha reportado que podria comportarse como patdgeno
oportunista de humanos, debido a que se le ha asociado a lesiones en tejidos blandos
debido algin trauma o cirugia. Para la manipulacion de M. smegmatis se requiere un
laboratorio de bioseguridad nivel I, ademds es cultivable en la mayoria de los medios

sintéticos o complejos (Brown-Elliott & Wallace, 2002; Gonzalez-Merchand et al., 2012).

M. smegmatis ha sido utilizada como modelo de estudio ya que presenta diversas
caracteristicas en comun con M. tuberculosis, entre estas es que presenta alta homologia
entre diversos genes como los de virulencia y en rutas metabdlicas (Altaf et al, 2010). Esta
bacteria se ha utilizado para expresar diversos genes nativos de M. tuberculosis ademas
de la evaluacién funcional de genes ortélogos (Landick et al, 2014; Mi et al, 2017). En
nuestro grupo de investigacion se evaluo el efecto de farmacos de primera linea en M.
smegmatis sobre-expresando un gen nativo de M. tuberculosis, mostrando la implicacién

de este gen en la resistencia a fairmacos de M. tuberculosis (Arriaga-Guerrero, 2016).
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La cepa mds utilizada de M. smegmatis es mc>155. Esta cepa es una mutante de M.
smegmatis, y presenta una mayor eficiencia de transformacién con DNA plasmidico desde

10 a 100 veces méds que la cepa parental, utilizando electroporacién (Snapper et al, 1990).

En relacion con los sistemas de secrecion Esx de tipo VII, M. smegmatis presenta solo tres
de los cinco sistemas que presenta M. tuberculosis, estos son Esx1, 3 y 4 (Gey et al.,
2001); los cuales a nivel de proteina presentan entre 60 y 75% de similitud con M.
tuberculosis H37Rv, sin presentar ninguna delecién, cambio de marco de lectura o codén
de paro en los genes de estos sistemas. La transcripcion del sistema Esx3 es regulada por
hierro y zinc en M. tuberculosis, sin embargo, se ha demostrado que en M. smegmatis solo
es regulada por hierro y no por zinc (Serafini et al, 2009). En un andlisis in silico realizado
en el laboratorio se observé que los genes esxG y esxH presentan a nivel de nucleétidos
62y 73.2% de similitud y a nivel de proteina 72 y 76% de similitud respectivamente con

M. tuberculosis H37Rv.

16



3. JUSTIFICACION

La tuberculosis es una enfermedad reemergente causada principalmente por M.
tuberculosis, y aunque ya existen terapias contra esta enfermedad, su eficacia ha
disminuido por la aparicién de cepas de M. tuberculosis resistentes a estos farmacos. Se
ha encontrado que existen mutaciones especificas en genes blanco de estos farmacos que
causan la resistencia, sin embargo, no en todos los casos que se presenta la resistencia a
farmacos se presentan estas mutaciones, por lo que otros mecanismos moleculares pueden

estar involucrados.

El conocer estos mecanismos seria beneficioso ya que podria tener una aplicacion directa
en el diagndstico temprano de tuberculosis ocasionada por cepas resistentes a farmacos,
lo cual permitiria mejorar la implementacion de un tratamiento oportuno y, por otro lado,

identificar més blancos terapéuticos.

En la bisqueda de estos mecanismos nuestro grupo de trabajo evalud la expresion génica
entre una cepa multifarmacorresistente y una sensible de M. tuberculosis, encontrando
genes con diferencias en su expresion, dentro de estos genes se encontraron esxG y esxH
los cuales estaban sobre-expresados en la cepa multifarmacorresistente, 1o que nos sugiere

que pudieran estar involucrados en el fenotipo de resistencia a farmacos.

Por lo tanto, en el presente proyecto se pretende evaluar el efecto de la inhibicion de estos

genes en un modelo de M. tuberculosis en presencia de farmacos de primera linea.
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4. HIPOTESIS

La inhibicion de los genes esxG y esxH en M. smegmatis como modelo de M. tuberculosis,

tiene un efecto en la resistencia a formacos de primera linea.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la inhibicién de los genes esxG y esxH en la resistencia a fairmacos

de primera linea en M. smegmatis como modelo de M. tuberculosis.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Inhibir los genes esxG y esxH en M. smegmatis.
2. Evaluar la inhibicion de los genes esxG y esxH en M. smegmatis.
3. Evaluar el efecto de la inhibicién de los genes esxG y esxH en la resistencia a

farmacos de primera linea en M. smegmatis como modelo de M. tuberculosis.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Cultivo de la cepa de M. smegmatis mc > 155 modelo de M. tuberculosis

En este estudio se utilizé como modelo experimental de M. tuberculosis, la cepa de M.
smegmatis mc*155 (ATCC 700084), para su activacién se cultivé en medio 7H9
suplementado con 10% de albumina bovina, dextrosa, catalasa (ADC) y 0.05% de Tween
80 y se incub6 a 37°C con agitacion constante. Se resembrd un inoculo del cultivo
activado, en medio 7H9 (con 10% ADC y 0.05% Tween 80) y en medio s6lido 7H10
(suplementado con 10% de OADC), incubdndolos a 37°C por 24 h. Para su conservacion
se tom6 una porcion del medio sélido para su posterior colocacién en medio de

preservacion 7H9 adicionado con 10% ADC y 45% glicerol, almacendndolo a -70°C.

6.2 Inhibicion de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621) en M.

smegmatis mc 155 por medio del RNA antisentido.

Se utiliz6 la secuencia completa antisentido de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH

(Msmeg_0621) para lograr la inhibicion de la transcripcion de estos genes.

6.2.1 Amplificacion y verificacion de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH
(Msmeg_0621).

La secuencia completa antisentido de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH
(Msmeg_0621) se gener6 disefiando primers para su amplificacion utilizando el software
Oligo Analyzer 3.1 de IDT y el software Oligo Calc, se agregé el sitio de la enzima de
restriccion BamHI, la secuencia fue amplificada a partir de DNA gendmico utilizando los
primers: Msmeg_0620-F y Msmeg_0621-R (Tabla 3) (Figura 4). Las condiciones de la
mezcla de la reaccion se describen en la Tabla 4 mientras que las condiciones de

amplificacion se describen en la Tabla 5.

20



Tabla 3. Oligonucle6tidos utilizados en este estudio.

Sitio de

. g LI 1)
Nombre del primer Gen BamHI Secuencia 5°—3
Msmeg_0620-F esxG GGATCC ATGAGTCTTCTCGACGCTCACA
(Msmeg_0620)
Msmeg_0620-R --- TCAGATACCGGTGTAGGTG
Msmeg_0621-F esxH --- ATGTCCCAGATCATGTACAACTACC
(Msmeg_0621)
Msmeg_0621-R GGATCC TCATCCCCACTTGGCGCC
Msmeg_sigA-F --- GTGGCAGCGACAAAGGCA
SigA
Msmeg_sigA-R --- CTAGTCCAGGTAGTCGCGCAG
Msmeg_sigA-F2 --- ACG CAA AGA CGC CGA GCT GA
SigA
Msmeg_sigA-R3 --- GCT CTT CGG GCG TGG GCT C

Tabla 4. Célculos para la reaccién de amplificacion de los genes esxG (Msmeg_0620), esxH (Msmeg_0621)
y sigA de M. smegmatis.

Genes esxG y esxH Gen sigA

Inicial Final 1 reaccion Final 1 reaccion
Buffer 10 x 1x 2.5uL 1% 2.5uL
dNTP’s 10 mM c/u 0.2 mM c/u 0.5 uL 0.2 mM c/u 0.5uL
MgCl, 50 mM 3.5 mM 1.75 uL 1.5mM 0.75uL
Primer 100 ng/uLL 5 ng/uL 1 uL 5 ng/uL 1 uL
Forward
Primer Reverse 100 ng/uLL 5 ng/uLL 1 uL 5 ng/uLL 1 uL
DNA Taq 5U/uL 0.625 U 0.25U/uL 0.125 uLb 0.625U 0.125 uL
polimerasa 0.25U/uL
DMSO 100% 5% 1.25 L 5% 1.25uL
H>O NF - - 16.125 - 15.125 uLL
DNA - - 1 uL - 1 uL
Volumen total - - 25 uL . 25 uL
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Tabla 5. Condiciones de amplificacién de los genes esxG/esxH (Msmeg0620) /(Msmeg_0621) y sigA.

Condiciones de amplificacion

Genes esxG/esxH Gen sigA
(Msmeg0620)/(Msmeg_0621)
Desnaturalizacién inicial 95 °C/ 5 minutos 95 °C/ 5 minutos
Desnaturalizacién 94 °C /30 segundos 94 °C/ 1 minutos
30ciclos | Alineamiento 61 °C /30 segundos 59 °C/ 1 minuto
Extension 72 °C /30 segundos 72 °C/ 1 minuto
Extension final 72 °C /7 minutos 72 °C /7 minutos

El producto de la amplificaciéon de los genes se verificO mediante secuenciacién
automatizada utilizando el equipo 3130x/ Genetic Analyzer y para la reacciéon de marcaje
se utilizé el estuche comercial Big Dye ® Terminator v3.1 Cycle Sequencing. Se
utilizaron los dos pares de primers disefiados para cada gen respectivamente (Tabla 3). La
mezcla para la reaccién de marcaje se describe en la Tabla 6, y las condiciones de marcaje

(estandarizadas en investigaciones previas) se describen en la Tabla 7.

Tabla 6. Reaccion de marcaje para secuenciacion

Reactivos 1 reaccion
Mix de reaccién v3.1 4 uL
Buffer de secuenciacion 5x 4 uL
Oligonucleétido 1uL

H>O libre de nucleasas 10 uL
DNA 1uL
Total 20 uL

Tabla 7. Condiciones de la reaccién de marcaje para secuenciacion.

Condiciones de la reaccion de marcaje

Desnaturalizacion 96 °C/30s 25 ciclos
Alineacién 50°C/15s
Extension 60 °C /4 min
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Una vez obtenido el producto de la reaccién de marcaje se continud con la reaccion para
precipitar el DNA marcado, en donde a la muestra se afiadieron 2 uL. de EDTA (125 mM)
mds 2 uL de acetato de sodio (3 M), se agregaron 50 uL de etanol al 100%, y se agit6 en
vortex, la reaccion se incubd por 15 min a temperatura ambiente protegidas de la luz.
Posteriormente se centrifugd a 2,500 g por 30 min a 4 °C desechando el sobrenadante.
Para el lavado del producto marcado se agregaron 70 uL de etanol al 70 % y se centrifugé
a 2,500 g por 15 min a 4 °C, desechando el sobrenadante y se dej6 secar completamente.
El DNA marcado se resuspendi6 con 10 uL de formamida y se incubé 2 min a 95 °C y
posteriormente se colocd 5 min en hielo. La muestra se colocé en el equipo 3130x/ para
su secuenciacion. Las secuencias obtenidas se analizaron utilizando el software Seqscape
version 2.7. Como referencia se utilizo la secuencia depositada en el GenBank con No.

CP000480.

6.2.2 Clonacion de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621).

El producto de la amplificacion de los genes se clond en un vector de transito (pEXP-5-

CT/TOPO ™ TA Expression Kit), siguiendo el protocolo del estuche comercial.

Para la subclonacion de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621) en el vector
pMV261, se recuperaron los genes a partir del vector de transito. La liberacion del
fragmento de la secuencia codificante de los genes se realizé mediante un ensayo de
restriccién enzimatica con la enzima BamHI, cada reaccion con un volumen final de 15
puL que contenia 1x de Buffer 3, 1 uL de la enzima BamHI, 2 ng de DNA plasmidico y
agua libre de nucleasas, cada reaccion se incub¢ toda la noche a 37°C en agitacion a 300
rpm. Simultdneamente se realizé una restriccion enzimatica del vector pMV261 con la
enzima BamHI para su linearizacion, incubando la reaccién toda la noche a 37 °C en
agitacion a 300 rpm. Posteriormente se desfosforil6 el vector agregando 1 uLL de CIAP
(Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) en buffer de dilucién con una incubacién de 1 hora
a 37 °C, después se desactivo la enzima CIAP incubando a 65 °C por 15 minutos. Los
fragmentos de las digestiones tanto el vector como los genes se separaron por medio de

electroforesis en gel de agarosa al 1% y fueron recuperados por medio del método del
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segundo pozo en el gel de agarosa, para su posterior purificacion. La purificacién de los
genes y el vector se realiz6 mediante precipitacion etandlica siguiendo el protocolo

descrito por Sambrook & Russell (2001).

La reaccion de ligacion de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621) en el
vector pMV261, contenia un volumen final de 10 uLL que contenia 87.97 ng de plasmido,
36.07 ng de inserto, 1 uL. de Buffer de ligacién, 0.5 uL. de enzima T4 DNA ligasa y 5.83
puL de agua libre de nucleasas, incubando la reaccién toda la noche a 16°C. Se realiz6 la
trasformacion de la ligacion mediante choque térmico utilizando el protocolo descrito por

Sambrook & Russell (2001).

Para identificar la presencia de los genes se realizé una extraccion de DNA plasmidico
utilizando el protocolo de lisis alcalina en minipreparacién ya estandarizada por Sambrook
& Russell (2001). El DNA obtenido se cuantificé mediante espectrofotometria en un
NanoDrop 2000 (ThermoScientific, Wilmington, EUA) y su recuperacion se visualizé en

una electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiiddo con GelRed (Biotium, Hayward, EUA).
Después se realiz6 una PCR punto final de cada posible candidato utilizando los cdlculos

para la reaccion y condiciones de amplificacion mencionados en la tabla 4 y 5

respectivamente.
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Para seleccionar la construccién con la secuencia codificante de los genes esxG
(Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621) en orientaciéon antisentido se realizd la
amplificacioén de un fragmento correspondiente a una parte del vector y a toda la secuencia
de los genes, utilizando el primer Forward pMV261-F 5°-GTT GTA GTG CTT GTG GTG
GCA-3’, el cudl hibrida con el vector, en combinacién con el primer Msmeg_0620-F o
con el primer Msmeg_0621-R (Figura 3), los calculos y las condiciones de la reaccion de
PCR punto final fueron las descritas para amplificar los genes esxG/esxH en la tabla 5 y

6, respectivamente, seleccionando el candidato en antisentido.

pe—
B C.
Primer
Msmeg_0620-F
No No
amplificacié amplificacién i
A Primer
pMV261-F &T;z:?;ﬁx;z Primer PMV261-esxG-esxH
Producto amplificado = ' Antisentido pMV261-F (Msme:ﬁ;gwn—
1074 pb PR - Primer s1s4pb 5154 pb
e Msmeg_0620-F
,’ esxG-esxH
/ (Msmeg[0620-0621)- D. Primer
Anti- tid
Primer ! e Producto Eﬂimeg_0621-R
pMV261-F amplificado _~
1074 pb ’ Sentido
pMV261-esxG-esxH tf
{Msmeg_0620-0621)- \
Antisentido Primer I nMVZGl-esxG-e:x!‘;
|Msmeg_0620-0621)-
5134 pb pmv2LF I\ "L
5154 pb
——

Figura 3. Estrategia para identificar la orientacion de los genes esxG-esxH en la construccion de
pMV261. A. Se muestra la construccion pMV261-con los genes esxG-esxH (Msmeg_0620-0621) en
antisentido, utilizando la combinacién del primer Forward de pMV261 (pMV261-F) y el primer Forward
del gen esxG (Msmeg_0620) (Msmeg_0620-F), amplificando 1074 pb. B. Construccién antisentido de los
genes, utilizando la combinacién del primer Forward de pMV261 y el primer Reverse del gen esxH
(Msmeg_0621) (Msmeg_0621-R), la cual no genera amplificacién. C. Construccién sentido de los genes,
utilizando la combinacién del primer Forward de pMV261 (pMV261-F) y el primer Forward del gen esxG
(Msmeg_0620) (Msmeg_0620-F), la cual no genera amplificacion. D. Construccién sentido de los genes,
utilizando la combinacion del primer Forward de pMV261 y el primer Reverse del gen esxH (Msmeg_0621)
(Msmeg_0621-R), amplificando 1074 pb.
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6.2.3 Transformacion de M. smegmatis mc? 155 con la construcciéon pMV261-esxG/H

antisentido.

Se realizé la extraccion del DNA plasmidico de E. coli DH50 mediante lisis alcalina
utilizando el estuche comercial QIAprep Spin Miniprep kit (QIAGEN, Hidden, Alemania)
siguiendo el protocolo sefialado por la compaiiia. El DNA obtenido se cuantific6 mediante
espectrofotometria en un NanoDrop 2000 (ThermoScientific, Wilmington, EUA) y se
visualizé en una electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed (Biotium,

Hayward, EUA).

El DNA plasmidico purificado de la construccion realizada se utiliz6 para transformar la
cepa de M. smegmatis mc*155, mediante electroporacién. Primeramente, se crecié la
micobacteria en medio 7H9 adicionando 10% ADC y 0.05% de Tween 80 hasta alcanzar
la fase logaritmica de crecimiento, después se centrifugé el cultivo para resuspenderlo en
agua libre de nucleasas con 10% de glicerol; este cultivo se someti6 a electroporacion en
presencia de la construccion realizada mediante un pulso de 2.5 kV, 1000 Ohms, 25 uFD.
Posteriormente el cultivo de micobacterias electroporado se resuspendié en medio 7H9
(10% OADC) con el farmaco de seleccion (kanamicina) incubdndolo a 37°C por 2 h;
resembrando el cultivo en medio 7H9 (10% OADC) con el farmaco de seleccién
(kanamicina) incubandolo a 37°C durante 3 dias o hasta observar colonias caracteristicas

visibles.

Para la confirmacién de la transformacién de la cepa de M. smegmatis mc*155 con la
construccion se realizé la extraccion del DNA plasmidico por lisis alcalina siguiendo el
protocolo ya descrito por Sambrook & Russell (2001). Después se realiz6 la amplificacion
de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621) utilizando las condiciones ya

descritas en la tabla 4 y 5.
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6.3 Evaluacion de la inhibicion de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH
(Msmeg_0621) en M. smegmatis mc*155.

Se realizé la extracciéon de RNA total de los cultivos de M. smegmatis con los genes esxG
y esxH inhibidos, activando el cultivo de las cepas en medio 7H9 + 10% ADC + Tween
80 al 0.05% incubdndose toda la noche a 37°C. A partir del cultivo previo se inocularon
20 mL de medio 7H9 y se incubé por 20 horas a 37°C en 300rpm. Después se centrifugé
y se agregd 800 uL de TRizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) transfiriéndose a tubos de
FastPrep conteniendo una matriz de esferas de silica de 0.1 mm (Matriz B, MP
Biomedicals), después se centrifugd y el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo para
la adicién de cloroformo y la precipitacion del RNA utilizando isopropanol y un lavado
con etanol al 70%. El RNA total obtenido se cuantific6 mediante espectrofotometria en
un NanoDrop 2000 (ThermoScientific, Wilmington, EUA) y se visualiz6 en una

electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed (Biotium, Hayward, EUA).

Posteriormente el RNA obtenido se tratdé con la enzima DNAsa I (Invitrogen, Carlsbad,
CA) para digerir los restos de DNA presentes en la muestra. Se realizé una
retrotranscripcion del RNA total obtenido utilizando la enzima transcriptasa reversa M-
MLV 'y primers aleatorios siguiendo el protocolo proporcionado por el proveedor

(Invitrogen, Carlsbad, CA).

Para evaluar la expresion de los genes esxG y esxH se realizé una PCR punto final,
utilizando como templado el cDNA obtenido previamente, y los primers Msmeg_0620-F
y Msmeg_0621-R que amplifican los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621),
y como control endégeno se amplifico un fragmento de 551 pb del gen sigA, utilizando
los primers Msmeg_sigA-F2 y Msmeg_sigA-R3 (Tabla 3). Las condiciones de la
reaccion y amplificacion fueron las descritas en la tabla 4 y 5. El producto amplificado
obtenido de la PCR punto final se analiz6 cuantitativamente para medir la intensidad de

amplificacion utilizando el software ImageJ2.
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6.4 Evaluacion del efecto de farmacos de primera linea en las cepas mutadas.

La evaluacién de las cepas mutantes en la condicion de resistencia a farmacos en
Mycobacterium se realizé mediante el método de microdilucién en placa con el compuesto
rezasurina (Martin y Palomino, 2012 y Agrawal et al., 2015), usando como control la cepa

tipo de M. smegmatis transformada solo con el vector pMV261.

Se utiliz6 una placa de 96 pozos, para evaluar un rango de concentraciones establecidas
previamente para cada uno de los farmacos de primera linea (Arriaga-Guerrero, 2016)
(Tabla 8). Posteriormente se adicion6 a cada pozo 50 puL de cultivo en fase logaritmica

(DO 0.6, equivalente a 2.7 McFarland) en una dilucién 1:1000.

Tabla 8. Concentraciones de farmacos de primera linea (Arriaga-Guerrero, 2016).

Farmaco Abreviatura Concentracion stock Rango de
(mg/mL) concentraciones (ug/mlL)
Rifampicina RIF 10 50-0.05
Etambutol EMB 1 80-0.05
Isoniazida INH 10 216-0.25

La placa se incubé a 37°C con agitacion constante por 40 h, posteriormente se agregd 30
pL de resazurina (0.2 mg/mL) en cada pozo, continuando con una incubacion por 6 h mds
con las mismas condiciones. Una vez transcurrido el tiempo se determinaron las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) observando el cambio de coloracion del
compuesto de resazurina el cual cambia de azul a rosa cuando existe crecimiento

bacteriano. El ensayo se realizé por triplicado.

Las curvas de crecimiento de las cepas de M. smegmatis se realizaron cultivindolas en
medio 7H9 suplementado con 10 % de ADC) y 0.05% de Tween 80, més kanamicina (20
pg/ mL) y con las diferentes concentraciones de rifampicina (1.6, 0.8 y 0.4 pug/mL) e

isoniazida (32, 16 y 8 ug/mL) por separado e incubdndose a 37 °C con agitacion constante
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y midiendo la turbidez de cada cultivo en el nefelometro KIT DENSICHEK™ PLUS
STANDARDS (BIOMERIUX, SA). La primera lectura se registré a la hora cero, seguido
a las 10 y 12 h (que corresponde a la fase lag, previamente determinada, (Arriaga-
Guerrero,2016) para después seguir con la medicion hasta las 27 horas cada 3 h. Se realizé
el andlisis estadistico comparando la diferencia de las pendientes entre las curvas de

crecimiento de las dos cepas.
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7. RESULTADOS

7.1. Inhibiciéon de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621) en M.

smegmatis utilizando un RNA antisentido.

Para generar la secuencia completa antisentido de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH
(Msmeg_0621) se disefiaron primers en base a la secuencia de referencia del GenBank de
la cepa de M. smegmatis mc? 155 con No. CP000480, los genes se amplificaron juntos
utilizando el primer Msmeg_0620-F y Msmeg_0621-R, obteniendo un fragmento de
aproximadamente 614 pb (Figura 4).

B.
MPM esxG/H C-
A. pb
Msmeg_0620-F Msmeg_0621-R
—) <
- esxG esxH
(Msmeg_0620) /| (Msmeg_0621) 650
Fragmento amplificado 614 pb ’
300

Figura 4. Amplificacion por PCR de la region codificante de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH
(Msmeg_0621) de M. smegmatis. A. Esquema general de la amplificacion de los dos genes. B. Imagen de la
electroforesis en gel de agarosa al 1%) en donde se observa el producto de la PCR de 614 pb correspondiente
a la regién codificante de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621), utilizando como DNA blanco
el DNA genémico de M. smegmatis mc® 155. MPM-marcador de peso molecular 1kpb DNA plus (Invitrogen),

C-, control negativo-sin DNA blanco.

Utilizando secuenciacion automatizada se verificO que la secuencia amplificada no
presentara mutaciones, observando que ninguno de los tres genes presenta diferencias en
sus secuencias respecto a la secuencia de referencia del Gen Bank con numero CP000480

(Figura 5).
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Figura 5. Validacién del fragmento amplificado de los genes esxG (Msmeg_0620), esxH (Msmeg0621)

y sigA por secuenciacion. Esquema del alineamiento de las secuencias obtenidas con la secuencia de

referencia CP000480 e imagen representativa del electroferograma en donde se sefiala el codén de inicio

de los genes esxG, esxH, y la regién interna del gen sigA. A. Gen esxG (Msmeg_0620). B. Gen esxH

(Msmeg_0621). C. gen sigA.

La secuencia codificante de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621) se

clon6 en un vector de transito (pET101 Directional TOPO™) confirmando la presencia

de los genes mediante PCR punto final observando la amplificacion de la region

codificante de 614 pb en 3 candidatos (Figura 6), de los cuales se seleccion6 el candidato

2 para continuar con la subclonacién de la secuencia.
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Topo- esxG-esxH
(Msmeg_0620-0621)

MPM  C1 C2 C3 C+ C-

650

Figura 6. Amplificacion de los genes esxG-esxH (Msmeg_0620-Msmeg0621) de los candidatos de las
construcciones en el vector de transito. PCR de los candidatos con la construccion Topo-esxG-esxH, en
los tres candidatos seleccionados se observa la presencia de un fragmento de 614 pb correspondiente a la
amplificacién de los genes. C1, C2 y C3, representan cada candidato de la construccién Topo-esxG-esxH
(Msmeg_0620-Msmeg0621). C+, control positivo de la PCR utilizando como DNA templado el DNA
genémico de M. smegmatis. C- indica el control negativo de cada reaccién sin DNA. MPM indica el

marcador de peso molecular (1kb DNA plus, invitrogen).

Con la finalidad de subclonar los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621) en el
vector especifico de micobacterias, pMV261, estos genes fueron liberados a partir del
vector de transito por medio de una digestion enzimética utilizando la enzima BamHI, asi
mismo se lineariz6 el vector pMV261 con BamHI y se desfosforilo, purificando los genes
y el vector, para su posterior ligacion y transformacion en E. coli DH5a; obteniendo
candidatos y confirmando su presencia por medio de una PCR punto final observando la

amplificacién de un fragmento de aproximadamente 614 pb (Figura 7).
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Figura 7. Amplificacion de los genes esxG-esxH (Msmeg_0620-Msmeg0621) del candidato de la
construccion pMV261-esxG-esxH (Msmeg_0620-0621). PCR del candidato con la construcciéon pMV261-
esxG-esxH, observando la presencia de un fragmento de 614 pb correspondiente a la amplificacion de los
genes. C+, control positivo de la PCR utilizando como DNA templado el DNA gendmico de M. smegmatis.
C- indica el control negativo de cada reaccién sin DNA. MPM indica el marcador de peso molecular (1kb

DNA plus, invitrogen).

El siguiente paso fue la caracterizacion del sentido en que se insertaron los genes en el
vector pM V261, con la finalidad de obtener un candidato con los genes en antisentido. La
orientacion se identifico utilizando una PCR punto final, utilizando la combinacion de un
primer que alineara en el vector y otro primer que alineara en los genes insertados (Figura
3). Se confirmé la orientacion antisentido de los genes en el vector, visualizando la
amplificacion de un fragmento de aproximadamente 1074 pb al utilizar la combinacién de
primers pMV261-F y Msmeg_0620-F; mientras que al utilizar la combinacion de primers

de pMV261-F y Msmeg_0621-R no se observa amplificacion (Figura 8).
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Candidato
pMV621- esxG-esxH
(Msmeg_0620-0621)
MPM Fi61- Fesxa Fa61~ Resxr C+ C-
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650

Figura 8. PCR para identificar el sentido de los genes esxG-esxH (Msmeg_0620-0621) en el vector
PMV261. Fu, sefiala el primer Forward de pMV261. Feug, sefiala el primer Forward del gen esxG
(Msmeg_0620). Resxn, sefiala el primer Reverse del gen esxH (Msmeg_0621). MPM, indica el marcador de
peso molecular (1kb DNA plus, invitrogen). C+, control positivo utilizando los primers para amplificar a

los genes esxG-esxH (Msmeg_0620-0621). C- indica el control negativo de la reaccion sin DNA.

La construccién con la regién codificante de los genes en antisentido se utilizd para
generar la cepa de M. smegmatis AMsmeg_0620-0621; para confirmar la presencia de la
construccion se realizé extraccion de DNA plasmidico y por medio de una PCR punto
final de los genes se observé una amplificacion de un fragmento de aproximadamente 614

pb (Figura 9).
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AMsmeg_
MPM 0620-0621 C+ C-

650

Figura 9. Confirmacion de la presencia de la construccién pMV261-esxG-esxH (Msmeg_0620-0621)
en M. smegmatis. MPM- marcador de peso molecular 1kpb DNA plus (Invitrogen). AMsmeg_0620-0621,
cepa de M. smegmatis transformada con la construccion pMV261-esxG-esxH (Msmeg_0620-0621), con los
genes inhibidos. C+, control positivo con DNA genémico de M. smegmatis. C-, control negativo de la

reaccion, sin DNA templado.
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7.3. Evaluacion de la inhibicion de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH
(Msmeg_0621)

Con el objetivo de evaluar la inhibicién de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH
(Msmeg_0621) en la cepa AMsmeg_0620-0621, se realiz6 la extracciéon de RNA total de
las dos cepas (M. smegmatis-pMV261 y AMsmeg_0620-0621) y para comprobar de la
inhibicién de los genes por medio del RNA antisentido se amplificaron mediante PCR

punto final utilizando el cDNA obtenido como templado.

Se observa como producto de la amplificacién de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH
(Msmeg_0621) un fragmento correspondiente al esperado de 614 pb aproximadamente
(Figura 4) tanto en la cepa M. smegmatis-pMV261 como en la cepa AMsmeg_0620-0621
(Figura 10A). También se amplific6 el gen sigA como control endégeno y se observa un

fragmento correspondiente al esperado de 551 pb aproximadamente (Figura 10C).

El producto amplificado a partir de la cepa de M. smegmatis-pMV261 en comparacion de
la cepa AMsmeg_0620-0621 presenta mayor intensidad (Figura 10A) y en el caso del
control, el producto amplificado del gen sigA muestra la misma intensidad en ambas cepas

(Figura 10C).

Para corroborar este efecto observado, se utiliz6 el software ImageJ para cuantificar la
intensidad de los fragmentos obtenidos, de tal forma que al comparar la intensidad del
producto de la amplificacion de los genes esxG/esxH entre las dos cepas, se observa una
diferencia del 40% entre la intensidad de la cepa de M. smegmatis-pMV261 en
comparacion de la cepa AMsmeg_0620-062 1, observando una disminucion en esta ultima
(Figura 10B). En el caso del producto amplificado del gen sigA se observa que los valores
de intensidad mostrados por el software no tienen diferencias entre una cepa y otra (Figura
D y E). Verificando con estos datos la inhibicion de los genes de interés por el RNA

antisentido.
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Figura 10. Evaluacion de la inhibicion de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621) de M.
smegmatis. A, C. Electroforesis de la amplificacion de los genes esxG (Msmeg_0620)-esxH (Msmeg_0621)
y sigA respectivamente, observando un fragmento de 614 y 551 pb. B, D y E. Imdgenes de las graficas
obtenidas de los datos de la cuantificacién de la intensidad de las bandas con el software ImageJ2, eje X,
intensidad de color; eje Y, distancia en pixeles de las coordenadas correspondientes. DNA templado, cDNA
obtenido de cada cepa. RT-muestra sometida a retrotranscripcién. s/RT. muestra sin retrotranscriptasa.
MPM- marcador de peso molecular 1kpb DNA plus (Invitrogen). pMV261, cepa transformada solo con el
vector. pMV261 AMsmeg_0620-0621, cepa de M. smegmatis transformada con la construccién pMV261-
esxG-esxH en antisentido. C+, control positivo con DNA genémico de M. smegmatis. C-, control negativo

de la reaccién, sin DNA templado.
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7.4. Evaluacion del efecto de la inhibicion de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH

(Msmeg_0621) de M. smegmatis en la resistencia a farmacos de primera linea

El efecto de la inhibicién de los genes esxG y esxH en la farmacorresistencia se realiz
utilizando el método REMA en M. smegmatis. Se determiné la CMI de los farmacos de
primera linea rifampicina, isoniazida y etambutol en M. smegmatis mc*155-cepa silvestre:

rifampicina 0.8 pg/mL, isoniazida 32 pg/mL y etambutol 0.25 pg/mL (Figura 11).

Rifampicina pg/mL

N
(@]

o o wn
S wun A
N N

Figura 11. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de rifampicina, isoniazida y etambutol en
M. smegmatis mc2155. Método de microdilucién en placa con resazurina (REMA). CMI para rifampicina

0.8 ng/uL, para isoniazida 32 ng/uL y para etambutol 0.25 ng/uL.

Para evaluar el efecto de la inhibicién de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH
(Msmeg_0621) en laresistencia a firmacos de primera linea, se obtuvieron las CMI de los
farmacos de primera linea rifampicina, isoniazida y etambutol en la cepa pMV261 y la
cepa pMV261 AMsmeg_0620-0621. La CMI observada para rifampicina en la cepa
pMV261 fue de 0.8 ug/mL en uno de los duplicados bioldgicos y de 0.4 ng/mL en el otro,
mientras que la CMI en la cepa AMsmeg_0620-0621 observada fue de 0.8 pg/mL (Figura
12).
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Figura 12. Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de rifampicina. Método de microdilucién en placa
con el compuesto de resazurina (REMA). pMV261, cepa transformada con el vector pMV261. pMV261
AMsmeg 0620-0621, cepa transformada con la construccién con los genes en antisentido. Crecimiento de
las cepas de M. smegmatis en TH9 + ADC con kanamicina (20 ng/uL) con diferentes concentraciones de

rifampicina por 40 horas a 37°C.

La CMI para isoniazida observada fue 16 pg/mL para la cepa pMV261 y de 32 pg/mL
parala cepa pMV261 AMsmeg_0620-0621 (Figura 13). La CMI observada para etambutol
fue de 0.5 ug/mL en las dos cepas (Figura 14).

Isoniazida pg/mL

b pMV261

' b— pMV261 A Msmeg0620-0621

Figura 13. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de isoniazida. Método de microdilucién en placa
con el compuesto de resazurina (REMA). pMV261, cepa transformada con el vector pMV261. pMV261
AMsmeg 0620-0621, cepa transformada con la construccién con los genes en antisentido. Crecimiento de
las cepas de M. smegmatis en TH9 + ADC con kanamicina (20 ng/uL) con diferentes concentraciones de

isoniazida por 40 horas a 37°C.
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Figura 14. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de etambutol. Método de microdilucién en placa
con el compuesto de resazurina. pMV261, cepa transformada solo con el vector pMV261. pMV261
AMsmeg 0620-0621, cepa transformada con la construccién con los genes en antisentido. Crecimiento de
las cepas de M. smegmatis en TH9 + ADC con kanamicina (20 ng/uL) con diferentes concentraciones de

isoniazida por 40 horas a 37°C.

A partir de los resultados obtenidos, se seleccionaron tres concentraciones de rifampicina
y tres de isoniazida para realizar curvas de crecimiento de las cepas de M. smegmatis. Para
rifampicina se seleccion6 1.6, 0.8 y 0.4 ug/mL debido a que en un duplicado biolégico no
hubo crecimiento a 0.8 ug/mL en la cepa pMV261, pero en los dos duplicados biolégicos
de la cepa pMV261 AMsmeg _0620-0621 si se observa crecimiento (Figura 12). En
isoniazida se seleccion6 32, 16 y 8 ug/mL debido a que en la cepa pMV261 no se observa
crecimiento en 16 ug/mL, pero en la cepa pMV261 AMsmeg_0620-0621 si se observa
(Figura 13).

Al realizar las cinéticas de crecimiento en ausencia de los farmacos de primera linea, las
cepas M. smegmatis pMV261 y pMV261 AMsmeg_0620-0621 presentaron un crecimiento
similar utilizando kanamicina como farmaco de seleccidn, la cepa silvestre no presentd
crecimiento (Figura 15). Al realizar la cinética de crecimiento de ambas cepas en presencia
de 3 diferentes concentraciones de rifampicina (0.4, 0.8 y 1.6 ug/mL) se observé una
tendencia de mayor crecimiento en la cepa pMV261 AMsmeg_0620-0621 comparandola

con la cepa pMV261 (Figura 16) sin presentar diferencia significativa.
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Figura 15. Curva de crecimiento de las cepas de M. smegmatis en kanamicina. Crecimiento de las
cepas de M. smegmatis en TH9 + ADC con kanamicina (20 pg/mL). M. smegmatis, cepa silvestre con
kanamicina. pMV261, cepa de M. smegmatis transformada con el vector pMV261. AMsmeg_0620-0621,

cepa de M. smegmatis transformada con la secuencia antisentido de Msmeg_0620_0621.
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Figura 16. Curva de crecimiento de cepas de M. smegmatis en diferentes concentraciones de
rifampicina. Crecimiento de las cepas de M. smegmatis en 7TH9 + ADC con kanamicina (20 ug/mL) en
diferentes concentraciones de rifampicina (1.6, 0.8 y 0.4 ug/mL). M. smegmatis, cepa silvestre con
kanamicina. pMV261, cepa de M. smegmatis transformada con el vector pMV261. AMsmeg 0620-0621,

cepa de M. smegmatis transformada con el antisentido de Msmeg_0620_0621.
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El crecimiento de las cepas de M. smegmatis pMV261 y pMV261 AMsmeg_0620-0621
bajo tres concentraciones de isoniazida (32, 16 y 8 pug/mL) no presenté diferencias

significativas entre ambas cepas (Figura 16).
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Figura 17. Curva de crecimiento de las cepas de M. smegmatis en diferentes concentraciones de
isoniazida. Crecimiento de las cepas de M. smegmatis en 7TH9 + ADC con kanamicina (20 pg/mL) en
diferentes concentraciones de rifampicina (32, 16 y 8 ng/mL). M. smegmatis, cepa silvestre con kanamicina.
pMV261, cepa de M. smegmatis transformada con el vector pMV261. AMsmeg 0620-0621, cepa de M.

smegmatis transformada con el antisentido de Msmeg_0620_0621.

La inhibicién de la transcripcion de los genes mediante un RNA antisentido es un método
eficaz para inhibir la expresion mediante la inhibicién del mRNA modulando la expresion
de las proteinas, sin embargo, como se menciond previamente existen otros métodos para
modular la expresion génica mediante la inhibicion de la transcripcion como la
herramienta de CRISPRi; esta tdltima es una técnica promisoria, cuyo proceso
metodoldgico fue realizado en nuestro laboratorio, sin embargo, debido a que este proceso
implicé un mayor tiempo de lo esperado, ain se encuentra en desarrollo, mostrando los

avances y resultados con esta técnica en el Anexo 1.
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8. DISCUSION

La resistencia a farmacos de M. tuberculosis representa un gran problema mundial, y
aunque existen diversos estudios enfocados a este fendémeno atn no han sido
completamente elucidados todos los mecanismos moleculares involucrados. Por lo tanto,
se han realizado diversos andlisis de los posibles genes involucrados, por ejemplo, el
andlisis de la alteracion de la expresion génica en donde se han encontrado diversos genes
desregulados en cepas resistentes a farmacos de M. tuberculosis (Machado et al, 2012;
Farhat er al, 2013; Pefiuelas-Urquides et al; 2013; Yu et al, 2015; Yamchi et al, 2015). En
esta busqueda nuestro grupo de trabajo realizé una comparacion entre una cepa sensible a
farmacos y una multifarmacorresistente de M. tuberculosis encontrando un grupo de genes
diferencialmente expresados en la cepa resistente, dentro de estos genes se encontraron
sobre-expresados a esxG y esxH (Pefiuelas-Urquides et al; 2013). Por lo tanto, el principal
objetivo del presente consistid en estudio evaluar el efecto de la inhibicion de los genes

esxG (Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621) en la resistencia a fAirmacos en M. smegmatis.

La inhibicién mediante el RNA antisentido de la region codificante de los genes mostrd
una inhibicion del 40% de los genes, sin embargo, otros autores han logrado generar una
mayor inhibicién de hasta el 66% en diversos genes tanto en M tuberculosis como en M.
smegmatis (Kang et al., 2013; Chandolia et al., 2014). Otros autores al seleccionar la
secuencia antisentido solo se limitan a cierta regién del gen o a regiones regulatorias,
logrando mayor inhibicién en las regiones regulatorias (Xu et al., 2016), no obstante, otros
autores también han logrado inhibir con la secuencia completa del marco abierto de lectura
(ORF, open reading frame) (Rasmussen et al., 2007; Cahndoli et al., 2014; Darsonval et
al., 2015).

Por otro lado, se analiz6 si la inhibicion de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH
(Msmeg_0621) presentaba efectos en la resistencia a farmacos de primera linea en M.
smegmatis. La CMI observada para isoniazida de la cepa pMV261 AMsmeg_0620-0621
present6 diferencias respecto a la cepa control utilizando el método de REMA, observando

un incremento en la resistencia a este farmaco, a pesar de esperar una disminucion en la
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resistencia debido a lo reportado por nuestro grupo de investigaciéon en donde en una cepa
multifarmacoresistente los genes esxG y esxH de M. tuberculosis se encontraron sobre-
expresados respecto a la cepa sensible a farmacos (Pefuelas-Urquides et al, 2013). Este
resultado puede ser debido a que estos genes forman parte de un operén de 11 genes los
cuales forman parte del sistema de secrecion Esx-3, y al unirse el RNA antisentido puede
estar inhibiendo de alguna forma a los otros genes del operén causando efectos polares
como lo describen otros autores (Kole, Krainer & Altman, 2012). Ademas, dentro de estos
11 genes del operén Esx3 se localiza hacia el lado 3’ de los genes inhibidos, el gen eccD3,
el cual codifica para una proteina transmembranal, siendo el principal componente de la
maquinaria de secrecion de las moléculas del sistema Esx3. Recientemente una mutante
de M. smegmatis sin el gen eccD3 se reporté que presentd anormalidades en la formacion
y permeabilidad de la pared celular (Nath, Ray & Buragohain., 2018), por lo tanto, si el
RNA antisentido utilizado en este estudio presenta efectos polares hacia este gen, el
aumento de resistencia hacia isoniazida puede deberse a este efecto indirecto, debido a
que afecte el ingreso del farmaco hacia la célula y por lo tanto no pueda ser activado

(Timmins, 2006).

La CMI observada para rifampicina en la cepa pMV261 AMsmeg_0620-0621 concuerda
con uno de los duplicados bioldgicos de la cepa control, y ademds concuerda con la CMI
observada en la cepa silvestre de M. smegmatis (Agrawal, Miryala & Varshney, 2015;
Arriaga-Guerrero, 2016). Para verificar esta inconsistencia en el duplicado biolégico se
ha sugerido realizar otra metodologia mencionada, y asi evaluar el efecto a pesar de la

variabilidad que existe por naturaleza (Vaux, Fidle & Cumming, 2012).

En el caso del farmaco etambutol, no se observo efecto de la inhibicion de los genes esxG
y esxH respecto al crecimiento de la bacteria, sin embargo, la CMI observada de M.
smegmatis en etambutol concuerda con la reportada en la literatura (Agrawal, Miryala &

Varshney, 2015; Arriaga-Guerrero, 2016).
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A partir de los resultados obtenidos con el REMA se seleccionaron tres concentraciones
de rifampicina y de isoniazida para evaluar las cepas pMV261 y pMV261 AMsmeg_0620-

0621 realizando cinéticas de crecimiento.

En el caso de rifampicina la CMI (1.6 pg/mL) se determiné analizando tanto el REMA
tomando en cuenta que la literatura define que la CMI es la concentraciéon mds baja que
inhibe entre el 80 y 90 % del crecimiento bacteriano (Andrews, 2001; EUCAST of
ESCMID, 2003; Wiegand, Hilpert & Hancock, 2008). Por lo tanto, tanto en el REMA
como en las curvas se observa una inhibiciéon de aproximadamente del 80% en la

concentracién de 1.6 ug/mL.

En los resultados del REMA se observa que la cepa pMV261 AMsmeg_0620-0621
aumento su resistencia a isoniazida observando crecimiento a 16 pg/mL, sin embargo, al
realizar la curva de crecimiento desde las cero hasta las 27 h no se observa crecimiento
bajo esta concentracion de isoniazida, esta discrepancia, puede deberse a que en el REMA
el crecimiento analiza hasta las 40 h lo que indica que la cepa se encuentra en fase
estacionaria contrario a la curva en donde solo se logré observar hasta la fase exponencial
(Gonzalez-y-Merchand et al., 2012). De acuerdo con la literatura, en la fase estacionaria
ocurren diferentes cambios bacterianos, entre ellos se encuentran: la disminucién de la
expresion de los sistemas involucrados en la captura del hierro, el aumento de la
estabilidad del mRNA y el aumento a la resistencia a factores estresantes (Smeulders et
al., 1999; Rolfe et al., 2011); por lo tanto, en la fase estacionaria es posible que el sistema
Esx-3 disminuya su expresion por estar vinculado con la captura de hierro (Tinaztepe et
al., 2016), y el mRNA antisentido podria presentar mayor estabilidad, asi que la
combinacidn de estos dos factores puede ser la causa de una diminucion del mRNA de los
genes esxG (Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621) en la fase estacionaria en comparacion
de la disminucién observada en la fase exponencial (20 h), en donde probablemente dicha
disminucién no sea suficiente para visualizar un efecto en la resistencia a isoniazida como
la observada a las 40 h en la fase estacionaria, por lo tanto, es necesario realizar otros

estudios para comprobar la cantidad de mRNA presente a las 40 h del cultivo de las cepas.
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Finalmente, dentro de las diferentes estrategias metodoldgicas reportadas en la literatura
para inhibir la transcripcion génica se encuentra CRISPRi, sin embargo, el proceso
metodoldégico en nuestro laboratorio implicé mayor tiempo de lo esperado, por lo tanto,
aunque la estrategia metodoldgica se estuvo estandarizando, aiin se encuentra en proceso.
Uno de los primeros pasos metodoldgicos es el disefio de los RNAg, el cual se realiz6
creando primers y tomando en consideracion la region codificante y su unién a la hebra
no molde, debido a que diversos autores mencionan que ocurre una mayor inhibicién en
esta region (Choudhary et al., 2015; Rock et al., 2017; Singh et al., 2016; Xiao et al.,
2018). Sin embargo, el proceso de ligacion del dsDNA (RNAg) generado por los primers
de 22 pb ~ no se pudo clonar directamente en el vector PJLR962. En la literatura se ha
reportado que fragmentos pequefos (>100 pb) son dificiles de ligar en un vector
(Spanevello et al., 2016; Sands & Brent, 2016), por lo tanto, se decidi6 cambiar la
estrategia y generar un fragmento de 187 pb para ligar en el vector, aun asi, no se logro la
ligacion de este fragmento. Cabe mencionar que para formar este fragmento es necesario
ligar tres fragmentos de 87, 71 y 22 pb los cuales son pequefios, los resultados obtenidos

se muestran en el anexo 1.

46



9. CONCLUSION

Se observd una inhibicion del 40% de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH
(Msmeg_0621) en M. smegmatis utilizando un RNA antisentido de la secuencia
codificante de los genes.

La inhibicién de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621) M.
smegmatis le confirié una mayor resistencia en la cepa para isoniazida al evaluarlo
por el REMA.

Se observo una tendencia de mayor crecimiento de la cepa de M. smegmatis y
pMV261 AMsmeg_0620-0621 durante la cinética de crecimiento en presencia de
rifampicina.

La inhibicién de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621) M.

smegmatis no modificé el umbral de la CMI de etambutol.
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10. PERSPECTIVAS

Evaluar la cantidad de mRNA a las 40 h para comparar el nivel de inhibicion de

los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621) en M. smegmatis.

Evaluar otros genes del sistema Esx3, los cuales puedan estar involucrados con la
secrecion de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621) en M.

smegmatis.
Evaluar otras proteinas que son secretadas por el sistema Esx3, las cuales puedan
tener un efecto directo con la resistencia a farmacos de primera linea y estén

involucradas indirectamente con EsxG-EsxH.

Comparar los métodos de inhibicién del RNA antisentido con el de CRISPRi, y

observar los resultados de ambos.
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11. ANEXO 1. Inhibicion de los genes esxG (Msmeg _0620) y esxH
(Msmeg_0621) en M. smegmatis utilizando el método de CRISPRI.

11.1 Anexol. Metodologia.
La inhibicién de los genes esxG y esxH en M. smegmatis, se llevé a cabo por medio del

sistema CRISPR-Cas9 de interferencia (CRISPRi-Cas9).

Primero se disefiaron los gRNA dirigidos hacia la region codificante de los genes esxG y
esxH de M. smegmatis con numero de acceso MSMEG_0620 y MSMEG_0621
respectivamente; tomando en cuenta los sitios PAM descritos por Rock y colaboradores

(Rock et al, 2017) (Tabla 1S).

Tabla 1S. Secuencias blanco, PAM y primers de los RNAg de los genes esxG
(Msmeg_0620) y esxH (Msmeg_0621).
Secuencia blanco del RNAg (5°— PAM

Gen RNAg 3) (5—3") Posicion

o esxG-1 ACGCTCACATCCCCCAGCTGAT CG AGAAG  + 14
(Msmeg_0620) . .G2  GCCGCGCATGCCCGTTTCGT AG GGAAG  +157

esxH esxH-1 CCGCGCGATGGCCACCACGCA — TA GGCAC 4206

(Msmeg_0621)

Primers utilizados para generar los RNAg

RNAg-esxG-1 Forward- 5’-GGGA ATCA GCT GGG GGA TGT GAG CGT-3’
Reverse- 5’-AAAC ACG CTC ACA TCC CCC AGC TGAT-3’

RNAg-esxG-2 Forward- 5’-GGGA ACGAAACGGGCATGCGCGGC-3’
Reverse- 5’-AAAC GCCGCGCATGCCCGTTTCGT-3’

Forward- 5’-GGGA GCGTGGTGGCCATCGC GCGG -3’
RNAg-esxH-1 Reverse- 5’-AAAC CCGC GCGATGGCCACCACGC-3’

Sitio subrayado- secuencia que reconoce la enzima BsmBI
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Los RNAg’s se clonaron en el vector del sistema CRISPRi (PLJR962 de 8881 pb), para
su posterior transformacién en E. coli DH5a, mediante choque térmico estandarizado por

Sambrook & Russell (2001).

11. Anexo 1. Resultados.

El primer paso fue la seleccion de la secuencia de los RNA guias, los cuales fueron dos
para el gen esxG (Msmeg_0620) y uno para el gen esxH (Msmeg_0621), en ambos genes
el RNAg se selecciond para que hibridara en la hebra no molde de la regién codificante
(Figura 1S). Se disefnaron primers especificos agregando la secuencia de reconocimiento
de la enzima BsmBI para generar los RNA guias mediante su alineamiento y su posterior
ligacion en el vector PJLR962 (Tabla 15).

+14  +157 +206

NT
5wt esxG (Msmeg_0620) esxH (Msmeg_0621) = 3

Figura 1S. Esquema de los RNAg diseiiados para los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH
(Msmeg_0621). NT- hebra no molde, T- hebra molde.

Tabla 1S. Secuencias blanco, PAM y primers de los RNAg de los genes esxG (Msmeg_0620) y esxH
(Msmeg_0621).

Secuencia blanco del RNAg (5°— PAM Yy
Gen RNAg 3) (5—3") Posicion
oG esxG-1 ACGCTCACATCCCCCAGCTGAT CG AGAAG  + 14
(Msmeg_0620) . .G2  GCCGCGCATGCCCGTTTCGT AG GGAAG  +157
esxH esxH-1 CCGCGCGATGGCCACCACGCA  TA GGCAC  +206

(Msmeg_0621)

Primers utilizados para generar los RNAg

RNAg-esxG-1 Forward- 5’-GGGA ATCA GCT GGG GGA TGT GAG CGT-3’
Reverse- 5’-AAAC ACG CTC ACA TCC CCC AGC TGAT-3’

RNAg-esxG-2 Forward- 5’-GGGA ACGAAACGGGCATGCGCGGC-3’
Reverse- 5’-AAAC GCCGCGCATGCCCGTTTCGT-3’
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Forward- 5’-GGGA GCGTGGTGGCCATCGC GCGG -3’
RNAg-esxH-1 Reverse- 5’>-AAAC CCGC GCGATGGCCACCACGC-3’

Sitio subrayado- secuencia que reconoce la enzima BsmBI

Los primers fueron purificados utilizando una electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE) con urea, observando su concentracién mediante la visualizacién de su sombra
colocando el gel en una placa TLC fluorescente iluminada con una lampara UV (Figura
2S.A), marcando la regién mencionada (Figura 2S.B) y su posterior purificacién mediante
precipitacion etandlica confirmando su calidad y concentracién obtenida mediante el

corrimiento de una electroforesis en un gel de agarosa al 1% (Figura 2S.C).

A Primer Primer B Primer Primer C Primer Primer
Reverse Forward

* Reverse Forward Reverse Forward

» *

[ 1

Figura 2S. Purificacion de los primers para generar los RNAg mediante PAGE con urea. A.
Visualizacién de la concentracion de los primers observando su sombra utilizando una placa TLC
fluorescente iluminada con luz UV. B. Gel de poliacrilamida sefialando la posicién de los primers
en un rectdngulo. C. Imagen del gel de agarosa al 1% para visualizar la integridad y calidad de los

primers purificados. Imdgenes correspondientes a los primers para generar el RNAg- esxG2.

La formacién del dsDNA generado a partir de los primers purificados para cada RNAg se
confirmé observdndose en un corrimiento electroforético en donde presenta una menor
migracion en comparacion de los primers (ssDNA) (Figura 3S).

Primer Primer
dsDNA forward reverse
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Figura 3S. Formacion del RNAg (dsDNA). dsDNA- generado a partir del alineamiento de
los primers. Primer forward y Primer Reverse. Gel de agarosa al 4%. Laimagen es representativa
del RNAg-esxG-2.

La caracterizacion del vector PILR962 se llevo a cabo primeramente de manera in silico
utilizando el software Nebcutter, para la posterior realizacion del ensayo con la enzima
seleccionada, Apal. La visualizacién de los fragmentos generados en la digestion
enzimatica con Apal se realizé mediante un corrimiento electroforético en donde se

observan los fragmentos esperados de 3893, 3087 y 1901 pb (Figura 4S).

MPM Apal C- B.
b
10000 P
1— 3087
1—1901

Figura 4S. Caracterizacion del vector PLJR962 con la enzima de restriccion Apal. A. Se
observan los fragmentos de 3893, 3087 y 1901 pb, en un gel de agarosa al 1%. MPM-marcador
de peso molecular 1kpb DNA plus (Invitrogen). Apal- digestion del vector PJLR962. C- control

negativo, vector sin enzima. B. Ensayo de restriccion in silico.

Una vez caracterizado el vector PILR962 se sigui6 con la linealizacion y desfosforilacion
utilizando la enzima de restriccion BsmBI (Figura 5S) con el objetivo de realizar la
ligacion del dsRNA generado anteriormente, para su posterior transformacion en bacterias
E. coli DH5a; sin embargo, no se obtuvieron colonias de dicha transformacién, por lo

tanto, no se logro realizar la ligacion del vector con el RNAg.

MPM BsmBI BsmBI C-

D N —

pb
8000
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Figura 58S. Linealizacion del vector PJLR962 con la enzima BsmBI y desfosforilacion. MPM-
marcador de peso molecular 1kpb DNA plus (Invitrogen). BsmBI- vector digerido. C-, vector sin

digerir/sin enzima. En un gel de agarosa al 1%.

Para obtener las construcciones del RNAg de cada gen se utiliz6 otra estrategia para su
clonacién, esta se basa en realizar dos ensayos con enzimas de restriccién, el primer
ensayo genera dos fragmentos, uno flanqueando el sitio de BsmBI y linealiza el vector; y
el segundo ensayo genera tres fragmentos, de los cuales dos son los que se seleccionan
debido a que cuentan con el sitio de BsmBI en un extremo, posteriormente se purifican y
continua la ligacion de estos dos fragmentos con el dsDNA generado por los primers
(RNAg de cada gen) y finalmente una segunda ligacion de este fragmento con el vector
(Figura 6S). Se observé un fragmento de aproximadamente 183 pb y otro de 8698pb en la
digestion del vector PJLR962 con las enzimas EcoRI y Sall, realizando un duplicado de
la digestion, en la segunda digestion con la enzima BsmBI se observan los fragmentos de
87, 71 y 8698 pb aproximadamente, pero en uno de los duplicados se observé un cuarto
fragmento de aproximadamente 110 pb (Figura 7S) correspondiente a los fragmentos 87
y 71 pb. Los fragmentos de 87, 71 y 8698 pb visualizados mediante el corrimiento de un
gel de poliacrilamida al 20%, fueron purificados para su posterior ligacion. Las
construcciones obtenidas fueron transformadas en E. coli DH5a, pero no se obtuvo ningin

candidato con la clonacién del RNAg, verificdndolo por secuenciacion.
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Patron de fragmentos

12 Digestion con EcoRl y Sall

92pb 169-182pb 57c.p EcoRl Saif 20000
G TCGAC o 8698 pb
CTTAA G 0000 e
7000 —
Ecorl  BsmBl gy 5 =
pILR962 00—
8698 pb o —
pJLR962 D —
+ m — 183 pb
92 pb 275pb -
EcoRI BsmBI Sall —
AATTC| G
T e
- 183 pb
- ‘ Patron de fragmentos
22 Digestion con BsmBI =@ == 8698 pb
0000 —
-
000 —
EcoRl sall - 1_fga:)Rl BsTmBl . Tf]_sTmﬂn' Saé'.' 1;5 =
G TCGAC G Accet AMU\CGT o
CTTAA 6 93pb 163pb 189pb 275pb B =
I 71pb 87 pb -  —
8 pb
pILR962 —I— GGGB:THTB.' Bsanl % m— =71 pb
8698 pb fsalnb 18805 |
25 Pb — 25 pb

Figura 6S. Estrategia para realizar la clonacién del RNAg realizando dos ensayos con enzimas de

restriccion. Gel del patrén esperado de los fragmentos en cada una de las dos reacciones de digestion.

EcoRI-Sall
BsmBI

EcoRI-Sall

BsmBI MPM

C-

EcoRI-Sall

200

100

Figura 7S. Liberacion de los fragmentos del vector PJLR962 mediante enzimas de
restriccion. MPM- marcador de peso molecular 1kpb DNA plus (Invitrogen), EcoRI-Sall- se
observan los fragmentos de 8698 y 183 pb (+), EcoRI-Sall-BsmBI- se observan los fragmentos de
89698, 87 (**)y 71 pb (*), y en un duplicado se observa un fragmento de 110 pb (¥*%), C-, ensayo

sin enzima de restriccion, solo el vector PILR962. Gel de poliacrilamida al 20%.
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