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RESUMEN

La bacteria Mycobacterium tuberculosis es comunmente el agente causal de la
tuberculosis. Recientemente han surgido cepas farmacorresistentes lo cual ha complicado
el control y tratamiento de la enfermedad. Regularmente, esta resistencia se ha asociado a
la presencia de mutaciones. Sin embargo, es probable que existan otros mecanismos
involucrados. Uno de estos mecanismos podria ser la resistencia intrinseca de la pared de
las micobacterias que funciona como una barrera para la penetracion de antibioticos, y
otro fendmeno mas es la expresion diferencial de genes. Previamente nuestro grupo de
investigacion realizé un estudio en donde se comparo el perfil de expresion génica de una
cepa sensible y un aislado clinico multifarmacorresistente de M. tuberculosis, en donde se
encontrd la expresion diferencial de 8 genes, de los cuales el gen lipF, que codifica para
una lipasa, mostré una disminucién en su expresion en el aislado multifarmacorresistente.
Al expresar esta lipasa en una cepa modelo de Mycobacterium tuberculosis se observé
que la expresién de lipF aumenta la sensibilidad a los farmacos rifampicina y
estreptomicina, por lo tanto, una menor expresion de este podria estar relacionado con la
resistencia a estos farmacos en M. tuberculosis. A la fecha se han identificado 30 lipasas
presuntivas en M. tuberculosis, y se han localizado 19 lipasas ort6logas en la cepa M.
smegmatis (ampliamente utilizada como modelo experimental de M. tuberculosis).
Actualmente se desconocen los mecanismos por los cuales se regula la expresion de estas
lipasas, y debido a que estan involucradas en la sintesis de la pared celular, consideramos
que éstas podrian ser un factor importante en el fendmeno de farmacorresistencia. En este
estudio se identifico que la sobreexpresion de LipG en M. smegmatis aumenta la
sensibilidad a los farmacos isoniazida y rifampicina, asi como LipH modifica la

morfologia colonial y disminuye el crecimiento en presencia de estreptomicina.
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1. INTRODUCCION

La bacteria M. tuberculosis es comunmente el agente causal de la tuberculosis
(Guirado et al., 2013). Con el reciente surgimiento de cepas de M. tuberculosis
farmacorresistentes, se ha complicado control y tratamiento de la enfermedad (Becerril-
Montes et al., 2013; Rattan et al., 1998). Esta resistencia cominmente ha sido asociada a
la presencia de mutaciones. Sin embargo, existen otros mecanismos involucrados como
es la resistencia intrinseca de la pared de las micobacterias, la cual funciona como una
barrera para la penetracion de farmacos por su alto contenido en acidos micolicos, los
cuales son lipidos a-ramificados altamente hidrofébicos. En 1999, Liu y Nikaido
analizaron una mutante de Mycobacterium deficiente en la sintesis de acidos micélicos y
encontraron que esta cepa era mas sensible a ciertos antimicobacterianos (Nguyen y
Thompson, 2006).

Otro fendmeno que podria participar en la farmacorresistencia es la expresion
diferencial de genes. Previamente en nuestro grupo de investigacion realizé un analisis
global comparando el perfil de expresion génica de una cepa sensible y un aislado clinico
multifarmacorresistente de M. tuberculosis, encontrando una expresion diferencial de
genes entre las dos cepas. El gen lipF fue uno de los genes que mostr6é una disminucién
en su expresion en el aislado multifarmacorresistente (Penuelas-Urquides, Gonzalez-
Escalante, et al., 2013). Con la finalidad de corroborar la participacion de estos genes en
la farmacorresistencia nuestro grupo realizd6 un analisis en aislados clinicos de M.
tuberculosis con diferentes perfiles de resistencia a farmacos y diferente fondo genético,
y similar a lo observado por Pefiuelas-Urquides et al. (2013), en estos resultados se
identifico que aproximadamente el 90% de las cepas analizadas mostraron una
disminucion en la expresion de lipF (Gonzalez-Escalante et al., 2015). Al expresar esta
lipasa en una cepa modelo de Mycobacterium tuberculosis se observé que la expresion de
lipF aumenta la sensibilidad a los farmacos rifampicina y estreptomicina, por lo tanto, una
menor expresion de este podria estar relacionado con la resistencia a estos farmacos en M.
tuberculosis (Arriaga-Guerrero et al., 2020). LipF es una lipasa con funcién de fosfolipasa
C y carboxilesterasa (Chen et al., 2014; Srinivas et al., 2008). M. tuberculosis tiene 30

lipasas presuntivas para la sintesis y degradacion de lipidos, estas enzimas tienen un papel



importante en el ciclo de vida de la micobacteria (Dedieu et al., 2013). Se han identificado
19 lipasas ortdlogas de M. tuberculosis en la bacteria M. smegmatis, se ha utilizado
ampliamente como modelo para la expresion de genes nativos de M. tuberculosis, asi
como para evaluar la funcion de genes ortdlogos, ya que es una micobacteria de rapido
crecimiento y con un nivel de manipulacion relativamente seguro (BioCyc.org, 2021;
Chen et al., 2014; Gonzalez et al., 2012; Singh et al., 2016; Zhang et al., 2005).

Las lipasas LipY, LipC y Rv0183 de M. tuberculosis H37Rv se han relacionado
con la degradacion de lipidos, los cuales pudieran provenir de la membrana de las células
del hospedero, y son usados por la micobacteria para la formacion de la pared
micobacteriana. De igual forma, estas lipasas se han relacionado con la transformacién en
macrofagos espumosos; los cuales acumulan lipidos que después son usados como una
manera rapida de conseguir energia y material para la sintesis de la pared (Brust (Brust et
al., 2011; Dedieu et al., 2013). También se ha caracterizado un ortélogo de la lipasa
Rv0183 en M. smegmatis (MSMEI-0213) teniendo un 68% de identidad con la enzima de
M. tuberculosis y la misma actividad en la degradacién de lipidos, siendo ambas lipasas
de monoacilgliceroles (Dhouib et al., 2010). Por lo anterior, debido a que las lipasas estan
involucradas en la sintesis de la pared celular, consideramos que la participacion de éstas
podria ser un factor importante en el fendmeno de farmacorresistencia en las

micobacterias.



2. ANTECEDENTES

2.1 Mycobacterium tuberculosis

La bacteria M. tuberculosis forma parte del Complejo Mycobacterium tuberculosis
(MTC), el cual estd compuesto por seis especies estrechamente relacionadas con distintos
tropismos en el hospedero incluyendo al patégeno humano M. africanum, y a las especies
animales adaptadas M. caprae (cabras), M. bovis (que infecta a bovinos), M. microti (que
infecta a roedores) y M. pinnipedii (que infecta a focas). Estas especies son altamente
similares en sus secuencias genémicas (ADDH= 83.5 — 100) (Riojas et al., 2018). Las
bacterias del género Mycobacterium no presentan movilidad y su forma es bacilar. M.
tuberculosis presenta un tamafio de 2-4 um de longitud y 0.2-0.5um de ancho, es un
microorganismo aerobio obligado, aunque tiene la facultad de crecer en condiciones de
microaerofilia por lo que usualmente se reproduce en el interior de los macrofagos. El
tiempo de generacion de Mycobacterium es de 16 h en condiciones dptimas, lo cual puede
contribuir a su supervivencia dentro de los macréfagos (Beste et al., 2009; Zhu y Dai,
2018). El cultivo de este microorganismo se puede llevar a cabo en medios sélidos como
el medio Lowenstein Jensen y el agar Middlebrook, en los cuales crece de manera
ramificada, formando un micelio no verdadero en forma de cordon (Brock, 2005) (Figura
1).

Figura 1. Morfologia microscépica y macroscopica de M. tuberculosis. Panel A, Micrografia electronica
de barrido mostrando a los bacilos de M. tuberculosis. Magnificado 15,549x. Panel B, Colonias de M.

tuberculosis en medio Lowenstein-Jensen. Adaptado de (CDC, 2015).



2.2 Tuberculosis

La bacteria M. tuberculosis es el principal agente causal de la tuberculosis (TB),
la cual se adquiere mediante la via respiratoria. La infeccidn se inicia a través de la
inhalacion de microgotas en aerosoles que contienen el bacilo viable (Guirado et al.,
2013). Una microgota contiene entre 1 y 3 bacilos y puede ser altamente eficaz en
transmitir la enfermedad dado a que su bajo peso le permite permanecer en el aire durante
un largo periodo de tiempo; estas microgotas son generadas al hablar, toser y estornudar
(Garza-Velasco et al., 2017). El bacilo es inhalado a traves de la nariz y la boca, pasa a la
traquea, bronquios, bronquiolos y eventualmente a los alveolos en los pulmones (Lerner
etal., 2015). Una vez dentro del hospedero la bacteria se localiza en los alveolos en donde
se activa el reclutamiento de macrdfagos, los cuales, son infectados por M. tuberculosis
produciéndose la multiplicacion del bacilo dentro de estas células y un nuevo
reclutamiento de macrdfagos. Lo anterior permite la formacion del granuloma, un
organizado complejo de células del sistema inmune que contienen la infeccién, pero
debido a diferentes circunstancias el granuloma puede convertirse en necrético dirigiendo
a la multiplicacion de la bacteria y su posterior transmision a otros individuos (Cambier
et al., 2014) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de M. tuberculosis. Adaptado de (Cambier et. al., 2014).



La bacteria M. tuberculosis se ha adaptado al humano, siendo considerada como
un patogeno intracelular con tropismo hacia los macréfagos, en donde el principal blanco
de la infeccion son los macréfagos alveolares (Guirado et al., 2013). El avance de la
enfermedad dependera de la cantidad de bacilos inhalados, la virulencia de la cepa
infectante, asi como el estado inmune del hospedero (Garza-Velasco et al., 2017). La
tuberculosis puede ser pulmonar, extrapulmonar o ambas. Este microorganismo es
sumamente efectivo en evadir al sistema inmune de muchas maneras, siendo esta es la
razon por la cual este patdgeno presenta una dificil erradicacion. La fagocitosis de M.
tuberculosis por los macrofagos alveolares y células dendriticas desencadena una cascada
de citosinas y quimiocinas que estimulan la activacion de la fagocitosis y el reclutamiento
de leucocitos polimorfonucleares al sitio de infeccion. La acumulacion de estas células
del sistema inmune dirige a la formacion del granuloma, el cual es una masa celular con
una abundante presencia de macréfagos (Figura 3); Cuya funcion es controlar el
crecimiento del bacilo intracelularmente y limitar su diseminacion. Los granulomas
disminuyen de tamafio y celularidad una vez que el bacilo es controlado y la infeccion

latente es estabilizada (Guirado et al., 2013).
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Figura 3. Descripcion esquemética del granuloma. Los macrdfagos fagocitan a la bacteria M.
tuberculosis, estos bacilos evaden el sistema inmune y se replican dentro de ellos, posteriormente son
rodeadas por células del sistema inmune como linfocitos, neutréfilos, células NK, macr6fagos espumosos,
ademas de otras células como fibroblastos y coladgeno. Los granulomas restringen la infeccién y mantienen
un estado de latencia. En la tuberculosis activa, el granuloma estalla lo que provoca la liberacion del
contenido necrotico en donde se encuentran las micobacterias en una etapa conduciendo a la fibrosis y a la
destruccidn de los tejidos circundantes lo que produce una cavitacién y la liberacién de M. tuberculosis.
Adaptado de (Rayasam y Balganesh, 2015).

Comunmente la tuberculosis se clasifica en dos fases, TB activa y TB latente
Dentro de la TB activa, la tuberculosis pulmonar (TBP) es la presentacién mas comun de
la enfermedad, puede ser categorizada como infeccién primaria o post-primaria. La
infeccion primaria ocurre después de la infeccion inicial con el bacilo, que al no poder ser
eliminado por los macrdfagos alveolares se multiplica dentro de este ambiente intracelular
causando la lisis del macréfago hospedero; El ciclo continda al ser ingerido por otros

macrofagos alveolares y monocitos reclutados del torrente sanguineo, esta lisis provoca



lesiones que pueden ser observadas mediante una radiografia toracica. El desarrollo de
una inmunidad especifica es necesaria para limitar la multiplicacion del bacilo, que el
hospedero permanezca asintomatico y se presente la curacion de las lesiones. Algunos
bacilos pueden permanecer en un estado de dormancia durante muchos afios y en una
condicion conocida como tuberculosis latente. Sin embargo, en aproximadamente el 5%
de los individuos la inmunidad es inadecuada y se desarrolla la fase activa de la
enfermedad. La coinfeccion con VIH es uno de los factores de riesgo mas importantes
para la progresion de la enfermedad hacia una fase activa, otros factores de riesgo incluyen
condiciones asociadas con defectos en los linfocitos T y macréfagos, asi como
desnutricion, abuso de alcohol y drogas, condiciones clinicas coexistentes como lo son
falla renal, diabetes, silicosis, entre otras, asi como, el uso de corticoesteroides u otras
terapias inmunosupresoras. Por estas razones la infeccion primaria puede ser asintomatica
o0 presentar sintomatologia como fiebre y ocasionalmente dolor toracico pleuritico, siendo
el sintoma mas comun la presencia de tos cronica (Harrison, 2015; Leung, 1999) (Figura
4A).

La infeccién post-primaria, también conocida como reactivacion o TBP
secundaria, resulta de la reactivacion enddgena de tuberculosis latente o de una re-
infeccion (Figura 4), ocurre en una persona quien previamente habia sido infectada y que
mantiene cierto grado de inmunidad adquirida; Esto puede ser resultado de una
reactivacion enddgena o menos comunmente una reinfeccion exdgena. Aunque esta
reinfeccion puede ocurrir en cualquier parte del cuerpo en la mayoria de los casos se
localiza en los pulmones, infectando principalmente a las zonas altas, causando una
destruccion de los tejidos provocada por el sistema inmune mediado por células al intentar

controlar y resolver la enfermedad (Harrison, 2015; Leung, 1999) (Figura 4B).

La tuberculosis extrapulmonar (TBE) es otra manifestacion de la tuberculosis que
envuelve otros organos diferentes al pulmén, como lo son pleura, nddulos linfaticos,
abdomen, tracto gastrointestinal, piel, articulaciones, huesos y meninges, aunque puede
infectar cualquier 6rgano del cuerpo humano (Lee, 2015). Tiene una incidencia de
aproximadamente 16% de los casos de tuberculosis alrededor del mundo (G. W. H. O.

OMS, 2020). Varios factores se han asociado con TBE siendo los mas comunes el género



femenino, edad (jovenes), origen étnico (asiaticos y africanos son mas comunmente
asociados) y la presencia de VIH. El diagnostico se puede realizar Unicamente por el
cultivo de Mycobacterium proveniente de muestras del paciente infectado, dificultando el
diagnostico de esta fase clinica. En la mayoria de los casos se presentan sintomas como
fiebre, pérdida de peso, sudores nocturnos, malestar general ademéas de sintomas
especificos basados en el 6rgano afectado. Ademaés, en la TBE se presenta principalmente
inflamacion indolora de los nodulos linfaticos en los sitios posterior cervical y

supraclavicular principalmente (Harrison, 2015; Lee, 2015) (Figura 4C).

Figura 4. Manifestaciones clinicas de Tuberculosis. A) radiografia toracica mostrando nddulo linfatico
con infiltracién en el pulmdn derecho en un nifio con tuberculosis primaria. B) Radiografia toracica
mostrando infiltrado en el I16bulo superior derecho y una cavidad con nivel de fluido de aire en un paciente
con tuberculosis activa. C) Linfadenitis tuberculosa afectando los nédulos linfaticos cervicales. Adaptado
de Harrison, 2015.

En la TB latente se encuentran granulomas conteniendo a la bacteria M.
tuberculosis en un estado inactivo, en donde en individuos inmunocompetentes este estado
puede permanecer por décadas (Rayasam y Balganesh, 2015). Sin embargo, cuando se
manifiesta un sistema inmune comprometido, la respuesta granulomatosa no produce una
proteccion completa, por lo que el bacilo continda replicandose, conduciendo a la fase
activa de la enfermedad (Guirado et al., 2013; Rayasam y Balganesh, 2015). Se estima

que menos de un 10% de los individuos infectados por M. tuberculosis desarrollaran la



enfermedad durante su vida, pero una vez desarrollada y sin un tratamiento adecuado esta

puede resultar fatal (Kaufmann, 2001)

Recientemente se ha propuesto la adicion de dos estados clinicos de la enfermedad, lo
cuales son TB incipiente y TB subclinica. Al presentarse la TB incipiente podemos
encontrar a M. tuberculosis viable, por lo que en ausencia de un tratamiento oportuno
puede progresar a la forma activa de la enfermedad. Sin embargo, en esta fase no se
encuentran sintomas clinicos, anormalidades en la radiografia toracica o evidencia
microbioldgica consistente con una TB activa. Cuando hablamos de TB subclinica
podemos observar que, aunque se encuentra la bacteria M. tuberculosis viable, esta no
causa la sintomatologia clinica relacionada con la tuberculosis. Sin embargo, es posible
observar otras anormalidades que pueden ser detectadas mediante analisis radiologicos o
microbioldgicos. De esta manera en fases tardias de la enfermedad se puede progresar de
una infeccion latente (TB latente) a una TB activa pasando por un periodo ciclico en donde

se presenten TB incipiente y TB subclinica (Drain ef al., 2018) (Figura 5).
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Figura 5. Fases en la progresion de la Tuberculosis. Se muestran las fases de la tuberculosis y los estados
clinicos de la misma. Iniciando con una fase temprana en donde se presenta la infeccion la cual puede
desencadenar en una TB primaria, TB latente o en la eliminacidon de la infeccion, posteriormente en la fase
tardia la tuberculosis latente puede evolucionar a una répida reactivacion, una lenta reactivacion, la
eliminacién de la infeccion o pasar por estados ciclicos en donde se presenta la TB subclinica y la TB

incipiente. Adaptado de Drain et. al. 2018.



2.2.1 Epidemiologia

Actualmente, se ha establecido a la tuberculosis como una de las 10 principales
causas de muerte en el mundo, siendo la principal causa de muerte por enfermedad
infecciosa. En 2019, se presentaron 7.1 millones de casos reportados, estimandose 10
millones de nuevos casos de TB a nivel mundial provocando 1.4 millones de muertes
(OMS, 2020) (Figura 6). Segun reportes de la secretaria de salud en el afio 2020 se
reportaron 31,724 nuevos casos en México. Siendo los tres estados mas afectados
Guerrero, Hidalgo y el Estado de México con 3,488, 3,167 y 2,686 casos

respectivamente (epidemiologica, 2021) (Figura 7).
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Figura 6. Incidencia Mundial de TB. Incidencia estimada en el afio 2019. OMS, 2020.
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Figura 7. Incidencia de TB en México. Nimero de casos reportados por estado durante 2020. SSA, 2020.

2.2.2 Tratamiento

El tratamiento de la tuberculosis se dificulta debido a las caracteristicas de la
bacteria M. tuberculosis que tiene un tiempo de generacion alargado, ademas de presentar
la facultad de entrar en periodos de latencia. De igual manera, esta micobacteria presenta
una pared compleja, lo que dirige a una permeabilidad reducida para una gran variedad de
compuestos. Se conoce que dentro de un hospedero pueden existir poblaciones de
micobacterias diferentes en funcion de su localizacion y actividad. Por lo que, los
farmacos antituberculosos deben presentar un perfil de actividad diferente frente a cada

una de estas localizaciones y poblaciones bacterianas (Coll, 2003).

El tratamiento de la tuberculosis dirige a la reduccion de la transmision, asi como
la resolucidn de la enfermedad. Para que esto ocurra, los farmacos deben ser capaces de
reducir la poblacion bacteriana rapidamente, prevenir la seleccion natural de las cepas y
esterilizar la lesion (Rabahi et al., 2017). Durante el tratamiento de la tuberculosis se
usan un conjunto de farmacos para los cuales el microorganismo es susceptible, al usarse

dos 0 mas farmacos se previene la generacidn de resistencia por parte del microorganismo.
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La tuberculosis es generalmente tratada con 4 farmacos, conocidos como farmacos de
primera linea, que son rifampicina (RIF), isoniazida (INH) pirazinamida (PZA) y
etambutol (EMB) (Hillemann et al., 2009). El tratamiento de la tuberculosis es eficaz en
un 95% de los casos, aunque se observan variaciones en esta efectividad dependiendo de
la localizacion de la enfermedad. En 1960 debido a la resistencia bacteriana se inicié la
estandarizacion del tratamiento para la tuberculosis, proponiéndose el uso de estos 4
farmacos. No todas las personas infectadas con M. tuberculosis progresaran hacia la
enfermedad; Por esto existen dos condiciones: personas con infeccion latente y personas
que presentan la enfermedad (TB activa); en ambas condiciones los pacientes deben
recibir un tratamiento adecuado. En personas con infeccidn latente el tratamiento se lleva
a cabo con un menor namero de farmacos, estos son INH, RIF y rifapentina (CDC, 2021,
Rabahi et al., 2017). En personas con tuberculosis activa los farmacos comdnmente
usados para su tratamiento son: RIF, INH, PZA y EMB (Coll, 2003; G. W. H. O. OMS,
2020). La OMS recomienda la administracion de estos cuatro farmacos durante 2 meses
y un posterior periodo de 4 meses usando solamente los farmacos INH y RIF (G. W. H.
0. OMS, 2020).

2.2.2.1 Farmacos de primera linea

La INH es el farmaco mas comunmente usado para el tratamiento de la TB.
Este farmaco fue primeramente sintetizado a partir de isonicotinato de etilo e hidracina en
1912, pero no fue hasta 1952 que fue propuesto como un farmaco antituberculoso
(Sugawara, 2007). La INH entra al bacilo por medio de difusion pasiva, al ser un
profarmaco necesita ser activado, este proceso es llevado a cabo mediante la enzima
catalasa peroxidasa codificada por el gen katG (Shehzad et al., 2013). Esta activacién
produce una amplia gama de especies reactivas de oxigeno y radicales isotonicos, los
cuales son capaces de oxidar o acilar los grupos proteicos, provocando dafio en el DNA,

peroxidacion de lipido e interfiriendo en el metabolismo bacteriano (Sugawara, 2007).

La RIF se introdujo en el afio 1967 para el tratamiento de la tuberculosis,
es un farmaco semisintético que posee un potente efecto inhibidor en la sintesis de RNA
mensajero, y por lo tanto, de la transcripcion genética, produce el efecto mediante su unién

a la subunidad beta de la polimerasa de RNA. Ademas este farmaco posee una fuerte
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accion esterilizante de las bacterias en estado de latencia, tanto en el interior de los
macrofagos como en los focos necréticos (Coll, 2003). De igual manera, la RIF induce a
la uridina difosfato glucosiltransferasa (UGT) y a la adenosina trifosfato (ATP) uniéndose

a la glicoproteina transportadora de ATP (Regazzi et al., 2014).

La PZA es un importante farmaco de primera linea para el tratamiento de
la tuberculosis, tiene una actividad de esterilizacion notable cuando se administra en
conjunto con la RIF. Fue sintetizado por primera vez en 1936 y utilizado como tratamiento
para la tuberculosis desde 1952, es derivado sintético de la nicotinamida. La PZA es un
profarmaco que debe ser convertido a su forma activa el &cido pirazinoico (POA), este
compuesto es primeramente formado en el citoplasma como el anion POA el cual no
presenta actividad contra las micobacteria, posteriormente es secretado y en condiciones
acidas se convierte en POA protonado el cual entra a la célula y se acumula, provocando
la muerte de la bacteria (Sugawara, 2007). Debido a esto, la PZA posee un efecto
esterilizante sobre las bacterias en latencia que se encuentran dentro de los macrofagos,
permitiendo reducir la duracion del tratamiento a 6 meses cuando se usa en asociacion con
RIF. La PZA no presenta actividad frente a las deméas micobacterias (Coll, 2003). Actua
de manera preferencial en ambientes &cidos durante la inflamacion activa sobre
micobacterias no replicativas con un bajo metabolismo (Shi et al., 2011). Ademas, este
farmaco contribuye a la disminucion de las citosinas proinflamatorias como TNF-a e IL-
6, provocando la autofagia en las células infectadas (Maeurer y Zumla, 2014). Estudios
recientes han reportado que el acido pirazinoico act(ia inhibiendo la transtraduccion al
unirse a la proteina RpsA; en este proceso celular rescata a los ribosomas que se
encuentran atascados durante el proceso de traduccion, degradando, tanto el polipéptido
incompleto asi como su RNA mensajero (MRNA), en este proceso el mMRNA atascado es
desplazado por un tmRNA el cual codifica para un péptido pequefio que estd marcado para
iniciar la degradacion por proteasas especificas de la proteina estancada, y de esta forma
liberando al ribosoma para que continle disponible para el proceso de traduccion
(Nguyen, 2016) (Figura 8).
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Figura 8. Proceso de transtraducion y mecanismo de accion de PZA. Adaptado de Nguyen 2016.

El EMB (etilen-diamino-dibutanol) es derivado de la etilendiamina, fue
introducido en 1961 como un farmaco antituberculoso. El espectro de actividad del
farmaco incluye a M. tuberculosis, asi como, una amplia variedad de las micobacterias de
crecimiento lento (Sugawara, 2007) y tiene una menor actividad en las especies de
crecimiento répido. EI mecanismo de accion no ha sido completamente dilucidado,
estudios recientes proponen que este farmaco inhibe de forma especifica a la enzima
arabinosil transferasa, efectuando la inhibicion de la biosintesis de la pared micobacteriana
(Coll, 2003; Shehzad et al., 2013; Sugawara, 2007). EIl EMB actia de manera
bacteriostatica contra bacilos en crecimiento, pero no presenta un efecto sobre bacilos en
estado no replicativo (Shehzad et al., 2013).
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2.2.2.2 Farmacos antimicobacterianos de segunda linea

Los farmacos de segunda linea constituyen alternativas terapéuticas para cepas con
resistencia farmacoldgica, sin embargo, estos farmacos son mas toxicos y el tratamiento
es mas costoso (Becerril-Montes et al., 2013; Coll, 2003). Los farmacos de segunda linea
se encuentran clasificados en los grupos 2 al 5, segun la clasificacion de la OMS (Rendon
et al., 2016) (Tabla 1).

Tabla 1. Grupos de farmacos usados para el tratamiento de la tuberculosis

Grupos Medicamentos

Grupo 1. Agentes orales de primera linea Isoniazida, rifampicina, etambutol y
pirazinamida

Grupo 2. Flouroguinolonas Moxifloxacina, altas dosis de levofloxacino

Grupo 3. Nuevos farmacos Linezolida, delamanida, bedaquilina

Grupo 4. Agentes inyectables Amikacina, capreomicina, kanamicina

Grupo 5. Clofazimina, etionamida, carbapenos

Grupo 6. Cicloserina, acido paramino-salicilico,
amoxicilina

Adaptado de Rendon et al., 2016.

2.2.3 Farmacorresistencia

Cuando se da una mala prescripcion o administracién, en conjunto con la falta de
adherencia del paciente al tratamiento, puede ocurrir resistencia farmacol6gica en M.
tuberculosis. Se considera tuberculosis multifarmacorresistente (TB-MFR) aquella que es
resistente al menos a los dos farmacos de primera linea: INH y RIF. La tuberculosis con
resistencia extendida es aquella que es resistente a INH y RIF, ademés de alguna
flouroquinolona y a un farmaco adicional como lo es levofloxacino, moxifloxacina,
bedaquilina y linezolida (OMS, 2021).

El tratamiento de TB-MFR con farmacos antimicobacterianos de segunda linea
tiene una mayor duracion, ademas son mas toxicos y presentan costos mas altos que los

antimicobacterianos de primera linea. Se ha identificado que si estos antimicobacterianos
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de segunda linea son administrados de manera inapropiada en pacientes con TB-MFR se
puede conducir a la aparicion de tuberculosis con resistencia extendida (LoBue, 2009;
OMS, 2021). La OMS estima que 50 millones de personas alrededor del mundo se
encuentran infectadas con una cepa resistente al menos a un antimicobacteriano de
primera linea, encontrandose esta resistencia en 45 paises (Hillemann et al., 2009; G. W.
H. O. OMS, 2020; Zazueta-Beltran et al., 2011).

La TB-MFR es un problema en aumento, en 2019 se diagnosticaron 465,000
nuevos casos (OMS, 2020). Existe un alto rango de mortalidad entre la poblacién no
diagnosticada con TB-MFR y pacientes tratados con farmacos de segunda linea debido a
la toxicidad de estos (Maeurery Zumla, 2014) (Figura 9). En 2019 se reportaron 182,000
fallecimientos por causa de estas cepas resistentes (G. W. H. O. OMS, 2020). En un
estudio realizado en México, se reportd una incidencia de TB-MFR del 12-33%, y en el
afio 2013 en Nuevo Leon se registrd una incidencia del 17% en aislados clinicos (Becerril-
Montes et al., 2013; Zazueta-Beltran et al., 2011).

Figura 9. Incidencia mundial de TB-MFR. Incidencia reportada en el afio 2019, casos reportados en
porcentajes. OMS, 2020.
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2.2.3.1 Tipos de farmacorresistencia

2.2.3.1.1 Resistencia adquirida
La resistencia adquirida puede ocurrir en bacterias a través de mutaciones o

transferencia horizontal de genes mediadas por fagos, pldsmidos o transposones. Sin
embargo, la transferencia horizontal de genes no ha sido reportada en M. tuberculosis, por
lo que la resistencia adquirida se atribuye principalmente a la presencia de mutaciones
(Nguyen, 2016). La TB-MFR se asocia principalmente a la acumulacion de mutaciones
en genes blanco o genes involucrados en el metabolismo del farmaco (Tabla 2) y la
probabilidad de mutacion es directamente proporcional a la carga bacteriana (Rattan et
al., 1998).

Tabla 2. Principales genes involucrados en la resistencia a farmacos de primera linea en M.

tuberculosis.

Gen Proteina codificada Funcion de la proteina Resistencia al
farmaco
katG Catalasa-peroxidasa Activacion del profarmaco  Isoniazida
inhA Enoyl ACP reductasa Blanco del farmaco
Ndh NADH deshidrogenasa Il Modulacién del radio
NADH/NAD
ahpC Alquil hidroperoxidasa Resistencia en estrés
oxidativo
rpoB Subunidad B de la RNA Blanco del farmaco Rifampicina
polimerasa
pncA Piracinamidasa Activacion del profarmaco  Pirazinamida
rpsA Proteina ribosomal S1 Blanco del farmaco
embCAB Arabinosiltransferasas Blanco del farmaco Etambutol

Adaptado de Nguyen 2016

La resistencia a RIF es principalmente debido a mutaciones en el gen rpoB, donde
alrededor del 96% de las mutaciones son encontradas en la region de 81pb del conocida
como region determinante de resistencia a rifampicina (RRDR, por sus siglas en inglés)
(Shehzad et al., 2013). Dado que el mecanismo de accion de RIF consiste en unirse a la

subunidad B de la RNA polimerasa a 12 aminoacidos del sitio activo de la enzima,
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provocando una inhibicién alostérica; se ha asociado la resistencia con mutaciones en los
tripletes que codifican para los aminoacidos con los cuales se une este farmaco,
destacando los cambios de aspartato en la posicion 516 (D516V), histidina 526 (H526Y)
y serina 531 (S531L) como los mayormente relacionados con la resistencia a RIF, asi
como los cambios en aminodcidos glutamato 436, histidina 445 y serina 450 (Koch et al.,
2014) (Figura 10).

La resistencia a INH se presenta con mayor frecuencia que la resistencia a otros
farmacos antituberculosos. Esta resistencia ocurre mediante una mutacion en el gen inhA,
al reemplazar un amino&cido en el sitio de unién a NADH, previniendo la inhibicién de
la biosintesis de los acidos micélicos, varias mutaciones genéticas han sido observadas
entre las regiones 138 y 328, siendo la mutacién mas comdn un cambio de serina (S315Y)
la cual se ha identificado en un 40% de las cepas resistentes a INH (Shehzad et al., 2013).
Ademas, se ha asociado que aproximadamente 60-70% de cepas resistentes a INH

presentan mutaciones en los genes katG, kasA, ahpC y ndh (Chaoui et al., 2009).

Mdltiples estudios han demostrado que la resistencia a EMB es debida a
mutaciones espontaneas que ocurren aproximadamente en 1x10’ organismos.
Comunmente estas mutaciones conducen a un incremento en la produccion de la enzima
arabinosil transferasa eliminando los efectos inhibitorios del EMB (Shehzad et al., 2013).
Se ha identificado a la mutacion en el gen pncA que codifica para la enzima bacteriana
pirazinamidasa como el principal mecanismo de resistencia a PZA en M. tuberculosis (Shi
etal., 2011).
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E.coli 505 FFGSSQLSQFMDAONNPLSEITHKRRISALGPGGS537

T. aquaticus 385 FFSRSQLSQFKDETNPLSSLRHKRRISALGPGG417

M. tuberculosis 424 FFGTSQLSQFMDAONNPLSGLTHKRRLSALGPGG456
o0 00 o o ® O

Figura 10. Representacion esquematica de los elementos estructurales de la RNA polimerasa
incluyendo la regién determinante a la resistencia a RIF (RDRR). Se muestra en color verde la
subunidad B de la RNA polimerasa, codificada por el gen rpoB. Con una estrella amarilla se representa el
sitio activo de la enzima y con un circulo rojo la RIF que se une a una distancia de 12 aminoacidos de este
sitio inhibiendo la transcripcion. La doble cadena de DNA esta representada por lineas rosas y la cadena de
RNA creciente de color azul. En el recuadro se muestran los aminoacidos que interaccionan con la RIF,
marcados de azul aquellos que forman puentes de hidrégeno y los que forman uniones de Van der Walls de
color amarillo. Las mutaciones localizadas de los 11 a 12 residuos alrededor del sitio de unién de la
rifampicina se han asociado a la resistencia, esta region es conocida como RRDR, se encuentra representada
en el recuadro inferior mostrando los nimeros correspondientes para su localizacion en la RNA polimerasa
de E. coli, T. aquaticus y M. tuberculosis. Los aminoacidos que interactlan directamente con la RIF estan
indicados con circulos y los colores corresponden a lo indicado en el recuadro superior. Los aminoacidos
con circulos de contorno rojo son en los que mayormente se observan cambios relacionados con la

resistencia a RIF en aislados clinicos (Koch et al., 2014).
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2.2.3.1.2 Resistencia intrinseca

Los mecanismos de resistencia intrinseca al contrario de la resistencia adquirida se
encuentran de manera natural en la bacteria y proveen a M. tuberculosis un alto fondo de
resistencia a farmacos, lo cual no solamente limita el uso de antibidticos, sino que también

hace més dificil el desarrollo de nuevos antimicobacterianos (Nguyen, 2016).

Los mecanismos de resistencia intrinseca conocidos son mecanismos
especializados como la alteracion de la molécula blanco, mimetizar la molécula blanco, la
modificacion directa del farmaco, la degradacion del farmaco y las bombas de efluxion.
Ademas, existe otro mecanismo de resistencia intrinseca el cual consiste en la disminucion

de la permeabilidad de la pared celular (Nguyen, 2016).

2.2.3.1.2.1 Resistencia de la pared celular

La pared de las micobacterias funciona como una barrera para la penetracion de
antibioticos (como es el caso de las B-lactamasas de la cual su penetracién es 100 veces
mas lenta en M. tuberculosis que en E. coli) ya que esta constituida en un 60% por lipidos
y su principal caracteristica es que, ademas de peptidoglicanos, presenta acidos micolicos.
Los &cidos micolicos son lipidos a-ramificados altamente hidrofobicos. En 1999 Liu y
Nikaido analizaron una mutante de M. smegmatis deficiente en la sintesis de &cidos
micolicos y encontraron que esta cepa era mas sensible a los farmacos eritromicina,
cloranfenicol y rifampicina; los autores sefialan que este aumento en la sensibilidad puede
deberse a la deficiencia en la sintesis de acidos micélicos lo que ocasionaria un cambio en
la pared celular ocasionada posiblemente por una mutacion en un gen que codifica para
una dehidrasa envuelta en el alargamiento de los acidos micolicos (Brouns et al., 2008;
Liuy Nikaido, 1999; Nguyen'y Thompson, 2006; Nikaido, 2001).

2.2.3.1.2.1.1 Composicion de la pared celular de Mycobacterium

El género Mycobacterium presenta una pared celular tnica, cerca del 60%
esta constituida por lipidos y ademaés de peptidoglicanos, presenta acidos micdlicos

los cuales le brindan esta caracteristica Unica. Los acidos micélicos son lipidos que
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presentan una alta hidrofobicidad dado que se encuentran o-ramificados,
representan el 50% del peso seco de la micobacteria y le brindan a la micobacteria
una baja permeabilidad, debido a que forman una pared alrededor del
microorganismo. Esta caracteristica contribuye a la virulencia. En estudios previos
se ha sugerido que la presencia de los &cidos micdlicos evita la accion de lisozima
y radicales de oxigeno durante la fagocitosis (Kaufmann, 2001).

El modelo mas reciente de la estructura de la pared de las micobacterias la
divide en tres secciones: una membrana externa que en el caso de las especies
patdgenas esta formada principalmente de glucano y en las especies no patdgenas
principalmente de proteinas; ademas, de una pared celular compuesta por la
micomembrana, arabinogalactano y peptidoglucano. La micomembrana tiene un
grosor aproximado de 7-8 nm, presenta una organizacion no convencional, la capa
interior esta formada por acidos micolicos unidos a arabinogalactano que a su vez
se encuentra unido covalentemente al peptidoglucano y una capa externa formada
por lipidos libres. Después se encuentra un espacio periplasmico que separa la
pared celular de la membrana plasmatica, la cual seria el ultimo componente de
esta pared micobacteriana. Esta membrana muestra una composicion convencional,
formada principalmente de fosfolipidos y proteinas (Figura 11) (Chiaradia et al.,
2017).
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Figura 11. Estructura de la pared micobacteriana. Membrana externa (OL) compuesta principalmente de

,0
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proteinas, carbohidratos y lipidos libres, micomembrana (MM) compuesta por &cidos micélicos unidos a
arabinogalactano (AG) y estos a su vez a peptidoglucano (PG), membrana plasmética (PM) compuesta
principalmente por fosfolipidos. TMM (trealosa monomicolatos), TDM (trealosa dimicolatos), PL
(fosfolipidos), GPL (glucofosfolipidos), PIM (fosdatidil inositol manosidos), LAM (lipidoarabinomananos),
TAG (triacilgliceroles). (Chiaradia et al., 2017).

Ademas, las micobacterias presentan el péptidoglucolipido Wax-D que es el
componente que se encuentra en mayor proporcion en el adyuvante completo de Freund
(ACF) y la proteina “Cord Factor”, la cual es responsable del crecimiento caracteristico
de M. tuberculosis en forma de serpentina. M. tuberculosis también presenta una envoltura
que le permite a la bacteria sobrevivir en los fagocitos del hospedero y provee una fuente
de antigenos glucolipidicos para células T (Kaufmann, 2001) (Figura 12).
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Figura 12. Representacion esquematica de la pared celular de M. tuberculosis. Mostrando las dos
formas de acidos micolicos, 1) acidos a-micolicos (Naranja) que es la forma més abundante, y 2) micolatos
oxigenados (Rojo) que se encuentran unidos covalentemente a la capa de arabinogalactano que esta unida
a su vez al peptidoglicano. Ademas, se encuentran otros complejos de lipidos como glicolipidos y lipidos
libres. La pared celular contiene también la proteina Cord factor (Rosa) y Wax-D (Morado). Modificado
de (Riley, 2006).

2.2.4 Lipasas de M. tuberculosis

Las lipasas han sido bien caracterizadas en el medio animal, principalmente en
mamiferos en donde juegan un papel importante en la digestion de grasas, el metabolismo
de lipoproteinas, asi como la movilizacion de &cidos grasos almacenados en adipocitos. A
pesar de que la actividad lipolitica se ha descrito en micobacterias desde hace muchos
anos, es reciente el estudio de las enzimas asociadas, lipasas y fosfolipasas. Lipasas y
fosfolipasas son moléculas que realizan biocatalisis esencial por la hidrolisis de ésteres
conteniendo acidos grasos de cadenas largas. Un aspecto interesante que recientemente
fue dilucidado, es su inmunogenicidad, por la cual ha sido propuesto por su uso como

biomarcadores de TB activa (Dedieu et al., 2013).
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El analisis del genoma de M. tuberculosis ha revelado que esta bacteria posee
alrededor de 250 genes que codifican para lipasas potenciales. Esta caracteristica,
combinada con la alta cantidad de lipidos de la pared micobacteriana, sugiere que estos
lipidos y enzimas lipoliticas juegan un papel importante en el ciclo de vida de las
micobacterias y en su virulencia. Analisis in silico han identificado la presencia de
alrededor de 30 genes que codifican para enzimas lipoliticas potenciales, incluyendo 24
lipidos/éster hidrolasas, pertenecientes a la familia “Lip” que codifican para enzimas
nombradas de la C ala Z (LipC a LipZ). Estas proteinas presentan una secuencia conceso:
GXSXG, lo cual es una caracteristica de los miembros de la familia o/ hidrolasas (Brust
et al., 2011; Dedieu et al., 2013). Estas lipasas se han clasificado a su vez dentro de
diferentes familias: la familia de lipasas de Candida parapsilosis, la familia de lipasas
estimuladas por sales biliares (BSSL), la familia de lipasas humanas sensible a hormonas
(HSL), la familia de cutinasas de Fusarium solani, la familia de monoacilglicerasas, la
familia de fosfolipasas C (PLC) y aquellas no pertenecientes a ninguna de las familias

anteriormente mencionadas (Dedieu et al., 2013).

Una de las lipasas méas estudiadas es Rv3802, la cual es una de las 7 cutinasas
presuntivas codificadas por el genoma de M. tuberculosis. En fitopatdgenos las cutinasas
hidrolizan la capa de cera de las plantas, la cutina. Pero en patdgenos de mamiferos, como
en el caso de M. tuberculosis, es comun que estas proteinas tengan una funcién diferente.
Esta enzima Rv3802 fue evaluada in vitro donde se encontré que posee actividad de
fosfolipasa A y una actividad significante de Tioesterasa participando en la sintesis de

acidos micolicos (Parker et al., 2009).

2.2.4.1 Lipasas asociadas a farmacorresistencia
En 1999 Liu y Nikaido analizaron una mutante de Mycobacterium deficiente en la
sintesis de acidos micdlicos y encontraron que esta cepa era mas sensible a algunos

antimicobacterianos (Nguyen y Thompson, 2006).

En estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion se identificd una
expresion diferencial de genes en la cepa sensible H37Rv comparandola con el aislado
clinico MFR CIBIN:UMF:15:99 de M. tuberculosis, esto se efectu6 mediante un analisis
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global de la expresion de las dos cepas. Se observd que 8 genes mostraron diferencias
significativas en sus niveles de expresion: esxG, esxH, rpsA, esxl, rpml presentaron un
incremento en su expresion en el aislado clinico MFR, mientras que los genes lipF, groeS
y narG presentaron una disminucion en su expresion en este mismo aislado (Penuelas-
Urquides, Gonzalez-Escalante, et al., 2013) (Figura 13). Con la finalidad de identificar si
estos genes se encontraban asociados con farmacorresistencia nuestro grupo realizé un
analisis de los genes diferencialmente expresados en aislados clinicos de M. tuberculosis
con diferentes perfiles de resistencia a farmacos, asi como diferente fondo genético. De
igual modo se encontrd una relevante diferencia en la expresion de los genes esxH, infA,
lipF y groES en los aislados clinicos resistentes, concordante con lo observado por
Pefiuelas-Urquides (2013); ademas se observd que en aproximadamente el 90% de las
cepas analizadas mostraban una disminucion en la expresion de lipF de las cuales un 75%
mostrd una disminucion mayor al 50% de la expresion de este gen comparado con la cepa
pansensible H37Rv (Gonzalez-Escalante et al., 2015)(Figura 14).
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Figura 13. Expresion diferencial de genes en una cepa pansensible H37Rv (pansensitive strain) y un
aislado clinico MFR (MDR isolate). Resultados obtenidos mediante RT-qPCR, en los 8 genes mostrados

se encontrd una expresion diferencial entre las dos cepas. Pefiuelas-Urquides et al., 2013.
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Figura 14. Expresion diferencial del gen lipF en aislados clinicos de M. tuberculosis con diferentes
perfiles de resistencia a farmacos. Resultados obtenidos mediante RT-qPCR, de 8 grupos de aislados
clinicos con diferente perfil de resistencia a firmacos, donde cada grupo esta conformado por 3 cepas con
el mismo perfil de farmacorresistencia. Se utiliz6 como referencia la expresion del gen lipF en la cepa
pansensible (H37Rv) y en la MFR (CIBIN:UFM:15:99) (Gonzalez-Escalante et al., 2015)

El gen lipF (Rv3487c) consta de 834 nucledtidos los cuales codifican para una
proteina de 277 aminoacidos (Reddy et al., 2009; Zhang et al., 2005) esta proteina es una
lipasa perteneciente a la familia Lip, tiene funcion de carboxilesterasa hidrolizando
eficientemente cadenas cortas de ésteres y presenta también actividad de fosfolipasa C
(Chen et al., 2014; Srinivas et al., 2008, Zhang et al., 2005).

Para comprobar si el gen lipF estaba involucrado en la farmacorresistencia, éste se
expresd en una cepa modelo de M. tuberculosis a partir del vector micobacteriano
pMV 261, observandose que la cepa que expresé LipF fue mas sensible a los farmacos RIF
y estreptomicina (STR) (Figura 15). Por lo anterior, se concluye que una menor expresion
de este gen podria estar relacionado con la resistencia a los farmacos RIF y STR en M.

tuberculosis (Arriaga-Guerrero et al., 2020).
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Figura 15. Crecimiento de M. smegmatis expresando LipF en presencia de rifampicina (RIF) y
estreptomicina (STR). Lineas grises claro representan la curva de crecimiento para la concentracién de
3.12 pg/mL de RIF 6 0.25 pg/mL de STR, lineas negras, la curva de crecimiento para la concentracion de
1.6 pg/mL de RIF 6 012 pg/mL de STRy lineas grises oscuro la curva de crecimiento para la concentracion
de 0.8 ug/mL de RIF 6 0.06 ug/mL de STR. En la esquina superior izquierda de cada grafica se muestra el
crecimiento con medio 7H9 suplementado con 10% de ADC y 20 ug/mL de kanamicina. El ensayo se realizé
por duplicado y las barras de error representan la desviacion estandar. Las mediciones se realizaron por
nefelometria (unidades McFarland). Marcados con * cuando hay una diferencia significativa P< 0.05; **,

diferencia altamente significativa P < 0.01 (Arriaga-Guerrero et al., 2020).

Se ha relacionado a las lipasas LipY, LipC y Rv0183 de M. tuberculosis H37Rv
con la degradacion de lipidos los cuales se plantean provienen de la membrana de las
células del hospedero. Estos lipidos son usados por la Mycobacterium para la formacion
de la pared micobacteriana (Brust et al., 2011). De igual forma se han relacionado estas
lipasas con la transformacién de los macréfagos en macréfagos espumosos en los cuales
acumulan lipidos que después son usados como una manera rapida de conseguir energia

y material para la sintesis de la pared (Brust et al., 2011; Dedieu et al., 2013).
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2.2.5 Modelos experimentales de Mycobacterium

Debido al riesgo relativamente alto que representa el manipular cultivos de M.
tuberculosis, debido a la generacion de aerosoles y su potencial virulento y/o
farmacorresistente (OMS, 2021), se han establecido cepas utilizadas como modelo para el
estudio de este microorganismo. Se han utilizado modelos de Mycobacterium como
sustitutos para estudios de M. tuberculosis (Gonzalez et al., 2012), y una de las cepas mas
utilizadas como cepa modelo para el estudio de genes de M. tuberculosis es la bacteria M.
smegmatis. Esta micobacteria ha sido ampliamente utilizada como modelo para la
expresion de genes nativos de M. tuberculosis, asi como para evaluar la funcion de genes
ortélogos (Chen et al., 2014; Singh et al., 2016; Zhang et al., 2005).

2.2.5.1 Mycolicibacterium smegmatis

En el afio 1899 se identificd y nombro a la bacteria Mycobacterium smegmatis
definiéndola dentro del género Mycobacterium (Lehmann y Neumann, 1896). Sin
embargo, estudios filogenéticos comparativos recientes indican que esta bacteria
pertenece a un género diferente por lo que se le nombré como Mycolicibacterium
smegmatis (M. smegmatis) (Gupta et al., 2018). Esta es una bacteria de crecimiento rapido
dado que presenta un tiempo de generacion de 3 a 4 h si es cultivada en condiciones
favorables. Este microorganismo puede ser un patdgeno oportunista, no obstante, la
manipulacion de M. smegmatis bajo condiciones controladas en el laboratorio es segura
(Gonzalez et al., 2012). M. smegmatis ha sido un buen modelo para comprender la
fisiologia de M. tuberculosis. La principal cepa utilizada para este tipo de estudios es M.
smegmatis mc? 155 (Agrawal et al., 2015; Gonzalez et al., 2012). Se ha identificado que
esta cepa presenta una concentracién minima inhibitoria para el farmaco RIF elevada,
debido a que posee una enzima que oxida al farmaco, la ADP-ribotransferasa. A pesar de
esto, en un estudio realizado por Agrawal et al. (2015) se observé que el crecimiento de
M. smegmatis podia inhibirse a concentraciones mayores de RIF. En este trabajo también
se determinaron las CMI de los farmacos INH y EMB. Por lo que se ha propuesto esta
bacteria para el estudio de farmacos contra la tuberculosis. Hasta el momento, se han
identificado 19 lipasas ort6logas de M. tuberculosis en la micobacteria M. smegmatis
(BioCyc.org, 2021) (Tabla 3).
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Tabla 3. Lipasas de M. tuberculosis ortélogas en M. smegmatis

M. tuberculosis M. smegmatis
LipA LipA
LipB LipA
LipC LipC (MSMEG_0289)
LipD MSMEG_3162
LipE MSMEG_6575
LipG LipG (MSMEG_1352)
LipH LipH (MSMEG_3059)
LipJ LipJ (MSMEG_4477)
LipN MSMEG_2409
LipO LipO (MSMEG_0302)
LipP LipP
LipR LipR (MSMEG_3010)
LipU LipU (MSMEG_5271)
LipV LipV (MSMEG_1940)
LipZ LipZ (MSMEG_2777)
Rv0183 MSMEG_0220
Rv1683 MSMEG_3767
Rv1592c MSMEG_3197
Rv3802c MSMEI 6226 (MSMEG 6394)

Adaptado de (BioCyc.org, 2021)

Se ha encontrado una identidad del 69% de la proteina LipF de M. tuberculosis
cuando se compara con el gen que codifica para la esterasa LipU MSMEG_5271 de M.
smegmatis cepa mc?155 (NCBI, 2015). De igual manera que LipF, LipU presenta
actividad de carboxilesterasa con preferencia hacia los sustratos de C4. LipU es estable a
bajas temperaturas y se ha encontrado sobrerregulada en estrés nutritivo; ademas es
importante para la sobrevivencia de la micobacteria por lo que ha sido propuesta como un
blanco terapéutico (Kaur et al., 2019; Li et al., 2017).

La lipasa LipG se ha identificado como una fosfolipasa A con actividad de
tioesterasa y carboxilesterasa con preferencia a C6; se ha identificado que la inhibicion de
esta lipasa en M. smegmatis aumenta la resistencia a los farmacos INH y RIF (Santucci et
al., 2018).

Se ha identificado que la lipasa LipH es una carboxilesterasa necesaria para la
supervivencia de Mycobacterium y un ortdlogo de esta en Corynobacterium induce
cambios en la pared celular modificando la cantidad de &cidos micolicos y
glucopeptidolipidos de la pared celular (Canaan et al., 2004; Meniche et al., 2009).
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Se conoce que la enzima Rv3802 de M. tuberculosis (ortélogo de MSMEI_6226
en M. smegmatis) presenta actividad de tioesterasa y fosfolipasa A, siendo una enzima

esencial para la viabilidad de Mycobacterium (Goins et al., 2018; Parker et al., 2009).

Dhoiub et al. realizaron una mutante de M. smegmatis para el gen MSMEI-0220
que codifica para un ortélogo de la lipasa Rv0183 de M. tuberculosis, pues tienen un 68%
de identidad, MSMEI-0220 mostré la misma actividad de monoacilglicerol que tiene
Rv0183; de igual forma, estos autores encontraron que al irrumpir la funcion de esta
proteina en M. smegmatis era mas sensible a RIF y mostraba resistencia al farmaco INH,
lo que podria ser debido a un cambio en la composicion de la pared de la micobacteria
(Dhouib et al., 2010). Las mutantes reportadas fueron obtenidas mediante recombinacion
homologa. ElI uso de recombinacion homdloga para la generacién de mutantes en
Mycobacterium es muy frecuente; sin embargo, se ha reportado una alta frecuencia de
recombinacion ilegitima (Muttucumaru y Parish, 2004), por lo que se necesitan métodos

mas efectivos para irrumpir a los genes en Mycobacterium.

Recientemente se ha descrito el método de CRISPR-Cas9 como una herramienta
simple y que se adapta a un alto rango de especies. Mediante esta herramienta es posible
modificar el DNA gendmico in vivo de una manera directa y altamente eficiente (Liang et
al., 2015). Estéa técnica fue descubierta en procariotas donde funciona como un mecanismo
de inmunidad (Brouns et al., 2008). Este sistema esta compuesto principalmente por dos
componentes una nucleasa Cas9 (Proveniente de Streptococcus pyogenes) y un RNA guia
(RNAQ) que funciona para guiar a la proteina Cas9 hacia una region especifica, la cual es
cortada. Esta técnica es altamente especifica, ya que se irrumpira al gen donde se una el
RNA(g, que es disefiado de forma complementaria a la regién del genoma que se desea
eliminar (H. Wang et al., 2016).

Esta técnica de CRISPR-Cas9 se ha implementado en micobacterias en donde se
ha logrado reprimir eficientemente la expresion de genes blanco. En este sistema se
optimizo el uso de codones de la proteina Cas9 para su empleo en Mycobacterium dentro

de un plasmido lanzadera (Shuttle plasmid), el cual contiene ademas un promotor
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inducible por tetraciclinas. Con este sistema fue posible reprimir diversos genes tanto en
M. smegmatis como M. tuberculosis, lo que permite analizar de manera rapida genes
esenciales en micobacterias (Choudhary et al., 2015). Debido a lo anterior, en el presente
proyecto nos proponemos a evaluar la participacion de las lipasas LipG, LipU, LipH y
MSMEI_6226 mediante la sobreexpresion usando un vector micobacteriano con un
promotor constitutivo, y la inhibicion mediante la técnica de CRISPR-Cas9, con la

condicion de resistencia a farmacos en M. smegmatis.
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3. JUSTIFICACION

La tuberculosis es un problema de salud publica que ha ido en aumento gracias a
la aparicion de cepas farmacorresistentes. Esta resistencia cominmente ha sido asociada
a mutaciones, pero, en algunos casos esto no es suficiente para explicar este fenomeno.
Existen otros mecanismos de resistencia como lo es la resistencia intrinseca de la pared
micobacteriana que funciona como una capa semipermeable para la entrada de fa&rmacos.
Esta pared esta formada principalmente por lipidos y las enzimas encargadas de su
sintesis/degradacion son las lipasas. Existen pocos estudios en donde se relacione a las
lipasas con el fendmeno de farmacorresistencia. En nuestro grupo de trabajo hemos
identificado una lipasa conocida como LipF y demostramos que tiene un efecto en la
farmacorresistencia. Por anterior, consideramos de gran importancia evaluar la funcion de
las lipasas en un modelo experimental de M. tuberculosis para identificar si estas lipasas

también estan involucradas en la farmacorresistencia de Mycobacterium.
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4. HIPOTESIS

Las lipasas LipG, LipH, LipU y MSMEI_6226 de Mycobacterium participan en el

fenémeno de farmacorresistencia.
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO

5.1 Objetivo General
Estudiar la participacion de las lipasas LipG, LipH, LipU y MSMEI_6226 en el

fendmeno farmacorresistencia en un modelo experimental de M. tuberculosis.

5.2 Objetivos Especificos
1. Inhibir la expresion de lipasas LipG, LipH, LipU y MSMEI_6226 en M. smegmatis
mediante CRISPRI.
2. Sobreexpresar las lipasas usando un vector micobacteriano en M. smegmatis
3. Evaluar el efecto de la sobreexpresion e inhibicion de lipasas en la condicion de

resistencia a farmacos en M. smegmatis.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Cultivo y Mantenimiento de M. smegmatis

La cepa mc?155 de M. smegmatis (ATCC 700084) se cultivd en medio
Middlebrook 7H9 suplementado con 10 % de albumina bovina, dextrosa, catalasa (ADC)
y 0.05% de Tween 80. La cepa se incub6 a 37°C con agitacion constante y despues se
resembro un indculo en medio Middlebrook 7H9 (suplementado con 10% ADC y 0.05%
Tween 80) y en medio s6lido Middlebrook 7H10 (suplementado con 10% de OADC
(Acido oleico, albumina, dextrosa, catalasa)). Los cultivos se incubaron a 37 °C durante
24 h, posteriormente 100 pL de los cultivos fueron inoculados en medio liquido; cuando
este cultivo llegd a la fase exponencial de crecimiento (20 h después de la inoculacién), 1
mL de cultivo fue centrifugado a 4,300 rpm, se desecho el sobrenadante y la pastilla se
resuspendio en 1 mL de medio de preservacion (medio Middlebrook 7H9 adicionado con
10% ADC y 45% glicerol) y se distribuy6 en alicuotas de 100 pL las cuales fueron

almacenadas hasta a -80 °C hasta su uso.

6.2 Extraccion de DNA gendmico de M. smegmatis

El cultivo de M. smegmatis mc?155 se activd inoculando 100 uL en 3 mL de medio
Middlebrook 7H9 suplementado con 10% de ADC y 0.05 % de tween 80. EIl cultivo se
incub6 a 37 °C con agitacion constante (300 rpm) por 24 h y se realiz6 una resiembra,
inoculando 100 pL del crecimiento en 3mL del medio de cultivo (Medio Middlebrook
7H9 suplementado con 10% de ADC y 0.05 % de tween 80) manteniéndose por 24 h bajo
las mismas condiciones de temperatura de incubacion y agitacion. La extraccion de DNA
gendmico de M. smegmatis se realizd usando el kit comercial Master pure DNA
purification Kit (Lucigen, Wisconsin, USA) usando las indicaciones del proveedor.
Brevemente, se centrifugaron 2mL del cultivo con una turbidez mayor a 3 unidades McF
a 13000 rpm a 4 °C durante 10 min, se descarto el sobrenadante y a la pastilla bacteriana
se agregaron 500 pL de solucion de lisis AL mas 2 pul de proteinasa K. La pastilla se
disolvié usando vortex y se incub6 a 65 °C durante 15 min seguido de una incubacién a

80 °C durante una hora; la muestra se colocoé en hielo durante 5 min y se le afiadieron 250
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uL de buffer MPC, la muestra se mezcl6 usando vortex y se centrifug6 a 11,000 rpm a 4
°C durante 10 min, se transfiri6 el sobrenadante a un tubo limpio y se le afiadio 750 puL de
isopropanol. La muestra se mezcld por inversion y se centrifugé a 11,000 rpm a 4 °C
durante 10 min. Finalmente se realizaron dos lavados con etanol al 75 %, se dejo secar la

pastilla a temperatura ambiente y se resuspendio en 35 pulL de buffer TE 1X con 1 pL de
RNasa A.

6.3 Sobreexpresion de Lipasas en M. smegmatis

La sobreexpresion de las lipasas (LipG, LipH, LipU, MSMEI_6226) se realiz6 usando
la construcciéon de pMV261 con la region codificante de cada una de ellas, este vector
contiene el promotor de Hsp60 el cual permite realizar la expresion constitutiva de los

genes de interés (Stover et al., 1991).

6.3.1 Amplificacion de la region codificante de las lipasas

Primeramente, se disefiaron los primers para la amplificacion de las lipasas LipG,
LipH, LipU y MSMEI_6226. A cada primer se le agregaron las bases nucleotidicas
correspondiente a las secuencias de corte para las enzimas BamHI o EcoRI (Tabla 4). Las
condiciones de amplificacion para cada gen se ajustaron a diferentes temperaturas de
fusién y se utilizé Tag DNA polymerase buffer 1x, dNTPs 2 mM, MgCl2 1.5 mM y una
unidad de Tag DNA polimerasa (Tabla 5). La amplificacion fue verificada mediante
separacion electroforética en gel de agarosa al 1% tefiido con Gel Red Nucleic Acid
(Biotium, California, USA) y fotodocumentadas utilizando el equipo Multidoc-it digital

imaging system (UVP, California, USA).
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Tabla 4. Primers usados para la amplificacién de la regién codificante de las lipasas

Nombre Sitio de Secuencia (5°-3") Tm (°C) Tamafio del
enzima amplificado

LipG-F ATGCAGACCCGCACCGGGC 64.4 918 pb
GGATCC”

LipG-R TCAACCCACCACGGCAAAGTTT

LipH-F ATGTTGCCGGATCCGATGATC 62.2 1143 pb
GAATTC*

LipH-R TCACCAGCAGTTGGCCAGGG

LipU-F GAATTC* ATGCATCGCCGCCGCAGCG 64.0 957 pb

LipU-R TCAGGAGACGTTCGCCAGCC

MSMEI6226-F GGATCC® ATGGCAAAGAACGCTCGGCGT 64.0 1014 pb

MSMEI6226-R TCAACCGTGTTTCGGATGGGG

*Sitio de la enzima BamHl, +Sitio de la enzima EcoRl

Tabla 5. Condiciones de PCR para la amplificacion de la regién codificante de las lipasas

Lipasa Temperatura Condiciones de PCR
de
alineamiento
LipG 64.4 °C e 1ciclode: 95 °C durante 5 min
LipH 62.2°C e 35ciclos de: 94 °C durante 1 min, la temperatura de
LipU 64 °C alineamiento durante 1 min y 72 °C durante 1 min
MSMEI_6226 64 °C e 1ciclo de: 72 °C durante 5 min

6.3.2 Clonacidn de la region codificantes de las lipasas en el vector pEXP5-CT/TOPO

Las secuencias amplificadas fueron insertadas en el vector pEXP5-CT/TOPO

(Invitrogen, California, USA) usando las condiciones indicadas por el proveedor.
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Brevemente, para la ligacion se afiadieron 1 uL de producto de PCR, 1 pL de salt solution,
1 uL de vector (PEXP5-CT/TOPO) y 3 uL de agua libre de nucleasas, los reactivos fueron
mezclados y después incubados a temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente,
2uL de la reaccion de ligacion fueron anadidos a 100 uL de E. coli DHS5a competentes, se
incubaron en hielo durante 15 minutos y se llevo a cabo el choque térmico a 42 °C durante
30s. La muestra se incubo en hielo durante 2 min y se afiadio 1 mL de medio LB; estas
bacterias fueron incubadas a 37 °C durante una hora con agitacion constante (300 rpm), y
transcurrido este tiempo 100 uL fueron sembrados en agar LB conteniendo 50 pg/mL de
ampicilina y, finalmente, las bacterias fueron incubadas a 37 °C durante 24 h o hasta
observar la presencia de colonias aisladas. Los candidatos obtenidos fueron analizados
mediante PCR punto final usando DNA plasmidico obtenido por minipreparacion, y
usando las condiciones para la amplificacion de las lipasas antes descritas. Ademas, se
realizd una secuenciacion automatizada para verificar la fidelidad de la secuencia
codificante de las lipasas. La secuenciacion se realiz6 usando como templado al DNA
plasmidico purificado de las construcciones de interés y los primers T7 forward y reverse
incluidos en el kit. Los resultados obtenidos fueron analizados usando un alineamiento
BLAST con la base de datos del NCBI, y los programas CLC sequence viewer 7 y
SeqScape V2.7 utilizando las secuencias de referencia de las lipasas LipG, LipH, LipUy
MSMEI_6226 de M. smegmatis ubicadas en GenBank (NCBI) (lipG: 1D:4534086, lipH:
ID: 4534350, lipU: ID: 4534118, MSMEI_6226: ID: 4532687).

6.3.3 Subclonacién de las regiones codificantes en el vector pMV261

Se realiz6 una subclonacion los fragmentos correspondientes a las lipasas en el
vector pMV261. Brevemente, el vector se linearizd utilizando la enzima de restriccion
BamHI o EcoRl, dependiendo del gen a insertarse. La region codificante de las lipasas fue
liberada del vector pEXP5-CT/TOPO con estas mismas enzimas. Se realizO una
separacion de los productos digeridos mediante electroforesis en gel de agarosa a partir
del cual se purificaron tanto el vector linearizado y desfosforilado, como las regiones
codificantes de las lipasas usando el kit GENECLEAN turbo (MP Biomedicals, Ohio,
USA). Brevemente, la seccion del gel de agarosa conteniendo el fragmento amplificado
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correspondiente a la secuencia de cada una de las lipasas, se cortd y se colocé en un
microtubo de 1.5 mL y por cada 0.1 g de gel de agarosa contenido en el microtubo, se
agregaron 200 pL de solucién salina, y se incubd a 55 °C por 5 min. La solucién se
transfirié a la columna provista en el kit y se centrifugé a velocidad maxima por 15 s; se
agregaron 500 pL. de solucién de lavado a la muestra y ésta se centrifugd a velocidad
maxima por 15 s; posteriormente se agregaron 30 puL de la solucion de elucidn sobre la
membranay se incub0 a temperatura ambiente por 5 min. Una vez concluido este tiempo,
la columna se centrifugd a velocidad maxima por 1 min para eluir el purificado en un
nuevo microtubo. El vector pMV261 vy las regiones codificantes de las lipasas (LipG,
LipH, LipU y MSMEI6226) purificados se sometieron a una reaccion de ligacion usando
una unidad de ligasa T4 utilizando la relacion 1:3 (vector:inserto). La reaccion se incubd
3 h a temperatura ambiente seguida de una posterior incubacion a 4 °C toda la noche.
Después de la incubacién realizé la transformacién en la cepa de E. coli DH5a y se
seleccionaron candidatos que contenian el vector con el inserto en direccion sentido
(pMV261:Lipasas).

6.3.3.1 Transformacion de la cepa E. coli DH5a,

La transformacion de E. coli DH5a se realizO mediante choque térmico.
Brevemente las bacterias E. coli DH5a fueron habilitadas para su competencia con
soluciones conteniendo cloruro de rubidio y almacenadas a — 80 °C hasta su uso. Cien
microlitros de bacterias competentes fueron descongelados en hielo, y se afiadieron de 1
a 10 pL del plasmido purificado (dependiendo de la relacion vector:inserto) y se incub6
en hielo durante 1 h; el choque térmico se realiz6 exponiendo las bacterias a 45 °C durante
90 s, transcurrido este tiempo las bacterias fueron incubadas nuevamente en hielo durante
2 min, se les afiadi6 1 mL de medio LB y se incubaron a 37 °C durante 1 h para permitir
la expresion del gen de seleccion. Finalmente 100 pL del cultivo fue inoculado en agar
LB conteniendo el farmaco de seleccion (Ampicilina 50 pg/mL o Kanamicina 75 pg/mL).
Las bacterias fueron incubadas a 37 °C durante 24 h hasta observar la presencia de

colonias, las cuales fueron aisladas para su posterior caracterizacion.
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6.3.3.2 Caracterizacion de las construcciones plasmidicas

La caracterizacion de las construcciones se realizd mediante reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). Primeramente, se realiz6 una extraccion de DNA plasmidico
mediante lisis alcalina utilizando una minipreparacion como se menciona en la siguiente
seccion. La identificacion de la orientacion del inserto se realizd mediante PCR y
secuenciacion. Para la PCR se utilizaron combinaciones de los primers pMV261 (Figura
26A) vy los de las lipasas (LipG, LipH, LipU, MSMEI_6226) forward y reverse (Tabla 4)
y las condiciones finales después de la estandarizacion fueron las siguientes: buffer Taq
1x, dNTPs 2 mM, MgClI2 1.5 mM y 1U de Tag DNA polimerasa. El programa utilizado
para la amplificacion consistié en un paso de desnaturalizacién a 95 °C por 5 min, 25
ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, de alineamiento a 61 °C por 30 s, y de
extension a 72 °C por 30 s, y un paso final de extension a 72 °C por 7 min. Se obtuvieron
productos de amplificacion de 1,380 pb para LipG, 1,600 pb para LipH, 1,420 pb para
LipU y 1,480 pb para MSMEI_6226 cuando el inserto se encontraba en la direccion
sentido. Los productos de amplificacion fueron separados y visualizados usando
electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefiido con Gel Red Nucleic Acid (y

fotodocumentadas utilizando el equipo Multidoc-it digital imaging system.

6.4 Extraccion de DNA plasmidico por Minipreparacion de lisis alcalina
Brevemente, cultivos de 3 mL de los candidatos seleccionados fueron crecidos por
24 h a 37 °C con agitacion constante en medio Luria Bertani (LB), y después el volumen
total se centrifugd para obtener una pastilla de células. La pastilla se lavé con STE y se
resuspendié en buffer de lisis alcalina I, secuencialmente se agregd solucion de lisis
alcalina 11 y solucién de lisis alcalina 111 mezclando por inversion. La muestra se incubd
en hielo de 3 a5 miny se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min. El sobrenadante se recupero
y se agreg6 un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y se mezcl6 en vortex. La
muestra se centrifugo a 14,000 rpm durante dos min y se tomo la fase acuosa, el DNA se
precipito usando 2 volimenes de etanol absoluto, se centrifugd para obtener la pastilla y
se realizé un lavado con etanol al 70 %. Finalmente, la pastilla conteniendo el DNA

plasmidico extraido se resuspendio en 30 uL de TE 1x. EI DNA obtenido se cuantificd
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usando el espectrofotémetro Nanodrop 2000 y se realizd una electroforesis en gel de
agarosa al 1% tefiido con Gel Red Nucleic Acid y se fotodocument6 usando el equipo

Multidoc-it digital imaging system.

6.5 Sobrexpresion de lipasas en M. smegmatis

Una vez caracterizadas las construcciones, los plasmidos fueron purificados
mediante el kit QlAprep spin miniprep kit (QIAGEN, Hilden, Alemania), como se
menciona en la siguiente seccion. Estos plasmidos purificados fueron utilizados para la
transformacion de M. smegmatis, la cual se realiz6 mediante electroporacién, por este
motivo, los cultivos micobacterianos fueron crecidos en medio Middlebrook 7H9
adicionado con 10 % de ADC y 0.05 % de Tween 80 hasta alcanzar la fase logaritmica de
crecimiento. 50mL de cultivo fueron centrifugados y resuspendidos en agua libre de
nucleasas conteniendo 10 % de glicerol y se sometieron a electroporacion en presencia de
los plasmidos recombinantes (a una concentracién de 200 ng), mediante un pulso de 2.5
kV, 1000 Ohms, 25 puFD. Posteriormente, las micobacterias se resuspendieron en medio
Middlebrook 7H9 més 10 % ADC y se incubaron a 37 °C por 2 h; el cultivo se sembro en
medio Middlebrook 7H10 adicionado con 10 % de OADC conteniendo el farmaco de
seleccion kanamicina a 20 pg/mL y se incubd a 37°C durante 3 dias 0 hasta observar las
colonias con morfologia caracteristica con bordes irregulares, elevadas, color blanco o
crema, con aspecto rugoso. La sobreexpresion de las lipasas se confirmé mediante PCR

en tiempo real.

6.6 Purificacion del DNA de las construcciones plasmidicas

Una vez identificados los candidatos, las bacterias transformadas se crecieron en
un volumen de 3 mL de caldo LB conteniendo 75 pg/mL de kanamicina y el DNA
plasmidico se purificd utilizando el kit QIAprep spin miniprep kit (QIAGEN, Hilden,
Alemania), utilizando las condiciones indicadas por el proveedor. Brevemente, el cultivo
incubado a 37 °C con agitacion constante por 24 h, se centrifugd a 13,000 rpm durante 4
min, se descarto el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 250 pL de buffer P1. La

mezcla se resuspendio en vortex y se afiadieron 250 uL de buffer P2, se mezclo por
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inversion y se afiadieron 350 uL de buffer N3, se centrifugd a 13,000 rpm durante 10 min,
el sobrenadante se transfirié a la columna incluida en el kit, se centrifugd a 13,000 rpm
durante un minuto, se lavé la columna con 500 pL de buffer PB, seguido de una
centrifugacion a 13,000 rpm por un minuto. A la muestra se le realizo otro lavado con 750
pL de buffer PE, se centrifugd a 13,000 rpm por un minuto y la muestra fue eluida usando
50 uL de buffer EB, incubando por un minuto y centrifugando a 13,000 rpm durante un
minuto para obtener el eluyente en un tubo estéril. Los plasmidos purificados se
cuantificaron por espectrofotometria y se visualizaron mediante electroforesis en gel de

agarosa tefiido con Gel Red Nucleic Acid.

6.7 Extraccion de RNA de M. smegmatis

Los cultivos micobacterianos de 10 mL se crecieron hasta alcanzar la fase
logaritmica de crecimiento (2.7 McF), posteriormente el cultivo se centrifugo, y el medio
de cultivo se desechd para obtener el RNA total a partir de la pastilla celular de acuerdo
con las instrucciones provistas en el reactivo TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA). La
pastilla micobacteriana se resuspendio en 800 uL del reactivo TRIzol, se dejo incubar
durante 20 min, realizando una resuspension después de los primeros 10 min de
incubacion. Posteriormente, esta mezcla fue transferida a tubos FastPrep conteniendo
matrix B y se llevd a cabo la lisis mecéanica usando el equipo FastPrep 24 (MP
Biomedicals, Ohio, USA) durante tres ciclos a una velocidad de 6 m/s, durante 60 s, con
un tiempo intermedio de 5 min entre ciclos durante el cual la muestra permaneci6 en hielo.
El lisado fue centrifugado a 12,000 rpm durante 3 min a 4 °C, el sobrenadante fue
colectado y se adicionaron 200 uL cloroformo y la muestra se mezcld por inversion. A
continuacién, la muestra se incubé durante 3 min a temperatura ambiente, después se
centrifugod, transfiriendo el sobrenadante para la posterior precipitacion del RNA
utilizando isopropanol; posteriormente se realiz6 un lavado con etanol al 70 %. La
cuantificacion y pureza del RNA total aislado se determind por espectrofotometria con luz
UV vy la integridad se observo mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefiidos

Gel Red Nucleic Acid. EI RNA total se almacen6 a -70 °C hasta su utilizacion.
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6.8 Evaluacidn de la sobreexpresion e inhibicién de las lipasas

Para la evaluacion de la inhibicion del gen de la lipasa LipH asi como la
sobreexpresion de los genes de las lipasas LipG, LipH, LipU y MSMEI_6226, se realizo,
primeramente, la extraccion de RNA total como se menciona en la seccion anterior.
Después, el RNA extraido fue tratado con DNasa | para eliminar los restos de DNA que
pudiese contener la muestra. Finalmente, los niveles de expresion de estos genes se
cuantificaron usando RT-gqPCR. Estas técnicas se muestran detalladas en las siguientes

secciones.

6.8.1 Tratamiento de RNA total con DNasa |

Para eliminar la posible contaminacion con DNA, el RNA total se trat6 con DNasa
I (New England Biolabs, Massachusetts, USA), para esto, 1,000 ng de RNA fueron
tratados siguiendo las indicaciones del proveedor. Se utilizé buffer DNasa | 1x, enzima
DNasa I 1U, en un volumen final de 10 pL. La muestra se incubé a 37 °C durante 10 min
y la reaccion se inactivo usando EDTA 5 mM, y se incubd a 75 °C durante 10 min. La

eliminacién del DNA se observé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

6.8.2 Retrotranscripcion

Se llevd a cabo la sintesis de cDNA utilizando 400 ng de RNA total tratado con
DNasal. Se siguieron las instrucciones del proveedor utilizando la enzima transcriptasa
reversa M-MLV y hexadmeros aleatorios (Invitrogen, Carlsbad, CA. USA). Se evalud la
funcionalidad del cDNA mediante PCR punto final para el gen constitutivo sigA para lo
cual se  disefiaron los  siguientes  primers:  sigA Int forward: = 5’-
ACGCAAAGACGCCGAGCTGA-3’, sigA_Int reverse: 5’-
GCTCTTCGGGCGTGGGCTC-3’, y las siguientes condiciones para la mezcla de
amplificacion: buffer Tag 1x, dNTPs 2 mM, MgCI2 1.5 mM y 1 U de Taqg DNA
polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA. USA). El programa utilizado para la amplificacion
consistio en un paso de desnaturalizacién 95 °C por 5 min, 30 ciclos de desnaturalizacién
a 94 °C por 1 min, de alineamiento a 59 °C por 1 min, y de extension a 72 °C por 1 minuto,
y un paso final de extension a 72 °C por 7 min. Los productos de amplificacion fueron

separados y visualizados usando electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefiido con Gel
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Red Nucleic Acid y fotodocumentadas utilizando el equipo Multidoc-it digital imaging

system.

6.8.3 Rango dinamico de amplificacion

Los ensayos de PCR cuantitativa se llevaron a cabo utilizando el equipo 7500 Fast Real
Time PCR System (Applied Biosystems). Para la reaccion de PCR se utilizaron Master
mix TagMan® 1x (Applied Biosystems) mas 400 mM de sondas TagMan® y 3 uL de
cDNA como templado, en un volumen final de 25 uL. La amplificacion se realizo en el
modo estandar utilizando las siguientes condiciones: una incubacion inicial a 50 °C por 2
min, seguido por 95 °C por 10 min; posteriormente 40 ciclos a 95 °C por 15 sy 60 °C por
1 min. Se establecié una curva de rango dinamico para cada gen (lipG, lipH, lipU,
MSMEI_6226y sigA), en la cual se realizaron diluciones seriales de cDNA a partir de 1:8
hasta 1:512; se incluyeron ademas triplicados técnicos y controles negativos en todos los
ensayos. Los resultados fueron analizados mediante una regresion lineal graficando el CT
obtenido con el logaritmo de la concentracién de RNA, considerando como valores
aceptables una pendiente de 3.3 0.3, R?: >0.95, y la desviacion estandar de los triplicados

menor a 0.3.

6.8.4 Cuantificacion relativa de la expresion de las lipasas

La expresion se evalué mediante qPCR usando sondas TagMan (Applied
Biosystems, California, USA) disefiadas especificamente para la evaluacién de la
amplificacion de cada una de las lipasas. Estas sondas fueron usadas en la reaccion de
amplificacion a una concentracion final de 1x ademas de TagMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems, California, USA) y se utilizaron las diluciones del cDNA 1:32
y las condiciones estandar de amplificacion. Como control enddgeno se utilizé el gen sigA.
El analisis de expresion relativa se realizd usando la formula de 2 22T (Livak y
Schmittgen, 2001).

6.9 Evaluacion del crecimiento de las cepas de M. smegmatis sobreexpresando lipasas
en la condicion de resistencia a farmacos
La evaluacion de las transformantes sobreexpresando las lipasas LipG, LipH, LipU y

MSMEI_6226 en la condicion de resistencia a farmacos en Mycobacterium se realizd
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mediante el método de microdilucién en placa con el compuesto resazurina (Agrawal et
al., 2015; Martin et al., 2003), por cinéticas de crecimiento y por unidades formadoras
decolonias, usando como control la cepa tipo silvestre de M. smegmatis mc2155 (ATCC
700084).

6.9.1 Actividad de farmacos en las transformantes sobreexpresando las lipasas LipG,
LipH, LipUy MSMEI_6226

Para este ensayo se utilizo el método de microdilucion en placa con el compuesto
resazurina (Martin y Palomino, 2012 y Agrawal et al., 2015. Brevemente, en una placa de
96 pozos conteniendo 50 pul. de medio Middlebrook 7H9 adicionado con ADC se
realizaron diluciones seriadas de cada uno de los farmacos de primera linea para evaluar
un rango de concentraciones especifico para cada uno de ellos (Tabla 6) en un volumen
final de 100 pL. El inéculo de cada uno de los pozos se realiz6 a partir de un cultivo en
fase logaritmica de crecimiento (2.7 McFarland, equivalente a 0.6 DO), el cual se diluyd
en una relacion 1:1000, se colocaron 50 uL de indculo en cada uno de los pozos. Para
control de viabilidad de las cepas analizadas se utilizé medio de cultivo sin farmacos. La
placa se incub6 a 37 °C con agitacién constante de 300 rpm durante 40 h. Posteriormente,
se agregaron 30 pL de resazurina (0.2 mg/mL) a cada pozo y se incubo la placa por 6 h
mas bajo las mismas condiciones. Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) se
determinaron mediante el cambio de coloracion del compuesto resazurina. Cuando se
observa un cambio de color azul a rosa significa que hay crecimiento bacteriano debido a
que la resazurina (color azul) se reduce a resorufina (color rosa). El ensayo se realiz6 por

lo menos por duplicado para cada una de las condiciones evaluadas.

Tabla 6. Rango de concentracién de los farmacos en el método de microdilucién en placa para M.

smegmatis.
Farmaco Abreviatura Rangos de concentracion
(Hg/mL)
Isoniazida INH 256 - 0.25
Rifampicina RIF 50-0.05
Etambutol ETB 8-0.05

Adaptado de Agrawal et al., 2015.
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6.9.2 Cinéticas de crecimiento de las cepas de M. smegmatis con los farmacos RIF,
INHy STR

Las cinéticas de crecimiento de Mycobacterium se llevaron a cabo en cultivos
liquidos con medio Middlebrook 7H9 suplementado con 10% de ADC. Brevemente, se
activaron por 24 h las cepas de M. smegmatis, M. smegmatis pMV261 y M. smegmatis
sobreexpresando LipG (pMV261-LipG), LipH (pMV261-LipH), LipU (pMV261-LipU),
y MSMEI_6226 (pMV261- MSMEI_6226) se activaron por 24 h y posteriormente los
cultivos fueron ajustados al estandar 1 de McF; se resembraron 10 pL del cultivo se
resembraron en un volumen de 1 mL de medio Middlebrook 7H9 méas 10% de ADC y 20
pug/mL de kanamicina ademas se agregaron los farmacos a evaluar utilizando las
siguientes concentraciones: RIF 3.12, 1.6 y 0.8 pg/mL, INH 32.0, 16.0 y 8.0 pg/mL y
STR 0.5, 0.25, 0.12 pg/mL (las concentraciones de STR fueron elegidas debido a los
resultados obtenidos con la lipasa LipF (Arriaga-Guerrero et al., 2020). Los cultivos se
incubaron a 37°C en agitacion constante, tomandose lecturas cada 3 h durante 27 h,
monitoreando el crecimiento micobacteriano en unidades de McFarland usando el equipo
DensiCHEKTM plus VITEK (Biomerieux).

Por otro lado, este mismo ensayo se realiz registrando las mediciones de
crecimiento en densidad optica (D.O.) utilizando el equipo Epoch2 (Biotek, Vermont,
USA). El ensayo se realizd en microplacas de 96 pozos usando 4,500 células por pozo en
un volumen total de 200 pL, el cultivo se incub6 a 37 °C con agitacion constante tomando
mediciones cada hora y media. Los resultados fueron analizados usando Microsoft office

Excel.

6.9.3 Unidades formadoras de colonias en medio conteniendo RIF e INH

Para identificar si al sobreexpresarse LipH se modificaba la resistencia a farmacos,
se evaluaron unidades formadoras de colonias (UFC), 100 uL de cultivo fresco (crecido
por 20 h y ajustado a 1 McF) fueron inoculados en medio liquido Middlebrook 7H9
suplementado con 10% de ADC, 0.05% de tween 80, con 20 pg/mL de kanamicina y
agregando el farmaco a evaluar (0, 0.8 pg/mL de RIF, o bien 8 pug/mL de INH). Estos
cultivos fueron incubados a 37 °C durante 22.5 h, el inoculo se llevo a la dilucion 1:10,000

y 100 pL fueron sembrados en medio solido Middlebrook 7H10 suplementado con 10%
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de OADC. Estos medios fueron incubados a 37 °C durante 3 dias y las colonias fueron
contadas. El ensayo se realizé por duplicado bioldgico y triplicado técnico.

6.10 Evaluacion de la morfologia colonial de las cepas sobreexpresando lipasas

Se evaluaron cambios en la morfologia colonial de M. smegmatis sobreexpresando
las lipasas LipG, LipH, LipU y MSMEI_6226. Se utilizaron 100 pL de cultivo fresco
(crecido por 20 h) y fueron inoculados en medio liquido Middlebrook 7H9 suplementado
con 10% de ADC y 0.05% de tween 80, y cultivado a 37 °C durante 20 h. El inoculo se
ajusté a 1 de McFarland, se sembraron 100 pL de la dilucién 1:10,000 en medio solido
Middlebrook 7H10 suplementado con 10% de OADC. Estos medios fueron incubados a
37 °C durante 3 dias y las colonias fueron evaluadas mediante el uso del microscopio
EVOS cell imaging systems, usando los objetivos de 4X y 10X. El analisis cuantitativo se
realizd6 mediante el programa ImageJ tomando 10 colonias para evaluar tamafio y 3

colonias para ancho de borde colonial.

6.11 Silenciamiento de diferentes lipasas en M. smegmatis

El silenciamiento de lipasas se realiz6 usando el sistema de CRISPRi-Cas9 con el
plasmido pLJR962 el cual fue gentilmente donado por la Dra. Sarah Fortune (Harvard
T.H. Chan, USA). Este plasmido contiene la region codificante para la enzima Cas 9, a la
cual se realizaron mutaciones en el sitio activo, por lo cual no realiza el corte en la cadena
de DNA, pero puede ser guiado hasta el gen que nos interese inhibir usando un RNA guia
(Rock et al., 2017).

6.11.1 Disefio de RNA guia para la inhibicion de lipasas
Se realizo el disefio de los RNA guia para inhibir las lipasas LipG, LipH, LipUy
MSMEI_6226, utilizando las recomendaciones indicadas por Rock et al., 2017 (Tabla 7).
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Tabla 7. Disefio de RNA guias para inhibir lipasas de M. smegmatis por CRISPRI

Lipasa PAM Represion Nombre RNAg

LipG AGAGG 216.7 fold RNAg_LipG ~ GGGAGCCGGGATCACCCATGTCCTC

LipH AGAAC 120.5 fold RNAg_LipH  GGGAATACTGAATTGGCCGAAATCC

Lipu AGGAC 25.5 fold RNAg_LipU  GGGAGCGACAGCCTGCGGCCAGAGC

MSMEI_ AGGAT 64.7 fold RNAg_6226 GGGAATCGCCGCGGCGGCGATCAGG
6226 G

Niveles de represion tedricos, basados en el estudio realizado por Rock et al., 2017.

6.11.2 Realizacion de la construccion pLJR962-RNAg_LipH

La secuencia del RNA guia fue afiadida a un fragmento de DNA sintético (gBlock)
el cual se disefi6 y orden6é a la empresa Integrated DNA Technologies (San José,
California, USA); esta secuencia contiene la region del vector pLIJR962 flanqueada por
las enzimas EcoR1 y Sall y se intercambi0 el sitio de la enzima BsmBI por la secuencia de
los RNA guia (Figura 16).
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Figura 16. Disefio del fragmento de DNA sintético contiendo los guias de las lipasas. Se muestran los
sitios de restriccién enzimaticos, asi como el sitio de las enzimas EcoRlI y Sall utilizadas para la ligacién en
el vector pLJR962. En verde se muestra la region correspondiente al vector y en flecha morada la regién

que corresponde al RNA guia. Imagen realizada usando SnapGene 5.1 Software.

La ligacion de este fragmento dentro del vector pLJR962 se realizd en una
proporcion 1:3 (vector:fragmento), usando 97.4 ng de DNA de pLJR962 y 6.18 ng del
gBlock, ambos fueron digeridos usando una unidad de las enzimas EcoRI1 y Sall mas el
Buffer 3.1 (New England Biolabs, Massachusetts, USA). La reaccion de digestion se
incubd a 37 °C por 2 h continuando con una inactivacion a 65 °C durante 20 min, finalizada
la incubacion las muestras se colocaron en hielo y se procedio con la ligacion afiadiendo
1 U de ligasa T4 (New England Biolabs, Massachusetts, USA) y 1 mM de ATP (Invitrogen
Massachusetts, USA). La reaccion se incub¢ a 16 °C durante toda la noche, posteriormente

se transformaron 10 pL de la ligacion en E. coli DH5a.

6.11.3 Caracterizacion de las construcciones pLJR92-RNAg_LipH

Para caracterizar los candidatos de la construccion pLJR962-RNAg_LipH se
realiz6 una PCR punto final usando los primers del RNA guia (RNAg_LipH_Forward 5’-
GGGAATACTGAATTGGCCGAAATCC-3’) y un primer que alinea en la region del
vector (primer seq_primer 1834 5’-TTCCTGTGAAGAGCCATTGA-3’), estandarizada
a las siguientes condiciones: buffer Tagq 1%, dNTPs 2 mM, MgCI2 1.5 mMy 1 U de Taq
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DNA polimerasa. El programa utilizado para la amplificacion consistié en un paso de
desnaturalizacion 95 °C por 5 min, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 1 minuto,
de alineamiento a 55 °C por 1 min, y de extension a 72 °C por 1 minuto, y un paso final
de extension a 72 °C por 5 min. Los productos de amplificacion fueron separados y
visualizados usando electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefiido con Gel Red Nucleic
Acid (Biotium, California, USA) y fotodocumentadas utilizando el equipo Multidoc-it
digital imaging system (UVP, California, USA). Finalmente se realizo la secuenciacién
del candidato usando el primer primer seq_primer_1834. Las construcciones pLJR962-
LipH y PLRJ962-mmpL3 (utilizada como control) fueron purificadas usando el kit
QIAprep spin miniprep Kit y posteriormente electroporadas en M. smegmatis usando el
protocolo descrito anteriormente. La caracterizacion de estas construcciones se realizd

mediante secuenciacion automatizada.

6.12 Inhibicion de la lipasa LipH en M. smegmatis

Para este ensayo se utiliz6 a M. smegmatis tipo silvestre, asi como las
transformantes de M. smegmatis pLJR962-LipH, pLJR962-Ctrl. De igual manera, como
control del sistema CRISPRI se utilizé a la transformante de M. smegmatis pLJR962-
mmpL3. La inhibicién de la lipasa LipH se realiz6 mediante la adicion de 100 ng/mL de
anhidrotetraciclina (ATc) a medio 7H9 conteniendo 10% de ADC el cual fue incubado
durante 20 h'y 27 h con agitacion constante 300 rpm a 37 °C. Las muestras tratadas fueron
evaluadas mediante RT-gPCR para comprobar la inhibicion de la lipasa como se describid

con anterioridad.

6.13 Analisis estadistico

Para los analisis estadisticos se realizaron ANOVA de medidas repetidas usando el
programa IBM SPSS Statistics 22 para analizar cinéticas de crecimiento, asi como
comparaciones de rango por Mann-Whitney, usando el programa GraphPad Prism 6, para
analizar diferencias en andlisis de expresion de las lipasas, analisis de UFC/mL y analisis
morfologia colonial. Se considerd que los valores eran estadisticamente significativos

cuando P < 0.05 y altamente significativo cuando P < 0.01.
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7. RESULTADOS

7.1 Silenciamiento de la region codificante de lipasas en M. smegmatis

7.1.1 Caracterizacion del vector pLIJR962

Para llevar a cabo la inhibicion de las lipasas en M. smegmatis mediante CRISPRI
se utilizo el vector pLIR962 (Rock et al., 2017). Este vector fue trasformado en E. coli
DH5a y se caracterizd mediante digestion enzimatica usando la endonucleasa Apa | la
cual, realiza tres cortes en el vector generando tres fragmentos de 4,988 pb, 3,087 pb y
1,901 pb (Figura 17A). Se observaron estos tres fragmentos en la electroforesis en gel de
agarosa al 1% para los candidatos 1, 2, 3 y 5, los cuales corresponden a los tamafios

esperados (Figura 17B).

B)

PLIR962 (Msmeg CRISPRI)
8881 bp

Figura 17. Caracterizacion del vector pLJR962 mediante digestion enzimética usando Apal. A) Mapa
del vector mostrando los sitios de corte de la enzima Apal, realizado mediante SnapGene. B) Visualizacion
de los fragmentos generados de la digestion enzimatica con la enzima Apal en el vector pLIR962. M.P.M.:
Marcador de peso molecular 1Kb Plus, C1-5: Candidatos 1-5, Ctrl: Control negativo de digestion (Mezcla

de digestion en ausencia de la enzima de restriccion Apal utilizando el Candidato 1 como control).

7.1.2 Disefio de RNA guias para la inhibicion de las lipasas LipG, LipH, LipU y
MSMEI_6226

Se disefiaron los RNA guia (RNAg) para dirigir el silenciamiento de genes
mediante el sistema CRISPR-Cas9. El disefio de los RNAg se realizd usando las

indicaciones publicadas por Rock et al. (2017). Se disefiaron cuatro RNAg, uno para cada
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lipasa, teniendo niveles de represion estimados desde 25.5 a 216.7 veces dependiendo de

las secuencias PAM utilizadas para cada uno (Tabla 7).

7.1.3 Realizacién y caracterizacion de la construccion pLJR962-mmpL3

Se realiz6 la construccion de pLJR962 con el RNA guia control (5°-
GCGACAGACTGGCTGCCCTGCCCTCGTC-3), el cual inhibe al gen mmpL3 de M.
smegmatis (Rock et al., 2017). Este gen es considerado vital en la micobacteria, por lo
tanto, al inhibirlo la bacteria muere y de esta manera se comprueba que el sistema esta
funcionando. Se obtuvo una eficacia del 80% en la realizacion de la construccion
pLRJ962-mmpL3 (Figura 18B). Los candidatos se caracterizaron mediante PCR punto
final usando un primer gque alinea en una regién cercana al terminador (Seq-Primer1834)
y un primer correspondiente a la region del RNA guia (RNAg_Lip-F) (Figura 18A). La
fidelidad de la secuencia se verificd para el candidato 1, en el cual no se encontraron
mutaciones en la regién correspondiente al plasmido, ademéas de comprobar que contenia

la secuencia del RNAg de mmpL3 (Figura 19).

A)
cee 1507 200" 2501 3007 e
promoter [terminator | [[Golden Gu:
rmB... | [tetOo (... | - [terminator | -
RNAg_Lip-F Seq-Primer1834
B)

MPM.Cl1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 Ctrl- Ctrl+ Mm.P.M.

Figura 18. Identificacion de la construccion pLJR962-RNAg_mmpL3 mediante PCR. A) esquema
indicando donde alinean los primers utilizados para la caracterizacion. B) PCR para identificar la
construccion pLIR962-RNAg_mmpL3. M.P.M., Marcador de peso molecular 1Kb; C, candidato; Ctrl-,

control negativo (Agua libre de nucleasas); Ctrl+, control positivo.
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1
pLJR962-mmpL3_Guia

—— Sec_201——

ggagcgacagactggcrgcccrcgtehtr
W E R Q X G C P R R
GGAGCGACAGACTGGCTGCCCTCGTCGTT
GGAGCGACAGACTGGCTGCCCTCGTCG

Figura 19. Secuencia nucleotidica de la construccion pLIR962-RNAg_mmpL3 del candidato 1. Linea
dorada representa la secuencia de referencia, en celeste se muestra la secuencia alineada con la referencia,
en gris se muestra la region que comprende al RNA guia de mmpL3. Datos analizados usando el programa

Seqscape V.2.7

Una vez comprobada la presencia del RNA guia en la construccién pLRJ962-
RNAg_mmpL3, se realiz6 la transformacién de M. smegmatis mediante electroporacion,
obteniéndose aproximadamente 200 candidatos, de los cuales uno de estos fue aislado y

caracterizado para realizar ensayos posteriores.

7.1.4 Realizacion y caracterizacion de la construccion pLJR962-LipH y pLR962-Ctrl

Las construcciones de pLJR962-LipH y pLJR962-Ctrl se realizaron usando la
metodologia descrita previamente. Se realiz6 una caracterizacion por PCR y se obtuvo un
producto de amplificacion esperado de aproximadamente 200 pb en los 6 candidatos
evaluados (Figura 20 y Figura 21). El candidato 1 de cada construccién (pLRJ962-LipH
y pLJR962-Ctrl) se purifico y se comprobd la fidelidad de la secuencia mediante
secuenciacion automatizada, observandose la secuencia del RNA guia integra sin la

presencia de mutaciones (Figura 22 y Figura 23).

54



M.P.M. C1 C2 C3 C4 G5 Cé6 Ctrl- Ctrl+

300pb
200pb
100pb

Figura 20. Caracterizacion de los candidatos pLJR962-LipH en E. coli. M.P.M., Marcador de peso
molecular 1Kb; C1-6, candidatos 1-6 de pLIJR962; Ctrl-, control negativo (Agua libre de nucleasas); Ctrl+,

control positivo.

mperMm.  C1 C2 C3 (4 Cs C6 Ctrl-

300pb
200pb
100pb

Figura 21. Caracterizacién de los candidatos pLJR962-Ctrl en E. coli. M.P.M., Marcador de peso
molecular 1Kb; C1-6, candidatos 1-6 de pLJR962-Ctrl; Ctrl-, control negativo (Agua libre de nucleasas).
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Figura 22. Secuencia nucleotidica de la construccion pLJR962-LipH del candidato 1. Se muestra el
electroferograma sefialando en gris la secuencia correspondiente al RNAg LipH (251-275 pb). Andlisis

usando el programa Genious prime V.2020.0.4.

Sec_2020-11-12_ ——

TR 1

T

gaegegaressy cggacageglecy
E| E R L B[|T v W
AatCTGGGAFFAGCGGTTaTEGCGGALAGTGGTTT
TGGE A E

GAGCGEGETTaT CGE AGTE

Figura 23. Secuencia nucleotidica de la construccion pLIJR962-Ctrl del candidato 1. Linea dorada
representa la secuencia de referencia, en celeste se muestra la secuencia alineada con la referencia, las lineas
azules dentro de la regidn dorada representan mutaciones, en gris se muestra la regién que comprende al

RNA guia de Ctrl. Datos analizados usando el programa Seqscape V.2.7
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Posteriormente, las construcciones pLJR962-LipH y pLJR962-Ctrl fueron
introducidas por electroporacion en M. smegmatis y se obtuvieron més de 50 candidatos
para cada construccion; uno de estos fue evaluado mediante PCR (pLJR962-LipH,

candidato 3, pLJR962-Ctrl, candidato 1. Se observo la amplificacion del fragmento

esperado de aproximadamente 200 pb (Figura 24 y Figura 25).

pLJR962- P:;ig;a(;o
LipH C3 Agua Msm PLJR962-
M.P.M. Msm NF PLIJR962  DNAg LipH

300pb
200pb
100pb

Figura 24. Caracterizacion del candidato 3 de M. smegmatis pLJR962-LipH. M.P.M. Marcador de peso

molecular 1 Kb
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pLJR962- Purificado
Ctrl C1 Agua  pLJR962-
M.PM. Msm NF Ctrl

300pb
200pb
100pb

Figura 25. Caracterizacion del candidato 3 de M. smegmatis pLJR962-Ctrl. M.P.M. Marcador de peso
molecular 1 Kb.

7.1.5 Inhibicién de la lipasa LipH en M. smegmatis
La inhibicion de la lipasa LipH se llevd a cabo mediante la adiccion de ATc como
se detalla en la seccion de metodologia. Los resultados fueron evaluados a las 20 hy 27 h

de incubacion. Sin embargo, los resultados obtenidos ain no son concluyentes.

7.2.1 Sobreexpresion de lipasas en M. smegmatis

Para llevar a cabo la sobreexpresion de las lipasas LipG, LipH, LipU y
MSMEI_6226, las scuencias codificantes se subclonaron en el vector pEXP5-CT TOPO
como vector de transito; una vez caracterizadas las secuencias subclonadas, estas fueron
liberadas del vector de transito mediante digestion enzimatica y subclonadas en el vector
pMV261 y se obtuvieron las construcciones pLJR962-LipG, pLJR962-LipH, pLIR962-
LipU y pLIR962-MSMEI6226.

7.2.1.1 Amplificacion de la region codificante de las lipasas LipG, LipH, LipU,
MSMEI_6226 de M. smegmatis.
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Con la finalidad de amplificar la secuencia codificante de las lipasas LipG, LipH,
LipU, MSMEI_6226, se realizd la extraccion de DNA gendmico (DNAg) de M.
smegmatis; se obtuvo una cantidad de 249.9 ng/uL con una pureza de 2.05 (260/280,
Figura 26A). Las regiones codificantes de las lipasas fueron amplificadas por PCR usando
el DNAg extraido de M. smegmatis y los primers disefiados para cada region (Tabla 4).
Para las reacciones de amplificacion se utilizaron condiciones estandar, descritas con
anterioridad en la seccidn de metodologia. Se obtuvieron fragmentos de amplificacion de
918 pb para lipG, 1,143 pb para lipH, 957 pb para lipU y 1,014 pb para MSMEI_6226
(Tabla 4, figura 26B).

A)

Muestra Concentracion 260/280
DNA genomico -
M. smegmatis 249.9 ng/ul  2.05

B) lipG lipH lipU ~ MSMEI 6226

M.PM. 1 2 1 2 1 2 1 2

1650pb

1000pb
850pb

Figura 26. Amplificacion de la secuencia codificante de LipG, LipH, LipU y MSMEI 6226 de M.
smegmatis. A) Extraccion de DNA genémico de M. smegmatis mc2155. B) Amplificacion de lipG, lipH,
lipU y MSMEI_6226 de M. smegmatis. M.P.M., Marcador de peso molecular 1Kb plus; 1, control negativo
PCR (Agua libre de nucleasas); 2, Amplificacion a partir de DNA gendémico de M. smegmatis como

templado.
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7.2.1.2 Clonacion de las lipasas LipG, LipH, LipUy MSMEI 6226 en el vector
pEXP5-CT TOPO

La secuencia codificante de las lipasas LipG, LipH, LipU y MSMEI_6226 fueron
subclonadas en el vector de transito pEXP5-CT TOPO. Las construcciones se
caracterizaron mediante PCR para verificar la presencia de la region de interés de cada
una de las lipasas (Figura 27). La fidelidad de la secuencia se comprobd mediante
secuenciacion automatizada sin identificar mutaciones en la secuencia codificante en las
lipasas LipG, LipH, y LipU (Figura 28). La lipasa MSMEI_6226 mostré una mutacion en
la posicién 738, un cambio de guanina a adenina (Anexo 1), este error podria ser debido
a una falla de la Taq polimerasa (Rango de error de 10 mutaciones/pb amplificadas). Sin
embargo, este cambio corresponde a una mutacion silente, que no modifica el aminoacido

codificado, por lo que se decidi6 continuar trabajando con esta construccion.

mprM.  Cl C2 C3  Ctrl- Ctrl+

1650pb

lipG

1000pb
850pb

1650pb

1000pb
850pb

lipH

1650pb

1000pb
850pb

lipU

1650pb

1000pb

MSMEI_6226
850pb

Figura 27. Amplificacion de las secuencias codificantes de LipG, LipH, LipU y MSMEI_6226 a partir
de candidatos en el vector pEXP5-CT TOPO. M.P.M., Marcador de peso molecular; C1, Candidato 1;
C2, Candidato 2; C3, Candidato 3; Ctrl -, Control negativo usando agua libre de nucleasas; Ctrl +, Control

positivo usando DNA genémico de M. smegmatis.
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Figura 28. Secuencia nucleotidica codificante de las lipasas LipG, LipH, LipUy MSMEI 6226 a partir
de las construcciones de en el vector pEXP5-CT TOPO. A) Secuenciacion del candidato TOPO-LipG;
B) Secuenciacién del candidato TOPO-LipH; C) Secuenciacién del candidato TOPO-LipU; D)
Secuenciacion del candidato TOPO-MSMEI_6226. Linea dorada representa la secuencia de referencia, en
celeste se muestra la secuencia alineada con la referencia, lineas azules dentro de la region dorada
representan mutaciones, en gris se muestra la regién que comprende a la secuencia codificante de las lipasas
(LipG, LipH, LipU y MSMEI_6226). Datos analizados en el programa CLC sequence viewer 7.

7.2.1.3 Subclonacion de las lipasas LipG, LipH, LipU y MSMEI_6226 en el
vector pMV261

Una vez caracterizadas las construcciones pEXP5-CT TOPO-lipasas, se realizo la
subclonacidn de las secuencias codificantes correspondientes en el vector micobacteriano
pMV261. Primeramente, los fragmentos correspondientes a la regién codificante de cada
lipasa se liberaron mediante digestion enzimatica del vector pEXP5-CT TOPO, y se
realizé la linearizacion del vector pMV261 usando las endonucleasas BamH 1 0 EcoR |
(Figura 29).
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_ MSMEI
LipG  LipH  LipU 6226  pMV26l

M.P.M + - + = + = + - + = Endonucleasa

Figura 29. Digestion enzimatica de las construcciones pEXP5-CT TOPO-LipG, pEXP5-CT TOPO-
LipH, pEXP5-CT TOPO-LipU, pEXP5-CT TOPO-MSMEI_6226 y del vector pMV261. Las
construcciones pEXP5-CT TOPO-LipG y pEXP5-CT TOPO-MSMEI_6226 fueron digeridas usando la
endonucleasa BamH 1, Las construcciones pEXP5-CT TOPO-LipH y pEXP5-CT TOPO-LipU fueron
digeridas usando la endonucleasa EcoR 1 y el vector pMV261 fue linearizado usando la endonucleasa BamH
16 EcoR I.

Las secuencias codificantes liberadas del vector pEXP5-CT TOPO fueron
insertadas en el vector pMV261, previamente linearizado, siguiendo las condiciones
descritas en la seccidon de metodologia. Posteriormente, se realizo la transformacion en E.
coli DH5a con cada una de las construcciones. Se aislaron candidatos y se comprobé la
presencia de la secuencia codificante de cada una de las lipasas mediante PCR punto final;
ademas, se realizd la caracterizacion de la direccionalidad del gen dentro del vector
pMV261 mediante PCR punto final, usando combinaciones de los primers forward y
reverse de cada lipasa (Tabla 4) y el primer pMV261-F (5’-
GTTGTAGTGCTTGTGGTGGCA-3’), identificandose a los candidatos que presentaban
el gen de interés subclonado en direccion sentido para cada construccion pMV261-lipasa
(Figura 30).
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A)

pMV261-Lip

1650pb

1000pb llp G

850pb

1650pb llp H
1000pb
850pb

1650pb lip U
1000pb
850pb

1650pb
MSMEI 6226
1000pb
850pb

Figura 30. Caracterizacion de las construcciones plasmidicas con lipasas en pMV261 mediante PCR.
A) Mapa representativo de las construcciones en el vector pMV261 mostrando el sitio de union de los
primers usados para la caracterizacién. Realizado usando Snapgene; B) PCR para definir orientacion de la

region codificante de las lipasas en las construcciones en el vector pMV261.
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Una vez identificadas las construcciones en direccion sentido, éstas fueron
purificadas mediante un kit de purificacion de intercambio ionico, y se obtuvieron
concentraciones superiores a los 48 ng/uL y relacion 260/280 nm de 1.8 (Figura 31A), la
integridad del DNA plasmidico extraido se comprobd mediante electroforesis en gel de

agarosa (Figura 31B).

A
) Muestra Concentracion 260/280
pMV261-LipG 62.2 ng/ul 1.85
pMV261-LipH 79.9 ng/n 1.88
pMV261-LipU 57.4 ng/ul 1.86
pMV261-MSMEI 6226 48.4 ng/ul 1.87
B) MV261 pMV261 pMV261 pMV26l1
p P P

LipG LipH LIpU .\15.\’"‘21_()22()

Figura 31. Concentracién, pureza e integridad de las construcciones con las lipasas LipG, LipH, LipU
y MSMEI_6226 en el vector pMV261. A) Determinacion de la concentracion y pureza de las muestras
purificadas; B) Electroforesis en agarosa al 1% mostrando integridad de los plasmidos purificados mediante

QIAprep spin miniprep Kit.

7.2.1.4 Generacion de transformantes sobreexpresando las lipasas LipG,
LipH, LipUy MSMEI_6226

Se realizd la electroporacién de M. smegmatis con las construcciones purificadas,
obteniéndose aproximadamente 100 candidatos en medio solido 7H10 suplementado con
OADC conteniendo 20pg/mL de kanamicina, el cual fue utilizado como farmaco de
seleccién (Figura 32). Uno de estos candidatos fue aislado y crecido en medio liquido 7H9
suplementado con ADC, a partir del cual se realiz6 extraccion de DNA plasmidico para

posteriormente ser caracterizado, obteniéndose la comprobacion de la presencia de las

64



construcciones de pMV261-LipG, pMV261-LipH, pMV261-LipU y pMV261-
MSMEI6226 en M. smegmatis por PCR.

pMV261-LipU pMV261-MSMEI_6226

Figura 32. Cultivos de cepas de M. smegmatis sobreexpresando las lipasas LipG, LipU, LipH y
MSMEI_6226. Bacterias transformadas con las construcciones de pMV261-LipG, pMV261-LipH,
pMV261-LipU, pMV261-MSMEI6226. Se utilizé el fArmaco de seleccion kanamicina a 20 pg/mL.

7.2.2 Comprobacion de la sobreexpresion de las lipasas LipG, LipH, LipU y
MSMEI_6226 en M. smegmatis

Para comprobar la sobreexpresion de las lipasas LipG, LipH, LipU vy
MSMEI_6226 en las transformantes, primeramente, se realizé extraccion de RNA total
durante la fase de crecimiento exponencial de las bacterias sobreexpresando las lipasas
(20-22h), este RNA extraido fue tratado con DNasa | para eliminar los restos de DNA que
pudieran encontrarse como contaminantes de la extraccion. Se observo la integridad en

las subunidades del RNA 23s, 16s y 5s de las muestras extraidas (Figura 33). A partir del
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RNA total obtenido, se sintetizo cDNA y posteriormente se realizd un ensayo para evaluar

la completa eliminacion del posible DNA presente en la muestra, usando las diferentes

combinaciones: en ausenciay presencia de DNasal y en ausencia y presencia de la enzima

transcriptasa reversa MMLV en la retrotranscripcion (Figura 34). Por ultimo, la

funcionalidad de los cDNA utilizados en el ensayo se comprobd mediante la amplificacion

del gen enddgeno sigA por PCR punto final (Figura 35).

Msm

pMV261

DNasal -+ -

+

LipG

Ctrl
n _ r

Figura 33. Extraccion de RNA total con tratamiento de DNasa de las transformantes de M. smegmatis.

Msm, RNA total de M. smegmatis; pMV261, RNA total de M. smegmatis transformada con el vector vacio
pMV261; LipG, RNA total de M. smegmatis transformada con la construccién pMV261-LipG; Ctrl, RNA
total de M. smegmatis transformada con pMV261 en presencia (+) y ausencia (-) de DNasa I, y tratamiento

de calor. Imagen representativa.
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DNasa + DNasa -

RT + - + -

Ctrl Ctrl
M.P.M i +
500 pb
650 pb
650 pb .
500 pb LipH

650 pb
500 pb

Figura 34. Comprobacion de la eliminacion de DNA de la muestra de RNA total utilizado en la
reaccién de retrotranscripcion. Amplificacion de sigA a partir del RNA total extraido de las
transformantes: pMV261, pMV261-LipG, pMV261-LipH. M.P.M., Marcador de peso molecular; RT,
transcriptasa reversa; Ctrl -, control negativo de la PCR (Agua libre de nucleasas); Ctrl +, Control positivo
de la PCR (DNA genémico de M. smegmatis). Los simbolos + representa la presencia de la enzima 'y — la

ausencia de esta.
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Figura 35. Amplificacion de sigA para comprobar funcionalidad del cDNA de las transformantes
sobreexpresando las lipasas LipG, LipH, LipU, MSMEI_6226. M.P.M., Marcador de peso molecular;
Ctrl -, control negativo (Agua libre de nucleasas); Ctrl +, control positivo (DNA genémico de M.

smegmatis).

La comprobacion de la sobreexpresion se realizo utilizando el método comparativo
con sondas TagMan para cada una de las lipasas (lipG, lipH, lipU, MSMEI_6226) y
usando como gen enddgeno a sigA. Para llevar a cabo este ensayo, primeramente, se
realizo el rango dindmico de amplificacion para cada una de las sondas a utilizar (lipG,
lipH, lipU, MSMEI_6226, sigA) usando las diluciones de 1:8 a 1:512 (Figura 36) (Anexos
2A, 3A, 4A y 5A), con estos datos se realizd una curva de regresion lineal para cada uno
de los genes a evaluar, obteniéndose los valores recomendados de la pendiente y R?
(Figura 37) (Anexos 2B, 3B, 4B y 5B), de esta manera se eligid la dilucion 1:32 para
realizar los ensayos de expresion, ya que permite la visualizar una sobreexpresion o

inhibicién del gen.
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10.0

1.0

Delta Rn

0.1

0.01
15 16 171819 20 21 222324 25 262728 2930 3132 3334 3536 37383940 41 42 4344 45 46474849 50

Numero de ciclo

Figura 36. Rango dindmico de amplificacion para el gen sigA de M. smegmatis. Se muestran las curvas
de amplificacion de las diluciones seriales del cDNA de 1:8 a 1:512. Delta Rn es el valor obtenido de la
intensidad de la fluorescencia de la sonda que reconoce al gen sigA (Marcada con el fluor6foro FAM) sobre
la intensidad de fluorescencia del control pasivo (Fluoréforo ROX) menos la linea basal. La linea verde
horizontal representa la interseccion del ciclo umbral (Ct) utilizado para analisis cuantitativos. Se muestra

como ejemplo el analisis del gen sigA.
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Figura 37. Curva de regresion lineal de la evaluacion de la eficiencia del gen sigA de M. smegmatis. Se
muestra el valor de Ct (ciclo umbral) con respecto a la dilucién del cDNA utilizado (Log [RNA]). La
pendiente (y) y el valor predictivo de confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacion cercana al
100% y una buena correlacion entre el Ct y la concentracion de cDNA (R? cercana a 1), respectivamente.

Se muestra como ejemplo el analisis del gen sigA.

El ensayo de expresion para los genes lipG, lipH, lipU y MSMEI_6226 se realizo
usando estas condiciones estandarizadas usando como control endogeno el gen sigA
mediante el método comparativo (24CT, Livak y Schmittgen, 2001) para calcular la
expresion relativa de dichos genes en las cepas M. smegmatis pMV261-LipG, pMV261-
LipH, pMV261-LipU, pMV261-MSMEI6226 comparandolas contra su control directo M.
smegmatis pMV261 y la cepa de M. smegmatis wild-type. Se obtuvo una sobreexpresion
del gen lipG de aproximadamente 200 veces en la transformante M. smegmatis pMV261-
LipG en comparacion con la expresion de este gen en las cepas control (Figura 38), una
sobreexpresion de aproximadamente 1000 veces del gen lipH en la transformante M.
smegmatis pMV261-LipH (Figura 39) con respecto a la expresion de este gen en las cepas
control, una sobreexpresion de aproximadamente 140 veces del gen lipU en la
transformante M. smegmatis pMV261-LipU con respecto a la expresion de este gen en las

cepas control (Figura 40) y una sobreexpresion de aproximadamente 220 veces del gen
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MSMEI_6226 en la transformante M. smegmatis pMV261-MSMEI_6226 con respecto a
la expresion de este gen en las cepas control (Figura 41).

A)

Delta Rn

1.0

0.1

0.01

15 16171819 20 21 222324 25 262728 2930 3132 3334 3536 37383940 41 42 4344 45 46474849 50

Numero de ciclo

B)

Expresion relativa lipG

(AAct sigA)

400+

300+

200+

100+

*kk

e —
Msm

pMV261

LipG

Figura 38. Sobreexpresion de LipG en M. smegmatis. A) Curva de amplificacion, B) expresion relativa

de LipG en M. smegmatis. Ensayo realizado utilizando duplicado biolégico y triplicado técnico. Datos
analizados usando el programa 7500 fast system SDS software VV1.4.0.25. **, P < 0.001, *** P < 0.0001.
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Figura 39. Sobreexpresion de LipH en M. smegmatis. A) Curva de amplificacion, B) expresion relativa

de LipH en M. smegmatis. Ensayo realizado utilizando duplicado biolégico y triplicado técnico. Datos

analizados usando el programa 7500 fast system SDS software V1.4.0.25. **, P < 0.001, *** P < 0.0001.
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Figura 40. Sobreexpresion de LipU en M. smegmatis. A) Curva de amplificacion, B) expresion relativa
de LipU en M. smegmatis. Ensayo realizado utilizando duplicado bioldgico y triplicado técnico. Datos
analizados usando el programa 7500 fast system SDS software VV1.4.0.25. ** P< 0.001, *** P< 0.0001.
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Figura 41. Sobreexpresion de MSMEI_6226 en M. smegmatis. A) Curva de amplificacion, B) expresion
relativa de MSMEI_6226 en M. smegmatis. Ensayo realizado utilizando duplicado bioldgico y triplicado
técnico. Datos analizados usando el programa 7500 fast system SDS software V1.4.0.25. **, P< 0.001, ***
P< 0.0001.
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7.3 Evaluacion de la sobreexpresion de las lipasas LipG, LipH, LipUy MSMEI 6226

en la condicion de resistencia a farmacos en M. smegmatis.

7.3.1 Evaluacion del efecto de la sobreexpresion de las lipasas LipG, LipH, LipUy
MSMEI_6226 en M. smegmatis en la condicion de resistencia a farmacos mediante el
ensayo REMA

La evaluacion del efecto de la sobreexpresion de las lipasas en la resistencia a
farmacos (INH, RIF y EMB) se llevo a cabo mediante el ensayo de microdilucion en placa
usando el compuesto resazurina. Se realizaron 3 réplicas bioldgicas, los resultados fueron
representados como medias en la tabla 8 (Figura 42). Se obtuvieron los siguientes
resultados: para el farmaco etambutol, no se identificé un cambio en la concentracién
minima inhibitoria (CMI) al sobreexpresar las 4 lipasas en M. smegmatis. Para el farmaco
isoniazida se observd un cambio en la CMI de 21.3 pg/mL a 16 pg/mL para las
transformantes sobreexpresando las lipasas LipG y LipH, y de 21.3 pg/mL a 13.3 pg/mL
para la transformante sobreexpresando la lipasa LipU, la transformante sobreexpresando
MSMEI_6226 no mostrdé un cambio en la CMI para este farmaco. Al analizar el farmaco
rifampicina se observd un cambio en la CMI de 1.2 pg/mL a 0.6 pg/mL para las
transformantes sobreexpresando las lipasas LipH y LipU, ademas las cepas
sobreexpresando LipG y MSMEI_6226 mostraron un cambio en la CMI de 0.3 y 1.8
pg/mL respectivamente en comparacion con el control pMV261 (CMI de 1.2 pg/mL)
(Tabla 8 y anexos 6, 7 y 8).
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Figura 42. Evaluacion de la sobrexpresion de lipasas en la resistencia a RIF, INH y EMB en M.
smegmatis. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de M. smegmatis sobreexpresando las lipasas
LipG, LipH, LipU y MSMEI_6226. EI medio de cultivo de las micobacterias contenia RIF, INH 0 EMB a
las concentraciones indicadas ademas de 20 pg/mL de kanamicina. Los ensayos fueron realizados por

duplicado. El cambio de color de azul a rosa indica crecimiento bacteriano. Imagen representativa de 3

réplicas biologicas.
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Tabla 8. Efecto de la sobreexpresion de las lipasas LipG, LipH, LipUy MSMEI_6226 en la condicién

de resistencia a farmacos en M. smegmatis.

Concentraciones minimas inhibitorias (ug/mL)

Transformantes
RIF INH EMB

(M. smegmatis)
pMV261 1.2+05 21.3+75 0.5
pMV261-LipG 0.3+0.3 16.0 0.5
pMV261-LipH 0.6 +0.2 16.0 0.5
pMV261-LipU 0.6 +0.2 13.3+3.7 0.5
pMV261-MSMEI_6226 1.8+0.9 21.3+75 0.5

Ensayo realizado mediante el método de microdilucién en placa usando el compuesto resazurina usando
medio 7H9 suplementado con ADC y conteniendo el fArmaco a evaluar en las concentraciones indicadas
(EMB 8.0 a 0.005 pg/mL, INH 256.0 a 0.025 pg/mL y RIF 50.0 a 0.005 pg/mL), ademas de 20 pg/mL de
kanamicina. RIF, rifampicina, INH, isoniazida, EMB, etambutol. Ensayo realizado por triplicado biol6gico

y duplicado técnico, se muestran las medias de los tres ensayos con desviaciones estandar.

7.3.2 Evaluacién del efecto de la sobreexpresion de las lipasas LipG, LipH, LipUy
MSMEI_6226 en M. smegmatis en la condicion de resistencia a farmacos mediante
cinéticas de crecimiento

Para comprobar los resultados observados en el REMA, se realizaron cinéticas de
crecimiento para los farmacos INH y RIF midiendo turbidez por MacFarland y densidad
oOptica (D.O.). Primeramente, para observar si la sobreexpresion de las lipasas LipG, LipH,
LipUy MSMEI_6226 no modificaba el crecimiento de las bacterias se realizaron cinéticas
de crecimiento utilizando medio liquido y afadiendo solo el farmaco de seleccion
(kanamicina 20pg/mL) utilizandose como control de crecimiento, este ensayo se realiz6
por duplicado bioldgico, observandose que algunas lipasas presentaban un cambio en su

crecimiento (Figura 43 y anexo 9).
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Figura 43. Crecimiento de M. smegmatis transformada, en medio conteniendo kanamicina como
farmaco de seleccion. Medio 7H9 suplementado con ADC y conteniendo kanamicina a 20 pg/mL. Ensayo
realizado por duplicado y utilizando triplicado técnico en cada ensayo. Se muestra desviacion estandar del

triplicado o duplicado técnico de un ensayo, en McF y D.O. respectivamente. *, P < 0.05, **, P < 0.01
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Posteriormente, se realizaron cinéticas de crecimiento en medio liquido
conteniendo el farmaco de seleccion (kanamicina a 20 pg/mL) mas los farmacos de
primera linea RIF e INH, a las concentraciones de 0.8, 1.6 y 3.12 ug/mL para el farmaco

RIFy 8.0, 16.0 y 32.0 pg/mL para el farmaco INH para cada una de las transformantes.

7.4.2.1 Evaluacion del efecto de la sobreexpresion de la lipasa LipG en la condicién
de resistencia a farmacos en M. smegmatis mediante cinéticas de crecimiento

En la transformante sobreexpresando LipG se observo un menor crecimiento
utilizando los farmacos RIF e INH a las concentraciones de 0.8 pg/mL y de 8.0 ug/mL,
respectivamente. Este efecto fue observado tanto en la medicion de densidad dptica, como
en la turbidez por unidades de McFarland (Figuras 44 y 45), en las concentraciones de 1.6
y 3.12 pg/mL de RIF, asi como 16.0 y 32.0 ug/mL de INH no se observaron cambios
(Anexos 10y 12). De igual manera se analizé si la sobreexpresion de LipG modificaba la
sensibilidad al farmaco estreptomicina, encontrandose que la sobreexpresion de esta lipasa
no modifica el crecimiento de la transformante en presencia de STR a las concentraciones
de 0.5, 0.25y 0.12 pug/mL (Anexo 11).
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Figura 44. Crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando LipG en medio liquido conteniendo el
farmaco RIF. El ensayo se realizé en medio 7H9 suplementado con ADC y con 20 pg/mL de kanamicina
maés la concentracion indicada de RIF a 0.8 pg/mL. Imagen superior izquierda indica el crecimiento sin
farmacos. Ensayo realizado por triplicado y duplicado técnico, en McF y D.O. respectivamente, mostrando

desviacion estandar. *, P< 0.05, **, P < 0.01.
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Figura 45. Crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando LipG en medio liquido conteniendo el
farmaco INH. El ensayo se realizé en medio 7H9 suplementado con ADC y con 20 pg/mL de kanamicina
maés la concentracién indicada de INH a 8.0 pg/mL. Imagen superior izquierda indica el crecimiento sin

farmacos Ensayo realizado por triplicado y duplicado técnico, en McF y D.O. respectivamente, mostrando

desviacion estandar. *, P < 0.05, **, P < 0.01.

7.4.2.2 Evaluacion del efecto de la sobreexpresion de la lipasa LipH en la condicion
de resistencia a farmacos en M. smegmatis mediante cinéticas de crecimiento

Al sobreexpresar la lipasa LipH en M. smegmatis y evaluar su efecto en la
resistencia a farmacos, se observo una mayor sensibilidad a las concentraciones de 0.8

pug/mL de RIF y de 8.0 ug/mL de INH al medir el crecimiento por densidad optica. Sin
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embargo, este efecto no se observé al medir turbidez mediante unidades de McFarland
(Figura 46 y figura 47). Este mismo fendmeno se observé en las concentraciones de 1.6
pg/mL de RIF y 16.0 pg/mL de INH (Anexos 13 y 14). En las concentraciones 3.12 ug/mL
de RIF, asi 32.0 pg/mL de INH no se observo un cambio (Anexos 13y 14). Al realizar
cinéticas de crecimiento de la transformante sobreexpresando LipH utilizando el farmaco
estreptomicina, se observd una mayor sensibilidad a este farmaco en las concentraciones
de 0.12 pg/mL y 0.25 pg/mL mientras que al utilizar la concentracion de 0.5 ug/mL no se

observo modificacion en el crecimiento (Figura 48).
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Figura 46. Crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando LipH en medio liquido conteniendo el
farmaco RIF. El ensayo se realizé en medio 7H9 suplementado con ADC y con 20 pg/mL de kanamicina
maés la concentracion indicada de RIF a 0.8 pg/mL. Imagen superior izquierda indica el crecimiento sin

farmacos. Ensayo realizado por triplicado y duplicado técnico, en McF y D.O. respectivamente, mostrando

desviacién estandar. *, P < 0.05, **, P < 0.01.
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Figura 47. Crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando LipH en medio liquido conteniendo el
farmaco INH. El ensayo se realiz6 en medio 7H9 suplementado con ADC y con 20 pg/mL de kanamicina
maés la concentracion indicada de RIF a 8.0 pg/mL. Imagen superior izquierda indica el crecimiento sin

farmacos. Ensayo realizado por triplicado y duplicado técnico, en McF y D.O. respectivamente, mostrando

desviacion estandar. *, P < 0.05, **, P < 0.01.
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Figura 48. Crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando LipH en medio 7H9 conteniendo el farmaco
STR. El ensayo se realiz6 en medio 7H9 suplementado con ADC y con 20 pg/mL de kanamicina mas las
concentraciones indicadas de STR. Imagen superior izquierda indica el crecimiento sin fArmacos. Ensayo

realizado por duplicado mostrando desviacion estandar. *, P < 0.05, **, P < 0.01.

7.4.2.3 Evaluacién del efecto de la sobreexpresion de la lipasa LipU en la condicion
de resistencia a farmacos en M. smegmatis mediante cinéticas de crecimiento

Se realizaron cinéticas de crecimiento para medir la sensibilidad a los farmacos
RIF e INH en M. smegmatis sobreexpresando la lipasa LipU y se observé un menor
crecimiento de ésta al utilizar la concentracion de 8.0 pg/mL de INH, observandose una
mayor sensibilidad que la cepa control, esto con una diferencia significativa; sin embargo,
en la cinética de crecimiento utilizando unidades de McFarland para medir la turbidez no
se observo este cambio (Figura 49). Interesantemente, en la concentracion de 16.0 pg/mL
de INH se observo una mayor resistencia de la transformante sobreexpresando LipU en el

ensayo realizado por turbidez usando unidades de McFarland, no obstante, al realizarse la
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cinética midiendo densidad dptica no se observé un cambio. Para el farmaco RIF a las

concentraciones de 0.8 y 1.6 pg/mL, se observo este mismo comportamiento (Anexo 15)

En la concentracion de 3.12 pg/mL asi como a la concentracion de 32.0 ug/mL de INH no

se observo un cambio en el crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando LipU (Anexo

15y 16).
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Figura 49. Crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando LipU en medio 7H9 conteniendo el farmaco

INH. Realizado en medio 7H9 suplementado con ADC y con 20 pg/mL de kanamicina mas las

concentraciones indicadas de INH. Imagen superior izquierda indica el crecimiento sin farmacos. Ensayo

realizado duplicado y triplicado técnico, en McF y D.O. respectivamente, mostrando desviacion estandar.

*, P <0.05, ** P <0.01.
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7.4.2.4 Evaluacion del efecto de la sobreexpresion de la lipasa MSMEI 6226 en la
condicién de resistencia a farmacos en M. smegmatis mediante cinéticas de
crecimiento

Al sobreexpresar MSMEI_6226 en M. smegmatis, se observd un mayor
crecimiento en las cinéticas utilizando una concentracion de 1.6 pg/mL y 3.12 de pg/mL
RIF, mostrando una diferencia significativa indicando una mayor resistencia a dicho
farmaco (Figura 50 y figura 51). Cuando la transformante sobreexpresando MSMEI_6226
se crecio con el farmaco INH se observd también un incremento en la resistencia a este
farmaco para la concentracion de 16.0 pg/mL en el ensayo de turbidez mediante
McFarland. Sin embargo, en el ensayo por densidad dptica no se observd un cambio
(Figura 45). En la concentracion de 0.8 pg/mL de RIF se observé una mayor sensibilidad,
cambios que van desde 0.04 hasta 0.2 de D.O. aproximadamente. Para el farmaco INH a
las concentraciones de 8.0 y 32.0 ug/mL no se observaron cambios en el crecimiento

bacteriano (Anexo 17 y 18).
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Figura 50. Crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando MSMEI_6226 en medio 7H9 conteniendo

el farmaco RIF. El ensayo se realizé en medio 7H9 suplementado con ADC y con 20 pug/mL de kanamicina

maés las concentraciones indicadas de RIF. Imagen superior izquierda indica el crecimiento sin farmacos.

Ensayo realizado duplicado y triplicado técnico, en McF y D.O. respectivamente, mostrando desviacién

estandar. *, P < 0.05, **, P < 0.01.
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Figura 51. Crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando MSMEI_6226 en medio 7H9 conteniendo

el farmaco INH. El ensayo se realizé en medio 7H9 suplementado con ADC y con 20 pg/mL de kanamicina

maés la concentracién de 16 ug/mL de INH. Imagen superior izquierda indica el crecimiento sin farmacos.

Ensayo realizado duplicado y triplicado técnico, en McF y D.O. respectivamente, mostrando desviacion

estandar. *, P < 0.05, **, P < 0.01.
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7.4.2.5 Evaluacion del efecto de la sobreexpresion de la lipasa LipH en la condicion
de resistencia a farmacos en M. smegmatis mediante unidades formadoras de
colonias

Debido a los resultados variables obtenidos en las cinéticas de crecimiento de M.
smegmatis sobreexpresando LipH utilizando ambos métodos de medicion (D.O. y
McFarland) decidimos evaluar su crecimiento mediante el conteo de unidades formadoras
de colonias por mililitro (UFC/mL) utilizando las concentraciones de 0.8 ug/mL de RIF y
8 ug/mL de INH en donde se observo una mayor sensibilidad al sobreexpresarse esta
lipasa mediante la técnica de densidad Optica. Para el conteo de unidades formadoras de
colonias, la transformante se crecid hasta su fase exponencial (22.5 h) en medio liquido
conteniendo los farmacos a las concentraciones indicadas y posteriormente se sembro en
medio sélido (7H10 suplementado con OADC y conteniendo el farmaco de seleccion) Se
identifico que el crecimiento de la cepa en el medio control (medio en ausencia de
farmacos) como en el medio conteniendo el farmaco INH no se observo un cambio
significativo en el nimero de unidades formadoras de colonias (Figura 52). Sin embargo,
se observo una disminucion en la cantidad de unidades formadoras de colonias obtenidas
de la transformante sobreexpresando LipH en el cultivo en presencia de RIF, mostrandose
una mayor sensibilidad a este farmaco (Figura 53).
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Figura 52. Unidades formadoras de colonia de M. smegmatis sobreexpresando LipH en cultivos
conteniendo el farmaco INH. Ctrl, control de crecimiento medio 7H9 suplementado con ADC y
conteniendo 20 pg/mL de kanamicina; INH 8, Medio 7H9 suplementado con ADC y conteniendo 20 pg/mL
de kanamicina mas 8 pg/mL de isoniazida. Unidades formadoras de colonia detectadas en medio sélido
7H10 suplementado con OADC 10%. Se muestra la desviacion estandar del triplicado del ensayo en donde

no se observaron diferencias significativas.
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Figura 53. Unidades formadoras de colonia de M. smegmatis sobreexpresando LipH en cultivos
conteniendo el farmaco RIF. Ctrl, control de crecimiento medio 7H9 suplementado con ADC vy
conteniendo 20 pg/mL de kanamicina; INH 8, Medio 7H9 suplementado con ADC y conteniendo 20 pg/mL
de kanamicina mas 0.8 pg/mL de rifampicina. Unidades formadoras de colonia detectadas en medio s6lido
7H10 suplementado con OADC 10%. Se muestra la desviacion estandar del triplicado del ensayo. **, P
<0.01.
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7.4 Evaluacion de la morfologia colonial de M. smegmatis sobreexpresando las lipasas
LipG, LipH, LipUy MSMEI_6226.

Previamente se ha reportado que cambios en la expresion de las lipasas LipX, LipG
y Rv038c provocan un cambio en la morfologia colonial en micobacterias (Dhouib et al.,
2010, Singh et al., 2016, Santucci et al, 2018). Por lo anterior, se evalud si las
transformantes sobreexpresando las lipasas LipG, LipH, LipUy MSMEI_6226 utilizadas
en este estudio presentaban un cambio en la morfologia colonial (Figuras 54 y 56). Para
tal finalidad, se evalud el tamafio de la colonia y ancho de borde de las bacterias crecidas
en medio solido (Figuras 55 y 57). Se identifico un cambi6 en el ancho de borde de las
colonias de la transformante sobreexpresando LipH mientras que, para esta misma, no se
observo diferencia en el tamario de las colonias (Figura 57). No se observaron cambios en
la morfologia colonial en M. smegmatis sobreexpresando las lipasas LipG, LipU y
MSMEI_6226, (Figuras 55y 57).

pMV261 LipG
- 4X
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~ s

Figura 54. Morfologia colonial de M. smegmatis sobreexpresando LipG. Colonias observadas al dia 3,
crecidas en medio solido 7H9 suplementado con 10% de OADC. Fotografias tomadas con el microscopio

EVOS cell imaging systems, objetivo de 4X y 10X.
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Figura 55. Andlisis cuantitativo de la morfologia colonial de M. smegmatis sobreexpresando LipG.

Anadlisis realizado mediante ImageJ tomando 10 colonias para evaluar tamafio y 3 colonias para ancho
colonial. ***, P < 0.01.
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Figura 56. Morfologia colonial de las transformantes de M. smegmatis sobreexpresando LipH, LipU

y MSMEI_6226. Colonias observadas al dia 3, crecidas en medio solido 7H9 suplementado con 10% de

OADC. Fotografias tomadas con el microscopio EVOS cell imaging systems, objetivo de 4X y 10X.
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Figura 57. Andlisis cuantitativo de la morfologia colonial de M. smegmatis sobreexpresando LipH,

LipU y MSMEI_6226. Analisis realizado mediante ImageJ tomando 10 colonias para evaluar tamafio y 3

colonias para ancho colonial. ***, P < 0.01.
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8. DISCUSION

La pared celular de la micobacteria juega un papel clave en la resistencia intrinseca
a antibidticos, asi como, en la virulencia (Maitra et al., 2019). Se conoce que las lipasas
estdn involucradas en la formacién de la pared micobacteriana dado que son
biocatalizadores esenciales para la hidrolisis de esteres, han sido estudiadas por su
inmunogenicidad, asi como por su papel en la virulencia y supervivencia de la bacteria,
considerandose importantes en todo su ciclo de vida, debido a lo cual se consideran claves
para el desarrollo de nuevos farmacos pudiendo utilizarse blancos terapéuticos y
biomarcadores (Dedieu et al., 2013). Debido a lo anterior, en el presente trabajo se decidio
estudiar la participacion de las lipasas en la farmacorresistencia.

Dentro de las construcciones realizadas observamos que la lipasa MSMEI_6226
mostraba una mutacién dentro de la region codificante en la posicion 738, presentando
cambio de guanina a adenina, este error podria deberse mas que a una mutacién de dicho
gen proveniente de la cepa M. smegmatis mc?155 a un error de la Tag DNA polimerasa,
ya que se sabe que esta enzima presenta una tasa de error de 1x10® esto es 1 mutacion
cada 1,000,000 de pares de bases incorporadas (Mclnerney et al., 2014). Sin embargo,
considerando que este cambio corresponde a una mutacién silente donde no se sustituye

el aminodcido codificante, se decidié continuar trabajando con esta construccion.

La expresion heterdloga de genes en M. smegmatis ha sido utilizada para evaluar
la posible funcién de estos en M. tuberculosis, ademas esta bacteria se ha utilizado para la
evaluacion de potenciales farmacos contra tuberculosis (Chaturvedi et al., 2007; Lelovic
et al., 2020; Reyrat y Kahn, 2001). En el presente proyecto se utiliz6 M. smegmatis y el
vector pMV261, el cual presenta un promotor constitutivo para micobacterias, lo anterior
para sobreexpresar las lipasas y evaluar un posible efecto en farmacorresistencia. En los
resultados correspondientes a la sobreexpresion, se obtuvieron niveles de que van desde
las 140 hasta las 1,000 veces mas para las lipasas evaluadas (LipG, LipH, LipU y
MSMEI6226) (Stover et al., 1991; C. Wang et al., 2012).

Para evaluar la resistencia o sensibilidad a farmacos en este estudio se utilizé la

técnica de microdilucion en placa usando el compuesto resarzurina, esta técnica ha sido
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utilizada para la evaluacion de farmacos en Mycobacterium por diversos autores (Agrawal
et al., 2015; Andrews, 2001), siendo esta una técnica rapida y econémica para la
evaluacion de resistencias a los farmacos, asi como una prueba ampliamente utilizada para
el desarrollo de nuevos antimicobacterianos (Agrawal et al., 2015; Horne et al., 2013;
Martin et al., 2003; Rakhmawatie et al., 2019). A pesar de esto, en este estudio
observamos variabilidad en los ensayos. Se ha reportado que otras técnicas colorimétricas
como lo es el ensayo de microdilucion en placa usando el compuesto alamar azul (MABA
por sus siglas en inglés) presentan una variabilidad entre ensayos mostrando cambios de
entre una y dos diluciones (Leonard et al., 2008), por lo que se recomiendan este tipo de
técnicas para la determinacion de cepas susceptibles o resistentes mas que para la
determinacion de una CMI especifica (Leonard et al., 2008). Para fines de este estudio,
dicho ensayo nos proporcion6 informacion sobre la resistencia o susceptibilidad de las
transformantes evaluadas, las cuales posteriormente fueron confirmadas con las cinéticas

de crecimiento a concentraciones especificas.

Se realizaron cinéticas de crecimiento analizando turbidez por densidad éptica y
por McFarland, en el cual se observo diferencias en el crecimiento de las lipasas en los
controles (crecimiento solamente con farmaco de seleccion). Sin embargo, al realizar
analisis posteriores identificamos que en la mayoria de los casos estos cambios en el
crecimiento de las lipasas no afectaban al ensayo de determinacion de sensibilidad o
resistencia a los farmacos. identificAndose una mayor sensibilidad a los farmacos RIF e
INH al sobreexpresar la lipasa LipG en M. smegmatis, este cambio se observé por ambas
metodologias. Estos resultados complementan lo observado por Santucci et. al., 2018 los
cuales identificaron un aumento en la resistencia a estos farmacos relacionada con la
inhibicion de dicha lipasa, por lo que nuestros resultados confirman la participacion de
LipG en la resistencia a farmacos. De igual manera, en este trabajo se identificd que la
sobreexpresion de la lipasa LipH aumenta la sensibilidad a los farmacos RIF y STR.
Actualmente se desconoce la funcion biolédgica de esta proteina; sin embargo, LipH ha
sido caracterizada en M. tuberculosis donde se ha evidenciado que hidroliza sustratos de
cadenas cortas y se ha propuesto que participa en la detoxificacion celular (Canaan et al.,
2004), por lo que este seria el primer reporte de dicha lipasa relacionado en la

farmacorresistencia de micobacterias. Consistentemente con lo observado, otras lipasas
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de la familia Lip como LipX han sido asociadas a la resistencia a farmacos, ya que al
sobreexpresarse en M. smegmatis confiere resistencia a los farmacos RIF, INH y ETB
(Singh et al., 2016). Otra lipasa relacionada con la farmacorresistencia, estudiada por
nuestro grupo de investigacion, ha sido LipF, la cual increment6 la sensibilidad a los
farmacos RIF y STR cuando se sobreexpresd en M. smegmatis (Arriaga-Guerrero et al.,
2020).

En este estudio, ademas fueron evaluadas las lipasas LipU y MSMEI 6226 en la
farmacorresistencia de M. smegmatis, para los cuales identificamos variabilidad en los
resultados de cinéticas de crecimiento utilizando dos diferentes técnicas (McFarland y
Densidad dptica). Se identificé una mayor sensibilidad al farmaco INH en la cinética
evaluada por densidad 6ptica cuando se sobreexpreso la lipasa LipU; sin embargo, en la
cinética de crecimiento evaluada mediante unidades de McFarland no fue posible observar
dicho cambio. De igual manera con la sobreexpresion de MSMEI_6226 observamos un
aumento en la resistencia al farmaco RIF; no obstante, este fendmeno no se replica entre
las técnicas utilizadas. En resultados obtenidos con M. tuberculosis, estas técnicas se han
encontrado altamente correlacionadas (Penuelas-Urquides, Villarreal-Trevino, et al.,
2013) pero en nuestro estudio no identificamos resultados consistentes para las lipasas
LipU y MSMEI_6226. A pesar de que ambas técnicas (D.O. y McF) se basan en la
medicion de turbidez, presentan fundamentos diferentes. En el caso de la medicion de
unidades de McF usando un nefelometro, esta medicion se basa en la cuantificacion de la
densidad de luz dispersada en un angulo de 90 grados; este disefio disminuye la precision
del nefelémetro a medida que aumenta la turbidez de la muestra (Acebo-Gonzalez y
Hernandez-Garcia, 2012) Respecto a la medicion de D.O., ésta se realiza usando un
turbidimetro el cual mide la absorbancia de la muestra en estudio, la luz pasa a través de
la muestra en un angulo de 180 grados y la luz absorbida es directamente proporcional a
la cantidad de bacterias en suspension; sin embargo, esta técnica no puede diferenciar
entre bacterias viables 0 no viables (Acebo-Gonzalez y Hernandez-Garcia, 2012). Por lo
tanto, dichas diferencias podrian ser un factor para considerar en las variabilidades
observadas. Debido a lo anterior, para poder correlacionar a las lipasas LipU y

MSMEI_6226 con la farmacorresistencia de Mycobacterium son necesarios mas estudios,
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como por ejemplo determinacion de unidades formadoras de colonias en presencia de los

farmacos.

En algunos casos, cambios en la expresion de lipasas se han asociado con cambios
en la morfologia colonial y asi como en la composicion de la pared celular. Un ejemplo
es la lipasa Rv0183, la cual al expresarse en M. smegmatis ocasiona una modificacion en
la morfologia colonial, observandose colonias brillosas de bordes regulares y redondas,
una morfologia atipica a la esperada para una colonia de micobacterias, las cuales
regularmente son colonias secas, con bordes irregulares, opaca con la aparicion de una
formacion tipo cord factor (Dhouib et al., 2010). Por otro lado, se ha reportado que al
inhibir LipG se observa un cambio menos evidente en la composicion colonial, dejando
pasar mas la luz a través de la colonia (Santucci et al., 2018). En este es estudio se observé
un cambio relacionado a la morfologia colonial cuando sobreexpresamos LipH en M.
smegmatis, en donde se identificaron colonias con un borde mas pequefio comparado con
el control pMV261. Dicho efecto en la modificacion de la estructura colonial se puede
deber a modificaciones en la pared celular. Se sabe que la pared celular es un mecanismo
de resistencia intrinseca, que permite a la micobacteria resistir a agentes externos, como
es el caso de los antibidticos B-lactdmicos en los cuales impide su paso al interior de la
célula provocando una resistencia hasta 100 veces mayor que otras bacterias (Nguyen,
2016). Se ha identificado que las micobacterias pueden modificar la composicién de su
pared celular cuando estas se encuentran expuestas al farmaco, como es el caso del estudio
de Sebastian et al. (2019) (Sebastian et al., 2019), en donde identificaron que
micobacterias persistentes a RIF presentaban una modificacion en la composicién de su
pared celular, la cual presentaba un engrosamiento causado por un aumento de
carbohidratos en la membrana externa. Al sobreexpresar o inhibir lipasas, se ha observado
que se ocasiona una modificacion en la composicion de la pared celular a nivel de la
micomembrana; este cambio es ocasionado principalmente por un aumento de los
glucopeptidolipidos y trehalosas dimicolatos (Santucci et al., 2018; Singh et al., 2016).
Por lo anterior, podemos sugerir que las lipasas LipG y LipH podrian estar modificando
esta composicion de la pared, ocasionando de esta manera el aumento en la sensibilidad a

los farmacos RIF, INH y STR; sin embargo, son necesarios mas estudios como
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cromatografia liquida de alta eficacia, cromatografia en capa fina e incluso microscopia

electrénica para comprobar dicho fenémeno.

Este estudio se realizo en una cepa modelo de M. tuberculosis, por lo que seria
importante evaluar si la expresion de estas lipasas también modifica la farmacorresistencia
en M. tuberculosis. No obstante, los resultados presentados en este estudio representan
uno de los primeros reportes de las lipasas en farmacorresistencia, siendo el primer reporte

de LipH involucrado en este fenomeno.

100



8. CONCLUSIONES

Se realizaron las transformantes para la inhibicion de LipH usando CRISPRi.

La sobreexpresion de LipG aumento la sensibilidad a los farmacos RIF e INH en

M. smegmatis.

La sobreexpresion de LipH en M. smegmatis aumento la sensibilidad a los
farmacos RIF, INHy STR

La sobreexpresion de LipH en M. smegmatis modifico la morfologia colonial

La sobreexpresion de MSMEI_6226 en M. smegmatis aumento la resistencia al
farmaco RIF.
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9. PERSPECTIVAS

Evaluar las modificaciones en la pared celular de las micobacterias al

sobreexpresar o inhibir a las lipasas LipG y LipH.

Evaluar la inhibicion de las lipasas LipH, LipU, MSMEI_6226 en M. smegmatis

y su efecto en la resistencia a farmacos.
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12. ANEXOS

Anexo 1
MSMEI 6226

- T7_Reverse - —

GATGGGCGTCGGACAGGACGTCGGGCC

gatgggcgec caggacgtcgggce e .
@ ¥ 6 v E Q. b v &6 Posicion 738 Cambio G/A

GATGGGCGTCGGACAGGACGTCGGGCC

GGG > Gly
GGA > Gly

Anexo 1. Mutacion silente en la regién codificante del gen MSMEI_6226 en M. smegmatis. Linea
dorada representa la secuencia de referencia, en celeste se muestra la secuencia alineada con la referencia,
lineas azules dentro de la region dorada representan mutaciones, en gris se muestra la regién que comprende
a la secuencia codificante de MSMEI_6226. Datos analizados en el programa CLC sequence viewer 7. Se
presenta el cambio de base en la posicion 738 (G/A) el cual representa una mutacién silente, pues es la

tercera posicion del codén que codifica para el mismo aminoacido Glicina (Gly).
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Anexo 2

A) B) 38

375

100

s y=-33091x+28.508 37
R =0.996
36.5

36

Delta Rn

01 35

345

34

0.01

b
w
n

15 16 171819 20 21 222324 25 262728 2930 3132 3334 3536 37383940 41 42 4344 45 4647 4849 50

Nimero de ciclo -3 2.5 -2 -1.5

Anexo 2. Estandarizacion del ensayo la amplificacion del gen lipG. A) Rango dindmico de amplificacion
para el gen lipG de M. smegmatis. Se muestran las curvas de amplificacién de las diluciones seriales del
cDNA de 1:8 a 1:512. Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de la fluorescencia de la sonda que
reconoce al gen lipG (Marcada con el flouréforo FAM) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (Flouroféro ROX) menos la linea basal. La linea horizontal representa la interseccion del ciclo
umbral (Ct) utilizado para andlisis cuantitativos. B) Curva de regresion lineal de la evaluacion de la
eficiencia del gen lipG de M. smegmatis. Se muestra el valor de Ct (ciclo umbral) con respecto a la dilucion
del cDNA utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de confianza (R?) indican una
eficiencia de amplificacién cercana al 100% y una buena correlacion entre el Cty la concentracion de cDNA
(R? cercana a 1), respectivamente.
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Anexo 3
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Anexo 3. Estandarizacién del ensayo para la amplificacién del gen lipH. A) Rango dindmico de
amplificacion para el gen lipH de M. smegmatis. Se muestran las curvas de amplificacién de las diluciones
seriales del cDNA de 1:8 a 1:512. Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de la fluorescencia de la
sonda que reconoce al gen lipH (Marcada con el flour6foro FAM) sobre la intensidad de fluorescencia del
control pasivo (Flouroféro ROX) menos la linea basal. La linea horizontal representa la interseccion del
ciclo umbral (Ct) utilizado para andlisis cuantitativos. B) Curva de regresion lineal de la evaluacion de la
eficiencia del gen lipH de M. smegmatis. Se muestra el valor de Ct (ciclo umbral) con respecto a la dilucion
del cDNA utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de confianza (R?) indican una
eficiencia de amplificacién cercana al 100% y una buena correlacion entre el Cty la concentracion de cDNA

(R? cercana a 1), respectivamente.
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Anexo 4
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Anexo 4. Estandarizacién del ensayo para la amplificacion del gen lipuU. A) Rango dindmico de
amplificacion para el gen lipU de M. smegmatis. Se muestran las curvas de amplificacion de las diluciones
seriales del cDNA de 1:8 a 1:512. Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de la fluorescencia de la
sonda que reconoce al gen lipU (Marcada con el flour6foro FAM) sobre la intensidad de fluorescencia del
control pasivo (Flouroforo ROX) menos la linea basal. La linea horizontal representa la interseccion del
ciclo umbral (Ct) utilizado para analisis cuantitativos. B) Curva de regresion lineal de la evaluacion de la
eficiencia del gen lipU de M. smegmatis. Se muestra el valor de Ct (ciclo umbral) con respecto a la dilucion
del cDNA utilizado (Log [RNAY]). La pendiente (y) y el valor predictivo de confianza (R?) indican una
eficiencia de amplificacién cercana al 100% y una buena correlacion entre el Ct y la concentracion de cDNA

(R? cercana a 1), respectivamente.
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Anexo 5
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Anexo 5. Estandarizacion del ensayo para la amplificacién del gen MSMEI_6226. A) Rango dinamico
de amplificacion para el gen MSMEI_6226 de M. smegmatis. Se muestran las curvas de amplificacion de
las diluciones seriales del cDNA de 1:8 a 1:512. Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de la
fluorescencia de la sonda que reconoce al gen MSMEI_6226 (Marcada con el flour6foro FAM) sobre la
intensidad de fluorescencia del control pasivo (Flouroféro ROX) menos la linea basal. La linea horizontal
representa la interseccién del ciclo umbral (Ct) utilizado para andlisis cuantitativos. B) Curva de regresion
lineal de la evaluacidn de la eficiencia del gen MSMEI_6226 de M. smegmatis. Se muestra el valor de Ct
(ciclo umbral) con respecto a la dilucién del cDNA utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor
predictivo de confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacion cercana al 100% y una buena

correlacion entre el Cty la concentracion de cDNA (R? cercana a 1), respectivamente.
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Anexo 6
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Anexo 6. Evaluacidon de la sobreexpresion de lipasas LipG, LipH, LipU y MSMEI_6226 en la
resistencia a etambutol en M. smegmatis. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de M. smegmatis
sobreexpresando las lipasas LipG, LipH, LipU y MSMEI_6226. El medio de cultivo de las micobacterias
contenia etambutol a las concentraciones indicadas ademas de 20 pg/mL de kanamicina. Los ensayos fueron

realizados por duplicado. El cambio de color de azul a rosa indica crecimiento bacteriano.
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Anexo 7

Isoniazida (pg/mL)
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Anexo 7. Evaluacion de la sobrexpresion de lipasas LipG, LipH, LipU y MSMEI_6226 en la
resistencia a isoniazida en M. smegmatis. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de M. smegmatis
sobreexpresando las lipasas LipG, LipH, LipU y MSMEI_6226. El medio de cultivo de las micobacterias

conteniendo isoniazida a las concentraciones indicadas ademés de 20 pg/mL de kanamicina. Los ensayos

fueron realizados por duplicado o triplicado. El cambio de color de azul a rosa indica crecimiento bacteriano.

Se muestran triplicados bioldgicos.
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Anexo 8
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Anexo 8. Evaluacion de la sobrexpresion de lipasas LipG, LipH, LipU y MSMEI_6226 en la

resistencia a rifampicina en M. smegmatis. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de M. smegmatis

sobreexpresando las lipasas LipG, LipH, LipU y MSMEI_6226. El medio de cultivo de las micobacterias

conteniendo rifampicina a las concentraciones indicadas ademas de 20 pg/mL de kanamicina. Los ensayos

fueron realizados por duplicado o triplicado. El cambio de color de azul a rosa indica crecimiento bacteriano.

Se muestran triplicados bioldgicos.
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Anexo 9
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Anexo 9. Cinética de crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando lipasas en medio conteniendo
kanamicina como farmaco de seleccion. Medio 7H9 conteniendo kanamicina a 20 pg/mL. Ensayo
realizado por duplicado y triplicado técnico, mostrando desviacion estandar. Ensayo realizado por D.O. y
McF. *, P < 0.05, **, P < 0.01.
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Anexo 10
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Anexo 10. Crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando LipG en medio liquido conteniendo el

farmaco RIF. El ensayo fue realizado en medio 7H9 suplementado con ADC y con 20 pg/mL de

kanamicina mas las concentraciones indicadas de RIF. Imagen superior izquierda indica el crecimiento sin

farmacos. Ensayo realizado por triplicado y duplicado técnico, en McF y D.O. respectivamente, mostrando

desviacion estandar. *, P < 0.05, **, P < 0.01.
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Anexo 11
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Anexo 11. Crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando LipG en medio liquido conteniendo el
farmaco STR. El ensayo fue realizado en medio 7H9 suplementado con ADC y conteniendo 20 pug/mL de

kanamicina. Ensayo realizado por duplicado mostrando desviacion estandar. *, P < 0.05, **, P < 0.01.
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Anexo 12
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Anexo 12. Crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando LipG en medio liquido conteniendo el

farmaco INH. El ensayo fue realizado en medio 7H9 suplementado con ADC y con 20 pg/mL de

kanamicina mas las concentraciones indicadas de INH. Imagen superior izquierda indica el crecimiento sin

farmacos. Ensayo realizado por triplicado y duplicado técnico mostrando desviacién estandar. *, P < 0.05,

** P <0.01.
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Anexo 13
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Anexo 13. Crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando LipH en medio liquido conteniendo el

farmaco RIF. El ensayo fue realizado en medio 7H9 suplementado con ADC y con 20 pg/mL de

kanamicina mas las concentraciones indicadas de RIF. Imagen superior izquierda indica el crecimiento sin

farmacos. Ensayo realizado por triplicado y duplicado técnico mostrando desviacion estandar. *, P < 0.05,

** P <0.01.
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Anexo 14
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Anexo 14. Crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando LipH en medio liquido conteniendo el
farmaco INH. El ensayo fue realizado en medio 7H9 suplementado con ADC y con 20 pg/mL de
kanamicina mas las concentraciones indicadas de INH. Imagen superior izquierda indica el crecimiento sin

farmacos. Ensayo realizado por triplicado y duplicado técnico mostrando desviacion estandar. *, P < 0.05,

** P <0.01.
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Anexo 15
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Anexo 15. Crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando LipU en medio liquido conteniendo el
farmaco RIF. El ensayo fue realizado en medio 7H9 suplementado con ADC y con 20 pg/mL de
kanamicina mas las concentraciones indicadas de RIF. Imagen superior izquierda indica el crecimiento sin
farmacos. Ensayo realizado por triplicado y duplicado técnico mostrando desviacion estandar. * P < 0.05,

** P <0.01.
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Anexo 16
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Anexo 16. Crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando LipU en medio liquido conteniendo el
farmaco INH. El ensayo fue realizado en medio 7H9 suplementado con ADC y con 20 pg/mL de
kanamicina mas la concentracion de 32 pg/mL de INH. Imagen superior izquierda indica el crecimiento sin
farmacos. Ensayo realizado por triplicado y duplicado técnico mostrando desviacion estandar. * P < 0.05,

** P <0.01.
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Anexo 17
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Anexo 17. Crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando MSMEI_6226 en medio liquido
conteniendo el farmaco RIF. El ensayo fue realizado en medio 7H9 suplementado con ADC y con 20
Mg/MI de kanamicina mas la concentracion de 8 pg/mL de RIF. Imagen superior izquierda indica el
crecimiento sin farmacos. Ensayo realizado por triplicado y duplicado técnico mostrando desviacion

estandar. *, P < 0.05, **, P < 0.01.
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Anexo 18
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Anexo 18. Crecimiento de M. smegmatis sobreexpresando MSMEI 6226 en medio liquido

conteniendo el fArmaco INH. El ensayo fue realizado en medio 7H9 suplementado con ADC y con 20

pg/mL de kanamicina més las concentraciones indicadas de INH. Imagen superior izquierda indica el

crecimiento sin farmacos. Ensayo realizado por triplicado y duplicado técnico mostrando desviacion

estandar. *, P < 0.05, **, P < 0.01.
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Anexo 19

La Asociacion Mexicana de Microbiologia, A.C.
(Fundada en 1949)

Otorga la presente

constancia.

Ana Lelicia Auaga G

Por su asistencia y la presentacién del Cartel

Effect of LipF expression in drug resistance of Mycobacterium tuberculosis

Durante el “XL Congreso Nacional de Microbiologia”,
celebrado del 02 al 05 de abril de 2017, en Guadalajara, Jal.

Q‘Vﬁ redo Heriberto Herrera Estrella
Presidente

Anexo 19. Constancia congreso nacional Abril 2017
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Anexo 20

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
Delegacion Nuevo Leon
Jefatura de Prestaciones Médicas

Otorga el presente

CONSTANCIA

Arriaga-Guerrero Ana Leticia, Silva-Ramirez Beatriz, Bermuidez de Ledn Mario Abelardo,
Hernandez-Luna Carlos Eduardo, Pefiuelas-Usquides Katia

Por la presentacion de trabajo en Cartel titulado:

Sobreexpresion de lipasas potencialmente vinculadas a la resistencia a farmacos en tuberculosis

XXII Foro Delegacional de Investigacion
Ceremonia del 75 aniversario del IMSS
Monterrey, N. L. a 19 de enero del 2018

J (duracién 12 horas)

Dra. Irazemaf. Hernindez Mancinas Dra. Ma. Guaddlupq/('-ﬁlé Sagastegui
Coord. de Plancacion y Enlace Institucional Titular Delegacional de Servicios de Prestaciones Médicas
o\ ~ [
mixico A% ()

Anexo 18. Constancia congreso regional Enero 2018.
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Anexo 21

L o e R :

f Investigacion en Inflamacion:
Aplicacion en la Medicina del Siglo XXI

4 al 7. de septiembre de 2018,

Foro Nacional
de Inv \‘\tl(]OL ionen
Salud. mcmecm Zac.

BT

EL INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

Otorga la presente

| CONSTANCIA

Al trabajo de investigacion

EFECTO DE LA EXPRESION DE LIPF EN LA FARMACORRESISTENCIA DE MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS

Autor(es): Amaga-Guermen Ana Letidia, Gonzalez-Escalante Laura Adiene, VillarreakTrevino Licet, Silva-Ramirez Beatriz, Bermudez-De Leon Mario

Abelardo, Penvelas-Urquides Katia.

7 g
R ==
o - ~
DrfTlgo GarciaAranda Lic. Rafael Estrada Cabrs Dr. Fr. \ncu una P\chnco MSP
Jefe de los Senvais de Prestacones Madcas Delegado Estatal Coordnaflr det Area de Grenoas de la Sahat
Dedegacon Jacateas Delegacan Jacatecas Universidad Autdooma de Jacatecas

MNSTUTO Menkand del Seguro Sacial nstituto Menkans del Seguro Social
) - - : -
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Anexo 21. Constancia congreso regional Septiembre 2018.
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Anexo 22

asm
‘microbe
2019

JUNE 20 — 24 ® SAN FRANCISCO. CA

[hitpsfwane.asm.org/Events)
Session P504 - AARO1 - Surveillance of O Hinerary
Antimicrobial Resistance in Community-
acquired Bacterial Pathogens and
Commensals

&

SATURDAY - AAR 552 / SATURDAY - AAR 565 - Effect of Mycobacterium Lipases in
Drug Resistance

& June 22, 2019, 10:30 AM - 5:00 PM % Exhibit and Poster Hall

Authors

A. L. Arriaga-Guerrero’, C. E. Hernéndez-Lura', L A. Gonzélez-Ezcalante”, B.
Silva-Ramirez?, B. C. Weinrick®, W. R Jacobs, [r?, M. A Bermuidez de Ledn?, K
Pefiuelas-Urguides?; "Univ. Autonoma de Muevo Leén, San Micolds de los
Garza, Mexico, “Centro de Investigacion Biomedica del Moreste, Monterrey,
Mesxico, *Albert Einastein Coll. of Med., Branx, NY

Presentation Time 1:
11 am-12 pmi

Presentation Time 2:
4pm-5pm

Anexo 22. Constancia congreso Internacional Junio 2019.
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Anexo 23

POSGR DO

) UANL

UNIVERSIDAD AUTONOMA DENUEVO LEON

Novaltad o Cinassms Wimbads e

La Subdireccion de Posgrado de la Facultad de Ciencias Biologicas
de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén otorga el presente

DIPLOMA

M.C. ANA LETICIA ARRIAGA GUERRERO, Dr. Carlos Eduardo Hernandez Luna,

Cordero, Dra. Licet Villarreal Treviiio

de Presentacion y Avances en Investigacion realizado del 04 al 08 de Diciembre del 2017.

“Alere flammam veritatis"
Cd. Universitaria, a 08 de Diciembre del 2017

Dra. Diana Reserdez, Pérez, %

—
D
Subdirectora de Posgrado

i o
ablo Zapatf Benavides

CeretarjoTéenico de Posgrado

Dra. Elva Teresa Aréchiga Carvajal, Dra. Katia Pefuclas Urquides, Dr. Juan Francisco Contreras

Por la realizacion del MEJOR CARTEL del bloque Microbiologia/Inmunobiologia, durante ¢l Foro de Seminarios

Anexo 23. Diploma mejor cartel del foro de seminarios Diciembre 2017
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Anexo 24

POSGR DO

La Subdireccion de Posgrado de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn otorga el presente

DIPLOMA

M.C. ANA LETICIA ARRIAGA GUERRERO, Dr. Carlos Eduardo Hernandez Luna,
Dra. Elva Teresa Aréchiga Carvajal, Dra. Katia Pefiuelas Urquides, Dr. Juan Francisco Contreras Cordero,
Dra. Licet Villarreal Trevifio

Por la realizacion del MEJOR CARTEL del blogue Microbiologia/Inmunobiologia, durante el Foro de Seminarios
de Presentacién y Avances en Investigacion realizado del 03 al 07 de Diciembre de 20185

“Alere flammam veritatis ™
Cd. Universitaria, a 07 de Diciembre de 2018

% "

Dra. Diana Reéndez Pérez D’r/ﬁblo apafa Benavides
Subdirectora de Posgrado $cretprio Técnico de Posgrado

Anexo 24. Diploma mejor cartel del foro de seminarios Diciembre 2018.
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Anexo 25

POSGR DO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

La Subdireccion de Posgrado de la Facultad de Ciencias Biolégicas
de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn otorga el presente

DIPLOMA

M.C. ANA LETICIA ARRIAGA GUERRERO, Dr. Carlos Eduardo Herniandez Luna,
Dra. Elva Teresa Aréchiga Carvajal, Dra. Katia Pefiuelas Urquides, Dr. Juan Francisco Contreras Cordero,
Dra. Licet Villarreal Trevifio

Por la realizacion del MEJOR CARTEL del bloque Microbiologia/Inmunobiologia, durante el Foro de Seminarios
de Presentacion y Avances en Investigacion realizado del 03 al 07 de Junio de 2019.

“Alere flammam veritatis”
Cd. Universitaria, a 07 de Junio de 2019

Dra. Katiushka Arévalo Nifio Dr. Pablo Zapata Benavides
Subdirectora de Posgrado Secretario Téenico de Posgrado

Anexo 25. Diploma mejor cartel del foro de seminarios Junio 2019.
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Anexo 26

A Fa

[2020) 20:132

q o al BMC Mirahiology
htipefdoiog/ 1001180/ 1 288 02 018 02 x

BMC Microbiology

RESEARCH ARTICLE

Open Access

LipF increases rifampicin and streptomycin a..@.
sensitivity in a Mycobacterium tuberculosis -
surrogate

Ana Leticia Arriaga-Guerera', Cares E Hemdndez-Luna®, Joyee RigalLeal’, Rene |. Robles-Gonzile,
Lawra Adiene Gonzilez-Escalante’, Beatriz Silka-Ramirez®, Roberto Mercado-Herndnde”, lavier Vargas-\ilarreal®
Mario Bermidez de Ledn and Katia Pefiuelas-Urquides™ @

Abstract

Background: Mortality due to tuberculosis (TE) has inoeased due to the development of drug resistance the
mechanizms of which have not been fully elucidated. Our research group identified a low expresion of BpF gene
in Mo bacterium fubercwlosis dinical isolates with drug resistance. The aim of this work was to evaluate the effect
of lipase F (LipF) expresion on myonbacterial drug resistance.

Results: The effects of expresing GpF from Mycobactenium tuberculosis in Mycobadterium smegmatis on resistance
to antituberuloss drugs were determined with resazurnin microtiter assay plate and growth kinetics. Functionality
of ectopic LipF was confirmed. LipF expression reduced the rifampicin RIF) and streptomydn {STR) minimum
inhibitory concentration §KC) from 312 pg/ml to 1.6 pgdml and 025 pg/ml to 006 pg/ml respectively, moreover
a reduced M. smegmatis growth in presence of RIF and 5TR comipared with that of a contral strain without LipF
expresion {p < 005 and p<001) was shown

Conclusions: LipF expression was associated with increased RIF and 5TR senstivity in mycobacteria Reduced LipF
expresion may contribute to the development of RIF and 5TR resistance in Mycobactedumn spedes. Qur findings
provide information pertinent to undersanding myoobacterial drug resistance medhanisme.

Keywords: Mycobaderium, Tuberculosis, Rifam picin-resistance, Streptomydin-resistance, LipF, lipases

Background

Myeobacterum tubercidoss k& the maln causstive agent
of tuberculosis (TE), which is the leading cause of mar-
tality due to infection woddwide. In 2017, there was an
estimated of 10 million TB cases and 13 million deaths

monotherapy in TB treatment therefore high dmg-
resistance levels appeared and the incorporaton of dif-
ferent antiblotics to the treatment scheme became ne-
cessary [4]. STR wse ls mcommended a5 pant of the
second-line treatment regimen and only when amikacin

[1]. The firgt antibiotic discoversd to treat tuberculosis
in 1947 was steeptomycin (STR) [2], this drug acts inhi-
biting protein synthesls through 305 dbosormal subunit
inhibition [3]. For many yvears this drug was wsed in

* C amespondende: kaa peruelasugimes gobum ¥

'Ceparamento de Sologla Moleoular, Cermo de Invesigaddn Somédca
det Moee, IrsTann Mexdano del 3egun ochl, Monemey, Muewa Ladn,
Moo

Ful = of auhor Information & aailanle @ e end of S ardce

B BMC

is not avallable or its resistance had been confirmed [5].
Mowadays the standard TB treatment includes anti-
microblal drugs such as rifamplein (RIF), bonkzid
(INH), pyrazinamide (PZA), and ethambutol (EMB) [1].
RIF is a semisynthetic molecule produced in Streptony-
ces medlite rranel with broad spect rum antibacteral activ-
ity. Its mechanksm of action conskis in the inhibldon of
EMNA polymerase activity by forming a stable oomplex
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Anexo 26. Publicacion realizada en revista indexada
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