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RESUMEN

Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular
Facultad de Medicina
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Presenta: M. en C. Victor Manuel Torres de la Cruz

Titulo del estudio:

COMPARACION DE LA EXPRESION DEL PROTEOMA DE UNA CLONA SENSIBLE Y DE
UNA RESISTENTE DE Mycobacterium tuberculosis A LOS MEDICAMENTOS DE

PRIMERA LINEA

Introduccién. La presencia de cepas de Mycobacterium tuberculosis (MTB) mul-
tifarmacorresistentes (MDR) y extremadamente resistentes (XDR) puede convertir
a la tuberculosis en una pandemia mundial incontrolable. Por ello, es urgente el
desarrollo de nuevos farmacos dirigidos contra éstas. Una estrategia importante
es encontrar dianas para los nuevos farmacos. Con este propdsito analizamos las
diferencias en los proteomas de dos cepas de M. tuberculosis, una sensible y la
otra resistente a todos los medicamentos de primera linea, para luego desarrollar
farmacos que ataquen a las proteinas que sirvan como dianas.

Objetivo. Determinar las diferencias entre el proteoma de una poblacién mono-
clonal pansensible y de una panrresistente M. tuberculosis.

Material y Métodos. Se compararon, mediante un CLAR/Espectrometria de masas
e informdtica, los proteomas de C,CIBIN/UMF15-099 en presencia y ausencia de
altas concentraciones de Estreptomicina, Isoniazida, Riampicina y Estreptomicina
(SIRE), y de C;H37 RV en ausencia de SIRE.

Resultados. C,CIBIN/UMF15-099 mostré una velocidad de crecimiento casi cuatro
veces menor que C;H3 7RV. Se identificaron 31, 24 y cuatro proteinas expresadas
por C;CIBIN/UMF15-099, con, sin y con y sin SIRE y con y sin SIRE, respectivamen-
te. Todas estas fueron diferentes entre si y ninguna fue expresada por la cepa
pansensible. Los grupos de proteinas mas importantes por su nimero y funcién
fueron las especializadas en regulacién de la transcripcién, replicacién, remodela-
cion de DNA, y las de la familia PPE (inducidas por SIRE) y las de metabolismo in-
termediario de las familias PE y PE_PGRS (no inducidas). Las funciones de un gru-
po mayoritario de proteinas adn no se conocen (11 inducidas y cinco no induci-
das).

Conclusiones: Existen claras diferencias en los proteomas de H 37 RV y el aislado
clinico panrresistente, inducido y no inducido por SIRE. Las proteinas inducidas
SIRE implicadas en sintesis y replicacién de DNA y las de regulacién de la parecen
ser de vital importancia para C;CIBIN/JUMF15-099, para defenderse de SIRE. La
expresion de las proteinas no inducidas dedicadas al metabolismo intermediario
posiblemente esta regulada por las proteinas inducidas dedicadas a regulacién de
la transcripcion. Todas estas proteinas deben caracterizarse exhaustivamente
para explicar mejor su importancia especifica en la biologia de MTB-MDR y MTB-
XDR y porque todas son excelentes nuevas dianas para nuevos medicamentos
contra estas microorganismos extremadamente peligrosos.

Dr. Salvador Luis Said y Fernandez Dra. Herminia G. M:?/nez E#driguez
S

Director de tesis Co-Directora/de Te
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CAPITULO |
INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa,
transmitida por via aérea, cuyo principal agente causal es
Mycobacterium tuberculosis® (MTB). Otras especies, pertenecientes
al complejo tuberculosis (M. bovis, M. microti, M. africanum y M
canneti), también producen esta enfermedad.? Aunque en el area
Metropolitana de Monterrey, MTB es el Unico agente que ha sido
reportado como agente causal de tuberculosis humana.?

Existen varias formas clinicas de TB, pero la principal es la tubercu-
losis pulmonar (TBP), porque generalmente los pulmones son la via
de entrada de los agentes causales®.

La tuberculosis se caracteriza por tos productiva por mas de 3 se-
manas, hemoptisis en casos avanzados, sudoracion nocturna, debi-
lidad, falta de apetito, consuncién y deterioro progresivo de los érga-
nos afectados”.

Esta enfermedad es curable, si se trata a tiempo y en forma adecua-
da.® Sin embargo, el surgimiento de cepas multifarmaco resistentes
(MFR [resistentes a cuando menos isoniazida y rifampicina]) y ex-
tremadamente resistentes (XDR [cepas MDR que ademas son resis-
tentes a un aminoglucosido inyectable o capreomicina y a una fluo-
roquinolona)), y la asociacién a factores de riesgo como la Diabetes
mellitus, el HIV/SIDA, alcoholismo, drogadiccion, tabaquismo, haci-
namiento, mala nutricion, y seguimiento inadecuado del tratamiento,
dificultan enormemente la curacion de los enfermos y por lo tanto el
control de la enfermedad’. La tuberculosis XDR es virtualmente incu-

rable.®

@
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Actualmente se esta aplicando un considerable esfuerzo por parte
de varias organizaciones, compafias farmacéuticas y gobiernos de
diversos paises para identificar nuevos compuestos de origen natu-
ral, sintético y semisintético que sean efectivos contra cepas MDR y
XDR de MTB.?

El grupo de investigacion del Centro de Investigacion Biomédica del
Noreste para el Estudio de la Biologia Celular y Molecular de Myco-
bacterium tuberculosis y de otras bacterias patégenas, al que perte-
nece el autor de esta tesis, ha colaborado por mas de 15 afios con
profesionales y Directivos del Area Médica de la Delegacion Nuevo
Ledn para realizar diversos estudios de epidemiologia molecular de
la tuberculosis pulmonar. Durante estos estudios, se han aislado y
caracterizado mas de 2,000 cepas de MTB de pacientes en diversos
estados de evolucion de su enfermedad. Ademas, en el centro men-
cionado contamos con una coleccion de cepas utilizadas en el mun-
do entero como estandares.

La cepa estandar mas importante es H37 Rv, que es patdgena para
el hombre y para ratones BALBc y sensible a todos los medicamen-
tos anti-tuberculosis de primera linea (Estreptomicina [S], isonizida
[1], rifampicina [R], Etambutol [E] y pirazinamida [P]).'° Entre las ce-
pas recuperadas de los pacientes, existe una, la CIBIN/UMF15:99, la
cual también es patégena para el hombre® y para ratones BALBc.'*
Esta cepa es resistente a todos los medicamentos de primera linea.
Es decir, las cepas H37 Rv y CIBIN/UMF15:99 estan en los extremos
de sensibilidad, La H37 Rv es pansensible y la CIBIN/UMF15:99 es
resistente a SIREP.

SIREP constituye la base de medicamentos de un esquema reco-

mendado por la WHO y adoptado por la mayor parte de los paises

4
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del mundo. El nuestro incluido. Este programa se llama DOTS, por
su siglas en Inglés (Directly Observed Treatment, Short-course). En
Espafiol se le conoce como TAES (Tratamiento Acortado Estricta-
mente Supervisado).*?
H37 Rv y CIBIN/UMF15:99 se han utilizado en numerosos estudios,
sobre todo, de busqueda y desarrollo de nuevos farmacos. Ver, por
ejernplo:lo,ll,l3-25

Uno de los enfoques actuales en la busqueda de nuevos
farmacos contra MTB es identificar los posibles blancos moleculares
de nuevos compuestos. Y dado que existen claras diferencias en el
fenotipo de Hsz7Rv y CIBIN/UMF15:99, es de esperarse que también
las haya en su proteoma. Precisamente eso es lo que nos propusi-

mos investigar en este estudio.

1.1 Principales caracteristicas de MTB

Los bacilos de la tuberculosis son bastones delgados, algunas ve-
ces, ligeramente curvos, de 0.2 a 0.6 um de anchoy de 1 a 4 um de
largo. Se presentan aislados, pero algunas veces se observan en
grupos pequefios. En otras ocasiones forman masas compactas
donde no pueden distinguirse los bacilos individuales. En los tejidos
suele conservarse la forma bacilar. En cultivo, algunas veces se ob-
servan formas filamentosas, mas largas.

Los bacilos de MTB son inmdviles, no forman esporas. Es notable la
estructura granulosa de las micobacterias individuales. Son bacilos
acidorresistentes, que se tifien bien, de color rojo, con el método de
Zhiel Neelsen, que utiliza carbofuchina.?

Los bacilos de MTB son aerobios obligados, aunque los de M. bovis

pueden ser microaerofilicos en su aislamiento primario. La tempera-

5
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tura Optima para el crecimiento de los bacilos de MTB es de 37°C.
No crecen a una temperatura menor de 30° ni mayor de 42°C.?°

Aln a la temperatura optima de crecimiento su desarrollo es lento.
Generalmente se toman de 4 a 6 semanas para lograr un desarrollo
abundante. Pueden aparecer colonias diminutas en 8 a 10 d.?

En cultivos en caldo se forma una capa de crecimiento gruesa. Arru-
gada, que tiende a desparramarse sobre las paredes internas del
frasco. Pueden desprenderse masas de bacilos y caer al fondo en
forma de sedimento apelmazado.

El medio mas utilizado para el aislamiento y mantenimiento de MTB
es el medio solido de Lowenstein-Jensen. En el cual las colonias de
MTB tienen una superficie seca, granular, con zonas nodulares y
prominentes.®

La Fig. 1 muestra el aspecto tipico de las colonias de MTB, crecien-
do en medio de Lowenstein Jensen.

iura 1. Aspecto de las colonias de MTé cre
ciendo en medio sdélido de Lowenstein-Jensen
1.2 Importancia epidemiolégicadela TB
Prevalencia. Se estima que méas de 2 mil millones de personas estan
infectadas—Ia tercera parte de la poblacion mundial—por alguno de
los agentes causales de TB. Sin embargo, sélo el 10% de estos indi-
viduos tienen tuberculosis activa®.

6
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De acuerdo con el 13vo reporte anual de la World Health Organiza-
tion (WHO)*, publicado en 2009, con datos correspondientes a
2007, la prevalencia mundial estimada fue de 9.27 millones de casos
nuevos; lo cual implica incrementos de 9.24 millones, 8.3 millones y
6.6 millones con respecto a los afios 2006, 2000 y 1990. La mayor
incidencia en 2007 correspondié a Asia, con el 55% del total de ca-

sos y Africa con el 31% de casos nuevos.

Incidencia. La WHO, basandose en datos de vigilancia epidemioldgi-
ca y estudios epidemiolégicos estima que en 2007 hubo 9.27 millo-
nes de nuevos casos (139 por 100,000 habitantes). En 2006 la tasa
de incidencia fue de 140 por 100,000 habitantes.*?

Mortalidad. En 2007 hubo un estimado de 1.3 millones de muertes
por TB en personas HIV negativas (20 por 100,000 habitantes).
Ademas, entre los casos HIV positivos se registraron 456 000 muer-
tes. En total hubo 1,756,000 muertes por TB.*?

Las poblaciones de los paises en vias de desarrollo son las mas
afectadas por TB, el 90% de los casos nuevos y de muertes se han
reportado en Africa subsahariana, en Asia y en los paises que inte-
graban la antigua Unién Soviética. Los paises de América son de los

menos afectados y so6lo Brasil tiene una alta mortalidad.

1.2.1. Incidencia y mortalidad de TB en México
EN 2008 se reportaron 15,035 nuevos casos de TBP, 2,892 nuevos
casos de otras formas de TB y 283 nuevos casos de TB meningea
(18819 casos en total). De esos casos, correspondieron al IMSS

12,741 nuevos casos (67.7% del total reportado).?’
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1.2.2. Incidencia y mortalidad de TB en Nuevo Ledn

En 2008 Nuevo Leon reportd 875 casos de tuberculosis respiratoria.
De los cuales correspondieron al IMSS 388 casos. El 44.4%, con

respecto al total de casos.?®
1.3. Farmacos de primera linea anti-MTB

La estructura molecular de los medicamentos de primera linea se
muestran en la Fig. 2 (pag. 8).>° Puede observarse que las
estructuras son muy diversas. Y como se describe enseguida,

también lo son sus caracteristicas farmacolégicas.

1.3.1. Isoniazida

Micobactericida. Es una molécula sintética. Su estructura correspon-
de a una piridina derivada del 4cido isonicotinico®.

Se trata de un farmaco muy importante en el manejo de la tubercu-
losis, porque puede administrarse oralmente, intramuscularmente o
por via intravenosa. Es de bajo costo y puede administrarse 2 6 3
veces por semana. Se absorbe por el tracto gastrointestinal y se
distribuye facilmente a todos los 6rganos y tejidos, incluyendo al

sistema nervioso central.*°

1.3.2. Rifampicina®!
Es bactericida. Se metaboliza en el higado. Es un compuesto natural
perteneciente a la familia de las ansamicinas naftalénicas, carac-
terizadas por sus estructuras macrociclicas. La produce el hongo
microscépico Streptomyces mediterranei.>!
La rifampicina es un agente antituberculosis extremadamente
potente. Generalmente es bien tolerado y puede administrarse por

via oral o intravenosa. Su vida media es de 1.5a5 h.%
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Figura 2. Estructura molecular de los farmacos de primera linea utilizados en el
tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado (TAES) y su concentracion mini-
ma inhibitoria (CMI).

*Profdrmacos: Estas especies quimicas no son activas hasta ser activadas por en-
zimas del propio micoorganismo.”

1.3.3. Estreptomicina®
Es un aminoglucécido natural, producido por Streptomyces griseus.

Se comercializa como sulfato de estreptomicina.®* Es activa solo
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sobre bacilos de MTB que estan creciendo fuera de las células

huéspedes. Debe administrarse parenteralmente.*°

1.3.4. Pirazinamida*®
Es un compuesto heterociclico, sintético®. Es bactericida, sélo
contra micobacterias intracelulares . Es el Unico medicamento que
puede eliminar infecciones persistentes. Puede usarse durante 2
meses para reducir un duracion larga de quimioterapia. Se desarrolla
resistencia rapidamente si se usa sola. El efecto secundario no
deseado mas importante es la hepatitis, por ser la pirazinamida un

producto hepatotéxico.*

1.3.5.  Etambutol

El etambutol es bacteriostatico®, pero a pesar de ésto,
este compuesto es un agente muy efectivo para el tratamiento de la
tuberculosis. Los picos de su concentracién en plasma se alcanzan

entre las 2 y 4 h posteriores a su administracion.°

1.4. Mecanismos de acciéon de los farmacos anti-MTB
de primera linea
El Cuadro 1 (pag.10) describe muy brevemente los mecanismos de

accion de los farmacos anti-MTB y también los genes involucrados.?*

1.5.Importancia epidemiolégica de la TB farmaco-
resistente
En 2008, hubo en el mundo un estimado de 390,000-510,000 casos

de tuberculosis resistente a cuando menos isoniazida y rifampici-
na—Ilos dos farmacos mas efectivos que existen—. A esta modali-
dad de resistencia se le llama tuberculosis MFR (TB-MDR). La inci-
dencia de TB-MDR arriba mencionada representa el 3.6% del total
de casos de TB. Cerca del 50% del total de casos de TB- MDR en el
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Cuadro 1. Actividad Bioldgica, mecanismos de accion de los farmacos anti-TB de
primera linea, genes involucrados en la resistencia y frecuencia de muta-

ciéon®
FArmaco Genes in- Frecuencia
(afio del lanza- cm? volucra-  Funcién de los Mecanismo de ac- de muta-
miento) z pg/mL dosenla genes cién cion
resistencia (%)
Catalasa pe- Inhibe la sintesis
katG -
Isoniacida’ 0.02-0.2 a roxidasa’ de acidos micéli- 50-95
(1952) ’ ’ inhA Enoil AC P reduc- cosy otros multi- 8-43
tasa ples efectos
. . Subunidad B de . .
Rifampicina . Inhibe la sintesis
(1966) 0.05-1.0 rpoB la RNA polime- de RNA 95
rasa
Pirazinamida** 16-50 reA Nicotinamdiasa/ szekre\zligrddeel 7997
(1952) (pH 5.5) P pirazinamidasa3 P
membrana
Inhibe la sintesis
Etambutol Arabinosil
1- B i lac- 47-
(1961) 5 emb transferasa de arabinogalac 65
tanas
Proteina riboso-
mal 12
Estreptomicina rpst FRNA 165 Inhibe la sintesis 52-59
(1944) 2-8 rrs rRNA metiltrans- de proteinas 8-91
gloB ferasa P ?
(G527 en 530
loop)

Concentracién inhibitoria minima; 2Profé\rmaco, *Enzimas que activan a los profdrmacos
respectivos.

mundo ocurrieron en China y la India. Se estima que en 2008 hubo
150 000 muertes por TB-MDR.*®

La Fig. 3 (pag. 11) muestra la distribucion de casos de TB-MDR. Se
observa que en México se han reportado casos nuevos y previamen-
te tratados de TB-MDR. Estos casos se reportaron entre 1994
2008.% Nosotros hemos estudiado este problema en el area metro-
politana de Monterrey, y hemos encontrado farmaco resistencia, tan
to entre casos previamente tratados como en nuevos casos, 52.3%
de los casos son resistentes a uno o hasta 5 farmacos y el resultaron
MFR.%’
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MAP 3 Distribution of proportion of MOR-TE among new T8 cases, 1994-2009

* Aastraka, Demacratic Repubiic of the (o0ga, Fig, Guam, New Caledonia,
Solomon Hands and (atar reported data on combloed new and previoesdy
teepted Lnes.

MAP 4 Distribution of proportion of MDR-TB among previously treated T8 cases, 1994-2009

* hevtraia, Demacratic Repeblic of the Congo, Fil, Guam, New (aledonia
L

Figura 3. Distribuciéon de casos de TB-MDR reportados a la WHO entre 1994 y
2009 por organizaciones subnacionales o nacionales. Los casos de México fueron
reportados por organizaciones subnacionales.*
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1.6. TB XDR**?’

Existe una nueva epidemia, reconocida por la WHO en 1996, llama-
da tuberculosis extremadamente resistente (TB-XDR), que se carac-
teriza por ser MDR y ademas por ser resistente a cuando menos un
aminoglucdésido inyectable (Kanamicina o Amikacina), o Capreomici-
na y cuando menos a una fluoroquinolona®’. Estos casos préactica-
mente no tienen esperanza de curacion.®

Las causas mas importantes para el surgimiento de TB-MDR y TB-
XDR son el mal uso de los medicamentos anti-TB y sistemas defi-
cientes del cuidado de la salud. Esto ha originado una nueva y dura
batalla por el control de la tuberculosis.®*®

La Fig. 4 (pag. 13) muestra un mapa mundial con los paises que han

reportado TB-XDR, incluyendo el nuestro.*

1.7. Mecanismos de resistencia a medicamentos anti-
MTB de primera linea

Los estudios moleculares del mecanismo de accion de los medica-
mentos anti-TB de primera linea se han estado dilucidando paulati
namente durante la Gltima década. La farmacorresistencia de MTB
se atribuye, en primera instancia a la acumulacién de mutaciones en
los genes que codifican para las dianas de los medicamentos anti-
MTB. Esas mutaciones conducen a proteinas estructurales o con
actividades enzimaticas en las micobacterias, que les confieren re-
sistencia a los medicamentos (i.e, se sabe, por estudios genéticos
gue la RNA polimerasa y la catalasa-peroxidasa estan involucradas
en la resistencia a rifampicina e isoniazida, respectivamente. El cua
dro 1 (pag. 10) muestra las principales causas de resistencia a los
cinco farmacos de primera linea y la frecuencia de mutaciones para

cada uno de los genes que se han identificado hasta ahora.?**®
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XDR-TB

| Countries reporting XDR-TB as of March 2010

XDR-TB Findings:

+ 58 countries reported at
least one case of XDR-TB
as of March 2010

« Representative data from
46 countries

* 5.4% of MDR-TB cases
have XDR-TB

There are thought to be 25,000 cases
of XDR-TB emerging every year

-G

Figura 4. Paises que han reportado TB-XDR. México incluido.*

La resistencia a isoniazida y rifampicina ha sido la mas estudiada.
Por esta razon, enseguida se describe este fenomeno de forma su-
cinta.

1.7.1. Resistencia a Isoniazida®®*®
Isoniazida (I [isonicotinic acid hydrazide, 4-pyridinecarboxylic acid
hydrazide]), es muy activa contra MTB. El mecanismo de accién de |,
asi como los mecanismos que confieren a MTB su resistencia son
muy complejos y no se han comprendido cabalmente (Fig.5, péag.
16).
Sin embargo, la evidencia experimental sugiere que INH inhibe la
sintesis de acidos micdlicos de la pared celular.
La activacion de INH a un intermediario electrofilico requiere de la
accion de la enzima catalasa-peroxidasa (KatG [la cual esta codifi-
cada por el gen katG]), y de un donador de electrones (H.0,)%.
KatG es la Unica enzima capaz de activar a INH. Consecuentemen-
te, las cepas de MTB que son mutantes de KatG son invariablemen-
te resistentes a INH.
Sin embargo se ha propuesto que otra enzima, encargada de des
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Mecanismo de resistencia a Isoniacida
MIC=0.02-0.06 pg/mL

Sobrerregulacion
G>C; A>T

Enoil-ACPreductasa [0ff1 —InhA

! !
MU TACIONES

InhA Inactivacion @ )
Transvers. A>T 280 S

ser94-ala94 NADH + R-¢H=CH-CO-S-ACP xSy

Inactivacién
Inactivacion
Inactivacion
Detoxificacion de

peroxldos
NAD* + R-CH,-CH,-CO-S-ACP orgénjcos

RESISTENCIA Acumulacién
INHIBICION DELA opEtEE

RESISTENCIAA INH SINTESISODEAOIDOS A INH o e
MICOLICOS

Rattan A. Kalia A. Ahmad N. Emer. Infec. Dis. 1998. http://Iwww.cdc.gov/ncidod/EID/vol4no2/rattan.htm

Figura 5. Mecanismo propuesto para la resistencia de MTB a isoniazida®

toxificar peréxidos esté involucrada en un mecanismo de salvamen-
to, mediante su sobreexpresién de ahpC para combatir el estrés oxi-
dativo. La Fig. 5 ilustra los principales conocimientos que se tienen

sobre el mecanismo de resistencia de MTB a INH.

1.7.2. Resistencia a Rifampicina®®
La rifampicina (R) se introdujo al mercado en 1972 como un farmaco
contra la tuberculosis. La rifampicina es extremadamente efectiva
contra MTB. Tiene una accion bactericida, y por ello, junto con iso-
niazida, constituye la columna vertebral de la quimioterapia de corta
duracion. La resistencia RIF se esta incrementando. Es ampliamente
aceptado que la diana de la RIF es la RNA polimerasa de MTB, y por
lo tanto mata a estos organismos interfiriendo con la transcripcion.

Usando RNA de M. smegmatis se demostrd que la R inhibe especifi-
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camente la elongacién de los transcritos y que virtualmente no tiene
efecto en la iniciacion de la transcripcion.

La RNA polimerasa, es un oligdmero complejo compuesto por cuatro
subunidades diferentes, codificadas por los genes rpoA, rpoB, rpoC,
y rpoD. Esta enzima es altamente conservada en bacterias. La ca-
racterizacion del gen rpoB de Escherichia coli demostré que RIF in-
teractla especificamente con la subunidad 3 de la RNA polimerasa.
De ese modo inhibe la transcripcion. Por otro lado, las mutaciones
en el locus rpoB confieren cambios que conducen a una unién defec-
tuosa con la RIF y, por lo tanto, resistencia. Subsecuentemente se
caracterizé el locus rpoB de MTB y se identificaron las mutaciones
que confieren resistencia a MTB. Se determiné que la mayor parte
de las mutaciones estan restringidas a una region de 81-pb y domi-
nadas por cambios en un solo nucleétido, resultando en sustitucio-
nes de un solo aminoacido. Sin embargo, también ocurren delecio-
nes e inserciones dentro del marco de lectura con menor frecuencia.
Los cambios en los codones Ser 531 e His 526 se han documentado
en mas del 70% de los aislados resistentes a RIF. Un nimero muy
pequefio de mutaciones en aislados resistentes a RIF no se locali-
zan en la region de 81-pb.

Ademas de lo anterior, se ha propuesto que puede haber otros me-
canismos que confieran a la micobacterias resistencia a RIF. Como
por ejemplo disminucion de la permeabilidad a RIF y mutaciones en
subunidades alternas de la RNA polimerasa que también podrian
conferir el fenotipo de resistencia. Sin embargo, mas del 95% de las
cepas deben su resistencia a mutaciones en una region del gen rpoB
denominada “region caliente”.

La Fig. 6 (pag. 16) muestra las principales mutaciones que confieren

a MTB el fenotipo de resistencia a RIF y la region caliente de 81-pb.
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Figura 6. Mutaciones comunes en el gen rpoB relacionado con la resistencia a
rifampicina

1.8. Protedmica
La proteémica emergié como una excitante disciplina nueva a me-
diados de los 1990°s. Desde entonces, esta especialidad ha estado
creciendo continuamente. Puede ser definida como el analisis de la
totalidad del contenido de proteinas expresado en una célula o
muestra bioldgica en un tiempo determinado bajo condiciones es
pecificas™.
La protedmica puede dividirse en dos grandes areas: Protedmica de
expresion y Protedmica funcional, la primera tiene que ver con la
expresion de proteinas por un organismo bajo distintas condiciones y
la segunda con caracterizar los componentes de los compartimientos
celulares, complejos multiproteicos, rutas o vias de sefalizacion.
Este nuevo enfoque de la investigacion en Biologia y Biomedicina se
ha fortalecido enormemente por la posibilidad de conocer el genoma
completo de una diversidad de organismos y por el desarrollo de

técnicas e instrumentos, altamente sensibles y especificos como la
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espectrometria de masas para analizar proteinas y péptidos, particu-
larmente el desarrollo de la ionizacion suave; lo cual se refiere a la
habilidad de ionizar y volatizar compuestos térmicamente labiles co-
mo los sefialados sin inducir fragmentacion, las modalidades de-
sarrolladas son principalmente ESI-MS y MALDI-TOF.

La estructura del genoma de las células es finita y relativamente es-
table. En contraste, su proteoma cambia constantemente en res-
puesta a estimulos externos y durante el desarrollo. En el caso de
organismos complejos, como los eucariotes superiores el nimero
potencial de genomas es esencialmente ilimitado.

La proted6mica puede involucrar cualquiera de las siguientes areas:
1) La descripcion del proteoma, 2) la delineacion de las interacciones
proteina-proteina, 3) las modificaciones post-transcripcionales y 4) el
anélisis estructural de este tipo de moléculas.*

Como disciplina, la protedmica ha estado ligada al desarrollo de al-
gunas técnicas instrumentales que abarcan desde la preparacion de

las muestras, el andlisis y el procesamiento de la informacion.

1.8.1. Electroforesis bidimensional.
La utilizacion de electroforesis bidimensional en geles de poliacrila-
mida ha sido el método mas extensamente usado, dado su gran po-
der de resolucién. Una de las ventajas de esta técnica es su capaci-
dad para separar y visualizar simultaneamente cientos de proteinas.
Y la posibilidad de recuperar proteinas de interés. La electroforesis
bidimensional es considerada el estdndar de oro. Por otro lado, una
de las desventajas de esta técnica es que requiere muchisimo tiem-
po y trabajo y la investigacion y complementacion de los resultados

in silico es muy limitada.
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1.8.2. Cromatografia de liquidos de alta resolucién

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR). En Inglés,
High Performance Liquid Chromatography) es un método mas rapido
gue la electroforesis bidimensional y tiene diferentes modalidades
gue aprovechan las propiedades fisicoquimicas de péptidos y protei-
nas. Ademas, CLAR se complementa excelentemente con la espec-
trometria de masas y con la caracterizacion integral de las proteinas
de interés in silico (ver mas adelante).

Algunas de las propiedades de proteinas y péptidos excelentemente
aprovechadas por CLAR y sus diferentes modalidades son las si-
guientes: su tamafo, para ello se utiliza la CLAR de exclusion mole-
cular. Su carga eléctrica, CLAR de intercambio i6nico. Su hidrofobi-
cidad, aplicando cromatografia de fase reversa. Ademéas, CLAR
puede ser utilizado eficientemente en el estudio de proteinas
hidrofobicas y a modificaciones post-traduccionales. CLAR, con sus
diferentes modalidades puede automatizarse en su parte analitica.
Ademas, pueden recuperase compuestos de interés con un colector
de fracciones.

Adicionalmente, se han desarrollado métodos multidimensionales en
los que se busca la ortogonalidad de las propiedades a usar en la
separacion, tal es el caso del uso secuencial en linea de la cromato-
grafia de intercambio i6nico con diferentes pasos de elucion con dis-
tintas concentraciones de sales (NaCl) y su posterior separacion en
fase reversa. También se han reportado estudios usando dos etapas
de separacion en linea: una de fase reversa, en donde se varian las
proporciones de los solventes—ya sea en forma isocratica o en gra-
dientes cortos—; y la otra, de intercambio iénico, utilizando gradien-

tes lineales de disolventes.®®
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A estas modalidades multidimensionales se les ha denominado
MUD-PIT (multi-dimensional protein identification technology)”.

1.8.3. Bottom-Up 6 Shotgun proteomics.
Mediante esta modalidad pueden identificarse proteinas partiendo de
péptidos derivados de la digestion proteolitica de una mezcla com-
pleja de proteinas de un espécimen de interés. La mezcla de pépti-
dos resultante de la digestion se fracciona mediante CLAR, antes de
someterla a un andlisis con espectrometria de masas. Dentro del
espectrometro de masas, cada péptido se fragmenta generando
péptidos de diferentes tamafos, e incluso aminoacidos. Con esta
informacion, un software especializado deduce la secuencia original

del péptido.

1.9. Espectrometria de masas
La espectrometria de masas ha permitido un desarrollo espectacular
de la protedmica, porque permite el analisis de proteomas comple-
tos, los cuales habitualmente constan de miles de proteinas. Los
resultados son extraordinariamente precisos y confiables y comple-
mentan perfectamente la informacidén que se tiene sobre genes que
codifican para proteinas putativas. Estas se deducen exclusivamente
de las secuencia de genomas de interés. Ademas de la extraordina-
ria capacidad analitica de la espectrometria de masas, las computa-
doras y software que son parte de los instrumentos analiticos, permi-
ten conectarse con una enorme variedad de bancos de proteinas y
de genes, complementando maravillosamente la informacién desea-
da. La espectrometria de masas esta continuamente perfeccionan-

dose, haciéndose cada vez méas poderosa y confiable.
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Uno de los avances mas notables en la pasada década fue el desa-
rrollo de la ionizacién suave, como se ha comentado anteriormente,
este avance se debe principalmente al desarrollo de las interfases
ESI y MALDI; lo cual les mereci6 el premio Nobel, en 2002, a John
Fin y a Moheci Tanaka, respectivamente®.

A continuacion, se describen brevemente los fundamentos de las

mismas.

1.9.1. ElectroSpray (ESI)

Uno de los requisitos basicos para la operacién de esta interfase es
gue el analito de interés esté ionizado. Esto se debe a que el objeti-
vo de esta interfase es generar microgotas conteniendo el analito
previamente ionizado. La muestra de interés es disuelta y bombeada
a través de un fino capilar o aguja a la que se aplica una carga eléc-
trica. El potencial eléctrico generado puede ser positivo 0 negativo.
Como resultado del intenso campo eléctrico presente en la muestra,
la solucion sale del capilar a un aditamento que tiene forma de un
cono, denominado cono de Taylor.

El proceso es asistido por componentes de la interfase para contro-
lar parametros como temperatura, flujo de gases de des-solvatacion
0 nebulizacion, vacio y diferencias de potenciales de los conos de
extraccion. Los arreglos geométricos de estos componentes—o de
otros— pueden variar de acuerdo con la marca o el modelo del ins-
trumento. Todos estos componentes van formando gotas progresi-
vamente mas pequefias, hasta llegar a un equilibrio entre la repul-
sion de cargas y la tension superficial. A este estado se le conoce
como el limite de estabilidad de Rayleigh. En este limite de estabili-
dad, los iones son expulsados de la microgota, removiendo el sol-

vente, y la corriente de iones es conducida hasta los analizadores®®.
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Los péptidos y proteinas analizados por esta técnica presentan
mdltiples iones cargados, p.e. [M+nH]""). Esta técnica es muy sensi-
ble para detectar cambios de concentracion de los analitos; en espe-
cial cuando se trabaja con nanoflujos, lo cual la hace ideal para rea-

lizar estudios cuantitativos.
1.9.2. MALDI

A diferencia de lo que sucede con el ESI, cuando se utiliza MALDI se
producen iones con una sola carga. La muestra que contiene el ana-
lito de interés es co-cristalizada con un exceso de matriz. La matriz
también desempenia la funcion de diluyente, ya que ésta absorbe la
radiacion ultravioleta proveniente del laser para facilitar la desorcion
y la ionizacion del analito.

El analito se deposita en una placa metalica. Después de un proceso
de secado, la placa portando la muestra y la matriz, son colocadas
en la fuente donde se aplica alto vacio.

Actualmente, algunos avances tecnolégicos han colocado a la inter-
fase MALDI como una de las favoritas. Uno de estos avances esta
constituido por los analizadores en tAndem (TOF/TOF). Este arreglo
consiste en acoplar en linea la preparacion de muestras a un siste-
ma de CLAR y un espectrometro de masas equipado con un sistema
de deposicién de las gotas en las placas y secado de las mismas.
Recientemente, se lanzé al mercado una aplicacion que permite la
posibilidad de detectar proteinas y/o péptidos directamente en teji-
dos (MALDI-IMAGEN). Lo cual significa un salto cuantico en proteé6-
mica.

La posibilidad de deteccion de péptidos de interés también depende

del tipo de analizador que se utilice; ya que la funcién principal del
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analizador es la separacion de iones. En este sentido existen instru-
mentos para determinar la masa nominal y otros para determinar
masas exactas. Estas funciones dependen de la capacidad de reso-
lucion del instrumento de medicidn. Los instrumentos capaces de
determinar la masa nominal tienen una resolucién aproximada de 1.0
UMA (unidad de masa atomica). En tanto que para determinar ma-
sas exactas se requiere un instrumento que utilice sélo una cuantas

ppm del analito.

1.10. Anaélisis de los datos
La informacion obtenida por espectrometria de masas en cualquiera
de sus modalidades MALDI-TOF o ESI-TOF debe ser procesada
mediante técnicas avanzadas de informatica. El flujo de informacion
es muy variable, pero en general deben seguirse los siguientes pa-
sos:®
1.- Convertir las relaciones masa carga (m/z) a secuencias de pépti-
dos por medio de alguna de las bases de datos como MASCOT, X-
tandem o Sequest.*®
2.-Validar las secuencias peptidicas obtenidas. Esta etapa es critica
porque define y delimita las secuencias que cumplen con criterios
estadisticos de aceptacién o rechazo; por ejemplo, los motores de
busqueda automatizados tienen parametros particulares de proce-
samiento y aceptacion de las secuencias asignadas. MASCOT con-
sidera como validas las asignaciones a las secuencias con un valor
(score) > 40%; y en el caso de SEQUEST, valores de 1.9, 2.2y 3.7
son considerados como confiables para iones con carga 1, 2y 3
respectivamente®®. Ademas, existen algoritmos automatizados de
validacién como PeptideProphet, el cual usa parametros denomina-

dos MPT (minimum probability thershhold) para definir la sensibilidad
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(numero de péptidos correctamente asignados) o el error (humero de
péptidos incorrectamente asignados). Esta informacion se presenta
en una tabla o grafica para cada péptido (espectro). Después de es-
ta validacion, se asigna una probabilidad especifica de secuencia a
cada fragmento. Cabe sefalar que los algoritmos de asignacion de
score son distintos para cada motor de busqueda, pero todas requie-
ren de espectros de buena calidad para asegurar la confiabilidad de
los resultados.

3.-Alinear las secuencias peptidicas con bases de datos de protei-
nas. Las bases de datos comunmente usadas son Swissprot, Uniprot
0 bases de datos especificas de organismos como el caso de las
bases de datos de MTB®, en cuyo alineamiento también existen
parametros que permiten la validacion de las asignaciones o inferen-
cias a proteinas, tal es el caso de ProteinProphet, la validacion es
importante porque uno o varios péptidos pueden alinear con una so-
la proteina, lo cual define el porcentaje de cobertura de la secuencia
asignada.

4.-Cuantificar las proteinas de interés.

Existen diversas estrategias para cuantificar proteinas; dos de las
mas empleadas son ICAT (Isotope-coded affinity tag) o iTRAQ (iso-
baric tag for relative and absolute quantitation). La principal limitacion
de estas estrategias es que ambas dependen de que el marcaje sea
muy eficiente. Ademas estas técnicas implican altos costos y limita-
da disponibilidad de los reactivos.

Recientemente se desarroll6 una estrategia alternativa denominada
Intensity-based Label-free quantitative proteomic (LFQP); lo cual
estd facilitando notablemente el proceso de cuantificacion de protei-

nas de interés.
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Existen varias opciones de software para el proceso de cuantifica-
cion, algunos son plataformas de acceso libre como por ejemplo,
MzMine, PEPPer o TOPPAS. Ademas, ProteinLynx Global Server de
Waters o ProteolQ de Bioinquire estan disponibles comercialmente.
5.-Interpretar la importancia biolégica de las proteinas identificadas.
La significancia biolégica de las proteinas que componen el proteo-
ma de un organismo dado—y que han sido identificadas mediante
espectroscopia de masas— puede determinarse utilizando los pro-
gramas informaticos y las bases de datos adecuados. Con éstos, es
posible conocer la interrelacion de las proteinas identificadas en el
contexto del proteoma total (interactoma) o el papel biolégico especi-
fico que tiene cada una de ellas y su importancia relativa en el meta-
bolismo.

Para modelar y discernir el interactoma de un conjunto de proteinas
pueden usarse algunas plataformas de acceso libre; tales como

String (http://string-db.org/), Cytoscape (http://www.cytoscape.orq); o

bien utilizarse programas comerciales; le. Ospray

(http://biodata.mshri.on.ca/osprey/serviet/Index).

Las bases de datos estan construidas con la informacién disponible
del genoma de los organismos de interés. Por lo tanto, muchas de
estas bases son construcciones virtuales (in silico), usando como
referencias los marcos de lectura abiertos. Por esta razon, la exis-
tencia de cada una de las proteinas identificadas mediante alguna
de las técnicas arriba descritas debe confirmarse experimentalmen-
te. Por otro lado, la probabilidad de encontrar una proteina depende
de que el organismo de interés la exprese bajo las condiciones expe-
rimentales usadas. Es importante recordar que la expresion del ge-
noma es un proceso dinamico determinado por los mecanismos de

regulacién propios y por factores ambientales y fisiol6gicos*.

25



http://string-db.org/
http://www.cytoscape.org/
http://biodata.mshri.on.ca/osprey/servlet/Index

Expresidn de proteinas exclusivas de MTB panrresistente

1.11 Genomade MTB
Existen en la actualidad reportes de los genomas de varias especies
de micobacterias, dentro de las cuales se encuentra la cepa Hs; Rv
de MTB. Los institutos Sanger y Pasteur publicaron el genoma de
H37 Rv el 11 de Junio de 1998. Este genoma contiene de 4,411,529
pb. El 91.45% del genoma es codificante. El genoma de H37 Rv co-
difica para aproximadamente 4,000 proteinas. Se conoce la funcion
bioquimica de cerca del 40% de estas proteinas. El 44% tiene alta
homologia con proteinas de otras especies de microorganismos y el
16% ellas no son Unicas de micobacterias y tienen una funcién des-

conocida®.

1.12. Proteomade MTB
Como se comentd con anterioridad el conocimiento del genoma de
MTB ha permitido generar una clasificaciéon conceptual de las fun-
ciones y compartamentalizacién de las proteinas®; lo cual permite
crear mapas que servirdn para compararlas con hallazgos experi-
mentales. En la actualidad, existen numerosos reportes sobre el pro-
teoma de MTB. Dichos estudios se han realizado con diversos fines.
Por ejemplo para conocer los factores responsables de la variacion
de la virulencia de MTB®; la blsqueda de blancos que puedan ser
usados para el desarrollo de nuevos farmacos®, el efecto en la ex-
presién de proteinas bajo la influencia de farmacos ya existentes o
experimentales, el desarrollo de nuevas vacunas o el entendimiento

de fenémenos como la tuberculosis latente**.
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1.13. Perfiles de sensibilidad a farmacos de primera
linea

En el Centro de Investigacion Biomédica del Noreste del Instituto
Mexicano del Seguro Social (CIBIN) se ha abordado el te-
ma de la tuberculosis pulmonar desde diversos aspectos. Una linea
de especial importancia es la busqueda y desarrollo de nuevos
farmacos, arriba comentada. Para ello se ha utilizado sistematica-
mente el aislado clinico CIBIN/UMF15-099, el cual es resistente a
todos los medicamentos de primera linea. Por esta razén hemos de-
nominado, arbitrariamente, a esta cepa “panrresistente”, en concor-
dancia con la denominacién de pansensible para la cepas H37 Ry, la
cual es sensible a estos mismos medicamentos.
CIBIN/UMF15:99, cuyo perfil de resistencia se contrasta contra una
cepa control (Cuadro 2), de la cual se conoce su fenotipo de sensibi-

lidad a los farmacos mencionados en el Cuadro 1 (pag. 10).

Cuadro 2. Concentraciones Inhibitorias Minimas (CIM) de farmacos anti-

TB de primera linea contra una cepa pansensible (H3;RV) y una pan-

rresistente (CIBIN/UMF15:99).

Cepa de MTB
MIC (ug/mL)
Farmaco
H37Rv CIBIN/UMF15:99

Estreptomicina 0.5 >100
Isoniazida 0.06 3.13
Rifampicina 0.06 100
Etambutol 2 8
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CAPITULO I
JUSTIFICACION

En los laboratorios para la Investigacién de la Biologia Celular y Mo-
lecular de MTB del CIBIN, en colaboracion con diversas Instituciones
extranjeras y nacionales, y en especial con la Facultad de Farmacia
de la Universidad de Salamanca, Espafa, el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran y el Departamento de
Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad de Medicina de la
UANL, se estan desarrollando nuevos farmacos que sean eficaces
contra cepas MDR y XDR de MTB.

La tendencia actual para el desarrollo de nuevos medicamentos es
conocer las dianas de cepas MDR de MTB, que sean susceptibles
de ser atacadas por nuevos farmacos, porque de esta manera pue-
den seleccionarse o disefiarse moléculas ad hoc.

Es ampliamente aceptado que la resistencia a varios farmacos en la
misma cepa es producto de una serie de mutaciones que residen en
el DNA genémico de las micobacterias.®’ Por ello, nosotros elegimos
para el presente estudio un aislado clinico llamado CIBIN/UMF15:99,
gue es resistente a los cinco farmacos de primera linea: Estreptomi-
cina, Isoniazida, Rifampicina, Etambutol y Pirazinamida. La utiliza-
mos para compararla con una cepa ampliamente conocida, desde el
punto de vista de su biologia celular y molecular, y que es sensible a
los cinco farmacos antes mencionados.

Con este estudio nos propusimos investigar cuales son las diferen-
cias cualitativas de los proteomas que expresan estas dos cepas,
H37 RV y CIBIN/UMF15:099, bajo la presién de una mezcla de cua-
tro de los cinco farmacos de primera linea (Estreptomicina, Isoniazi-

da, Rifampicina y Etambutol), conteniendo el doble de sus MICs,

28

@

BB



Expresidn de proteinas exclusivas de MTB panrresistente

bajo condiciones de cultivo controladas y uniformes. Excluimos del
estudio a pirazinamida (el quinto farmaco de primera linea) debido a
gue para ser eficaz este compuesto requiere un pH demasiado acido
(5.5-6.0), lo cual no es compatible con el resto de los farmacos.

El conocimiento que esperamos adquirir con este estudio consiste
en identificar proteinas que sean blancos de nuevos farmacos, dise-
flados ex professo contra estas proteinas, lo cual incrementara la
probabilidad de éxito contra cepas MDR, o panrresistentes y facili-
tard el tamizaje de alto rendimiento (de grandes cantidades) actual-
mente utilizados por la mayor parte de las industrias farmacéuticas.
Ademas, la identificacion, mediante protedmica, de proteinas que
estan reportadas en las bases de datos s6lo como putativas, permi-
tira aportar evidencia muy importante sobre su existencia, e infor-
macion valiosa sobre su importancia bioldgica en cepas MDR de
MTB.
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CAPITULO 1l

3.1 Hipotesis
Existen diferencias cualitativas entre los proteomas de una poblacién
monoclonal resistente a todos los medicamentos de primera linea,
aislada del aislado clinico CIBIN/UMF15:099 y de una clona sensi-

ble, aislada de la cepa H37 Rv.
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CAPITULO IV
OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Determinar las diferencias cualitativas existentes entre el
proteoma de una poblacion monoclonal pansensible,
aislada de la cepas H37Rv y de una panrresistente,
aislada de la cepa CIBIN/UMF15:99 de MTB.

4.2. Objetivos especificos
1) Determinar las diferencias cualitativas entre los proteomas de las

poblaciones monoclonales seleccionadas.

2) Realizar la interpretacion bioquimica de la informacion obtenida.

31




Expresidn de proteinas exclusivas de MTB panrresistente @
DDD

CAPITULO V
METAS

1.)  Aislar clonas de las cepas H37 RV y CIBIN/JUMF15:099.

2.) Confirmar el fenotipo de pansensibilidad y panrresistencia de C;-
H37 RV Y C;-CIBIN/UMF15:99, respectivamente.

3). Obtener cultivos masivos de las clonas C;H37 RV y
C;-CIBIN/JUMF15:99.

4) Desarrollar un método para esterilizar y lisar las micobacterias
sin alterar su proteoma.

5) Obtener proteinas totales de cada clona, en cantidad y con un
grado de pureza adecuados para analizar su proteoma.

6) Establecer las condiciones cromatograficas y de deteccién para
la separacion e identificacion de proteinas por CLAR.

7) Establecer una red de interacciones proteina-proteina con base
a procesos moleculares con las proteinas predichas por el ge-
noma de H 37rv.

8) Establecer la red de interacciones especificas de las proteinas

de interés obtenidas de las diferencias cualitativas.
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CAPITULO VI
MATERIAL Y METODOS

6.1. Material bioldégico
Cepa de MTB H37 Rv (ATTCC 27294) con perfil de sensibilidad a
estreptomicina, isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida.
Cepa de MTB CIBIN/UMF15:99, resistente a los mismos farmacos la
cual fue aislada de un paciente con TBP avanzada, identificada y
caracterizada en el laboratorio de micobacteriologia del CIBIN-IMSS.
Clona C1H37Ryv, aislada de la cepa H37 Rv.
Clona C;CIBIN/UMF-099, aislada de la cepa CIBIN/UMF15:099

6.2 Metodos
6.2.1. Cultivo de H37 RV y CIBIN/UMF15:099

La cepa H37 Rv fue incluida en este estudio como estandar, consi-
derando su capacidad de infeccion a seres humanos y su sensibili-
dad a estreptomicina (S), isoniacida (I), rifampicina (R), etambutol
(E) y pirazinamida (P). Dicha sensibilidad fue probada por el método
de Almar-Azul, modificado por Molina et al.*’. Las concentraciones
Minimas Inhibitorias CIMs), para S, |, R, E y P fueron 0.50-, 0.06-,
0.06-, 2.0- y 5.0 pg/mL.

La cepa CIBIN/UMF15:99 fue aislada y caracterizada en el laborato-
rio de micobacteriologia del CIBIN-IMSS, de una muestra de esputo
de un paciente con tuberculosis pulmonar avanzada. Esta persona
fue atendida en la Unidad de Medicina Familiar Numero 15 del
IMSS, en Monterrey, N.L. Este paciente fallecio sin haber respondido
al tratamiento acortado estrictamente supervisado (TAES) ni al TA-
ES-plus. Las CIMs para SIRE del aislado clinico CIBIN/UMF15-099
fueron: >100.00-, 3.12,100.00, 8.00 and pg/mL. Esto significa que
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este aislado fue >200-, 52-, 1,667-, 4 veces, mas resistente a S, |,
R, E que la cepa sensible, H 37 RV.

Las cepas seleccionadas para el estudio permanecieron en conge-
lamiento a -70°C en medio Middlebrook 7H9, adicionado con OADC
10%, v/v (Medio de Middlebrook enriquecido), en crioviales (Daigger
and Company Inc., Vernon Hills, IL,USA). Uno de estos viales fue
descongelado a temperatura ambiente. De éste se tomO una asa-
da—con un asa de platino— y se inocul6 en tubos con medio Lo-
wenstein-Jensen. Los cultivos se incubaron a 37°C, en atmésfera de
COz al 5 % por 5 semanas, hasta obtener colonias bien definidas,
grandes y vigorosas. Cada cepa fue subcultivada tomando una de
las mejores colonias e inoculandola en un tubo de 12 x 125 mm con-
teniendo 12 mL de medio Middlebrook 7H9 enriquecido. Los tubos
contenian 15 perlas de vidrio de 1mm de diametro. La colonia se
dispers6 dentro del tubo de cultivo, inicialmente con el asa usada
para inocular y posteriormente ayudada con agitacion en un vortex, a
37°C durante 5 min. De esta suspensién se tomd una asada y se

inoculé en un nuevo tubo con medio de Lowenstein-Jensen.

6.2.2. Obtencion de clonas
Clonas de H37Rv. Cuando se observaron colonias tipicas en uno de
tres tubos con cultivos en medio de Lowenstein-Jensen, se tomaron
tres de las mejores colonias con una asa de platino y se inocularon
por separado en medio tubos de Middlebrool 7H9 enriquecido. Las
colonias se dispersaron en el medio con el asa de platino y se per-
fecciono la suspension agitandolas con un vortex. Los cultivos se
incubaron como se describio arriba, hasta que éstos alcanzaron una
densidad equivalente al estandar uno de McFarland. De éstos culti-

VoS se tomo una asada del cultivo y se inocularon tubos nuevos con

34

@

BB



Expresidn de proteinas exclusivas de MTB panrresistente

medio de Lowenstein-Jensen y se incubaron como se describié an-
tes.

Tres de las colonias que estaban separadas claramente en este cul-
tivo se tomaron, se inocularon en medio de Middlebrook enriquecido,
se dispersaron y se incubaron como la vez anterior. Este procedi-
miento de repitid6 una vez mas. Las colonias recuperadas del tercer
procedimiento se consideraron como clonas y se designaron como.
C1-H37Rv, C,-H37Rv y C3-H37Rv. Cada clona fue caracterizada pa-
ra determinar su fenotipo de sensibilidad a S,I,R,E y P. y a la mezcla
de cuatro de estos antibiéticos (SIRE). De las clonas descritas, se
seleccion6 a C;H37 Rv, ya que fue la que mostré un mejor creci-
miento en el medio liquido, en ausencia de SIRE.

Clonas de CIBIN/UMF-099. El procedimiento empleado para obtener
las clonas de la cepa CIBIN/UMF-099 fue exactamente el mismo
empleado para la obtencion de la clonas de la cepa H37Rv, con la
Unica diferencia de que los medios liquidos Middlebrook y el solido
Lowenstein-Jensen fueron adicionados con una solucion (SIRE) de
estreptomicina (2mg/mL), isoniazida (0.1pg/mL), Rifampicina (2
pg/mL) y etambutol (2.5 pg/mL) durante todo el proceso de aisla-
miento de las clonas. Las concentraciones sefialadas en paréntesis,
se refieren a concentraciones finales.

Se aislaron tres clonas de CIBIN/JUMF-099: C;CIBIN/UMF-099,
C,CIBIN/JUMF-099 y C3;CIBIN/UMF-099. En todas las clonas se veri-
fic6 el fenotipo de resistencia a SIRE. Se eligi6 la clona C;-
CIBIN/JUMF-099 para este estudio por tener mejor crecimiento, todas
las clonas obtenidas fueron almacenadas a -70°C, cada una en cin-

co criotubos.

6.2.3. Curvas de crecimiento
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El in6culo de cada clona se obtuvo descongelando—a temperatura
ambiente—uno de los crioviales almacenados a -70 °C. Cada una de
las clonas se inocul6 en tres tubos de Middlebrook 7H9 enriquecido.
Cuando los cultivos alcanzaron una densidad equivalente al estan-
dar uno de McFraland (cerca de la quinta semana). Del criovial de
C1H37 RV se inoculé (1 mL) en un frasco de cultivo conteniendo
400mL de medio Middlebrook 7H9 enriquecido. Del criovial de C;-
CIBIN/UMF15-099 se inocularon, con 1 mL, 2 frascos de cultivo, ca-
da uno con 400 mL de medio 7H9 enriguecido: Un frasco fue adicio-
nado con SIRE y el otro no. Los tres frascos de cultivo se incubaron
a 37 °C en atmosfera de CO, al 5% por 30 dias. Los frascos se agi-
taron suavemente cada 24 h y también se tomé 1 mL del cultivo y se
deposité en un tubo de vidrio con tapon de rosca. Las micobacterias
se inactivaron en autoclave a 15 psi durante 30 min. Una vez frias,
las muestras se adicionaron con 500 pL de agua grado Milli-Q, se
agitaron por 5 min con un vortex y se leyé su absorbancia a 600nm
con un espectrofotometro (Beckman-Coulter DU800, Brea, CA,
USA). Las mediciones se hicieron por triplicado, se calcul6 el pro-
medio + desviacién estandar (DE) y estos datos se graficaron en fun-
cion del tiempo de incubacion.

También, se realizaron determinaciones empleando citometria de
flujo, con un equipo modelo FACSAaria (Beckton-Dickinson BioS-
cience, San Jose, CA, USA), para correlacionar el nivel de absor-
bancias con el nUmero de microorganismos, de las mismas muestras
leidas en el espectrofotdmetro a 600nm se tomaron 100uL y se adi-
cionaron 200uL de agua MilliQ, se agitaron en vortex por 5 min. y los

300uL contenidos en el tubo de plastico fueron inyectados en el
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equipo sefialado, el cual fue calibrado con los estandares del fabri-
cante para ajustar el rango de trabajo al tamafio reportado para las
micobacterias(3-5 micras)® Los datos fueron adquiridos y graficados
en el software del fabricante BDFACSDiva, ver. 4.1.2.

6.2.4.  Obtencion de biomasa

Se descongelaron un crioval con la clona C;-H37 Rv y dos de la C;-
CIBIN/JUMF-099 y se inoculd, por separado, la totalidad del conteni-
do de cada tubo en frascos de cultivo con 40 mL de medio 7H9 enri-
guecido. Uno de los frascos inoculados con C;-CIBIN/UMF-099 se
adiciono con SIRE. Los tres frascos fueron incubados a 37°C en
atmosfera de CO, al 5% y agitacion manual cada 24h por 16 dias.
Los frascos se cosecharon con un sistema de filtracion de 1L, con
membranas de 0,22 um, de nylon, aplicando vacio de 20 um de Hg,
con una bomba marca Gast MFG Corp.(Benton Harbor, Mich. USA).
Se levantaron las micobacterias retenidas en la membrana de adita-
mento utilizado para cosechar, lavando, tres veces, con 50 mL de
amortiguador de fosfatos, [KCl 2.68mM, KH2PO4 1.47mM, NaCl
136.89mM, Na2HPO4 8.10mM (PBS, [pH 7.4])]. Este proceso se
hizo tres veces. Después de lavarlas tres veces, las micobacterias
se recuperaron utilizando una jeringa de polipropileno de 20 mL,
(Becton-Dickinson, Taxarcana, TX, USA).

En un tubo de polietileno con tapdn de rosca y 50 mL de capacidad
(BD Bioscienciences, San José, CA, USA) se mezclo el producto de

los tres lavados.

6.2.5. Practicas de bioseguridad
Cada uno de los tubos conteniendo el producto de los cultivos masi-

vos se esterilizd en autoclave a 15 psi, por 30 min. Los tubos se de-
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jaron enfriar a temperatura ambiente y se centrifugaron a 1,500 x g
por 30 min. Se recuperaron las micobacterias sedimentadas por de-

cantacion y se almacenaron a -70 °C hasta su uso.

6.2.6. Integridad de las micobacterias

Se verifico la integridad de las micobacterias después de haberlas
inactivado en autoclave, observandolas en un frotis tefiido con la
técnica de de Ziehl-Neelsen® con un microscopio (Olympus CH20,
Optical Co. LTD, Japan), equipado con un objetivo de inmersion
100X.

Se certificé que los cultivos estuvieran inactivados inoculando tubos
con medio de Lowenstein-Jensen e incubando, como se explicdé an-
tes, durante 30 d.

Todos los procedimientos microbioldgicos, arriba descritos, se reali-
zaron en condiciones de asepsia, en instalaciones y con equipo de
contencion para un laboratorio microbiologico clase 11l y observando

estrictas medidas de seguridad.

6.2.7. Calidad de las proteinas de interés
Se realizé un analisis completo—desde su digestion hasta su anali-
sis in silico— de proteinas bien conocidas (tripsina, albumina sérica
bovina, hemoglobina y mioglobina de corazén de caballo) para certi-
ficar que la inactivacién en autoclave de las micobacterias; ademas
de la digestién con tripsina y la derivatizacién y reduccion de los
péptidos (ver mas adelante) no interfieren con el analisis espec-
troscopico y la identificacion in silico de las proteinas de las clonas.
Las proteinas utilizadas como controles, arriba mencionadas, se di-
solvieron con agua, grado Milli-Q y se ajustaron a 1mg/mL. Todas

las proteinas, excepto la tripsina se sometieron al mismo procedi-
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miento de esterilizacion en autoclave empleado con las micobate-
rias.
6.2.8. Obtencién de proteinas de las clonas

Se pesaron las pastillas de micobacterias arriba descritas y 0.5 g de
cada una de ellas se pasé a un tubo de polipropileno, estéril, de 2.0
mL de capacidad, conteniendo 0.5 g de perlas de silica Lysing Matrix
B (MP Biomedicals, Solon, OH, USA). Las micobacterias se suspen-
dieron en un amortiguador de lisis (1M urea, 50 mM de (NH)HCO3 y
5mM de EDTA), su volumen se ajusté a 1.0 mL y las micobacterias
se lisaron con ciclos de un equipo FastPrep FP-120 (Savant, Carls-
bat, CA, USA), ajustado al paso 6 del control de energia por 45 se-
gundos. Cada una de las pastillas se sedimentd por centrifugacion
con una microcentrifuga refrigerada (Eppendorf, Barkhausenweg,
Amburgo, Alemania) a 10,000 x g, 4 °C por 10 min.

Se descarté el sobrenadante y las proteinas, en el sedimento, se
recuperaron cuidadosamente con una pipeta Pasteur. Se suspendie-
ron con NH4;HCO3; 100mM, ajustando su volumen a 1.0 mL y se filtra-
ron con un acrodisco de 13 mm de didmetro y membrana de Nylon
de 0.22 um (Pall Gelman, Port Washington, NY, USA). Se recupero
el filtrado y se determind su concentracion de proteinas a 280 nm.
Para ello se utiliz6 una curva estandar (de 0.1 a 0.5 mg/ mL) de se-
roalbumina bovina (SAB), sometida al mismo tratamiento en autocla-
ve que el utilizado para inactivar las micobacterias. Se calculd la
concentracion de proteinas en las muestras de interés por interpola-
cion en dicha curva. Las lecturas de Aygo se realizaron por triplicado,
con un espectrofotometro (Beckman-Coulter DU80O0, Brea, CA, USA)
Los datos se registraron como media = DE de cada muestra de in-

terés.
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6.2.9. Separacion y deteccion de proteinas

Digestion. Las muestras de proteinas fueron digeridas con tripsina,
para lo cual 100ug de las proteinas de C;-H37 Rv y las expresadas
por C;-CIBIN/UMF-099 en presencia y ausencia de SIRE asi como
los controles de albumina sérica bovina y la mezcla de proteinas co-
nocidas usadas como control positivo y de verificacion de la integri-
dad de las proteinas respectivamente y un control negativo fueron
digeridas con tripsina, empleando el siguiente protocolo.

Cada muestra fue adicionada con 5 pL de 1,4 Ditiotreitol (DTT, Sig-
ma Aldrich) para realizar la reduccion, y se incub6 45 min. a 65°C en
bafio Maria (ThermoFisher, Presicion, Walthman, MA, USA), poste-
riormente se adicionaron 4 uL de lodoacetamida, 1.0M (Sigma-
Aldrich). Las muestras se incubaron a temperatura ambiente en os-
curidad durante 45 min., la reaccion fue detenida por adicién de 20
mL de DTT e incubando a temperatura ambiente por 45 min. Final-
mente a esta preparacion se adiciond tripsina grado secuenciacion
(Promega, Madison, Wisconsin, USA) siempre manteniendo una re-
lacion 1:50 tripsina/proteina (p/p). La tripsina se incub6 a 37°C en
bafio Maria por 16 h. Se detuvo la reaccién por adicién del 10% de
FTA y se centrifugé a 1000 x g, a 4°C, por 10 min. Se transfirio el
sobrenadante a un vial de recuperacion total (Waters, Milford, MA,
USA).

6.2.10. Separacion de proteinas por CLAR
Arreglo del sistema de espectrometria de masas en linea y separa-
cion y procesamiento de péptidos. Los péptidos resultantes de la
digestion con tripsina (80 pL) se separaron mediante cromatografia

de intercambio i6nico y cromatografia de fase reversa, usando un
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sistema cromatografico Alliance 2695 (Waters) conectado directa-
mente a una valvula de intercambio de 6 puertos. La separacion por
intercambio ionico fue asistida por una bomba secundaria modelo
600 (Waters) conectada directamente a la valvula de intercambio. La
operacion fue controlada por el software MassLynx, ver 4.1. Se uti-
liz6 una configuracion para trabajo en linea: Una columna de inter-
cambio i6nico SP-PEEK CXC, 4.6 x 50 mm (Waters) con fase sélida
formada por particulas de 7 um. La columna estaba conectada al
puerto 5 de la valvula arriba mencionada. El liquido eluido de esta
columna se paso6 directamente a una trampa de desalado Atlantis
C18, 4.6 x 2.1 mm (Waters); la cual estaba conectada al puerto 1, en
su extremo de entrada y al puerto 4 en el extremo de salida. El puer-
to 3 fue conectado a una linea para desechos. El flujo fue enviado en
forma alterna a la linea para desechos, para eliminar las sales, o
hacia la siguiente columna— de fase reversa—, moviendo las posi-
ciones de la valvula.

Para la elucion utilizando la técnica de intercambio iGnico se usaron
tres concentraciones de NaCl (Sigma-Aldrich): 100, 250 y 500 mM,
en forma isocratica, con flujo de 0.4 mL/min.

Después de cada separacion isocratica se lavo la trampa de desala-
do haciendo pasar una solucién de acido férmico al 0.1% y un gra-
diente lineal de 0-40% de acetonitrilo (Tedia, Fairfield, OH, USA) con
flujo de 0.2 mL/min, por 2 min.

La separacion en fase reversa se realizé con una columna BioSuite
C-18, PA-B, 2.1 x 250 mm, 3.0 uM (Waters) conectada en linea a la
valvula de 6 puertos. Para realizar la cromatografia en fase reversa
se aplicé un gradiente lineal de una solucién de &cido férmico con

una concentracién inicial de 0.1% y un gradiente de concentracion
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de acetonitrilo de 0-60%. La corrida tuvo una duracién de 220 min,

con un flujo de 0.150 mL/min y 50°C en la columna.

Condiciones de deteccion. Se usé un espectrometro de masas orto-
gonal cuadrupolo-tiempo de vuelo modelo Q-TOF micro, configura-
do con una interfase electrospray y el sistema de calibracion interna
continua lockspray controlado por el software MassLynx, version 4.1.
Las condiciones de deteccién fueron las siguientes:

1. Modo de adquisicion: Direct data analysis(DDA)
Rango de masas para experimento MS: 200-2000 m/z
Rango de masas para experimento MS/MS: 100-1700 m/z
Formato de adquisicion: Continuo
Temperatura de la fuente: 150°C
Temperatura de solvatacion: 350°C
Flujo de nitrégeno en cono: 50L/h
Voltaje del capilar: 3500 V

Voltaje de cono de muestra: 35 V

© © N o g s~ w D

10.Voltaje del cono de extraccion: 2.0 V

11.LockSpray flujo: 5 pL/min

12.Frecuencia: 10 seg

13.Voltajes del detector Microplate: 2700 V

14.Resolucion: > 5,000
El espectrémetro fue calibrado con una solucion de 100 fmol/uL de
[Glu-1] fibrinopéptido B. Esta misma solucion fue usada para el pro-
ceso de calibracion continua con el sistema lockspray.
Diariamente se realiz6 una verificacion de la sensibilidad y la resolu-
cion del instrumento con un estandar de leucina-encefalina, a una
concentracion de 2 ng/pL. Dicha solucion fue preparada con una

mezcla de 50/50 metanol/agua + 1% de acido férmico.
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6.2.11 Secuenciacion e identificaciébn de las proteinas de
C1-H37 Rv y C;1-CIBIN/JUMF-099 con y sin SIRE
Todo el proceso de bioinformatica fue realizado con la ayuda del
software de acceso libre Trans-Proteomic-PipeLine (v.4.1, revision O,
Build 200908071234 [min GW])(TPP), del Institute for Biologycal sys-
tem, Seattle Proteome Center y el NHLBI proteomics, instalado en
una estacion de trabajo HP, con procesador Intel Pentium 4, 3.6
GHz, Windows XP, Service Pack 3.
La informacion MS y MS/MS adquirida por el software MassLynx fue
exportada en formato .RAW, posteriormente fue convertida a formato
.mzXML por medio del software MassWolf, Ver. 4.3.1. En el software
TPP se uso6 el motor de busqueda X-Tandem para la asignacion de
las secuencias de péptidos usando los siguientes parametros:
1. Toleracion de péptidos: 1.0 Da

Tolerancia de fragmentos: 0.5Da
Rango de masas: 100 a 200,000 Da
Modificaciones fijas: Carbamidometil en C

a k~ 0N

Modificaciones variables: oxidacion de metionina

6. Digestion con tripsina

Primera validacién de los resultados. Posterior a este procesamiento
cada secuencia asignada fue validada por medio de algoritmo Pepti-
deProphet y aceptada para su posterior uso o rechazada si la asig-
nacién era dudosa.

Cabe sefialar que X-tandem usé una base de datos denominada
MTB, la cual fue obtenida de la base de datos Uniros, dicha base de
datos se us6 en formato FASTA. Dicha base de datos contenia
8,022 secuencias de M. tuberculosis H37Ruv.

43

@



Expresidn de proteinas exclusivas de MTB panrresistente

Segunda validacion de los datos. Los péptidos validados por Pepti-
deProphet fueron alineados con las proteinas de la base de datos y
dichas inferencias fueron validadas por el algoritmo ProteinProphet,
pero solo aquellas con valores de confidencialidad mayor al 90%
fueron consideradas para el estudio cuantitativo.

6.2.12. Comparacion de las proteinas de C1-H37 RV'y
C,CIBIN/UMF15-099 con y sin SIRE
Los proteomas de C;-H37 RV y C;-CIBIN/UMF15-099 en ausencia y

en presencia de SIRE, y validados como se explicé en los parrafos
anteriores, se compararon entre si para identificar las proteinas ex-
clusivas de cada uno, y las que se expresaron tanto por C;-H37 RV,
o por C;-CIBIN/UMF-099 con SIRE, sin SIRE o por una combinacion
de dos de estas condiciones. Para ello se construyd un diagrama de
Veen, empleando el software ProteolQ de Bioinquired (NuSep,
Atlanta, USA).

6.2.13. Alineamiento in silico de proteinas.
Esta informacion fue obtenida empleando el método denominado
Label Free Quantitation, con la ayuda del software ProteolQ. Con
ello se realizé el alineamiento y normalizacién de espectros a partir
de los valores obtenidos por el algoritmo Total Spectral Counts para
cada grupo y réplica. Para realizar este procedimiento se analizaron

tres muestras y se hicieron tres réplicas de cada una.

6.2.14. Criterios de seleccion de proteinas expresadas

por las clonas
Las proteinas expresadas tanto por C;CIBIN/UMF-099 como por
C1H37Rv en ausencia de SIRE fueron seleccionadas para determi-

nar su perfil de expresion diferencial ya que las diferencias de la
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comparacion cualitativa permitié definir un grupo de interés, para la
cual se tomaron en cuenta algunos criterios, tales como medida de
corte— para definir la sobre-expresion de alguna proteina— el valor
Log2 relativo SD=1.5— y para definir su subexpresion— valores
>0.5.

La confiabilidad de las proteinas fue mayor o igual al 99% expresado

como la probabilidad de asignacion.

6.2.15. Identificacion de interacciones proteina-proteina.
Las proteinas definidas como de interés prioritario resultantes de las
comparaciones cualitativas fueron analizadas con el software String
(http://string-db.org/) y Cytoscape (http://www.cytoscape.org/) para
conocer las redes de interacciones directas entre las proteinas se-
leccionadas y otras proteinas ya caracterizadas como integrantes del
proteoma de MTB.
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CAPITULO VII
RESULTADOS
7.1 AISLAMIENTO DE LAS CLONAS

Se obtuvieron tres clonas a partir de la cepa de H37Rv (ATTCC
27294): C1-H37 Rv, C, H37 Rv y C3 H37 Rv. Todas tenian el fenoti-
po de sensibilidad a los cinco farmacos de primera linea (SIREP).
Sin embargo, debido al volumen de trabajo que implicaba el presen-
te estudio, al tiempo requerido para completarlo y a los altos costos
del mismo se decidi6 trabajar solamente con una clona. Para ello se
seleccioné la que mostré el mejor crecimiento, en términos de pro-
duccién de biomasa y de tiempo de duplicacion (datos no presenta-
dos). Esta clona fue C;-H37 Rv. Ademas, se aislaron tres clonas a
partir del aislado clinico CIBIN/UMF15-099: C;CIBIN/UMF15-099,
C,CIBIN/UMF15-099 y C3CIBIN/UMF15-099. Todas éstas tenian el
fenotipo de resistencia a los cinco farmacos de primera linea (SI-
REP). Sin embargo, debido a las razones expuestas en el parrafo
anterior, también se decidi6 trabajar solamente con una clona. Para
ello se seleccion6 a la que mostré el mejor crecimiento, bajo los
mismos criterios que en el caso anterior. Esta clona fue
C,CIBIN/UMF15-099.

7.2 CURVAS DE CRECIMIENTO

Las curvas de crecimiento de C;-H37 Rv, en presenciay en
ausencia de SIRE se muestran en la Fig. 7 (pag.46).
En presencia de SIRE se observé un ligero incremento en la Aggpo
entre el 4° y el 10°dia y en el dia 26°, pero el resto del tiempo las
lecturas de Agoo permanecieron en la basal (= 0.1). En contraste, en
ausencia de SIRE se observo un incremento sistematico de la Agoo
desde el dia 0 hasta el dia 18°. A partir de entonces se presentd una

subita fase de lisis.
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Figura. 7 Curva del crecimiento de C;-H37Rv en medio liquido Middlebrook enri-
quecido con 10% de OADC en presencia (linea roja con cuadrados) y en ausencia
de SIRE (linea negra con circulos llenos). Obsérvese que el crecimiento de esta
clona fue bueno en ausencia de la mezcla de compuesto anti-MTB. En contraste
con el nulo crecimiento en presencia de SIRE.

Figura 8. Curvas de crecimiento de C;-CIBIN/UMF15-099 en presencia (linea negra
con circulos azules) y ausencia (linea roja con cuadrados rojos) de SIRE. C;-
CIBIN/UMF15-099 se cultivé en medio de Middlebrook 7H9, enriquecido con 10%
de OADC. Esta clona crecid bien en presencia o en ausencia de SIRE.
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La Fig. 8 (pag. 46) muestra el comportamiento de los cultivos de
C:CIBIN/UMF15-099 en presencia y en ausencia de SIRE. En pre-
sencia de esta mezcla de compuestos anti-M tuberculosis.

Los perfiles de crecimiento de esta clona no mostraron una diferen-
cia significativa (P<0.05) entre los rendimientos maximos (a los 16 d)

en presencia o ausencia de SIRE.

7.3. CORRELACION ENTRE Agp Y DENSIDAD
En las Figs. 9 (pag 47) y 10 (pag. 48) puede apreciarse una excelen-
te correlacién lineal (* > 0.99 y >0.97, respectivamente) entre las
mediciones de Agyp Yy el niumero de microorganismos, tanto en
C:1H37RV como en C;CIBIN/UMF15-099, cultivadas bajo condiciones

comparables, en ausencia de SIRE.

Figura 9 Relacién lineal del Ln del nimero de micobacterias y la Agyo durante el
crecimiento exponencial de C;H37 RV.
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Figura 10 Relacidn lineal del Ln del nimero de micobacterias y la Aggy durante el
crecimiento exponencial de C,CIBIN/UMF15:099.

El calculo del cociente de ambas pendientes mostré un crecimiento
3.7 veces mayor de la clona CiH37Rv en relacion al de Ci-
CIBIN/JUFM15:099.

La Fig. 11 (pag. 49) muestra el nulo crecimiento de C;H37 RV y
C:CIBIN/UMF15-099 después de haber sido inactivados en autocla-

ve e incubados por 30 dias en medio de Lowenstein-Jensen.

7.5. INTEGRIDAD DE LAS MICOBACTERIAS
INACTIVADAS

La Fig. 12 (Pag. 49) muestra el aspecto microscopico de las mico-
bacterias inactivadas en autoclave preparadas para su observacién
con un microscopio en un frotis tefiido con la técnica de Zhiel-
Neelsen. Puede observarse que después del tratamiento con calor
los microorganismos no perdieron ni su forma ni su integridad, al
menos en forma aparente.

Los bacilos de C;CIBIN/UMF15-099, en presencia 0 en ausencia de
SIRE, eran mas cortos que los de C;H37Rv.
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7.4. ESTERILIDAD DE LOS CULTIVOS.

Figura 11. Nulo crecimiento de C;H37Rv y C,CIBIN/UMF15-099 en medio de Lo-
wenstein-Jensen después de haber sido inactivados los cultivos en autoclave e
incubados a 37 °C en atmésfera de CO; al 5% por 30 d. Las fotografias correspon-
den a C,CIBIN/JUMF15-099 sin esterilizar (A) e inactivada en autoclave (B) y a
C,H37Rv inactivada (C) y sin inactivar (D) Obsérvese la ausencia de colonias en By
Cy el crecimiento vigoroso de éstas en Ay D.

Figura 12. Aspecto de un frotis después de haber inactivado un cultivo de C1 H37
RV en autoclave y tefiido con la técnica de Zhiel-Neelsen. Obsérvese que la
micobacterias no perdieron ni su aspecto caracteristico de bacilos curvos ni su
resistencia a la decoloracion con acido y alcohol.
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7.6. RENDIMIENTOS DE LOS CULTIVOS
Los cultivos masivos de C;H37 RV y de C;CIBIN/UMF15-099 produ-
jeron 24.8 mg y 7.7 mg de biomasa (peso humedo), respectivamen-
te. Los rendimientos de C;CIBIN/UMF15-099 fueron los mismos tan-
to en presencia como en ausencia de SIRE. Estos datos muestran
gue los rendimientos de C;H37 RV fueron 3.7 veces mayores que
los de C; CIBIN/UMF15-099, en presencia o0 en ausencia de SIRE.

7.7. INTEGRIDAD DE LAS PROTEINAS DE
INTERES
El analisis de seroalbumina bovina (SAB) produjo un cro-
matograma compuesto por 31 picos y una serie de datos reportados
por el software relativos a la investigacion in silico que confirmaron
que la muestra correspondia a SAB con un 100% de confiabilidad
(Fig. 13, pag. 51).

7.8. CURVA ESTANDAR DE SAB

Se construy6 una curva de calibracion para cuantificar los rendimien-
tos de proteinas de los cultivos masivos de las clonas de interés. En
la Fig. 14 (pag. 52) puede observarse que esta curva tenia una exce-
lente correlacién con la recta, con una r? practicamente de 1.0. Con
esta curva se calcularon por interpolacion los contenidos de protei-
nas que se obtuvieron de los cultivos masivos de C;H37 RV y C; CI-
BIN/UMF15-099

7.9. RENDIMIENTO DE PROTEINAS
Se obtuvieron 6.2 mg por g (peso humedo) de pastilla de micobacte-
rias, tanto de los cultivos masivos de C;H37 RV como de C; CI-
BIN/UMF15-099. En el caso de C; CIBIN/UMF15-099, sin importar si

se cultivé o no en presencia de SIRE.
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Figura 13. Identificacidn de albimina sérica bovina sometida al proceso de esteri-
lizacion en autoclave. El recuadro A muestra el cromatograma obtenido con el sis-
tema CLAR-espectrdmetro de masas. El recuadro B es una grafica de las relaciones
m/z. C representa a los péptidos de SAB y muestra una grafica de su fragmenta-
cion; y D contiene la informacidn sobre el procesamiento
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30 +
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y =23.94x + 0.18
R?=0.999

Figura 14. Curva de calibracién de SAB.

7.10.OPTIMIZACION DE LOS METODOS DE
SEPARACION Y DETECCION

Se realizaron una serie de experimentos para desarrollar el mejor
procedimiento para realizar la cromatografia de las proteinas de in-
terés, mediante intercambio idnico, desalado y fase reversa. Estos
procesos y los software para validacién permitieron generar la mejor
resolucién posible, una sensibilidad adecuada; ademas de garantizar
la calidad de los datos. ElI Cuadro 3 (Pag. 53) muestra las condicio-
nes encontradas y estandarizadas para realizar los experimentos de
protedmica con las proteinas de C;H37 Rvy C,;CIBIN/UMF-099.

Cromatografia de blancos. La Fig. 15 (P4g. 54) corresponde a un
cromatograma del disolvente utilizado para realizar la cromatografia
de fase reversa (ultima columna del arreglo lineal) de las proteinas
de las micobacterias. El sistema automéaticamente descarto las sefia-
les correspondientes a esta fase movil por no corresponder al peso

exacto de ningun amino acido.
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Cuadro 3.

Condiciones de

cromatografia en

el sistema

CLAR/Espectrémetro de masas y validacion de los datos

Preparacién de la Separacién

muestra

Digestién con
Tripsina de 100ug

de proteina

100mM de NH4HCO3

cromatografica

Gradiente lineal agua
0.1 % AF, 100%/ACN
40% duracién 220min.
Flujo: 0.150 ml/min.
Temp. Col: 50 °C

Vol. Inyeccién: 80pL
Col:CXC, PEEK, 4.6 x
50mm, 7u

Col: BioSuite PA-B, 2.1
X250 mm, 3.5 pm.
Trampa de desalado:
Atlantis C18, 4.6 x 2.1

mm, 5 micras.

*Software utilizado para validar los datos

Condiciones de
Deteccién por
MS-MS/MS

Modo de adquisicion:
DDA

Rango de masas MS:
200-2000

MS/MS: 100-1700
Temp. Fuente: 150
Temp. Desolv: 350
Nitrogeno:

Desolv: 500l/h

Cono: 50 L/h

Voltajes:

Capilar: 3500 V

Cono muestra: 35V
Cono extraccion: 2V
MCP: 2700Volts

Condiciones
de
Procesamiento
TPP

Tolerancia  para
péptidos: 1Da
Fragmentos:
0.5Da

PM:  rango:1000-
200,000

BD: Uniprot MTB ,
H37Rv

Formato FASTA
X-tandem
Validacion:
Peptide prophet*
Protein prophet*

La Fig. 16 (pagina 55) muestra el cromatograma de la tripsina que se
utilizé para digerir las proteinas obtenidas de los cultivos masivos de
C1H37 RV y C1CIBIN/UMF-099. Pueden observarse los picos carac-
teristicos de esta enzima, que el sistema pudo reconocer adecua-
damente, distinguirlos de las proteinas de MTB e identificar inequi-
vocamente a esta proteina como tripsina, de la misma manera que
se hizo con SAB (Fig. 18).

7.11. CROMATOGRAFIA E IDENTIFICACION DE
PROTEINAS

Estandares. La Fig. 17 (pag. 56) contiene un cromatograma de
hemoglobina humana, como muestra de la identificacién de las prote
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Figura. 15. Cromatograma de la fase mévil utilizada en la columna de fase re-
versa del sistema CLAR/Espectrometro de masas. El eje horizontal muestra una
escala del tiempo de retencién (en min) y el vertical (de la Y) es una escala del
% de intensidad. Estos picos fueron descartados automaticamente por el soft-
ware del sistema debido a que ninguno de ellos correspondia al peso exacto de
ningun aminoacido
teinas que constituian la mezcla adquirida comercialmente, que son
bien conocidas y que ademas sus secuencias completas estan de-
positadas en el banco SwissProt. Dos de ellas (SAB y tripsina) hab-
ian sido utilizadas previamente para los experimentos arriba descri
tos. Las otras proteinas fueron hemoglobina humana y mioglobina
de corazdn de caballo. Cada una de estas proteinas fue identificada
con precision por el sistema cromtografico e informatico utiliza do. Lo

gue indica la confiabilidad del sistema.

Reproducibilidad de los resultados cromatograficos. La Fig. 18 (pag.

57) muestra dos cromatogramas de las mezcla de proteinas comer-
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Figura 16. Cromatograma de la tripsina disuelta e incubada bajo las mismas

condiciones utilizadas para digerir las proteinas de las micobacterias, antes de
someterlas al andlisis cromatografico con el sistema CLAR/Espectrémetro de
masas (A). El eje horizontal muestra una escala del tiempo de retencidn (en min)
y el vertical (de las Y) es una escala del % de intensidad.
ciales usadas como estandar, descrita en el parrafo anterior. Estos
cromatogramas fueron obtenidos con el sistema CLAR/ Espectrome-
tro de masas con dos muestras preparadas independientemente con
las mismas proteinas ya mencionadas. Los principales picos de am-
bos cromatogramas se sobreponen perfectamente, lo que denota la

reproducibilidad del sistema.
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Figura 17. Se muestra una escala del tiempo de retencién (en min) y el ver-
tical (de la Y) es una escala del % de intensidad. (B) Identificacién de hemo-
globina humana, como ejemplo de la informacién proporcionada por el
software del instrumento asociado a SwissProt Bank.

7.12. SEPARACION E IDENTIFICACION DE LAS
PROTEINAS DE INTERES
La Figs. 19 (pag. 57) y 20 y 21 (pag. 58) muestran los cromatogra-
mas tipicos de las proteinas expresadas por CiH37 RV y por

C:CIBIN/UMF-099 en ausencia y presencia de SIRE, respectivamen-
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Figura 18. Reproducibilidad de los resultados obtenidos con el sistema
CLAR/espectrometro de masas. El eje horizontal muestra una escala del tiempo de
retencién (en min) y el vertical (de la Y) es una escala del % de intensidad. Los
picos principales (correspondientes a los péptidos de interés) se sobreponen per-
fectamente.

te. En total se identificaron 544 proteinas H37 RV y de
C1CIBIN/UMF-099 537 y 541 en ausencia y presencia de SIRE, res-

pectivamente.
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Figura 19. Cromatograma de los péptidos correspondientes a las proteinas ob-
tenidas de los cultivos masivos de C;H37 RV en ausencia de SIRE. El eje horizon-
tal muestra una escala del tiempo de retencion (en min) y el vertical (de la Y) es
una escala del % de intensidad.
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Fig. 20. Cromatogramas de las proteinas totales de C;CIBIN/UMF15-099 cultivada
en ausencia de SIRE.
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Figura 21. Cromatograma de los péptidos correspondientes a las proteinas
de C,CIBIN/JUMF15-099 en presencia de SIRE.
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7.13. IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS
EXPRESADAS EXCLUSIVAMENTE POR
CIBIN/UMF15-099.

Diagrama de VEEN. Para identificar las proteinas de nuestro interés
y principal objetivo de este trabajo, incluimos en el siguiente analisis
aquellas proteinas expresadas exclusivamente por C;CIBIN/UMF15-
099 en presencia de SIRE, y en ausencia de esta mezcla de antibi-
oticos y las comparamos entre si y con las expresadas por C;H37
RV, las cuales fueron seleccionadas con los criterios mencionados
arriba. Para realizar este andlisis recurrimos a la ayuda de un soft-
ware especializado y construimos un diagrama de Veen (Fig. 22,
pag. 59). En el diagrama mencionado pueden observarse que en
conjunto las clonas expresaron 125 proteinas, todas ellas fueron se-
leccionadas con uno de los criterios mas estrictos: un indice de con-
fiabilidad = 0.9. Lo cual indica que la alineacién con la secuencia
tedrica 0 determinada, depositada en los bancos de datos es del
90% o mayor. Se observan tres campos de proteinas expresadas en
forma exclusiva: 24.8 % (31/25) proteinas por C,CIBIN/UMF15-099
en presencia de SIRE, 19.2 % (24/125) proteinas por
C1CIBIN/JUMF15-099 en ausencia de SIRE y 17.6% (22/125) por
C1H37 RV en ausencia de SIRE. El total de proteinas expresadas
bajo el conjunto de estas tres condiciones fue de 61.6% (77/125). El
resto de las proteinas se identificaron en campos correspondientes a
una combinacion de dos 0 tres condiciones. Estas combinaciones
fueron las siguientes: presentes en el proteoma de CIBIN/UMF15-
099 en presencia o en ausencia de SIRE 3.2% (4/125), por C;H37
RV en ausencia de SIRE y por CIBIN/UMF15-099 en presencia de
SIRE 11.2% (14/125) y por C;H37 RV en ausencia de SIRE y

C,CIBIN/UMF15-099 en ausencia de SIRE 7.2% (9/125), y por
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Figura 22. Diagrama de Veen. La figura muestra el total de las proteinas que tuvie-
ron un indice de correlacién > 0.9 con las secuencias del banco de datos. Estas
proteinas fueron expresadas por C,CIBIN/UMF15-099 en ausencia de SIRE (circulo
rojo), por C,CIBIN/UMF15-099 en presencia de SIRE (circulo verde) y por C;H37 RV
en ausencia de SIRE (circulo azul). Los nimeros en los campos de interseccion de
estos circulos y en los campos no intersectados corresponden al nimero de pro-
teinas identificadas y pertenecientes a cada condicidn de interés.

C:H37 RV en ausencia de SIRE, C;CIBIN/UMF15-099 en presencia
de SIRE y en el diagrama de Veen se observa una zona con 31 pro-
teinas que corresponde a las proteinas expresadas exclusivamente
por C;CIBIN/UMF15-099 en presencia de SIRE (24.8%), 4 proteinas
expresadas por C;CIBIN/JUMF15-099 en presencia o ausencia de
SIRE (3.2 %), 24 proteinas que corresponden a C;CIBIN/UMF15-
099 en ausencia de SIRE (19.2%), 14 proteinas coexpresadas por
C:CIBIN/UMF15-099 en presencia de SIRE y por H37 RV en ausen-
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cia de SIRE (11.2%), 21 proteinas expresadas por C,CIBIN/UMF15-
099 en presencia o en ausencia de SIRE y por H37 RV en ausencia
de SIRE (16.8); nueve por C;CIBIN/UMF15-099 en ausencia de SlI-
RE y por H37 RV en ausencia de SIRE (7.2%), y 22 exclusivamente
por H37 RV en ausencia de SIRE (17.6 %).

El total de proteinas expresadas por C;CIBIN/UMF15-099 en pre-
sencia y en ausencia de SIRE fue de 70 y de 58, respectivamente.
Es decir, en presencia de SIRE la misma clona C;CIBIN/UMF15-099
expreso 12 proteinas mas que en ausencia de la mezcla de antibioti-
cos. Por otro lado, H37 RV expreso un total de 66 proteinas, 4 me-
nos que C;CIBIN/UMF15-099 en presencia de SIRE, pero ocho mas
gue en ausencia de la mezcla anti-MTB.

Las proteinas de mayor interés son aquellas que expresé
C1CIBIN/UMF15-099 en presencia o en ausencia de SIRE, en forma
exclusiva o co-expresadas con C;H37 RV (47.2%) del conjunto

completo incluido en el diagrama de Veen.

7.14. PROTEINAS EXPRESADAS EXCLUSIVAMENTE
POR C;CIBIN/UMF 15-099 EN PRESENCIA DE
SIRE
El cuadro 4 (pags. 62-64) muestra los atributos de las 31 proteinas

gue forman parte del proteoma de C;CIBIN/JUMF15-099. De 11 de
ellas (35.5%) aun no se conoce ni su funcion ni su nombre (C4.1 a
C4.11, zona blanca). De 10 proteinas ya se propuso una funcion
(C4.12-C4.21) y de otras 10 ya se sugiri6 un nombre y una funcién
(C4.22 a C4.31).

En la primera parte del Cuadro 3 (pag. 83) se incluyen 3 proteinas
relacionadas con regulacion de la transcripcion (C4.12 a C4.14,
amarillo); cuatro proteinas involucradas en sintesis de DNA (C4.15 a

C4.18, zona azul), una ATPasa—que produce energia para una fun
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Cuadro 4. Proteinas no identificadas, expresadas por CIBIN/UMF15-099 en pre-
sencia de SIRE cuya existencia es putativa®™**
NUmero Nimero Longitud Funci(?n Nombre
. de (deducida del
progresivo . (aa) L
Registro electréonicamente) gen
C4.1 A2VP24 | 72 Desconocida TBCG_03163
C4.2 A2VLX8 | 207 Desconocida TBCG_02946
C4.3 A2VHMA4 | 344 Desconocida TBCG_01315
Cca.4 A2VNB4 | 96 Desconocida TBCG_00188
C4.5 A2VNOO | 133 Desconocida TBCG_00065
C4.6 A2VNE8 | 226 Desconocida TBCG_00227
c4.7 A2VN27 | 282 Desconocida TBCG_00094
C4.8 A2VKZ7 | 479 Desconocida TBCG_02590
C4.9 A4KE70 | 302 Desconocida TBHG_00376
C4.10 A2VIC3 565 Desconocida TBCG_01588
C4.11 A2VKK4 | 491 Desconocida TBCG_02423
c4.12 A2VHDO | 411 Regulacion de la TBCG_01212
transcripcion -
c4.13 A2VN17 | 114 Regulacion de la TBCG_00082
transcripcion -
C4.14 A2VF40 | 832 Regulacion de la TBCG_00334
transcripcion
C4.15 A2VMT9 | 187 Unién a acidos nucleicos | TBCG_03847
C4.16 D5XPPO | 631 Actividad de nucledsido- | 15 1308
trifosfatasa -
C4.17 A2VISO | 610 Actividad de nucledsido- | 150 9753
trifosfatasa -
C4.18 A2VNI3 397 DNA primasa TBCG_00268
C4.19 A2VKF1 | 291 ATPasa TBCG_02370
C4.20 A2VN16 | 152 Unidn a FMN TBCG_00081
C4.21 A2VFF6 | 146 Proteina  integral de | TBCG_00462
membrana prenil
transferasa

@
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cion desconocida—(C4.19; zona gris) una involucrada en oxidacion
reduccion (C4.21, zona naranja) y una proteina involucrada en alqui-
lacion de proteinas de membrana (C4.20, zona salmon)

En la segunda parte del Cuadro 3 (pag. 84) aparecen dos proteinas
relacionadas con replicacion de DNA (zona azul), una proteina cha
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Continda cuadro4. Proteinas expresadas exclusivamente por C;CIBIN/UMF15
099 en presencia de SIRE cuyos nombres o funcién ya han sido propuestos.

No.
Progresivo

No. de
registro

Longi-
tud
(aa)

Atributos

Nombre del
gen

C4.22

A2VvMU

686

Nombre recomendado: DNA
girasa, subunidad B. Perte-
nece a la Familia de las to-
poisomerasas Tipo Il. Tiene
dominio Toprim. Actividad:
DNA topoisomerasa con
actividad de ATPasa.

TBCG_00005

C4.23

A2VMZ4

874

Nombre propuesto: DNA

helicasa replicativa dnaB

TBCG_00057

C4.24

A5U8S52

848

Nombre propuesto: Clp pro-
teasa subunidad CLpC con
unién a ATP

Funciones: Union a ATP,
chaperona, hidrolasa y pro-
teasa

clpCl

C4.25

A2VN38

1625

Nombre propuesto: ATPasa
transportadora de cationes
Ictpl

Pertenece a la familia de
ATPasas (tipo P). Es una pro-
teina integral de membrana.

TBCG_00107

C4.26

A2VGU1

286

Nombre propuesto: Deoxy-
ribonucleasa tatD (YjjV pro-
tein)

Actividad: endodesoxiribo-

nucleasa con produccién de
5’fosfato monoésteres

TBCG_00997

perona, con actividad de proteasa, relacionada con la conformacién

tridimensional o direccionamiento de proteinas neosintetizadas
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ContinlGa cuadro4. Proteinas expresadas exclusivamente por C,CIBIN/UMF15-
099 en presencia de SIRE cuyos nombres o funciéon ya han sido propuestos.

Longi-
No. No. . N |
° . o' de tud Atributos ombre de
Progresivo | registro (aa) gen

*Base de datos: UniProtKB/TrEMBL Disonible en linea:
http://www.uniprot.org/uniprot/?query=author%3a%22Zhang+X.L.%22&offset=

50

Consultado el 15 de Enero de 2011

** Se conoce la secuencia completa de los genes de esta tabla. Todos los genes y
las proteinas putativas pertenecen a MTB, aunque las cepas pueden variar.

(C4.24, zona blanca), una ATPasa transportadora de cationes
(C4.25, gris), una proteina relacionada con degradacion de DNA
(C4.26, zona rosa) y otra con hidrdlisis de lipidos (C4.27, rojo), de-
gradacion de compuestos con ésteres ligados a azufre (C4.28, ver-
de), una con transporte de electrones (C4.29, azul) y dos pertene-
cientes a la familia PE y PE-PGRS (C4.30 y C4.31, respectivamente;
magenta).

Todas las proteinas se dedujeron de la secuencia de un marco de
lectura abierta de MTB, pero aun no habia evidencias de su existen-

cia, hasta ahora.
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7.15.PROTEINAS EXPRESADAS EXCLUSIVAMENTE
POR CIBIN/UMF15-099 EN AUSENCIA DE SIRE

CIBIN/JUMF15-099 expres6, en forma exclusiva, 24 proteinas que
das en este trabajo (Cuadro 5, pags. 66 y 67). Diez de estas protei-
nas (41.7%) aparecen en la base de datos UniProtKb como protei-
nas no caracterizadas (C5.1 a C5.10). De cinco proteinas (20.8%)
aun no se conoce su funcion (zona naranja), y de las otras cinco se
dedujo su actividad in silico, considerando la similitud de su secuen-
cia con proteinas bien caracterizadas de otras especies (C5.6 a
C5.10). El resto de las proteinas (56%, 14/25) esta parcialmente ca-
racterizado, pero su existencia es hipotética, y se dedujo por la se
cuencia de sus genes y por la comparacion con otras proteinas.

En este grupo de proteinas parcialmente caracterizadas se identifica
caron: una involucrada en regulacion de la transcripcion (C5.6, blan-
ca), una en replicacion (C5.7, café), una en transporte transamem-
branal (C5.8, salmén), una ATPasa citocida (C5.9) cuatro en meta-
bolismo intermediario (C5.10 a C5.13, verde), una en remodelacién
de DNA (C5.14, azul), ocho en catabolismo (dos de metaloproteinas
(amarillo, C5.15 a C5.22), una de la familia PPE (C5.23, gris) y una
de la familia PE_PGRS, rojo) Todas las proteinas mencionadas per-
tenecen a la especie MTB y se conocen sus secuencias tedricas

completas.

@
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Cuadro 5. Proteinas expresadas exclusivamente por CIBIN/UMF15-099 en
ausencia de SIRE

No.
. . Longi .
Progresi- Nq de ongitud Atributos Nombre del
registro (aa) gen
VO
C5.1 A2VF32 220 Proteina no caracterizada TBCG_00323
C5.2 A2VFT7 910 Proteina no caracterizada TBCG_00608
C5.3 A2VF71 251 Proteina no caracterizada TBCG_00367
C5.4 A2VGV4 163 Proteina no caracterizada TBCG_01012
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Continda Cuadro 5. Proteinas expresadas exclusivamente por CIBIN/UMF15-099

en ausencia de SIRE

C5.5 A2VF60 275 Proteina no caracterizada TBCG_00356
Proteina no caracterizada

C5.6 A4KLM1 382 Funcién putativa: regulacion de | TBHG_03263
la transcripcion

C5.8 A2VF94 [958 Transporte transmembranal | 156 o394
Proteina mmplL1

C5.9 A2VF65 197 Enlace con ATP. Citocida TBCG_00361

C5.10 A2VPG8 | 536 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato | g 3353
sintasa dxs2

C5.11 A2VG80 472 Adenilosuccinato liasa purB TBCG_00768

C5.12 A2VLX6 394 Lipoproteina IppZ TBCG_02944

C5.13 AVLU2 | 1127 Piruvato carboxilasapea | 1gq 5906
Involucrada en gliconeogénesis
Exodeoxyribonuclease V sub-

C5.14 A5U013 | 1094 . recB
unit beta

C5.15 A4KHB9 528 L-aspartato oxidasa nadB TBHG_01556
Celulasa celAl

C5.16 A2VMZ8 380 Actividad de compuestos O-|TBCG_00061
glicosil
Glucanasa glgE.

C5.17 A2VHL9 737 Actividad catalitica TBCG_01309
Actividad de hidrolasa. Actua

c5.18 A2VH14 291 sobre enlaces carbén-nitrégeno TBCG_01082
de muchos compuestos, pero no
sobre enlaces peptidicos.

€5.19 A2VGP5  [332 ::Z;‘"dad de metaloendopepti-| 1o 5949

C5.20 A2VNC2 663 Actividad de metalopeptidasa TBCG_00196

C5.21 A2VEPL 241 Fun(':lon putativa: Actividad de TBCG_00555
metil transferasa
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Continta Cuadro 5. Proteinas expresadas exclusivamente por CIBIN/UMF15-099
en ausencia de SIRE

No. . No.de Longitud . Nombre del
Progresi- . Atributos
vo registro (aa) gen

Galactoquinasa galK
Actividad catalitica:
C5.22 A2VFU2 363 ATP + D-galactosa = ADP + TBCG_00614
alfa-D-galactosa 1-fosfato

C5.23 D5Y8T4 1184 Proteina de la familia PPE TBEG_02489

7.16.PROTEINAS EXPRESADAS EXCLUSIVAMENTE
POR CIBIN/UMF15-099 CON Y SIN SIRE

Se detectaron cuatro proteinas que expresé C;CIBIN/UMF19-099 en
presencia o en ausencia de SIRE (Cuadro 6): una no caracterizada
(C6.1, zona blanca), una perteneciente al sistema UVABC, involu-
crado en reparacion de DNA (C6.2, zona azul) y dos a la familia PE-
PGRS (C6.3 y C6.4, amarilla).

Cuadro 6. Proteinas expresadas exclusivamente por CIBIN/UMF15-099 en ausen-
cia o en presencia de SIRE
No. . No. de registro Longitud Atributos Nombre
Progresivo (aa) del gen
C6.1 A2ZVMW1  [521 Proteina putativa no |a- 99020
identificada -
6.2 A5U2Y9 698 ;'Stema UV, proteinal g
Proteina de la familia
C6.3 A2V192 558 PE-PGRS TBCG_01932
84 Proteina de la familia
C6.4 A4KF64 (Fragmento) |PE-PGRS TBHG_00740
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7.17.PROTEINAS EXPRESADAS POR C;H37 RV CON
SIRE Y POR C;CIBIN/JUMF15-099 SIN SIRE

El Cuadro 7 (pag. 68) muestra los nombres o las actividades de las

14 proteinas expresadas tanto por C1H37 RV en ausencia de SIRE

como por C,CIBIN/UMF15-099 en presencia de SIRE.

Cuadro 7. Proteinas expresadas por H37 RV en ausencia de SIRE y por Cl-
BIN/UMF15-099 en presencia de SIRE

Longi-

C7.4

A2VGC3

389

No. _ No.. de tud Atributos Nombre del
progresivo | registro gen
(aa)
c7.1 ASTYO7 | 448 No identificada MRA_0029
7.2 A2VIBO | 484 Proteina de membrana | 1o 1573

conservada

Nombre recomendado:
tRNA-dihidrouridina sin-
tasa

TBCG_00813

C7.6

A2VFI6

568

Uroporfirina-lll  C-metil

transferasa hemD

TBCG_00505

C7.7

A2VNHO

494

Sintasa del acido cobirico.
CobQ

TBCG_00254

C7.8

A2VIS9

603

Ligasa de CoA-acidos
grasos de cadena larga
fadD15

TBCG_02134

C7.9

A2VF97

336

Glucosa-6 fosfato des-
hidrogenasa dependien-
te de F420 fgd1

TBCG_00399

C7.10

A2VMU2

116

Componente de la Ribo-
nucleasa P

rnpA

C7.11

A2VMV9

514

Serina/treonina fosfatasa
ppp

TBCG_00018

C7.12

A4KH97

247

Fumarato reductasa

[subunidad fierro-azufre ]
frdB

TBHG_01532

C7.14

A4KLZ3

132

Proteina fagica phiRv1

TBHG_03402
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Las proteinas que integran este grupo son las siguientes: una pro-
teina no identificada (C7.1, azul), una proteina conservada, de
membrana (C7.2, naranja), una perteneciente a la superfamilia de
AAA ATPasas (C7.3, rojo); ambas con funcion desconocida. Una
proteina relacionada con transcripcion (C7.3, amarillo), tres con rutas
metabdlicas biosintéticas (C7.6 a C7.8, verde), una relacionada con
el procesamiento de los RNA de transferencia (C7.10, magenta) y
otra con modificacién de proteinas mediante defosforilacién que pro-
bablemente esté involucrada en la regulacién de actividad enziméati-
ca (C7.11, blanco), una con catabolismo de carbohidratos (C7.12,
gris), una perteneciente a la familia PE_PGRS (C7.13, café), y una

interesante proteina de posible origen fagico (C7.14, blanco).

7.18. PROTEINAS EXPRESADAS POR H37 RV Y POR
CIBIN/UMF15-099 SIN SIRE

Al cruzar la informacién sobre las proteinas expresadas por C;H37
RV en ausencia de SIRE y por C;CIBIN/UMF15-099 en ausencia de
SIRE, identificamos 10 proteinas que se expresaron en ambas con-
diciones (Cuadro 8, pag. 70).

Entre éstas, cuatro proteinas aun no estan identificadas (zona naran-
ja, C8.1 a C8.4), una esté relacionada con reacciones de oxidacion-
reduccién (C8.5, azul), replicacibn de DNA (C8.6, blanca), replica-
cion de DNA, (C8.7, verde) sintesis de &cidos micélicos, (C8.8, ama-
rillo) ruta de las hexosas monofosfato, ATPasa para transporte
transmembrana de cationes (magenta, C8.9) y una proteina perte-

neciente a la familia PPE (C8.10, café).
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099 en ausencia de SIRE

Cuadro 8.Proteinas expresadas por H37 RV en ausencia de SIRE y por CIBIN/UMF15-

No. . No.. Longitud Atributos Nombre del gen
progresivo | de registro (aa)
cs.1 Q8VIzZ9 141 No identificada TBCG_00460
82
C8.2 A4KMC6 (frag- No identificada TBCG_00096
mento)

C8.3 A2VIK6 494 No identificada TBCG_01677

C8.4 A2VFR3 795 No identificada TBCG_00581

8.5 A2VN29 | 289 Actividad - de  oxido- | g0 o997
reductasa
DNA polimerasa Ill (ca-
dena B) dnaN

C8.6 A2VMU4 402 Actividad: TBCG_00002
DNA nucleotidyltrans-
ferasa (sintesis de DNA)

8.7 A2VFF4 292 Sintasa de Ac. micolicos | o0 50460
umaA

C8.8 A4KHO1 700 Transcetolasa tkt (Tk) TBHG_01427
Transportadora de ca-

C8.9 A2VN34 752 tiones TBCG_00103
ATPasa B ctpB Tipo -P

7.15. COMPARACION DE PROTEOMAS

La Fig. 23 (pag. 71) es una comparacion del nimero de proteinas

expresadas exclusivamente por C,CIBIN/UMF15 en presencia y en

ausencia de SIRE, considerando el numero de ellas y su funcion.

Puede observarse que el nimero de proteinas expresadas por

C1CIBIN/UMF-099, cuya funcién se desconoce fue mayor (2.2 ve-

ces) en presencia de SIRE que en su ausencia. De este andlisis es

interesante notar que las proteinas involucradas en sintesis de DNA

y en regulacion de la transcripcion se expresaron enun namero con-

siderablemente mayor (seis y tres veces, respectivam ente en pre-

sencia de SIRE que en su ausencia.
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Figura 23. Comparacién del numero y funcidn de las proteinas expresadas exclusi-
vamente por CIBIN/JUMF15 en presencia (barras rojas) o en ausencia de SIRE (ba-
rras azules).

Por otro lado, en ausencia de SIRE, esta clona expreso preferente-
mente proteinas destinadas al catabolismo y al metabolismo inter-
mediario que en presencia de SIRE (8 y 4 veces mas, respectiva-
mente).

También se observaron proteinas con funciones exclusivas en au-
sencia de SIRE: regulacion de la transcripcion, y proteinas pertene-
cientes a las familias PE y PE_PGRS. En tanto que se detectaron
las siguientes proteinas en presencia de SIRE, pero no en su ausen-
cia: una ATPasa de funcion no especificada, una enzima dedicada a
alquilar proteinas de membrana, una proteina chaperona con activi-
dad de proteasa, una hidrolasa de lipidos, una proteina dedicada a
transporte de electrones, otra a produccion de energia y una protei-

na perteneciente a la familia PPE.
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CAPITULO VI
DISCUSION

Para obtener resultados utiles y confiables en este trabajo se tuvie-
ron que desarrollar numerosas técnicas que no estaban descritas.
Algunas de las méas importantes fueron las siguientes: obtencion de
cultivos masivos, inactivacion de las micobacterias sin alterar la es-
tructura primaria de las proteinas que serian analizadas por el siste-
ma CLAR/Espectrémetro de masas e informatica. En este sentido el
presente estudio es pionero en el mundo.

Otras de las contribuciones del presente estudio consisten en haber
demostrado por primera vez que las cepas y las clonas de MTB con-
sideradas MDR—y en el caso de CIBIN/UFM15-099 y C;-, C,-y C3-
CIBIN/JUFM15-099, que son panrresistentes—son capaces de crecer
en presencia de cuatro de los cinco farmacos anti-MTB de primera
linea. Esto es digno de subrayarse, porque tradicionalmente y en
forma sistemética se ha analizado la resistencia de cepas o de aisla-
dos clinicos de MTB utilizando un farmaco a la vez, nunca la mezcla
de cuatro de ellos, hasta en el presente trabajo. No nos fue posible
incluir Pirazinamida en la mezcla debido a que este farmaco es solu-
ble sélo a un pH muy bajo (= 5) y los otros a pH = 7, pero no a pH =
5. Sin embargo esta publicado que CIBIN/UFM15-099, también es
resistente a Pirazinamida'® y nostros nos cercioramos de ello, expe-
rimentalmente, en su oportunidad. Ademas, CIBIN/UMF15-099 y sus
tres clonas fueron capaces de crecer en presencia de una concen-
tracion considerablemente mayor de SIRE que sus respectivas
ClMs.

Nosotros sometimos nuestros cultivos de micobacterias a estas con-

diciones tan exigentes para asegurarnos de que nuestras clonas
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eran verdaderamente resistentes a SIRE y que las diferencias que
esperabamos ver en el protecoma de C;CIBIN/UMF15-099 en pre-
sencia de SIRE con respecto a C;H37 RV y C,CIBIN/UMF15-099 en
ausencia de SIRE fueran claras, significativas y reproducibles.
Trabajamos con clonas en vez de cepas para evitar variaciones atri-
buibles a poblaciones policlonales.

El proceso de inactivacion de los cultivos de micobacterias implico
que las proteinas de interés se hubieran desnaturalizado por efecto
de la temperatura y la presion altas. Sin embargo, los estudios reali-
zados con proteinas estandar sometidas al mismo tratamiento que
las muestras de interés demostraron que no se modifico su estructu-
ra primaria y nuestro sistema cromatografico e informatico fue capaz
de detectar inequivocamente todas éstas (SAB, tripsina, mioglobina
de corazon de caballo y hemoglobina humana), con un 100% de
probabilidad.

Los estudios mencionados, previos al andlisis de las proteinas de
interés, nos permitieron identificar mas de 400 proteinas en cada
una de nuestros cultivos. Sin embargo, para evitar en lo posible re-
sultados falsos positivos, incorporamos un criterio de seleccién muy
estricto, y consideramos para nuestro analisis de resultados Unica-
mente aquellas proteinas con un indice de confiabilidad = 0.9. Con
este criterio identificamos, en conjunto, 125 proteinas de interés. Es-
ta decision posiblemente elimin6é de nuestro analisis varias proteinas
que juegan un papel importante en la resistencia de
C1CIBIN/JUMF15-099 a SIRE por haber tenido indices de confiabili-
dad < 0.9. Sin embargo, el presente estudio no pretendio realizar
una deteccién exhaustiva del proteoma de C;CIBIN/UMF15-099 con
y sin SIRE, sino detectar las proteinas mas notables, suficientes pa-

ra poner a prueba nuestra hipoétesis y realizar hallazgos interesantes
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respecto a posibles blancos para descubrir y desarrollar nuevos
compuestos anti-MTB MFR, lo cual se logroé cabalmente.

La secuencia de las 125 proteinas identificadas con los criterios arri-
ba mencionados se dedujo de los marcos de lectura abiertos (ORFs,
por sus siglas en Inglés) de los genomas de varias cepas de MTB
gue ya fueron totalmente secuenciadas y cuyos genes fueron depo-
sitados en los bancos especializados. Entonces, las proteinas identi-
ficadas por nosotros estan consideradas como putativas en el banco
de datos. Es decir, salvo las secuencias de ORFs, no se ha deposi-
tado en esas bases ninguna evidencia de la existencia de las protei-
nas de interés. Sin embargo, con este trabajo, nosotros hemos con-
firmado la existencia de las 125 proteinas arriba mencionadas; y
ademas, con una muy alta probabilidad.

Las razones que avalan lo anterior son las siguientes: el sistema
CLAR/Espectrometro de masas trabaja con material biolégico real.
El instrumento para CLAR separa las proteinas mediante dos siste-
mas diferentes—intercambio i6nico y fase reversa—, luego las so-
mete al analisis de espectrometria de masas, lo cual implica deter-
minar, con muy alta precision, las masas exactas de cada amino
acido y péptido; reconstruye la secuencia mas probable, tanto de los
péptidos como de las proteinas respectivas y compara esta informa-
cion con el banco de proteinas propuestas para MTB.

Nosotros detectamos 31 proteinas con diversas actividades biolégi-
cas en el proteoma de C;CIBIN/UMF15-099 en presencia SIRE, 24
en su ausencia, y cuatro mas en presencia o ausencia de SIRE,
haciendo un total de 35 proteinas con SIRE y 28 sin SIRE. Ninguna
de éstas fue detectada en C;H37 RV. Este hecho sugiere fuertemen-
te que todas, o al menos algunas de estas proteinas le confieren a
C1CIBIN/JUMF15-099 la notable resistencia a SIRE que la caracteri-
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za, y que la expresion de las 31 proteinas detectadas exclusiva en
presencia de SIRE es inducida por la presion ejercida por la mezcla
de antibidticos, cosa que no sucede con C;H37 RV, porque esta clo-

na murié en presencia de SIRE.

Interesantemente, las proteinas expresadas exclusivamente por
C1CIBIN/JUMF15-099 en presencia de SIRE fueron claramente dife-
rentes, en namero y en funciones, a las expresadas por esta misma
clona, en ausencia de SIRE, con excepcion de 25 proteinas, cuatro
expresadas exclusivamente por C;CIBIN/UMF15-099 con o sin SIRE
y 21 expresadas también por H37 RV.

También lo fue el tiempo de duplicacion y el aspecto de los bacilos
de C;CIBIN/UMF15-099, siendo lo primero casi 4 veces mayor que
H37 RV vy los bacilos considerablemente cortos. Estos fenotipos se-
guramente tienen correlaciéon con el genotipo de C;CIBIN/UMF15-
099 y con las proteinas expresadas, especialmente el importante
namero de proteinas especializadas en regulacion de la trnascrip-
cion: C,;CIBIN/JUMF15-099 expresoO, en presencia de SIRE, 3 de
éstas proteinas y en su ausencia 1, haciendo un total de 4. Las cua-
les, posiblemente usan las micobacterias para sintetizar el resto de-
proteinas detectadas. Entre este grupo de proteinas se haya una
especialmente interesante, porque no se trata de la subunidad B de
la RNA polimerasa, sino de otra enzima relacionada con la activa-
cion de tRNAs, y por lo tanto es muy poco probable que la Rifampi-
cina la inhiba o que C; CIBIN/UFM15-099 deba su resistencia Ri-
fampicina a estas proteinas. Por eso esta enzima es también es un
nuevo y fascinante blanco molecular para nuevos medicamentos
ant-MTB MFR y MTB-XDR.
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Entre las proteinas inducidas por SIRE en C;CIBIN/UMF15-099 des-
taca, por su numero, un grupo muy importante de ellas (6/31, 19.4
%), y una mas especializada en reparar los dafios ocasiondos por la
luz UV, que fue detectada s6lo en C;CIBIN/UMF15-099 sin importar
si SIRE estaba o no. Entonces, el grupo proteinas hace un total de 7,
gue estan dedicadas a la sintesis o degradaciéon de DNA. Lo cual
implica que estas micobacterias deben tener una enorme necesidad
de remodelar o de replicar su DNA frente a la amenaza de una pode-
rosa mezcla de antibioticos. Interesantemente, entre los medicamen-
tos anti-TB que se encuentran actualmente en el mercado, ninguno
esta disefiado para inhibir la remodelacion de DNA o la replicacion
de MTB y hay s6lo un medicamento, Rifampicina, por cierto uno de-
los més poderosos, que inhibe la replicaciéon. Este hecho implica la
existencia de al menos dos excelentes areas de oportunidad para la
busqueda y desarrollo de nuevos medicamentos contra MTB-MFR y
también para MTB-XDR.

Igualmente interesante es el hecho de que C;CIBIN/UMF15-099 sin
SIRE expresa, en forma exclusiva, ocho proteinas relacionadas con
catabolismo y cuatro con metabolismo intermediario (12/24, 50%); lo
cual posiblemente implica la implementacion de rutas de salvamento
debido a las multiples mutaciones que probablemente contiene su
genoma y que no existen en H37 RV, puesto que C;CIBIN/UMF15-
099 es resistente a todos los medicamentos anti-MTB de primera

lineay H37 RV es sensible a los mismos.

Otro grupo importante de proteinas (cinco en total) que nosotros de-
tectamos en C;CIBIN/UMF15-099, pero no en H37 RV esta consti-
tuido por proteinas que pertenecen a las familias PE, PPE y PE-
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PGRS. Estas proteinas son exclusivas de MTB y estan intimamente
relacionadas con virulencia, con inhibicién de la respuesta inmune y
con la destruccion de macrofagos. Ademas, esta clona tiene una
ATPasa con propiedades citocidas. Este hallazgo constituye otra
area de oportunidad para la busqueda y desarrollo de nuevos medi-
camentos contra MTB-MFR y MTB-XDR.

Ademas de lo anterior, encontramos un grupo muy importante de
proteinas que constituyen una auténtica caja negra: 12 proteinas con
funcion desconocida expresadas por C;CIBIN/UMF15-099 en pre-
sencia de SIRE, cinco en su ausencia y una con o sin SIRE, 17/59
proteinas, 28.8%). Estas proteinas muy posiblemente desempefian
importantes funciones biolégicas, y probablemente son estratégicas
para conferirle a esta clona la notable resistencia que tiene contra
los medicamentos anti-TB mas poderosos de que dispone la huma-
nidad por ahora. De todas estas proteinas nos referimos, sobre todo,
a las inducidas con SIRE. Por esta raz6n es muy importante identifi-
car y caracterizar estas proteinas utilizando los métodos bioquimicos

y moleculares clasicos.

Otras proteinas con funciones muy importantes para la biologia de
las micobacterias, pero con un numero pequefio (1 6 2 proteinas por
clase) son las siguientes: transporte de electrones, produccion de
energia, hidrélisis de lipidos (¢ remodelacion de pared?), transporte
transmebranal de cationes, ATPasas con funciones desconocidas
(¢ eflujo de medicamentos?), direccionamiento de proteinas recién
sintetizadas (proteinas chaperonas con actividad proteolitica). Posi-

blemente estas enzimas procesan y dirigen a la membrana plasmati-
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ca proteinas de superficie y alquilacion de proteinas de membrana y

regulacion de la transcripcion.

Toda la informacion anterior, ha sido deducida de las las bases de
datos especializadas. Por ello, todas las posibilidades menciondas
en este capitulo estan sujetas a comprobacién. Esto, a pesar de que
este trabajo representa una prueba importante de la existencia de
proteinas que se expresan preferentmente ante una circunstancia
especial, como lo es enfrentarse a una poderosa mezcla de media-

camentos.

La comprobacion experimental de la expresion de estas proteinas,
su purificacion y su caracterizacion exhaustiva es ampliamente justi-
ficado, no solo por su importancia cientifica, sino por la magnifica
probabilidad de desarrollar y ofrecer a la humanidad nuevos medi-
camentos, dirigidos contra dianas que no han sido tocadas todavia y
gue representan una auténtica esperanza para la humanidad para
defenderse de la terrible amenza de la TB-MDR, y sobre todo, de
TB-XDR, la cual, hoy por hoy no tiene cura, pero si se esta exten-

diendo por todo el mundo.
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CAPITULO VII
CONCLUSIONES

1.- Las clonas C;CIBIN/UMF15-099, y C;H3s7 RV conservan el fenoti-
po de resistencia o sensibilidad a SIRE de sus respectivas cepas.

2.- C,CIBIN/JUMF15-099 tiene un crecimiento sensiblemente mas
lento que lento C;H37RV, posiblemente debido a la serie de mutacio-
nes en linea, que le confieren, entre otras caracteristicas, la notable
resistencia a los principales medicamentos anti-TB.

3.- Tanto la clona pansensible—C;H37 RV— como la panrresisten-
te—C;CIBIN/UMF15-099—expresan proteinas que son detectables
consistentemente, una vez aplicados estrictos pardmetros de valida-
cion para asegurar su reproducibilidad y confiabilidad.

4.- Este trabajo, aporta evidencia de la existencia de las 125 protei-
nas detectadas y analizadas por nosotros, y reportadas como putati-
vas en los bancos de datos especializados.

5. La clona panrresistente expresa proteinas diferencialmente en
presencia de SIRE o en su ausencia; asi como en cualquiera de es-
tas dos condiciones. El grupo de estas proteinas es mayor en name-
ro con respecto al resto del proteoma de C;CIBIN/UMF15-099 ex-
presado por esta clona y seleccionado por nosotros.

5.- La clona, panrresistente, expresa 31 proteinas, exclusivamente
en presencia de SIRE, que no son detectables en la clona pansensi-
ble. Lo cual confirma nuestra hipotesis.

6.- Los grupos de proteinas mas importantes, expresados exclusi-
vamente por C;CIBIN/UMF15-099 en presencia de SIRE son mas
los siguientes: proteinas no identificadas, replicacién o remodelacion

del DNA, y pertenecientes a las familias PE y PE_PGRS.
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7. Los grupos de proteinas méas importantes de C;CIBIN/UMF15-099
expresadas exclusivamente en ausencia de SIRE son los siguientes:
con funcién desconocida, metabolismo intermediario, PE_ y PPE y
PE_PGRS y proteinas citocidas y ATPasas de funcion desconocida.
Estas proteinas son usadas posiblemente como rutas de salvamento
y proteinas de estrés metabdlico.

9.- La expresion de las proteinas expresadas por C;CIBIN/UMF15-
099 en presencia de SIRE fue inducida como una respuesta a la
presion ejercida por la mezcla de antibioticos; y las proteinas expre-
sadas exclusivamente por C;CIBIN/UMF15-099 en ausencia 0 en
presencia de SIRE probablemente estan sobre expresadas y son el
producto de una serie de mutaciones presentes en el genoma de
esta clona.

C,CIBIN/UMF15-099 11.- La expresion diferencial de proteinas por
la clona panrresistente con respecto a la clona pansensible podria
explicar porqué, nuestro grupo ha encontrado diversos farmacos que
son mucho més eficaces contra la cepa panrresistente que contra la

pansensible.

10. Los grupos de proteinas mencionados en los puntos 7 y 8 son
excelentes areas de oportunidad para el desarrollo de nuevos medi-
camentos, puesto que no hay ninguno en el mercado disefiado es-

pecificamente con el propdsito de inhibirlos.

81

@



3)

4)

Expresidn de proteinas exclusivas de MTB panrresistente

CAPITULO VIII
PERSPECTIVAS

1) Las 59 proteinas expresadas por C;CIBIN/UMF15-099 en
presencia o ausencia de SIRE, identificadas en este trabajo abren
interesantes perspectivas para disefiar nuevos farmacos hechos a la
medida contra cepas extremadamente peligrosas, como
C1CIBIN/JUMF15-099, utilizada en el presente trabajo. Especialmente
las especializadas en replicacion o modelacion de DNA, las pertene-
cientes a las familia PE, PPE y PE_PGRS vy las citocidas asociadas
en su funcion a éstas familias.

2) Son de especial motivo de estudio las proteinas con funcion
desconocida; primero porque éstas seguramente desempefian im-
portantes funciones para otorgar a C;CIBIN/UMF15-099 sus peligro-
sas cualidades de patogenicidad, infectocontagiosidad y resistencia

a los medicamentos anti-TB de primera linea

Todas las proteinas arriba mencionadas requieren ser purificadas y
analizadas siguiéndolos métodos bioquimicos y de Biologia molecu-
lar, para investigar su importancia especifica en la resistencia y ca-
pacidad de supervivencia de cepas MDR y XDR y para desarrollar
sistemas in vitro con éstas proteinas, purificadas y activas, que per-
mitan hacer ensayos de alto rendimiento (robotizados) para los mi-
llones de compuestos con que cuentan las drogotecas de la industria
farmacéutica. Vale la pena porque en el mercado no se cuenta con
farmacos dirigidos contra ellas y eso significa que son blancos virge-
nes.

Todos los nuevos farmacos encontrados por nuestro grupo en los

ultimos ocho afos de estudios sobre busqueda y desarrollo de medi-
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camentos anti-TB son susceptibles de ser probados contra cada una
de las proteinas arriba mencionadas. Esto para saber si alguno de
estos compuestos encuentra una diana especifica entre las protei-

nas que hemos identificado en el presente estudio.
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