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RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una enfermedad causada por la bacteria Mycobacterium
tuberculosis, y representa un gran problema debido a que existe resistencia a su
tratamiento. Se ha identificado que ciertas mutaciones causan la resistencia a farmacos,
sin embargo, no siempre existe esta relacion. Con la finalidad de encontrar marcadores
moleculares relacionados a este fendomeno de resistencia a farmacos, nuestro grupo de
trabajo encontrd que los genes esxG y esxH estan sobre-expresados en una cepa resistente
a farmacos de M. tuberculosis. Ademas, estos genes estan vinculados con la resistencia a
ionizada y rifampicina, al inhibirlos o expresarlos heter6logamente. Estos genes forman
parte de un locus que codifica para el sistema de secrecion ESX3. El sistema de secrecion
ESX3 es esencial para la viabilidad, tiene un rol en la homeostasis del zinc/hierro y en la
virulencia de M. tuberculosis. Al realizar una mutante del gen que codifica a la proteina
EccD3, componente principal de la estructura del sistema de secrecién ESX3, encontraron
gue aumenta la resistencia a rifampicina, isoniazida y etambutol. Por lo tanto, el objetivo
de este estudio es estudiar la participacion de EccD3 en el fendmeno de
farmacorresistencia en Mycolicibacterium smegmatis y evaluar su potencial
farmacoldgico. Para cumplir con el objetivo se genero la mutante M. smegmatis PLJR962-
RNAg-eccD3 la cual contiene el sistema CRISPRI para inhibir el gen eccD3, y posterior
evaluar sus efectos en presencia de farmacos antituberculosis de segunda linea. Ademas,
se realizaron anélisis in silico para evaluar el potencial farmacoldgico de EccD3 y de los
componentes estructurales del sistema de secrecion ESX3. Encontrando que al inhibir
eccD3 en M. smegmatis se observa un aumento en la resistencia a rifampicina y un
aumento en la sensibilidad hacia linezolid. En los andlisis in silico se encontré que la
avermectina, ivermectina, moxidectina y selamectina interactdan en las interfaces de las
proteinas de las interacciones del sistema de secrecion ESX3. Se evalud la inhibicion del
gen eccD3 en presencia de ivermectina, encontrando que aumenta la sensibilidad de este
farmaco al inhibir el gen. Como conclusion se observa que la inhibicion de eccD3 en M.
smegmatis genera resistencia a rifampicina y sensibilidad a linezolid e ivermectina,
ademas la avermectina, moxidectina y selamectina, presentan potencial farmacoldgico
para inhibir la estructura del sistema ESX3 que causaria una inhibicion en la viabilidad de

M. tuberculosis.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is caused by Mycobacterium tuberculosis and this disease is a health
Issue due to drug resistant. The identification of some mutations that cause drug resistant
have been shown, however this relation does not always exist. To identify new drug
resistant molecular targets our group found that esxG and esxH genes are overexpressed
in a resistant strain of M. tuberculosis. Furthermore, these genes were inhibited and
heterologous expressed, showing a link with isoniazid and rifampicin resistance. The esxG
and esxH genes are in the ESX3 locus that codify the ESX3 secretions system. This
secretion system is essential for the survival of M. tuberculosis and plays a role in iron/zinc
homeostasis and virulence. A mycobacteria knockout of eccD3 gene showed rifampicin,
isoniazid, and ethambutol resistance. Therefore, the aim of this study was to evaluate
eccD3 gene in Mycolicibacterium smegmatis resistant phenomena and to evaluated
pharmacologic potential of EccD3 and the other structural proteins of the ESX3 secretion
system. We produced M. smegmatis PLJIR962-RNAg-eccD3 strain using CRISPRi system
to inhibit eccD3 gene and to evaluated in presence of antituberculosis second line drugs.
Besides, in silico analysis were performed to evaluated drug interactions with EccD3 and
structural proteins of ESX3 secretion system. In this study an increase in rifampicin
resistance and in linezolid susceptible were found by eccD3 inhibition. Avermectin,
ivermectin, moxidectin and selamectina showed interactions with amino acids of ESX3
secretion system interfaces in the in silico analysis. Subsequently, eccD3 gene inhibition
was evaluated in the presence of ivermectin showing an increase in susceptibility to this
drug in M. smegmatis PLJR962-RNAg-eccD3 strain. As conclusion eccD3 inhibition in
M. smegmatis cause rifampicin resistance and linezolid and ivermectin susceptibility,
besides avermectin, moxidectin, and selamectin have pharmacological potential to interact
with ESX3 secretion system interfaces and may produce M. tuberculosis viability

reduction.
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1. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad que ha causado millones de muertes a lo largo de
la historia de la humanidad afectando diferentes partes del cuerpo humano; sin embargo,
en la mayoria de los casos afecta a los pulmones, denominandose tuberculosis pulmonar
(Lyony Rossman 2017). Esta enfermedad es causada principalmente por Mycobacterium
tuberculosis pero existen otras bacterias que pertenecen al complejo de M. tuberculosis
que provocan la enfermedad ya sea en humanos o en otros animales (Delogu et al. 2013;
Brosch et al. 2002). El tratamiento de esta enfermedad se basa en antibioticos de primera
linea los cuales son isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida, no obstante, la
aparicion de la tuberculosis resistente a farmacos provoca que aumente el control de esta
enfermedad (WHO 2022a). Existen mecanismos moleculares completamente descritos
que causan este fendbmeno de resistencia a farmacos los cuales permiten que la bacteria
pueda sobrevivir al estrés provocado por el tratamiento, estos mecanismos son
ocasionados por mutaciones en ciertos genes que provocan la resistencia a farmacos
(Almeida Da Silva y Palomino 2011). Es asi como existen mutaciones ya conocidas
asociadas al fendmeno de resistencia lo que ha permitido un diagnostico oportuno de casos
de pacientes con tuberculosis resistente a rifampicina; sin embargo, existen casos en los
que ocurre este fendmeno sin la presencia de las mutaciones ya conocidas (Gygli et al.
2017). Por lo tanto, es necesario aumentar la investigacién y desarrollo del conocimiento
sobre los mecanismos moleculares de la resistencia a farmacos contra la TB para encontrar
nuevos marcadores bioldgicos y asi desarrollar nuevos farmacos, que permitan disminuir
esta amenaza en la salud publica mundial. Por tanto, con la finalidad de encontrar
marcadores moleculares de resistencia a farmacos en tuberculosis, nuestro grupo de
trabajo evalu6 el transcriptoma de una cepa sensible y una cepa multifarmacorresistente
de M. tuberculosis, identificando que los genes esxG y esxH estaban sobreexpresados en
la cepa resistente en comparacion de la sensible (Penuelas-Urquides et al. 2013). Ademas,
se realizd la expresién heterdloga y una inhibicion de los genes esxG y esxH en el modelo
Mycolicibacterium smegmatis en donde se observo un efecto en la resistencia a isoniazida
y rifampicina (Granados-Tristan et al. 2020). Estos genes esxG y esxH forman parte del
locus ESX3, el cual codifica para un sistema de secrecidon del sistema en el cual las

proteinas EsxG y EsxH son secretadas por este sistema (Houben et al. 2012). El sistema



de secrecion ESX3 es responsable de la expulsion de proteinas fuera de la célula, ademas
es necesario para la viabilidad en M. tuberculosis (Tinaztepe et al. 2016) y tiene un rol en
la homeostasis del zinc y hierro (Siegrist et al. 2009; Serafini et al. 2013), asi como en la
virulenciay patogenicidad de esta bacteria (Tufariello etal. 2016). El sistema de secrecion
ESX3 esta formado por una maquinaria de secrecién compuesta por las proteinas EccB3,
EccC3, EccD3 y EccE3, las cuales forman un protémero que a su vez forma un dimero y
se ha planteado que este dimero forma un trimero de dimeros para generar la maquinaria
de secrecion del sistema ESX3 (Famelis et al. 2019; Poweleit et al. 2019). En un estudio
de funcionalidad génica, se inhibi6 el gen eccD3 en M. smegmatis observando un aumento
en la resistencia a farmacos de primera linea y se demostrd que es necesario para el
mantenimiento de la fisiologia y morfologia normal de la bacteria (Nath et al. 2018). La
investigacion sobre el sistema ESX3 ha proporcionado importantes avances en el
conocimiento de la patogenicidad de las micobacterias y representa un objetivo para el
desarrollo de nuevos tratamientos contra la TB. EccD3 es un componente clave para
procesos fisiologicos como el mantenimiento de la fisiologia y morfologia de las
micobacterias, por lo tanto, evaluar su participacion en la resistencia a farmacos de
primera y segunda linea presenta una oportunidad en la identificacion de marcadores
moleculares involucrados en dicho fendmeno. Ademas, los componentes del sistema de
secrecion ESX3 presentan alta posibilidad de ser blancos farmacoldgicos (Bottai et al.
2014; Dragset et al. 2015). El objetivo del presente trabajo fue estudiar la participacién
de EccD3 en el fendmeno de farmacorresistencia en M. smegmatis y evaluar el potencial
farmacoldgico en M. tuberculosis de esta proteina y de los demés componentes de la
maquinaria de secrecion del sistema ESX3. Por otro lado, se utilizaron técnicas
moleculares como CRISPRI para evaluar la funcionalidad génica, asi como analisis in

silico para generar acoplamientos moleculares y evaluar el potencial farmacolégico.



2. ANTECEDENTES

2.1. Tuberculosis.

La TB es una enfermedad infectocontagiosa presente desde tiempos antiguos de la
humanidad (Donoghue 2009). En momias del antiguo Egipto que datan del afio 2400 A.C.
se encontraron deformidades esqueléticas caracteristicas de la TB, ademas de encontrar
reportes en ilustraciones en el arte egipcio sobre lesiones de la TB vertebral o enfermedad
de Pott (Cave y Demonstrator 1939). Sin embargo, los primeros escritos en donde
reportaron a la TB como enfermedad datan de hace 3300 y 2300 afios aproximadamente
en India y China respectivamente. Ademas, existen reportes de la TB en textos biblicos,
en la antigua Grecia descrita por Hipdcrates, en el imperio Romano, en el imperio
bizantino, en la edad media, en los siglos XV 11, XV1II, X1X hasta la actualidad (Donoghue
2009).

En la actualidad la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reportd en el 2021 que 10.6
millones de personas enfermaron de TB en todo el mundo, y esta enfermedad causo6 1.4
millones de muertes (WHO 2022a). En México en el 2022 se reportaron 19,603 casos de
TB en el sistema de vigilancia epidemioldgica mientras que especificamente en el estado
de Nuevo Leon se reportaron 1,569 casos de TB (SINAVE 2022).

Esta enfermedad es causada principalmente por Mycobacterium tuberculosis, sin
embargo, existen otras bacterias que pertenecen al complejo M. tuberculosis que también
causan la enfermedad, como M. canetti, M. africanum, M. bovis, M. pinnipedii y M.
caprae. Estas bacterias causan la tuberculosis en humanos, pero también en animales

como en bovinos, ciervos, puercoespines, ovejas, entre otros (Brosch et al. 2002).

La TB afecta diferentes 6rganos del cuerpo humano, como el cerebro, laringe, sistema
digestivo, nodo linfatico, huesos, articulaciones, rifiones, provocando dafio tisular
progresivo en las zonas afectadas; sin embargo, en la mayoria de los casos esta enfermedad

afecta a los pulmones denominandose TB pulmonar (Golden y Vikram 2005).



Las personas con TB pulmonar presentan tos cronica de mas de 15 dias, tos con sangre,
fiebre en picos, sudoracién nocturna, decaimiento, anorexia, pérdida de peso y dolor de
pecho. Estos sintomas se presentan cuando la persona tiene TB pulmonar activa, y se le
Ilama asi debido a que la bacteria se divide dentro del tejido pulmonar provocando dafio
tisular. La TB activa se transmite de una persona contagiada con M. tuberculosis a otra a
través del aire, cuando la persona contagiada estornuda, tose o habla ya que expulsa
particulas aerosolicas que transportan a los bacilos bacterianos; aunque en la mayoria de
los casos las personas pueden contener y combatir la infeccion mediante la accion del
sistema inmune (Delogu et al. 2013; WHO 2022a). Por otro lado, existe una forma de la
enfermedad que se conoce como TB pulmonar latente, siendo una forma silenciosa ya que
las personas no presentan sintomas clinicos ni contagian la enfermedad. La TB latente
surge debido a que células del sistema inmune y otro tipo de células forman una estructura
Ilamada granuloma el cual contiene a las micobacterias en un estado de dormancia, lo que
provoca que el metabolismo de la bacteria disminuya y no se replique, pero cuando la
persona presenta un desequilibrio en la estructura del granuloma y provoca que las
bacterias salgan y comiencen a dividirse lo que produce una TB activa (Bolscher et al.
2007).

2.2. Micobacterias.

Las micobacterias pertenecen a la familia Mycobacteriaceae orden Corinebacteriales
clase Actinomicetes phylum Actinomicetota clado Terrabacteria. Esta familia es muy
diversa la cual incluye bacterias en una amplia variedad de ambientes, desde el suelo,
agua, hasta la piel y mucosas de animales, incluyendo los humanos. Los miembros de esta
familia se clasifican en seis géneros Mycobacterium, Mycobacteroides, Mycolicibacillus,
Mycolicibacter, Mycolicibacterium, Hoyosella y otras que alin no se clasifican dentro de
ninguno de los seis géneros (Gupta et al. 2018; Meehan et al. 2021; Hamada et al. 2016;
Li et al. 2016). Dentro de esta familia existen varias bacterias que son patégenas como
las del complejo M. tuberculosis que causan la TB, M. leprae que causa la lepra, M.
ulcerans que causa la Glcera de Buruli, las pertenecientes al complejo M. avium que causan
infecciones pulmonares, M. marinum que causa una enfermedad cutanea granulomatosa,

entre otras (Ashford et al. 2001; Marras y Daley 2002). Es asi como dentro de esta familia
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existen muchos patégenos tanto para el humano como para animales, y algo caracteristico
de las micobacterias es su pared celular confiriéndoles resistencia a diferentes factores

externos.

Las micobacterias tienen una pared celular que presentan una membrana didérmica la cual
estd formada por una membrana citoplasmatica y otra membrana externa constituida por
acidos micadlicos, la cual se denomina micomembrana. La primera capa de la envoltura de
las micobacterias es la membrana citoplasmatica la cual contiene lipidos como
fosfoglicéridos,  fosfatidilinositol ~ mandsidos  unidos con  lipomananos vy
lipoarabinomananos, estos Ultimos se encuentran en el periplasma, entre la membrana
citoplasmatica y la capa de peptidoglicano. Esta capa de peptidoglicano esta unida con la
capa de en medio de arabinogalactano los cuales estan unidos con la micomembrana. La
micomembrana esta compuesta por lipidos y proteinas secretadas; sin embargo, su mayor
composicion es de acidos micolicos los cuales pueden estar unidos a trehalosa
monomicolato o trehalosa dimicolato. Finalmente se encuentra la capsula en donde estan
los lipidos de superficie como el tiocerol dimicocerosato, polisacaridos y proteinas
(Abrahams y Besra 2021; Dulberger et al. 2020).

2.2.1. Mycobacterium tuberculosis.

M. tuberculosis, pertenece al género Mycobacterium, y es el principal patdgeno causante
de la TB, sin embargo, existen otras bacterias que forman parte del complejo M.
tuberculosis, las cuales son M. africanum, M. bovis, M. canetti, M. microti, M. caprae, M.
pinnipedii, M. suricattae, M. mungi, M. dassie y M. oryx. Estas bacterias presentan el
99.9% de similitud en su secuencia nucleotidica de sus genomas y secuencias idénticas en
el gen de 16S rRNA (Wirth et al. 2008; Riojas et al. 2018).

M. tuberculosis es un bacilo aerobio de crecimiento lento con un tiempo de duplicacion
de 12 a 24 horas bajo condiciones dptimas, acido alcohol-resistente, curvados, inmoviles,

no formadores de esporas, con un genoma de 4 Mpb (Delogu et al. 2013).



2.3. Tratamiento de la Tuberculosis.

Existen diferentes farmacos que son utilizados para tratar a la TB, dentro de estos farmacos
se encuentran los de primera y segunda linea (Tabla 1) (WHO 2022b; Padda y Reddy
2021).

Tabla 1. Farmacos utilizados contra la TB.

Clasificacion Tipo Farmaco Mecanismo de accion
Isoniazida (INH) Inhibicion de la sintesis de acidos
micolicos.

Rifampicina (RIF)

Rifamicinas Rifabutina (RBN) Inhibicidn de la transcripcién.
Rifapentina (RPT)
Pirazinamida (PZA) Inhibicién de la enzima acido
Primera linea graso sintetasa I, lo que provoca la

inhibicidn de la sintesis de acidos

grasos de la micobacteria.

Etambutol (EMB) Inhibicidn de la enzima arabinosil
transferasa lo que causa que se
inhiba la sintesis de componentes
de la pared celular.

Diarilquinolina Bedaquilina (BDQ) Inhibicién de la enzima ATP
sintasa.
Oxazolidinona Linezolid (LNZ) Se une a un sitio del RNA

ribosomal 23S de la subunidad
50s, lo que causa la inhibicion de

la produccion de proteinas.

) Levofloxacino (LVX) o o
Segunda Fluoroquinolona . ) Inhibicién de la sintesis del DNA.
Moxifloxacino (MOX)

Estreptomicina (STR)
o Se une al RNA 16Sy 12S de la
Kanamicina (KAN)

Aminoglucosido o subunidad 30S, causando la
Amikacina (AMK)

linea

inhibicion de sintesis de proteinas.
Capreomicina (CPM)

Acido salicilico Acido p- Inhibicion de la sintesis de acido
aminosalicilico (PAS)  fdlico y componentes de la pared

celular.




Aminoacido Cicloserina (CS) Inhibicién de la sintesis de pared

celular.

Protionamida (PRO)
o Etionamida (ETH) Inhibicion de la sintesis de
Tioamida .
Pretomanida (PMD) componentes de la pared celular.
Delamida (DEL)

Informacion obtenida de WHO 2022b; Padda y Reddy 2021.

Existen diferentes esquemas de tratamiento para la TB y depende del tipo de TB que
presente el paciente y su situacion especifica, encontrando esquemas con duracion desde
los cuatro hasta los nueve meses de tratamiento. Cuando un paciente presenta TB
pulmonar sensible a los farmacos, el tratamiento estandar que se administra consta de dos
fases: la fase intensiva en donde se debe administrar al paciente isoniazida, rifampicina,
etambutol y pirazinamida por dos meses; y en la fase de continuacion se le administra al
paciente isoniazida y rifampicina por cuatro meses (WHO 2022b; Padda y Reddy 2021).
Cuando los pacientes presentan una TB resistente a los farmacos de primera linea se
utilizan otros esquemas en los cuales se utilizan farmacos de segunda linea, sin embargo,

estos farmacos presentan mayores efectos adversos (WHO 2022b).

2.4. Tuberculosis resistente a farmacos.
El fendmeno de resistencia a farmacos en la TB ha sido ampliamente estudiado y de
acuerdo con la OMS la TB que presenta resistencia a farmacos se puede clasificar en

diferentes definiciones mostradas en la Tabla 2.

Tabla 2. Definiciones de la TB resistente a farmacos de acuerdo con la OMS.

Definicion Resistencia a farmacos
TB resistente a isoniazida Isoniazida
TB resistente a rifampicina (TB-RR) Rifampicina
TB multifarmacorresistente (TB-MFR) Isoniazida y rifampicina
TB pre-extendida Rifampicina y una fluoroquinolona
TB con resistencia extendida (TB-XDR) Rifampicina, una fluoroquinolona y al menos a

uno de los farmacos bedaquilina y linezolid.



TB totalmente resistente definida por la literatura A todos los farmacos existentes para su
(Udwadia et al. 2012) tratamiento.
(WHO 2022b; Padda y Reddy 2021).

En el 2021 la OMS reportd 450 000 casos de TB-MFR/RR y un estimado de 191 000
muertes debido a la TB-MFR/RR en todo el mundo (WHO 2022a). Este fenémeno de
resistencia a farmacos en la TB ha sido ampliamente estudiado para conocer sus causas
encontrando diversos factores que lo provocan. Los factores causantes de la resistencia a
farmacos en la TB se pueden clasificar en dos tipos los intrinsecos y los adquiridos. Los
intrinsecos son aquellos que se refieren a la pared celular caracteristica de M. tuberculosis,
mientras que los adquiridos se refiere a aquellas mutaciones que M. tuberculosis adquiere
en genes blanco de los farmacos o que estan relacionados con su mecanismo de accién
(Almeida Da Silva 'y Palomino 2011).

La resistencia intrinseca de M. tuberculosis es proporcionada por la capa de &acidos
micolicos de su pared celular, la cual provoca una baja permeabilidad de compuestos hacia
dentro de la célula, como antibioticos u otras moléculas quimicas; ademas también se ha
clasificado como un mecanismo de resistencia intrinseca al rol de las bombas de eflujo de
la bacteria debido a que son un factor muy importante para resistir la accion de diferentes
moléculas, como tetraciclina, fluoroquinolonas, aminoglucoésidos, entre otros al expulsar
de la célula estos y otros compuestos (Singh et al. 2020; Almeida Da Silva y Palomino
2011).

La resistencia adquirida de M. tuberculosis se refiere a las mutaciones que se generan en
el genoma de la bacteria a lo largo de las generaciones. Por lo tanto, cuando una mutacion
afecta a los genes que codifican para las proteinas que son blancos de los fa&rmacos o bien
para los genes que codifican a proteinas vinculadas con algin mecanismo de accion de

farmacos ocurre la resistencia a farmacos. En la literatura ya existen muchas mutaciones



asociadas con los farmacos existentes como podemos observar en la Tabla 3 (lacobino et
al. 2020; Singh et al. 2020).

Tabla 3. Mutaciones asociadas a la resistencia a farmacos anti-TB.

Farmaco Gen donde se presenta la mutacion Mecanismos de resistencia
Isoniazida Inhibicién de la activacién del pro-
katG )
farmaco.
Rifampicina
Rifabutina 5 Disminuye la unién del farmaco al
rpo
blanco.
Rifapentina
Pirazinamida ) » Reduce la actividad de la
pncA, insercion en 1S6110, rpsA o )
pirazinamidasa.
Etambutol . o Disminuye la union del farmaco al
embB y region intergénica de embCA
blanco.
Bedaquilina AtpE Modificacion del blanco.
Linezolid RpIC, rrl Modificacion del blanco.
Levofloxacino Reduce la unién del farmaco al
. . gyrA, gyrB
Moxifloxacino blanco.
Estreptomicina
Kanamicina Reduce 0 no se une la unién del
rrs, rpsL )
Amikacina farmaco al blanco.
Capreomicina
Cicloserina Alr Modificacion del blanco
Protionamida inhA, EthR. Reduce la union del farmaco al
Etionamida blanco y su activacion.
Pretomanida Ddn, FbiA

Delamida

Disminuye la activacion del farmaco.

Ademas de los mecanismos mencionados también existen otros mecanismos especificos

gue pueden estar influenciados por factores ambientales y estilo de vida de los pacientes;

por ejemplo, el uso inadecuado de los medicamentos, como la falta de adherencia al

tratamiento, puede fomentar la seleccion de mutaciones asociadas a resistencia a farmacos

resistentes, asi como la presencia de otras enfermedades, como el VIH/SIDA, también

puede aumentar el riesgo de resistencia a los medicamentos. Aunado a esto se ha



observado el fendmeno de resistencia en la TB sin que existan estas mutaciones conocidas
(Tabla 3), por lo tanto, diversos grupos han realizado analisis para encontrar esas
diferencias que existen entre cepas resistentes y sensibles a los farmacos para encontrar
las causas que siguen sin conocerse sobre este fendmeno de resistencia a farmacos de la
TB.

Nuestro grupo de trabajo realizé un andlisis del transcriptoma de dos cepas de M.
tuberculosis, una resistente y una sensible a farmacos de primera linea, encontrando
ciertos genes diferencialmente expresados en la cepa resistente en comparacion de la
sensible. Dentro de estos genes se encontraron sobreexpresados los genes esxG y esxH en
la cepa resistente a farmacos de M. tuberculosis en comparacion de la cepa sensible
(Penuelas-Urquides et al. 2013), estos genes codifican para proteinas que son secretadas
por el sistema de secrecién ESX3, el cual es necesario para la sobrevivencia de M.
tuberculosis (Tinaztepe et al. 2016). Continuando con la linea de investigacion se evalud
la expresion de estos genes en diferentes aislados clinicos de M. tuberculosis con
diferentes patrones de resistencia a farmacos, observando su sobreexpresion en la mayoria
de los aislados clinicos (Gonzalez-Escalante et al. 2015). Ademaés, al expresar
heter6logamente los genes esxG y esxH de M. tuberculosis en M. smegmatis la bacteria
se volvié sensible a rifampicina e isoniazida, mientras que al inhibir los genes ortélogos
de esxG y esxH en M. smegmatis la bacteria se volvid resistente a rifampicina (Granados-
Tristan et al. 2020). Estos resultados sugieren que los genes esxG y esxH, que codifican
para proteinas que son secretadas por el sistema de secrecion ESX3 presentan una relacion
con el fendmeno de resistencia a farmacos. Por lo tanto, este sistema de secrecion puede

estar vinculado con el fendémeno.

2.5. Sistema de secrecion Esx3

El sistema de secrecion ESX3 es uno de los cinco sistemas de secrecion ESX de tipo VI
gue se encuentran en M. tuberculosis. Estos sistemas ESX secretan proteinas las cuales se
han vinculado a diferentes actividades como virulencia, supervivencia, entre otras cosas.

Los sistemas ESX se han denominados del 1 al 5, y de los més estudiados se encuentran
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los sistemas ESX 1, 3y 5, mientras que los sistemas ESX 2 y el 4 son los menos estudiados
(Houben et al. 2012).

El sistema de secrecion ESX3 es esencial para la supervivencia de M. tuberculosis
(Tinaztepe et al. 2016), ademas de tener un rol en la virulencia (Tufariello et al. 2016) y
en la homeostaiss de hierro y zinc en la bacteria (Siegrist et al. 2009; Serafini et al. 2013).

El operdn que codifica para este sistema se compone de once genes, los cuales estan
altamente conservados entre las micobacterias (Figura 1). Los genes que estan dentro del
operon son los genes ecc (eccA3, eccB3, eccC3, eccD3y eccE3) los cuales codifican para
proteinas con dominios de ATPasas y transmembranales; tambien se encuentran los genes
esx (esxG y esxH), PE4 y PE5, que codifican para proteinas que son secretadas por el
sistema; y los genes espG3 y mycP3 que codifican para una proteina chaperona y una
serin-proteasa anclada en la membrana respectivamente (Houben et al. 2012).

Estos genes se regulan por una secuencia promotora que se encuentra en la region 5° del
gen eccA3 del operdn, sin embargo existe otra region reguladora dentro del operdn antes
del gen esxG (Figura 1) (Rodriguez et al. 2002; Maciag et al. 2009). Por otro lado, el
operon ESX3 es regulado negativamente por las metaloproteinas IdeR (Iron dependent
Repressor), Zur (Zinc uptake repressor) y MntR (Manganese transport Regulator). Estas
proteinas tienen un dominio de unién a iones hierro (Fe*?), zinc (Zn*?) y manganeso
(Mn*?), respectivamente; cuando sucede la unién de la proteina con el metal estas
proteinas se unen a la secuencia de DNA blanco para provocar la inhibicion de la
transcripcion del operon ESX3. El sistema ESX3 esta regulado por los niveles de hierro y
zinc dentro de la bacteria, a mayor concentracion se inhibe el sistema mientras que a
menor concentracion aumenta la activacion del sistema (Rodriguez et al. 2002; Maciag
etal. 2009; Pandey et al. 2015).
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Figura 1. Operon del sistema de secrecién ESX3 y su region reguladora. Sitios de unién de los reguladores

IdeR, Zur y MntR subrayados. Coddn de inicio del gen eccA3.

La maquinaria de secrecion del sistema ESX3 de la bacteria M. smegmatis ha sido
obtenida por dos diferentes estudios, encontrando que el sistema esta formado por un
dimero de protémeros, y cada protdmero esta formado por una proteina EccB3, EccC3,
EccE3 y dos proteinas EccD3. Ademas se cree que el sistema se encuentra en una
conformacién hexamérica similar a la observada por su homélogo el sistema de secrecién
ESX5 en la membrana, por lo que se han creado modelos de esta posible conformacion
(Poweleit et al. 2019; Famelis et al. 2019).

En un estudio en donde realizaron un tamizaje virtual con el objetivo de detectar posibles
blancos farmacoldgicos dentro del proteoma de M. tuberculosis, se encontré que las
proteinas EccD3 y EccC3 presentan alta confiabilidad para ser blancos terapéuticos
(Raman et al. 2008). En otro estudio en donde se evalué de manera experimental la
identificacion de blancos terapéuticos en M. tuberculosis, utilizando una plataforma
escalable basada en el cribado de células completas, junto con la secuenciacion del
genoma completo de mutantes resistentes de M. tuberculosis se encontrd que la proteina

EccB3 presenta potencial como un nuevo blanco farmacologico (Loerger et al. 2013).

12



2.5.1. EccD3.

El gen eccD3 tiene un tamafio de 1,419 pb y codifica para un proteina de 472 aminoécidos.
Esta proteina tiene un dominio transmembranal y un dominio ubiquitin-like N-terminal
que se encuentra en el citoplasma. Esta proteina forma un homodimero el cual presenta
dos conformaciones de EccD3, una es la conformacion extendida y otra es la
conformacién doblada, estas conformaciones se diferencian por el plegamiento que

presenta el dominio citoplasmatico (Poweleit et al. 2019; Famelis et al. 2019) (Figura 2).
Figura 2. Estructura 3D de la proteina EccD3. Estructura obtenida del PDB 6UMM (Poweleit et al. 2019).

Periplasma

Membrana

P
i
@

Citoplasma

Conformacion
Extendida
== Doblada

La proteina EccD3 forma parte del principal soporte de la estructura del protdmero ya que
es la Ginica que se encuentra en forma de mondmero en la parte central del protémero del
sistema ESX3. EI mondémero de EccD3 presenta una cavidad altamente hidrofobica por
donde se sugiere que atraviesan lipidos de la membrana, sin embargo aln no existe

evidencia experimental (Poweleit et al. 2019; Famelis et al. 2019).

Se ha reportadd que al inhibir gen eccD3 en M. smegmatis la resistencia a los fa&rmacos
isoniazida, etambutol y rifampicina aumenta, ademas se observo que presenta un rol en el

mantenimiento de la fisiologia de la pared celular bacteriana (Nath et al. 2018).

Por lo anterior, los componentes del sistema de secrecion ESX3 tienen un alto potencial
farmacoldgico y son candidatos para ser evaluados en el fendmeno de resistencia a

farmacos en TB.
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2.6. Estrategias para el estudio de genes de M. tuberculosis.

Dentro de las estrategias que se utilizan para estudiar la funcionalidad de los genes de M.
tuberculosis se encuentra la secuenciacion completa del genoma, evaluaciéon de la
expresion de genes, mutacion dirigida y edicion genética, asi como el uso de diversas

técnicas bioinformaticas (Dippenaar et al. 2022; Chhotaray et al. 2018).

Existen diversas técnicas como el uso de plasmidos para expresar genes heterélogos o
sobre-expresar los genes en las micobacterias, ya que existen muchos vectores
plasmidicos obtenidos de micobacterias que los poseen de forma natural como M. avium,
M. fortuitum o M. smegmatis. Estas construcciones permiten evaluar la funcionalidad
génica. El uso de transposones que causan mutaciones aleatorias en el genoma de M.
tuberculosis ha sido muy utilizado, sin embargo, las mutaciones no son dirigidas. También
se pueden encontrar sistemas para inhibir genes generando mutantes, pero en este caso,
las proteinas de genes esenciales no pueden ser estudiados con este sistema; por lo tanto,
se han generado sistemas para inhibir la transcripcion génica. Uno de los sistemas de
reciente generacion ha sido el sistema de repeticién palindrémica corta, agrupada y

regularmente interespaciada de interferencia (CRISPRi) (Chhotaray et al. 2018).

2.6.1. CRISR (sistema de repeticiones palindromicas cortas, agrupadas y
regularmente interespaciadas) de interferencia.

El sistema de repeticiones palindrémicas cortas, agrupadas y regularmente interespaciadas
(CRISR) es utilizado como una herramienta para la edicién génica. Esta herramienta
consta de una nucleasa (CAS-9) que escindira el DNA provocando que la célula active los
mecanismos de reparacion de DNA creando una mutacion en el sitio blanco; también
consta de un RNA guia (RNAQ) el cual es complementario a la secuencia blanco del DNA,
lo que provoca su union, ademés este RNAg contiene una secuencia que se une a la
nucleasa, esto forma un complejo de nucleasa-RNAg el cual se unira a la secuencia
nucleotidica blanco. La secuencia blanco del RNAg debe encontrarse cerca de la
secuencia del motivo adyacente del protoespaciador (PAM), debido a que la secuencia
PAM es necesaria para que la nucleasa reconozca a la secuencia blanco y proceda a

escindir el DNA, si la secuencia PAM no se reconoce esta no tendra la actividad de
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nucleasa por que nos e unird a la secuencia blanco (Wang et al. 2016; Tycko et al. 2016).
Se han realizado diversas modificaciones a la herramienta de CRISPR.

CRISPR de interferencia (CRISPRI) es un sistema que contienen una nucleasa con
mutaciones en los dominios RuvC y HNH lo que causa que se inhiba su actividad de
nucleasa, por lo tanto, la enzima solo se unird por medio del RNAg a la secuencia
nucleotidica blanco provocando una inhibicion de la RNA polimerasa por un efecto
alostérico. Se han utilizado estos sistemas de CRISPRI para inhibir genes de diferentes
micobacterias como M. tuberculosis, M. smegmatis, M. bovis BCG obteniendo un
silenciamiento de los genes blanco (Singh et al. 2016; Rock et al. 2017).

2.6.2. Técnicas bioinforméticas para el estudio de producto génicos.

Cuando se utiliza la secuenciacion de genomas es necesario utilizar diversas técnicas
bioinforméticas por la cantidad de datos que se obtienen, asi mismo existen varias
herramientas para poder evaluar la funcionalidad génica y conocer las caracteristicas de

los productos genicos.

Una de las técnicas mas utilizadas en el area de la farmacéutica es para evaluar el potencial
farmacoldgico de los genes realizando analisis a los productos génicos mediante el uso de
técnicas que permiten evaluar la estructura tridimensional (3D) de las proteinas (Sabe et
al. 2021). Estas técnicas bioinformaticas representan un avance en el desarrollo de
farmacos debido a que acortan el tiempo, ya que normalmente este proceso se lleva a cabo
entre 12 y 15 afios, ademas que reducen costos por el ahorro que representan en la

realizacion de experimentos (Wouters et al. 2020).

Uno de los métodos mas utilizados para evaluar la interaccion entre proteinas y farmacos,
es el acoplamiento molecular. El acoplamiento molecular (docking molecular) evalla la
interaccion cuaternaria y el cambio en la energia libre (AG) del complejo proteina-ligando,
el cual puede ser un farmaco, o bien alguna otra molécula. Este método es muy utilizado
para realizar tamizajes con grandes cantidades de farmacos o moléculas y asi poder

generar una base de datos de posibles moléculas que puedan interaccionar con blancos
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farmacoldgicos o posibles blancos farmacoldgicos (Guedes et al. 2014). Ademas, también
se pueden utilizar farmacos que presentan un uso seguro para los humanos al encontrarse
ya aprobados y generar asi un reposicionamiento de estos farmacos para otra enfermedad
(Pushpakom et al. 2019).

2.7. Modelos para estudiar M. tuberculosis.

Existen varias bacterias de la familia Mycobacteriaceae que son utilizadas como modelos
de M. tuberculosis, las cuales se utilizan para evitar la patogenicidad, virulencia y el largo
tiempo requerido para su cultivo debido a su lento crecimiento. Dentro de las cepas
utilizadas mas comunmente como modelo se encuentran M. smegmatis, M. fortuitum, M.
phlei, M. aurum, M. abcessus, M. marinum y M. bovis (Chaturvedi et al. 2007; O'Donnell
y Gibbons 2007; Khan y Sarkar 2008; Gordien et al. 2009).

2.7.1. Mycolicibacterium smegmatis.

Mycobacterium smegmatis basonimo de Mycolicibacterium smegmatis pertenece al filo
Actinobacter, familia Mycobacteriaceae, género Mycolicibacterium (Gupta et al. 2018;
Oreny Garrity 2018). Esta bacteria es de crecimiento rapido con un tiempo de generacién
de 3-4 horas, es aerobia, su temperatura éptima es de 37°C, sus colonias son visibles entre
los 3y 5 dias en medio solido mientras que en medio liquido en 24 horas se observa su
crecimiento. Presenta un genoma de 6.99 Mpb con un contenido de GC del 67.4 %, y con
6,938 genes, 6,717 proteinas, 6 ARN ribosomales, 47 ARN de transferencia y 617
pseudogenes (Mohan et al. 2015). La podemos encontrar libre en el medio ambiente en
lugares como en el suelo y agua, esta bacteria no presenta patogenicidad para humanos ni

para animales (Brown-Elliott y Wallace Jr 2002).

M. smegmatis es considerado un buen modelo debido a que presenta alta homologia en
diversos genes de virulencia, rutas metabdlicas, ademas en su estructura celular y
metabolismo con M. tuberculosis (Shiloh y Champion 2010; Ranjitha et al. 2020; Reyrat
y Kahn 2001). Existen diversos estudios en donde utilizan a M. smegmatis como modelo

para evaluar la funcionalidad de diferentes genes (Landick et al. 2014; Mi et al. 2017).
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La cepa M. smegmatis mc?155 es la méas utilizada ya que presenta una mayor eficiencia
de transformacién por electroporacion con ADN plasmidico desde 10 a 100 veces méas

que la cepa parental (Snapper et al. 1990).

2.8. Sistema de secrecion ESX3 en M. smegmatis

M. smegmatis presenta en su genoma tres cllsteres de genes que codifican para tres
sistemas de secrecion ESX, estos son ESX1, ESX3 y ESX4. La secuencia aminoacidica
de estos sistemas en M. smegmatis presenta entre 60 y 75% de similitud con M.
tuberculosis H37Rv, sin presentar ninguna delecion, cambio de marco de lectura o codon
de paro en los genes de estos sistemas, en su caso, el sistema ESX3 en M. smegmatis
presenta todos los genes del sistema de M. tuberculosis (Gey van Pittius et al. 2001). El
hierro y zinc regulan la transcripcion del sistema de secrecion ESX3 en M. tuberculosis,
sin embargo, en M. smegmatis solo el hierro regula la transcripcion y no el zinc (Serafini
et al. 2009). En M. tuberculosis el sistema ESX3 est4 vinculado con la adquisicion de
hierro mediado por micobactinas sin embargo en M. smegmatis solo se ha vinculados con

la adquisicion del metal, pero no por medio de las micobactinas (Tufariello et al. 2016).

Por lo tanto, el enfoque principal del presente estudio se centra en ampliar el conocimiento
sobre la participacion del gen eccD3 en el fendmeno de la resistencia a farmacos en M.
smegmatis, lo que permitiria la potencial identificaciobn de marcadores genéticos de
resistencia; ademas de evaluar el potencial farmacoldgico de la proteina EccD3 y de los
otros componentes de la maquinaria de secrecién del sistema ESX3 en M. tuberculosis.

17



3. JUSTIFICACION

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

sugiriendo que otros mecanismos moleculares pueden estar involucrados.

El conocer estos mecanismos seria beneficioso, al identificar nuevos marcadores
genéticos de resistencia los cuales potencialmente tendrian una aplicacion directa en el
diagndstico temprano de tuberculosis resistente a farmacos. Lo anterior permitiria
identificar mas blancos terapéuticos y, por otro lado, mejorar la implementacion de un

tratamiento oportuno.

En la basqueda de estos mecanismos nuestro grupo de trabajo evalud la expresion genica
entre una cepa multifarmacorresistente y una sensible de M. tuberculosis, encontrando
genes con diferencias en su expresion, dentro de estos genes se encontro a esxG y esxH
sobre-expresados en la cepa multifarmacorresistente. Estos genes forman parte del cluster
de genes que codifican para el sistema de secrecion Esx3, las proteinas EsxG y EsxH son
secretadas por este sistema, y la principal proteina que forma el poro de secrecion es
EccD3. Previamente se report6 que al eliminar el gen de esta proteina en una cepa de M.
smegmatis se observo un aumento en la resistencia a los farmacos de primera linea
isoniazida y etambutol (Nath et al. 2018). Por lo tanto, en el presente proyecto se pretende
ampliar la caracterizacion de la participacion de EccD3 en el fenémeno de
farmacorresistencia en M. smegmatis y evaluar el potencial como blanco farmacolégico
de EccD3 y de los demas componentes que conforman la maquinaria de secrecién del
sistema ESX3.

18



4. HIPOTESIS

La inhibicion de eccD3 tiene un efecto en la sensibilidad a fArmacos antituberculosis en
M. smegmatis, ademéas EccD3 y otros componentes del sistema de secrecion ESX3 de M.

tuberculosis presentan interacciones favorables con farmacos antituberculosis.
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO

5.1. Objetivo general.
Estudiar la participacion de EccD3 en el fendmeno de farmacorresistencia en

Mycolicibacterium smegmatis y evaluar su potencial farmacologico.

5.2. Objetivos particulares.
e Evaluar el efecto de la inhibicién del gen eccD3 en la resistencia a los farmacos
de primera y segunda linea en M. smegmatis.
e Evaluarinsilico la interaccion de EccD3 con farmacos antituberculosis y farmacos
de reposicionamiento en contra de la tuberculosis.
e Evaluar in silico la interaccion de los componentes del sistema de secrecion ESX3
con farmacos antituberculosis y farmacos de reposicionamiento en contra de la

tuberculosis.

20



6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Cultivo de cepas bacterianas.

6.1.1 Cultivo de E. coli.

Se utilizé la cepa Escherichia coli DH5 alfa (a) para realizar las construcciones
plasmidicas, cultivando la cepa en medio liquido de cultivo Luria Bertani (LB) (US
Biological Life Sciences, CA, EUA) a 37°C con agitacion constante por 24 h 'y en medio
solido en agar LB a 37°C. En las cepas de E. coli DH5 alfa (o) que se transformaron con
las construcciones generadas con el vector PLJR962 se agregé kanamicina (Sigma-
Aldrich, MO, EUA) al medio de cultivo a una concentracion final de 20 pg/mL.

6.1.2. Cultivo de M. smegmatis.

Se utilizo la cepa M. smegmatis mc?155 (ATCC 700084). Los cultivos en medio liquido
se realizaron utilizando medio Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson and Co, MD, EUA)
suplementado con albumina bovina, dextrosa, catalasa (ADC) (Becton Dickinson and Co,
MD, EUA) al 10% y 0.05% de Tween 80 (Sigma-Aldrich, NJ, EUA) y se incubaron a
37°C con agitacion constante. Para los cultivos en medio solido de M. smegmatis, se
utilizé el medio Middlebrook 7H10 agar (Becton Dickinson and Co, MD, EUA)
suplementado con albumina bovina, dextrosa, catalasa (OADC) (Becton Dickinson and
Co, MD, EUA) al 10% y 0.05% de Tween 80, los cuales también se incubaron a 37°C.
Las cepas de M. smegmatis mc®155 que fueron transformadas con las construcciones
realizadas con el vector PLJR962 se agreg6 kanamicina a una concentracion final de 20

pg/mL a los medios de cultivo liquidos o sélidos.

6.2. Evaluacidn de la secuencia del gen eccD3 de M. smegmatis y M. tuberculosis.

La secuencia del gen eccD3 de M. smegmatis y de M. tuberculosis se identificé en la base
de datos del NCBI con numero de referencia CP000480.1 y NC_000962.3,
respectivamente. Posteriormente se realizo un alineamiento global de las dos secuencias
de ambas bacterias con el algoritmo Needleman-Wunsch utilizando la herramienta
EMBOSS Needle (https://wwwdev.ebi.ac.uk/Tools/jdispatcher/psa/emboss_needle)
(Madeira et al. 2022).
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Se realiz6 también un alineamiento global utilizando el algoritmo Needleman-Wunsch de
las secuencias de todo el cluster de los genes ESX3 de ambas bacterias con el mismo
namero de ID de la base de datos del NCBI sefialado anteriormente, utilizando la
herramienta ~ EMBOSS  stretcher  (https://wwwdev.ebi.ac.uk/Tools/jdispatcher/
psa/emboss_stretcher) (Madeira et al. 2022).

6.3. Construccion del pladsmido PLJR962 con los elementos para inhibir el gen eccD3
mediante CRISPRI.

La estrategia para realizar el disefio y clonacion del RNAg se resumen la Figura 3.

o Seleccién del RNAg 9 Disefio del gblock ™

del gen eccD3 - -
g Con sitio multiple de

5'ATGTCCGAGAACACTGTGATGCCGATCGTCCGGGTGGCCG lonacién v RNA.

TGCTGGCCGCCGGAGACGACGGTGGCCGECTGACCGAGAT clonacion y g

GGCCCTGCCGTCCGAGTTGCCACTGCGCGAGATCCTGCCCGL

GGTCCAGCGCATCGTGCAGCCCGCCCGTGAGAACGACGGTG
CCGCCGATCCGGCCGCAGCGCCGAACCCGGTGLGGCTAGCC
TCGCTCCGATCGGCGGTGCGCCGTTCAGCTTGGACGCCACGC
TCGACACGGTCGGCGTCGTCGACGGACAGG TGA-3

e Digestion enzimatica del gblock y del vector PLJR962 o Ligacién del RNAg en el vector

EcoRI Sall

PLJR962

Sall

EcoRI

EcoRI Sall + Fragmento
Vector

liberado del Vector
RNAg-
PLIR962 vector PLJIR962

gblock

Figura 3. Estrategia para el disefio y clonacion del RNAg en el vector PLJIR962.

6.3.1. Disefio del RNA guia para inhibir el gen eccD3.

Se realizo el disefio del RNAg del gen eccD3 tomando en cuenta los sitios PAM
propuestos por Rock y colaboradores y seleccionando el motivo PAM NNAGAAG con
mayor capacidad de inhibicion dentro de la secuencia codificante del gen (Rock et al.
2017) (Tabla 4). La secuencia blanco-seleccionada corresponde a la region codificante del
gen eccD3 (sinénimo snm y Msmeg_0623, con numero de referencia CP000480.1 en la
base de datos NCBI) la cual se encuentra ubicada en las coordenadas 702,737 pb a la
704,164 pb (Tabla 4).
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Como control positivo del sistema de CRISPRI se utilizé el RNAg del gen mmpL3 el cual
es necesario para la sobrevivencia de M. smegmatis (Rock et al. 2017). Por otro lado, se
disefio un RNAg-scramble, el cual también fue utilizado como control. Esta secuencia no
presenta un alineamiento con regiones del genoma de M. smegmatis (Anexo A). Para el
disefio  del RNAg-scramble  se  utilizo la  herramienta  Genscript
(https://www.genscript.com/tools/create-scrambled-sequence) para generar una secuencia
al azar (Tabla 4).

Tabla 4. RNA guias utilizados en el presente estudio.

Gen Secuencia blanco del RNAg (5°-3°) PAM (5°-3”) Posicion
eccD3 GAGGCACGCAGGCGCAGTGGGGT CC AGAAG + 360
mmpL3 GCGACAGACTGGCTGCCCTC CC AGAAG +133
scramble GGAGCGGTTATTGCGGACA n/A n/A
n/A, no aplica.

6.3.2. Clonacion del RNAg en el vector PLIJR962
Se utilizé un gblock™ generado por la empresa IDT para poder realizar la clonacion del
RNAg en el vector PLIR962, el cual se disefid6 como se menciona en las siguientes

secciones.

6.3.2.1. Disefio del gblock de los genes eccD3, mmpL3 y scramble.

El gblock utilizado para clonar los RNA guias se disefi6 utilizando secuencias de enzimas
de restriccion (sitio multiple de clonacién, tabla 5), secuencias de los siguientes primers,
primer Forward pMV261 GTTGTAGTGCTTGTGGTGGCA y primer Reverse pMV261
GACAACTTGAGCCGTCCGT; wuna secuencia de 247pb del vector PLJR962
(coordenadas del vector de la 65 pb a la 308 pb) y la secuencia del RNAg del gen a evaluar.
Se disefio un sitio multiple de clonacion el cual se encuentra en cada uno de los extremos

5’y 3’ de la secuencia del vector que contiene el RNAg.
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Tabla 5.Secuencias utilizadas para el sitio maltiple de clonacion en el gblock.

Enzima de restriccion

Secuencia de reconocimiento 5°-- 3

Xbal
Nhel
Xmnl
Notl
Pvul
BamHI

Mscl
Xhol
Smal

TCTAGA
GCTAGC

GAAGTCGTTC

GCGGCCGC

CGATCG
GGATCC
TGGCCA
CTCGAG
CCCGGG

Estos sitios multiples de clonacion rodean a una secuencia del vector PLIR962 de 247 pb

la cual fue seleccionada debido a que se encuentran las secuencias de las enzimas EcoRl

y Sall para su posterior clonacion en el vector, como se muestra en la Figura 4.

A.

(i) ¢ S| eccionaron
EcoRly Sall

PLJR962
8881 bp

B.

183 pb I

65ph 308 pb

EcoRI Sall

Vector PLJR962
8881 pb

Figura 4. Identificacion de los sitios de enzimas de restriccién en el vector PLIJR962. A. Esquema de los

sitios de accién de enzimas de restriccién que generan un solo corte en el vector PLIR962, seleccionando

EcoRI y Sall. B. Representacion esquemaética, de la digestion in silico del vector PLIR962 con las enzimas

seleccionadas, la cuales libera un fragmento de 183pb del vector.

Finalmente se agrego una secuencia al azar de 26 pb en la region 5° del gblock y 38 pb en

la region 3” del gblock generando una secuencia final de 471 pb mostrada en la Figura 5.
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Secuencia al azar 5’ Xbal | Nhel Xmnl

5-GTCTTGACGCCTTGAGGCGTGAAGGCITCTAGA ! GCTAGC!GAAGTCGTTC

Noil Pvul BamHI Mscl | Xhol | Smal | Primer Forward pMV261
GCGGCCGC'CGATCG 'GGATCC'TGGCCA'CTCGAG'CCCGGG 'GTTGTAGTGCTTG
Inicio secuencia del vector PLIR962 EcoRI *

TGGTGGCA // CGCCGCAACTGCGGCGCTTTTTTTITTIT 'GAAT TCTCTGACCAGGG

AAAATAGCCCTCTGACCTGGGGATTT GGATCCCTATCAGTGATAGATATA ATCTG

RNAg-eccD3

GGA ACCCCACTGGCGCCTGCGTGCCTC GTTTT TGT ACTCGAAAGAAGCTAC

AAAGATAAGGCTTCATGCCGAAATCAACACCCTGTCATTTTATGGCAGGGTGTTTTT

Sall * Fin de secuencia del vector PLIR962 | Primer Forward pMV261

GTCGA CTTGGGGACCCTAGAGGTCCCCTTTTTTA //'GACAACTTGAGCCG

Bamtl | Msel Pvul Xhol Smal Xmnl Xbal

TCCGT'GGATCC!TGGCCA'CGATCG!CTCGAG'CCCGGGIGAAGTCGTTCITCTAGA

Notl Nhel Secuencia al azar 3

GCGGCCGCIGCTAGC TCGTGTCGTGATCGTAGCTAGGGTTAACAGGCGTCGTG- 3’

TTTTT

Figura 5. Caracteristicas de la secuencia del gblock para clonar el RNAg-eccD3. Sefialando cada secuencia
con su identificador en la parte de arriba. Secuencias al azar en la region 5’ y 3’ subrayadas. Secuencias de
los primers y de las de las enzimas de restriccion sefialadas con su identificador. El inicio y fin de la
secuencia de 247 pb del vector PLJR962 con el RNAg-eccD3 integrado, estd marcada con dos simbolos de
dos lineas en diagonal (//). La secuencia del RNAg-eccD3 se encuentra sefialada con color gris y letras en
negritas. El asterisco sefiala las enzimas utilizadas para clonar el fragmento que contiene al RNAg-eccD3
en el vector PLJR962 (seccion 6.3.2.2)

6.3.2.2. Clonacion del RNAg.

Se realiz6 un ensayd de restriccion enzimatica para linealizar el vector purificado
pLJR962 vy, por otro lado, liberar el fragmento del RNAg-vector del gBlock con las
enzimas EcoRI (New England Biolabs, MA, EUA) y Sall (New England Biolabs, MA,
EUA) (enzimas referidas en la Figura 5).La reaccion enzimética constaba de un volumen
final de 15 pL conteniendo 1x de Buffer 3 (New England Biolabs, MA, EUA), 1 uL de
cada una de las enzimas EcoRI y Sall, DNA plasmidico y DNA de gBlock en una relacion
1:3 vector:gblock (ejemplo: 97.94 ng de DNA plasmidico, 6.18 ng de gBlock) y agua libre
de nucleasas. La reaccion enzimatica se incubd por 2 h a 37°C en agitacion constante a
300 rpm en el equipo Thermomixer Compact (Eppendorf, DA, Alemania).

Posteriormente, las enzimas de restriccion se inactivaron a 65°C por 20 min.
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Ademas, se realizd una reaccion de ligacion agregando ATP (Invitrogen, MA, EUA) a
una concentracion final de 1mM y T4 DNA ligasa (New England Biolabs, MA, EUA) a

la reaccion de restriccion previamente descrita, para después incubar a 16°C toda la noche.

La construccion obtenida de la ligacion previa fue transformada en E. coli DH5a
utilizando el protocolo de choque térmico (Sambrook y Russell 2001). Brevemente se
transfirid la construccion generada en la ligacion obtenida previamente, colocando el
DNA plasmidico en bacterias E. coli DH50 competentes, para continuar con una
incubacion de 60 min en hielo, posteriormente se realizd el choque térmico colocando a
las bacterias por 90 segundos a 42°C y 1 min en hielo. Después se agregd 1 mL de medio
LB y se dejo incubando por 60 min a 37°C para posterior transferir 100 puL del cultivo
bacteriano transformado a placas con medio LB suplementado con kanamicina (20

pug/mL), incubando las placas a 37°C toda la noche.

Las bacterias transformadas con la construccién pLIJR962-RNAg-eccD3 se seleccionaron

por medio de su resistencia a kanamicina (20 pg/mL).

6.3.3. Caracterizacion de la construccion pLIJR962-RNAg-eccD3.

La identificacion de la construccion pLJR962-RNAg-eccD3 se realiz6 obteniendo el DNA
plasmidico de la cepa de E. coli transformada con el vector pLIR962-RNAg-eccD3
utilizando el protocolo de lisis alcalina en minipreparacion estandarizada (Sambrook y
Russell 2001). EI DNA plasmidico obtenido se cuantificé mediante espectrofotometria en
un NanoDrop 2000 (ThermoScientific, Wilmington, EUA) y se evalué su calidad
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefiido con GelRed (Biotium,
Hayward, EUA). Posteriormente se realiz6 la caracterizacion mediante una amplificacion
por PCR punto final de la secuencia del RNAg-eccD3 maés una secuencia del vector como
se muestra en la Figura 6, para obtener un producto amplificado de 186 pb. Para la
amplificacion de la region mencionada se utilizo la mezcla de reaccion referida en la tabla
6. Las condiciones de amplificacion fueron 95°C por 5 min de desnaturalizacion, 30 ciclos

de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, de alineamiento a 55°C por 30 segundos y
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de extension a 72°C por 30 segundos, y un paso final de extension a 72°C por 5 min. Los
primers utilizados para amplificar se encuentran en la tabla 7.

Primer forward-RNAg-eccD3

\ 186 pb producte amplificado

RNAeccD3 \

Primer sec 1834

pLJR962-RNAg-eccD3
8881 pb

Figura 6. Estrategia para identificar la construccion pLIR962-RNAg-eccD3.

Tabla 6. Calculos para la reaccién de amplificacion de identificacion de la construccion pLIR962-RNAg-
eccD3.

Sercits Concentracion Inicial Concentracion Final 1 reaccion
Buffer 10 x 1x 2.5 puL
dNTP’s 10 mM clu 0.2mM clu 0.5 uL
MgCl, 50 mM 1.5mM 0.75 pL
Primer Forward 100 ng/ L 2.5ng uL 1luL
Primer Reverse 100 ng/ L 2.5 ng/ uL 1luL
Taq polimerasa 5 U/ uL 0.03U/puL 0.125 uL
H>0 libre de nucleasas 19. 125 pL
Volumen total 25 uL

Tabla 7. Primers utilizados para caracterizar la construccion pLIR962-RNAg-eccD3.

Nombre Secuencia 5°- 3 Producto amplificado
Forward-RNAg-eccD3 5’-ACCCCACTGGCGCCTGC-3’ 186 ob
p
Sec 1834 5-TTCCTGTGAAGAGCCATTGA-3’

Para verificar la fidelidad de la secuencia de la region de interés de la construccion
plasmidica obtenida, se utilizé secuenciacidén automatizada. Se utilizé el primer Sec 1834
(Tabla 7) y como templado el DNA plasmidico de la construccion pLIR962-RNAg-eccD3

previamente obtenido. La secuenciacion se realizo utilizando el servicio brindado por
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LANBAMA (Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica Ambiental,
IPICYT, S.L.P., México) utilizando el Gene Analyzer 3500 (Applied Biosystem, MA,
EUA).

6.4. Generacion de la cepa de M. smegmatis transformada

Se realizé una electroporacion para transformar la cepa M. smegmatis mc? 155 con la
construccién pLIJR962-RNAg-eccD3. Para realizar la electroporacion se inocularon 100
L de un cultivo de M. smegmatis mc? 155 que se encontraba entre 2.22 a 4.6 unidades de
McF en 10 mL de medio 7H9 suplementado con ADC y 0.05% de Tween 80; se generaron
5 cultivos de 10 mL y se dejaron incubando por 20 h a 37°C en agitacion constante.
Posteriormente el cultivo se incub6 durante 40 min en hielo, continuando con dos
centrifugaciones a 2,000 g por 10 min a 4°C después de las cuales se elimino el
sobrenadante y se resuspendid la pastilla bacteriana en 40 mL de glicerol al 10%
conteniendo Tween 80 al 20%, posteriormente se realiz6 una tercera centrifugacion a
2,000 g por 10 min a 4°C eliminando el sobrenadante y se resuspendio la pastilla
bacteriana en 5 mL de glicerol al 10% conteniendo Tween80 al 20%. Se colocaron 250
ng de DNA plasmidico de la construccion pLJR962-RNAg-eccD3 en la cubeta de
electroporacion (Gene Pulser/MicroPulser electroporation cuvettes con 0.2 cm de
separacién entre los electrodos, BIO RAD, Berkeley, California) y posteriormente se
colocaron los 5 mL del cultivo resuspendido, también se procesé una muestra de 5 mL del
cultivo con el mismo procedimiento, pero esta no contenia DNA plasmidico, esta muestra
representaba el control de la electroporacién. La cubeta se coloco en el electroporador
Gene Pulser Xcell Total Electroporation System (BIO RAD, CA, EUA) para generar un
pulso de 2.5 kV, 1000 Ohms y 25 pFD, el cultivo electroporado se colocé en un tubo de
15 mL y se agregaron 2 mL de 7H9 suplementado con ADC y 0.05% de Tween 80 para
dejarlo incubando a 37°C por 2 h en agitacion constante. Después de la incubacién se
centrifugo el cultivo con la cepa transformada y el cultivo sin transformar a 2,000 g por
10 min a 4°C y se eliminé el sobrenadante para posteriormente resuspender la pastilla
bacteriana en 500 pL de 7H9 suplementado con ADC y 0.05% de Tween 80. Se tomaron
200 pL del cultivo resuspendido y se inocularon por extension en placa en medio 7H10

suplementado OADC y 0.05% de Tween80 utilizando la kanamicina (20 pg/mL) como
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marcador de seleccidon. Las placas se incubaron de 3 a 4 dias a 37°C hasta observar las
colonias candidato. Se selecciond un candidato y este se crecio en medio liquido 7H9
suplementado con ADC y 0.05% de Tween 80 por 23 h. A partir de este cultivo, se realizd
una extraccion de DNA plasmidico de la cepa M. smegmatis-pLIJR962-RNAg-eccD3,
utilizando el kit PureLink ™ Quick (Invitrogen, CA, EUA), siguiendo las instrucciones
del fabricante y agregando un paso extra después de la lisis. Se cultivd la cepa M.
smegmatis-pLJR962-RNAg-eccD3 por 23 h, obteniendo la pastilla bacteriana mediante
centrifugaciones, resuspendiéndola en la solucion del kit para posteriormente agregar la
solucidn de lisis. La muestra con la solucion de lisis se transfirio a un tubo Fast Prep el
cual contiene una matriz de esferas de silica de 0.1 mm (Matriz B, MP Biomedicals),
colocando la muestra en el homogeneizador (Fast Prep, MP Biomedicals, OH, EUA) por
tres ciclos de 6 m/s por 30 segundos para generar una lisis mecanica. Posterior se
centrifugd la muestra y se transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo para colocar en una
columna del Kit, para realizar un lavado de columna y seguir con la elucion del DNA
plasmidico utilizando las soluciones del kit. EI DNA plasmidico extraido se cuantifico
mediante espectrofotometria en un NanoDrop 2000 y se evalud su calidad mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefiido con GelRed. Posteriormente se realizo la
amplificacion de un fragmento de 186pb, como se muestra en la figura 6 el cual consta de
la secuencia del RNAg-eccD3 mas una secuencia del vector. Los calculos y condiciones

de la PCR fueron las mencionadas anteriormente.

6.5. Evaluacidn de la inhibicidn del gen eccD3 en M. smegmatis.

Se realiz6 la evaluacidn de la inhibicion del gen eccD3 en la cepa generada (M. smegmatis-
pLJR962-RNAg-eccD3) mediante dos métodos uno fenotipico y otro genotipico. Por otro
lado, se utilizaron dos cepas control: la cepa M. smegmatis-pLJR962-RNAg-mmpL3 y la
cepa M. smegmatis-pLIR962-RNAg-scramble las cuales fueron generadas Yy
caracterizadas en un trabajo previo en el laboratorio (Arriaga Guerrero 2021). La cepa M.
smegmatis-pLJR962-RNAg-mmpL3 es un control positivo del sistema CRISPRI debido a
que el gen mmpL3 es un gen esencial para la bacteria y al inhibirlo la bacteria no crece
(Rock et al. 2017). La cepa M. smegmatis-pLJR962-RNAg-scramble es una cepa con un

RNAg que contiene una secuencia al azar la cual no hibrida con ningin gen de M.
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smegmatis por lo que esta no debe inhibir ningin gen de la bacteria, y nos permite

demostrar que el sistema no causa ningun efecto en el crecimiento de la bacteria.

6.5.1. Evaluacion fenotipica de la inhibicion del gen eccD3 en M. smegmatis.

Se evalué el crecimiento de las cepas M. smegmatis-pLIJR962-RNAg-eccD3, M.
smegmatis-pLJR962-RNAg-mmpL3 y M. smegmatis-pLJIR962-RNAg-scramble en
presencia del inductor del sistema CRISPRI, el clorhidrato de anhidrotetraciclina (ATc)
(Sigma-Aldrich, MO, EUA), a una concentracién de 100 ng/mL (Rock et al. 2017) en
medio solido. Brevemente, las cepas se activaron en cultivos en medio liquido 7H9
suplementado con ADC y 0.05% de Tween 80 por 24h, se resembraron en medio liquido
y se incubaron hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento (20-24 h). A partir del
cultivo liquido en fase exponencial se realizé una dilucién en un volumen final de 200 pL.
para ajustar el cultivo y que presentard aproximadamente 7,700 células, siguiendo de
diluciones seriadas 1 en 10 hasta llegara a la dilucion 1 en 1000. De cada una de las
diluciones anteriores se sembraron 10 pL de cultivo con triplicado técnico, utilizando la
técnica de sembrado por goteo en placa con medio Middlebrook 7H10 agar suplementado
con OADC al 10% y 0.05% de Tween80, con kanamicina (20 pg/mL) como marcador de
seleccion y ATc (100 ng/mL) como inductor del sistema CRISPRI, incubando las placas
a 37°C por 48 h.

Posterior de la incubacion se realizo el conteo de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC), seleccionando la dilucion en donde se pudiera contar individualmente cada
colonia. De cada uno de los experimentos se realizé triplicado bioldgico. Se utilizo la

siguiente formula para obtener las UFC/mL de cultivo:

UFC/mL = UFC * factor de dilucion

volumen de muestra

6.5.1.1. Analisis estadistico de la evaluacion fenotipica.
Se realizd una prueba de t de student para evaluar las diferencias entre los valores de

UFC/mL de cada una de las cepas M. smegmatis-pLJR962-RNAg-eccD3, M. smegmatis-
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pLIR962-RNAg-mmpL3 y M. smegmatis-pLIR962-RNAg-scramble en presencia o
ausencia de ATc. Seleccionando como valores significativos aquellos que presentaron una

p <a0.05 en la prueba t de student.

6.5.2. Evaluacion genotipica de la inhibicidn del gen eccD3 en M. smegmatis.

Para evaluar genotipicamente la inhibicion del gen eccD3 se analizaron las cepas M.
smegmatis-pLJR962-RNAg-eccD3, M. smegmatis-pLJR962-RNAg-scramble y M.
smegmatis wild type, manteniendo el cultivo a 37°C en la fase exponencial (20 a 24 horas)
de las cepas en ausencia o en presencia de ATc.

6.5.2.1. Extraccion de RNA total de las cepas de M. smegmatis.

Se realiz6 una extraccion de RNA total de las tres cepas seleccionadas. Primero se activo
el cultivo de cada una de las cepas de M. smegmatis en Middlebrook 7H9 suplementado
con ADC al 10% y 0.05% de Tween 80 mas kanamicina (20 pg/mL) (cepas
transformadas) incubandose toda la noche a 37°C. Se resembro el cultivo y se incubé a
37°C en agitacion constante hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento (20-24 h).
A partir de este cultivo se inocularon 200 pL en 20 mL de medio 7H9 suplementado con
ADC al 10% y 0.05% de Tween 80 mas kanamicina (20 pg/mL) y se mantuvo el cultivo
en presencia o ausencia de ATc (100 ng/mL) para inducir el sistema CRISPRI. El cultivo
se incubd por 20 horas a 37°C en agitacion constante a 300rpm. Después se centrifugd y
se agregé 800 pL de TRizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) transfiriéndose a tubos de
FastPrep, realizando el procedimiento de lisis mecanica mencionado en la seccion 6.4.
utilizando el homogeneizador FastPrep. Posteriormente se centrifugd y el sobrenadante se
transfirié a un tubo eppendorf de 1.5mL nuevo y esteril para la adicion de cloroformoy la
precipitacion del RNA utilizando isopropanol y un lavado con etanol al 70%. ElI RNA
total obtenido se cuantific6 mediante espectrofotometria en un NanoDrop 2000 y se

visualizo en una electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed.

6.5.2.2. Sintesis de cDNA de las cepas de M. smegmatis.
Se realizo el tratamiento con DNAsa | (New England Biolabs, MA, EUA) al RNA total
obtenido de cada una de las cepas M. smegmatis-pLJR962-RNAg-eccD3, M. smegmatis-
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pLJR962-RNAg-scramble y M. smegmatis wild type. Se agregaron 2,000 ng de RNA total
de cada una de las cepas, a la reaccion conteniendo 2 Unidades de enzima DNAsa |
(Invitrogen, Carlsbad, CA), buffer de la enzima 1 x y agua libre de nucleasas en un
volumen total de 8 uL, para digerir los restos de DNA presentes en la muestra. Incubando
la muestra por 10 min a 37°C seguido de 10 min a 75°C. Se realiz6 una electroforesis en
gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed para confirmar la integridad del RNA de cada

muestra.

Posteriormente, se realizé la retrotranscripcion del RNA tratado con DNAsa | utilizando
la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen, CA, EUA) y primers aleatorios
siguiendo el protocolo proporcionado por el proveedor. Para evaluar la funcionalidad del
cDNA generado, se realizé una amplificacion del gen sigA mediante una PCR punto final.
Se utilizé el kit de la DNA polimerasa (No. de referencia 10342-020 Invitrogen, CA,
EUA) para amplificar la secuencia del gen sigA para obtener un producto amplificado de

551 pb. Los célculos de la reaccion se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8.Célculos para amplificar el gen sigA.

Amplificacion de sigA
Concentracion
Reactivos Inicial Final 1 reaccion
Buffer 10 x 1x 2.5 puL
dNTP’s 10 mM clu 0.2mM clu 0.5 uL
MgCl, 50 mM 1.5mM 0.75 pL
Primer Forward 100 ng/ L 2.5ng uL 1luL
Primer Reverse 100 ng/ L 2.5 ng/ uL 1luL
Taq polimerasa 5 U/ uL 0.03U/puL 0.125 uL
DNA blanco 1luL
H>0 libre de nucleasas 18. 125 pL
Total 25 pL

Las condiciones de la PCR fueron 95°C por 5 min de desnaturalizacion, 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 1 min, de alineamiento a 59°C por 1 min y de extension a
72°C por 1 min, y un paso final de extension a 72°C por 5 min. Se utilizaron los primers
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forward Msmeg_sigA-F2 con secuencia 5’-ACG CAA AGA CGC CGA GCT GA-3’yel
primer reverse Msmeg_sigA-R3 con secuencia 5’-GCT CTT CGG GCG TGG GCT C-3°,
disefiados en un trabajo previo (Granados-Tristdn et al. 2020). Se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed para confirmar la amplificacion

del gen sigA y confirmar la funcionalidad de cada muestra.

6.5.2.3. PCR en tiempo real del gen eccD3.

El anélisis de los niveles de expresion del gen eccD3 se realizd para cada una de las
muestras del cDNA obtenido utilizando el método cuantitativo, utilizando como control
enddgeno el gen sigA. Se utilizaron sondas TagMan con el sistema 7500 Fast Real Time
PCR System (Applied Biosystems) (Tabla 9). La reaccion de PCR se prepar6 en un
volumen final de 25 pL el cual contenia la mezcla maestra de PCR para ensayos TagMan®
1% (Applied Biosystems) mas 400 mM de primers/sondas y 3 uL. de cDNA como templado
obtenido de las cepas en ausencia y en presencia de ATc (100 ng/mL). Las condiciones
de amplificacion fueron 1 min a 50°C de incubacion inicial, 10 min a 95°C de

desnaturalizacion inicial, y 50 ciclos de 15 seg a 95°C y 1 min a 60°C.

Tabla 9. Sondas TagMan utilizadas.

Gen Sonda 5°-3’ "Primer Forward 5°-3’ Primer Reverse 5°-3°

eccD3 GTCGCCGCGTGGTCG GTCGCCGCGTGGTC CGGTGAACACCGCGATAC
TTGATCAGCA

SigA GCATGTCGCGGCGCT CGCCTCCAGCAGATGGT CGAGAAGGGCGAGAAGCT
GCTGCACTGG TTT

Se establecid la curva de rango dinamico de amplificacion realizando diluciones seriales
del cDNA a partir de la dilucion 1:8 a 1:128, con triplicados técnicos y controles negativos
en cada ensayo. Se utiliz6 como control endogeno para el analisis de expresion el gen sigA
en paralelo. El analisis de los resultados fue por medio del método comparativo de doble
delta del CT (2-24€T) (Schmittgen y Livak 2008).
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El analisis estadistico de la expresion del gen eccD3 de las muestras se realizé utilizando
una prueba t de student de los valores obtenidos del método 2"24°T comparando entre cada
una de las cepas M. smegmatis-pLJR962-RNAg-eccD3, M. smegmatis-pLJR962-RNAg-

scramble y M. smegmatis wild type.

6.6. Evaluacion de la susceptibilidad de las cepas de M. smegmatis a farmacos
antituberculosis.

El analisis de la inhibicion del gen eccD3 en presencia de diferentes farmacos
antituberculosis se realizd evaluando el crecimiento de las cepas M. smegmatis-pLJR962-
RNAg-eccD3, M. smegmatis-pLJR962-RNAg-scramble y la cepa M. smegmatis wild type
en presencia de diferentes farmacos, usando como control el crecimiento en presencia y
ausencia de ATc a una concentracion de 100 ng/mL para activar o mantener apagado el

sistema de CRISPRI, respectivamente.

Se realizo el andlisis con los farmacos isoniazida, rifampicina, linezolid, levofloxacino,
(obtenidos de Sigma-Aldrich, MO, EUA), moxifloxacino, bedaquilina y protionamida
(obtenidos de ChemCruz, SantaCruz Biotech, CA, EUA). Se prepar6 la solucion stock de

cada farmaco siguiendo las instrucciones del proveedor (Tabla 10).

Tabla 10. Solubilidad y concentracion del stock de farmacos anti-TB.

Farmacos Solubilidad Concentracion del stock
Isoniazida Agua libre de nucleasas 10 mg/mL
Rifampicina DMSO 102.4 mg/mL
Linezolid Agua libre de nucleasas 5 mg/mL
Bedaquilina DMSO 0.768 mg/mL
Levofloxacino NaOH(1N):H20 1:10 1 mg/mL
Moxifloxacino NaOH(1N):H20 1:10 1 mg/mL
Protionamida DMSO 512 mg/mL

Para evaluar el crecimiento de las cepas y el efecto de los farmacos, se utilizaron dos
métodos: el método de microdilucidn en placa con el compuesto resazurina-REMA 'y
curvas de crecimiento de cada cepa de M. smegmatis en presencia de 3 diferentes
concentraciones de farmaco de manera independiente, las cuales fueron seleccionadas
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dependiendo de la Concentracion minima inhibitoria (CMI.) encontrada para cada
farmaco en cada una de las cepas (la CMI, una concentracion serial antes y una

concentracion serial después de la CMI obtenida).

6.6.1. Método de microdilucién en placa con el compuesto de resazurina.

Se utilizo el método de microdilucion en placa con el compuesto resazurina para evaluar
la CMI de cada uno de los farmacos mencionados. La CMI es la concentracién mas baja
de un farmaco en donde no se observa crecimiento de la bacteria, por lo tanto, utilizando
el método de REMA la CMI se observa en el cultivo con una coloracion azul debido a que
no existe crecimiento de la bacteria, mientras que cuando existe crecimiento bacteriano,
la resazurina se oxida provocando que el cultivo cambie a una coloracion rosa. Se realizd
la busqueda de la CMI de cada farmaco en M. smegmatis en la literatura. En el caso del
farmaco de protionamida no se encontraron reportes de la CMI en M. smegmatis; pero,
por otro lado, si existen reportes de la etionamida, por lo tanto, como este farmaco es
analogo de la protionamida, se tomo la CMI de este farmaco como referencia (Tabla 10)
(Agrawal et al. 2015; Coban et al. 2014).

Para la realizacion del ensayo REMA se utiliz6 una placa de 96 pozos, para evaluar un
rango de concentraciones establecidas de acuerdo con la CMI obtenida en la literatura de
cada uno de los farmacos antituberculosis seleccionados (Tabla 11). Se realizaron
diluciones seriadas de las concentraciones seleccionadas de los farmacos partiendo de una
concentracion inicial de farmaco en un volumen de 100 pL en el primer pozo,
posteriormente se realizaron diluciones seriales a partir de 1:2 hasta el rango mencionado
en la Tabla 10 dependiendo del fa&rmaco, en un volumen final de 100 pL. La placa se
inoculo con un cultivo que se encontraba en fase logaritmica (20-24 h) el cual fue
previamente ajustado a 2.7 unidades de McF a partir del cual se realizé una dilucién
1:1000 la cual fue inoculada en cada uno de los pozos de la placa de 96 pozos colocando
50 pL de cultivo en cada uno de ellos. Posteriormente se incub¢ la placa a 37°C por 40 h.
Cada ensayo fue realizado por triplicado.

Tabla 11. CMI y rangos de los farmacos antituberculosis utilizados.
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Farmacos CMI en M. smegmatis Rango de concentraciones

Isoniazida 8 ug/mL (Agrawal et al. 2015) 256 - 0.25 pug/mL
Rifampicina 0.8 ug/mL (Agrawal et al. 2015) 51.6 - 0.05 pg/mL
Linezolid <1 pg/mL (Saffo y Ognjan 2016) 8-0.007 pg/mL
Bedaquilina 0.024-0.048 pg/mL (Lelovic et al. 0.384 — 0.00037 pg/mL
2020)
Levofloxacino 0.125 pg/mL (Jeong et al. 2020) 8 - 0.007 pg/mL
Moxifloxacino < 0.25 pg/mL (Saffo y Ognjan 8 - 0.007 pug/mL
2016)
Protionamida No existe 256 - 0.25 pug/mL
Etionamida 64 ug/mL (Do et al. 2022) --

Posterior a las 40 h de incubacidn, se agregaron 30 pL de resazurina a una concentracion
de 0.2 mg/mL en cada pozo, para continuar con una incubacién de 6 h a 37°C en agitacion
constante. Finalmente se tomaron fotografias de cada placa utilizando el transiluminador
de Benchtop UV en conjunto con el MultiDoc-It Digital Imaging System, utilizando un
convertidor de luz UV a luz blanca de 21 cm x 26 cm para capturar las iméagenes;
seleccionando luz blanca en la parte de superior y luz UV en la parte inferior del

transiluminador.

6.6.2. Curvas de crecimiento bacteriano

Con la finalidad de evaluar el efecto del farmaco en las cepas M. smegmatis-pLJR962-
RNAg-eccD3, M. smegmatis-pLJR962-RNAg-scramble y la cepa M. smegmatis wild
type, se evalud el crecimiento de estas durante 27 h en presencia de diferentes
concentraciones de farmacos antituberculosis como se describio en la seccion 6.6. A partir
de un cultivo en fase exponencial se ajusté el cultivo a 1 unidad de McF para después
realizar una dilucién 1:100, y ese cultivo diluido (1:100) se utiliz6 para inocular la placa
de 96 pozos con 200 pL en cada pozo. Las placas se incubaron en el equipo Synergy HT
(Biotek, Agilent, CA, EUA) evaluando la absorbancia del cultivo contenido en pozo a 600

nm cada hora por 27 h.

El analisis estadistico que se realizd para evaluar las diferencias entre las cepas en

presencia o de anhidrotetraciclina (inductor del sistema CRISPRI), y las diferencias entre
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la cepa con eccD3 inhibido y la cepa control (M. smegmatis PLJIR962-RNAg-scramble),
fue un ANOVA de medidas repetidas seleccionando como variable dependiente la
absorbancia obtenida en el tiempo (lectura de cada hora) y como variables independientes
la presencia o ausencia de ATcy el tipo de cepa. Se utilizé el software IBM SPSS Statistics
23 (IBMCorp. 2015). Se realiz6 un triplicado de cada uno de los ensayos realizados
obteniendo su promedio para realizar las gréaficas de las curvas de crecimiento de cada una

de las cepas mencionadas.

6.7. Evaluacion del potencial farmacolédgico de EccD3 y proteinas del sistema de

secrecion ESX3

6.7.1. Obtencion de la estructura tridimensional de las proteinas del sistema ESX3.
Se realiz6 una basqueda en la literatura y en la base de datos Protein data bank (PDB)
(Berman et al. 2000) (https://pdb101.rcsb.org/) para obtener las estructuras 3D de las
proteinas del sistema de secrecion ESX3 de M. tuberculosis, las cuales ain no han sido
reportadas. Por otro lado, se localizaron las estructuras de las proteinas homdlogas del
sistema ESX3 pertenecientes a M. smegmatis. Ademas, la secuencia aminoacidica de cada
uno de los componentes del sistema de secrecién ESX3 (Tabla 12) se obtuvieron de la
base de datos de proteinas UniProt  (UniProt-Consortium 2023)
(https://www.uniprot.org/).

Tabla 12. Secuencia aminoacidica de las proteinas del sistema de secrecién ESX3.

Proteina UniProtkB Aminoécidos Organismo
EccB3 POWNR3 538 M. tuberculosis
EccC3 POWNA9 1,330 M. tuberculosis
EccD3 POWNQ3 472 M. tuberculosis
EccE3 POWJES 331 M. tuberculosis

La estructura tridimensional (3D) de las proteinas EccB3, EccD3, EccC3 y EccE3 de M.
tuberculosis se obtuvé mediante un modelado por homologia utilizando como blanco la
estructura 3D de cada una de las proteinas mencionadas de M. smegmatis como modelo
(PDB 6UMM) (Poweleit et al. 2019), utilizando el servidor en linea de SwissModel
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(Waterhouse et al. 2018) (https://swissmodel.expasy.org/). En el caso del dominio
ATPasa de la proteina EccC3 se utiliz6 la estructura del dominio ATPasa numero I,

perteneciente a M. tuberculosis con su codigo PDB: 6J17 (Wang et al. 2020).

Para la preparacion de las estructuras proteicas se eliminaron moléculas de solventes o
iones presentes, ademas se agregaron atomos de hidrégeno faltantes y se asignaron las
cargas correspondientes utilizando el campo de fuerza AMBER ff14SB a cada una de las
estructuras 3D obtenidas. Posteriormente, con la finalidad de obtener la estructura mas
estable se realizd una minimizacion de energia de cada una de las estructuras proteicas
utilizando como parametros 10,000 de steepest descent steps, 0.02 A de steepest descent
size, 1000 de conjugate gradient steps y 0.02 A de conjugate gradient step size, utilizando
el software USCF Chimera version 1.14 (Pettersen et al. 2004).

El modelo del dimero de protémeros del sistema de secrecion ESX3 de M. tuberculosis se
generd a partir de las estructuras proteicas obtenidas anteriormente utilizando como
modelo las coordenadas de la estructura del PDB 6UMM (Poweleit et al. 2019), asi mismo
se utilizé esta estructura del PDB 6UMM para realizar un superposicionamiento de cada
estructura obtenida de M. tuberculosis contra la estructura de M. smegmatis en el software
USCF Chimera version 1.14.

6.7.2. Obtencion de la estructura 3D de los ligandos.

Se seleccionaron 34 ligandos para evaluar sus interacciones con las proteinas del sistema
de secrecion ESX3 de M. tuberculosis. De estos ligandos, 23 moléculas corresponden a
los farmacos de primera y segunda linea utilizados como tratamiento para la tuberculosis
(Parums 2021), y 11 moléculas fueron seleccionadas de la literatura en donde se ha
reportado tratamiento nuevo para la tuberculosis basado en la reposicion de farmacos
(Kanvatirth et al. 2019; Mourenza et al. 2020) (Tabla 13). La molécula de ATP se agrego
como control positivo de la simulacion de las interacciones farmaco y el dominio ATPasa
Il de EccC3. Cada estructura 3D de los ligandos se construy6 utilizando el software
Chimera mediante la herramienta “Build structure”, evaluando su estructura y enlaces de
cada atomo con la informacion obtenida de la base de datos PubChem
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(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) (Kim et al.

2021) a partir de su numero de

identificacion o el codigo SMILE (the canonical Simplified Molecular Input Line Entry

system). Posterior a su construccion se minimizé la energia de cada molécula utilizando

el software USCF Chimera version 1.14 con los parametros de 10,000 steepest descent

steps, de 0.02 A steepest descent size, de 1000 conjugated gradient steps y de 0.02 A

conjugated gradient size, generando el archivo MOL?2 de cada ligando. Posteriormente se

agregaron cargas, hidrogenos faltantes y se seleccionaron enlaces rotables de las
moléculas utilizando AUTODOCK TOOLS (Morris et al. 2009), para generar la

estructura 3D con las caracteristicas mencionadas en la Tabla 14, y finalmente obtener el

archivo PDBQT como estructura final de cada farmaco seleccionado.

Tabla 13. Moléculas utilizadas como ligandos en el presente estudio.

No Molécula CID No Molécula CID

1 Isoniazida 3767 19 Cicloserina 6234

2 Pirazinamida 1046 20 Tioacetazona 9568512
3 Etambutol 14052 21 Acido tiosulfarico 24478
4 Rifampicina 135398735 22 Viomicina 54677440

5 Rifapentina 135403821 23 Enviomicina 135565326

6 Rifalazil 135431094 24 Florfenicol 114811

7 Rifabutina 135398743 25 Vanoxerina 3455

8 Amikacina 37768 26 Metformina 4091

9 Estreptomicina 19649 27 Vitamina D 5280795
10 Kanamicina 6032 28 Simvastatina 54454
11 Levofloxacino 149096 29 Tamoxifeno 2733526
12 Esparfloxacino 60464 30 Fluvastatina 446155
13 Pazufloxacino 65957 31 Avermectina 6858006
14 Etionamida 2761171 32 Ivermectina 6321424
15 Pretomanida 456199 33 Moxidectina 9832912
16 Bedaquilina 5388906 34 Selamectina 9578507
17 Linezolid 441401 35 ATP 5957
18  Acido aminosalicilico 4649
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CID, identificador de compuestos de la base de datos Pub Chem.

Tabla 14. Caracteristicas seleccionadas para cada uno de los ligandos.

Molécula H ng polares Carb/or_ws Enlaces TORSDOF
fusionados aromaticos rotables
Isoniazida 4 5 3 2
Pirazinamida 3 4 2 1
Etambutol 20 -- 11 11
Rifampicina 52 6 10 10
Rifapentina 58 6 11 11
Rifalazil 59 10 10 10
Rifabutina 57 11 9 9
Amikacina 26 -- 23 22
Estreptomicina 23 - 20 16
Kanamicina 21 -- 17 17
Levofloxacino 19 9 3 3
Esparfloxacino 18 9 5 5
Pazufloxacino 12 12 4 4
Etionamida 8 5 3 3
Pretomanida 12 9 6 6
Bedaquilina 30 25 9 9
Linezolid 19 6 5 4
Acido 3 6 4 4
aminosalicilico

Cicloserina 3 -- 1 1
Tioacetazona 8 6 6 5
Acido tiosulfarico -- -- 3 3
Viomicina 16 -- 8 7
Enviomicina 24 -- 19 16
Florfenicol 12 6 8 7
Vanoxerina 32 18 10 10
Metformina 6 -- 4 0
Vitamina D 43 -- 7 7
Simvastatina 37 -- 8 8
Tamoxifeno 29 18 8 8
Fluvastatina 23 14 11 11
Avermectina 69 -- 11 11
Ivermectina 71 -- 11 11
Moxidectina 51 -- 5 5
Selamectina 60 -- 7 7
ATP 8 5 15 15

TORSDOF, torsinal degree of freedom
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6.7.3. Seleccion del sitio de union de ligandos.

El primer sitio de unién de ligandos seleccionado fue en el dominio ATPasa 11 de EccC3,
seleccionando el sitio catalitico en donde se une la molécula de ATP, el cual ha sido
reportado en la literatura, tanto de manera tedrica como su estructura 3D del complejo
proteina-ligando (Wang et al. 2020). Este sitio se selecciond con la finalidad de inhibir la

actividad de secrecion del sistema ESX3.

Se realiz6 un andlisis para predecir las interfaces que se encuentran en el dimero de
protomeros que conforman la estructura 3D del sistema de secrecion ESX3 de M.
tuberculosis utilizando el servidor en linea PDBePISA (https://www.ebi.ac.uk/msd-
srv/prot_int/cgi-bin/piserver) (Krissinel y Henrick 2007). Ademas, se utilizd la
informacidn que se encuentra en la literatura sobre la estructura del sistema de secrecion
ESX3 (Poweleit etal. 2019; Famelis etal. 2019). A partir de este anélisis se seleccionaron
cinco sitios de unién para los ligandos seleccionados. Por lo tanto, se seleccionaron seis
sitios de cada estructura proteica para evaluar las interacciones con los farmacos

mostrados en la Tabla 13.

6.7.4. Acoplamiento molecular.

El acoplamiento molecular entre cada uno de los sitios de unién de farmacos
seleccionados en las proteinas contra los ligandos se realiz6 utilizando el software
AutoDock Vina (Trott y Olson 2010). Se realiz6 cada uno de los acoplamientos
moleculares con los pardmetros de 6 para exhaustividad de busqueda, 1 de numero de
modos de unién y 3 kcal/mol de méaxima energia de diferencia. Las coordenadas de las
cajas de busqueda en cada acoplamiento molecular de cada uno de los seis sitios
seleccionados se mencionan en la Tabla 15.

Tabla 15. Coordenadas de las cajas de muestra de cada sitio seleccionado.

Proteina Grid center Tamafo
(X Y,2) A
EccB3 163.052, 160.002, 144.649 - 36.4192, 49.7789, 48.8539

41



EccD3 N-terminal 215.316, 208.195, 196.713 25.676, 23.5991, 41.3019

EccD3 C-terminal 217.127,178.081, 181.243 26.1652, 32.091, 42.0759
Dominio 11l ATPasa de EccC3 22.59, -7.20, 23.23 30.00, 33.00, 30.00

ESX3 protomero 1 159.167, 162.145, 197.592 44.9949, 49.4289, 48.4317

ESX3 protémero 2 189.304, 172.168, 210.911 56.6132, 42.4863, 41.0964

Se realizaron 10 repeticiones independientes de cada simulacion de cada acoplamiento
molecular realizando una automatizacion de la simulacion mediante un bash script para

realizar cada una de las simulaciones.

Se generd una matriz de datos a partir de los resultados del cambio libre de energia (AGn)
de cada acoplamiento molecular de cada proteina-farmaco. Las poses predichas de cada
acoplamiento molecular se evaluaron utilizando el software USCF Chimera version 1.14
y el software Chimera X version 1.2.5 (Pettersen et al. 2021) para visualizar
tridimensionalmente cada pose, y para tener una visualizacion de dos dimensiones se
utilizé LigPlot (Wallace et al. 1995).

6.7.5. Estadistica para el acoplamiento molecular.

A partir de la matriz de datos generada de los resultados del AGy de cada una de las 10
repeticiones independientes de cada acoplamiento molecular, se seleccioné la pose con el
menor AGp obtenido de cada una de las 10 repeticiones independientes. Se realizé una
normalizacion de los datos de la matriz numérica utilizando la funcion estadistica del
lenguaje R heatmap2 (Warnes et al. 2020). Se utilizaron los datos de las filas (ligandos)
y de las columnas (proteinas) para escalarlos con la finalidad de obtener el promedio = 0
y una desviacion estandar = 1 generando un mapa de calor con los valores Z obtenidos a

partir del promedio y desviacion estandar.
Los valores Z generados se utilizaron para seleccionar las poses con la mejor energia de

unién de los complejos proteina-farmaco, utilizando los siguientes criterios:

e Valores Z menores a -1.
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e Interacciones moleculares de los farmacos con los aminoacidos que forman las
interfaces de las proteinas.

Bajo los criterios anteriores se seleccionaron las mejores interacciones proteina-farmaco.

6.8. Evaluacion de las propiedades de las avermectinas.
Los farmacos que pertenecen a la familia de las avermectinas presentaron las mejores

interacciones con los sitios de union en las proteinas.

Se utilizo el codigo SMILE de los farmacos de la familia de las avermectinas obtenido en
PubChem para evaluar sus propiedades. La actividad bioldgica de las avermectinas se
predijo utilizando la plataforma PASS online (http://way2drug.com/passonline/)
(Filimonov et al. 2014) la cual se basa en un algoritmo bayesiano. Los datos de salida que
genera la plataforma son la probabilidad de determinada actividad bioldgica (Pa) valorada
entre 0 y 1, en donde 1 indica que la actividad ocurrira en un 100% mientras que un 0
significa que es imposible que ocurra la actividad.

Ademas, se evaluo la toxicidad que producen las avermectinas utilizando el servidor de
Pro-Tox Il (https://tox-new.charite.de/protox_I1/) (Banerjee et al. 2018), el cual se basa
en la similaridad quimica de las moléculas e identificacion de fragmentos toxicos usando
compuestos con toxicidad conocida mediante valores de LD50 en roedores. Los resultados

generados es la probabilidad de toxicidad la cual indica si es activa o inactiva.

La absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion (ADME) de las avermectinas se
predijo utilizando la herramienta del servidor en linea SwissADME
(http://www.swissadme.ch/) (Daina et al. 2017), el cual esta basado en diferentes métodos
como BOILED-Egg, iLOGP, SILICOS-IT y Radar Bioavailability.

6.9. Evaluacion de la inhibicion del gen eccD3 en presencia de ivermectina.

Se utilizo la cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3 que presenta la inhibicion del
gen eccD3, para evaluar su crecimiento en presencia del farmaco ivermectina (Sigma-

Aldrich, MO, EUA), de acuerdo con los resultados obtenidos del ensayo in silico. Se
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realizé una solucion stock de ivermectina diluida en DMSO, partiendo de esa solucién se
generd la solucion de trabajo la cual se diluyé en medio 7H9 suplementado con ADC
mezclando a una velocidad de 300 rpm y a una temperatura de 37°C. Ademas, se
utilizaron las cepas M. smegmatis-PLJIR962-RNAg-scramble y M. smegmatis wild type
para evaluar su crecimiento en presencia de ivermectina. Se utiliz6 el método de REMA
para determinar la CMI de ivermectina de cada cepa, posteriormente se realizé una curva
de crecimiento de cada cepa de M. smegmatis en presencia de diferentes concentraciones
de ivermectina. Los rangos de concentracion de la ivermectina utilizados en el REMA
fueron de 4096 pg/mL a 0.25 pg/mL, tomando en cuenta que la CMI para ivermectina en
M. smegmatis es de 8 pg/mL. La metodologia para el REMA y la curva de crecimiento se
realizdé de acuerdo con los procedimientos mencionados previamente en las secciones

anteriores.
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7. RESULTADOS

7.1. Comparacion de las secuencias del gen eccD3 entre M. smegmatis y M.
tuberculosis.

Se obtuvieron las secuencias nucleotidicas del gen eccD3 y de los demés genes del cluster
del sistema de secrecién ESX3 de M. smegmatis y M. tuberculosis, a partir de los cuales
se realizé un alineamiento observando una similitud e identidad de mas del 66% (Tabla
16) (Tabla 17) (Anexo B).

Tabla 16. Resultados del alineamiento de las secuencias del clister de genes ESX3 de M. smegmatis y M.
tuberculosis.

Cluster ESX3  No. ID NCBI Coordenadas Tamario Similitud Identidad

M. smegmatis CP000480.1  702,737-704,164 1,428 pb

M. tuberculosis NC_000962.3  353,083-354,501 14,746 pb

66.8 % 66.8%

Tabla 17. Resultados del alineamiento de las secuencias del gen eccD3 de M. smegmatis y M. tuberculosis.
Gen eccD3 No. ID NCBI Coordenadas Tamario Similitud Identidad
M. smegmatis CP000480.1  691,998-706,477 14,480 pb
M. tuberculosis NC_000962.3  342,130-356,875 14,746 pb

68.4% 68.4%

El alineamiento de cada una de las secuencias de los componentes del cluster entre las dos
bacterias muestra que las secuencias de los genes que codifican para las proteinas que se
encuentran en el citoplasma y son accesorias para el sistema (EccA3 y EspG3, ) presentan
menor similitud entre el 47% al 55% en comparacién de las secuencias que codifican para
las proteinas que forman el sistema de secrecién (EccB3, EccC3 y EccE3) las cuales
presentan una similitud arriba del 60%, excepto en el caso del gen que codifica para la
proteina EccE3 en donde su similitud es del 55.3%, ademas los genes de las proteinas que
son secretadas (PE5, PPE4, EsxG y EsxH) por este sistema también presentan una
similitud arriba del 60% (Tabla 18).
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Tabla 18.Resultados del alineamiento de las secuencias nucleotidicas de los componentes del clister de

genes del sistema de secrecion ESX3.

Bacteria Gen Coordenadas Tamafio Similitud Identidad
M. smegmatis 691,998-693,767 1,770 pb
eccA3 47.4 % 47.4%
M. tuberculosis 342,130-344,025 1,896 pb
M. smegmatis 693,764-695,320 1,557 pb
] eccB3 69.6% 69.6%
M. tuberculosis 344,022-345,638 1,617 pb
M. smegmatis 695,317-699,294 3,078 pb
. eccC3 74.7% 74.7%
M. tuberculosis 345,635-349,627 3,993 pb
M. smegmatis 699,291-699,602 312 pb
) PE5 68.7% 68.7%
M. tuberculosis 349,624-349,932 309 pb
M. smegmatis 699,604-701,175 1,572 pb
) PPE4 60.8% 60.8%
M. tuberculosis 349,935-351.476 1,542 pb
M. smegmatis 701,225-701,518 294 pb
] esxG 67.6% 67.6%
M. tuberculosis 351,525-351,818 294 pb
M. smegmatis 701,553-701840 288 pb
. esxH 76.5% 76.5%
M. tuberculosis 351,848-352,138 291 pb
M. smegmatis 701,853-702,854 882 pb
. espG3 54.2% 54.2%
M. tuberculosis 352,149-353,036 888 pb
M. smegmatis 704,172-705,551 1,380 pb
) mycP3 66.6% 66.6%
M. tuberculosis 354,498-355,883 1,386 pb
M. smegmatis 705,548-706,477 930 pb
) eccE3 55.3% 55.3%
M. tuberculosis 355,880-356,875 996 pb

Se utilizd el nimero de ID del NCBI de M. smegmatis CP000480.1 y de M. tuberculosis
NC_000962.3.

7.2. Evaluacién de la susceptibilidad de las cepas de M. smegmatis a los farmacos

antituberculosis.

La inhibicion del gen eccD3 se realizo utilizando la técnica de CRISPRI siguiendo el
protocolo de Rock y sus colaboradores (Rock et al. 2017). Generando una cepa de M.
smegmatis con el gen eccD3 inhibido, una cepa control con el gen mmpL3 inhibido y otra
cepa con una secuencia nucleotidica al azar la cual no genera inhibicién de ningun gen

debido a que el RNAg no se une a ninguna secuencia del genoma de la bacteria. En la

46



siguiente seccion se muestran los resultados de la generacién de la construccién del vector

para inhibir el gen eccD3.

7.2.1. Construccion del vector PLIJR962 con el RNAg.

Se realizé la ligacion del vector PLJIR962 con el RNAg para inhibir el gen eccD3 para
continuar con la transformacion de la cepa E. coli DH50 con la construccion. Se
seleccionaron los candidatos que crecieron en el medio LB con kanamicina
caracterizandolos por PCR. Para verificar la presencia de la construccion PLJR962-
RNAg-eccD3 se realizé la amplificacion de una secuencia de 186 pb (Figura 7), la cual
contiene la secuencia del RNAg-eccD3 y una secuencia del vector, observando a partir de
la amplificacion realizada del candidato 1 un producto amplificado de aproximadamente
186 pb (Figura 7A), por lo tanto, se seleccioné este candidato para continuar con la
caracterizacion. Se secuencié el DNA plasmidico del candidato 1 observando que la

secuencia corresponde con la construccion PLIR962-RNAg-eccD3 (Figura 7B).

La construccion PLIR962-RNAg-eccD3 obtenida por purificacion de DNA plasmidico a
partir del candidato 1 de la cepa E. coli siguiente fue electroporada en M. smegmatis. Se
selecciond un candidato que creciera en el medio 7H10 suplementado con OADC y
conteniendo kanamicina como farmaco de seleccion (Figura 8A). Para después realizar
una extraccion de DNA plasmidico y realizar una amplificacion para caracterizar la
construccion PLIJR962-RNAg-eccD3 en M. smegmatis, observando un fragmento de

aproximadamente 186 pb (Figura 8B).
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A. MPM Cl1 C2 C3 C4 C-

300 pb
200 pb

100 pb

B.
5’-ACC CCACTG GCG CCT GCG TGC CTC -3’ ---- RNAg-eccD3
3’-TGG GGT GAC CGC GGA CGC ACG GAG-5’

5’- GAG GCA CGC AGG CGC CAG TGG GGT -3° « Secuencia obtenida

GAGGCACGCAGGCGCCAGTGGGGT

130 140 150 160 170 180 190
t TACAAAAACGAGGCACGCAGGCGCCAGTGGGGT|ITCCCAGATTATATCTATCACTGATAGGGATCGCAAATCCCCA

¥ \/\J{\/\A/WW\/VJ\MNW\I\ANW N\l\[\/\/&}%ﬁf\f\f\/\m\f \J\J\/\/\/\[\[\I\MMMNWAM.M\M[\f\

Figura 3. Caracterizacién de la construccion PLJIR962-RNAg-eccD3 en E. coli. A. Amplificacién de un

fragmento de 186 pb conformado por la secuencia del RNAg-eccD3 y una secuencia del vector PLIR962.
Electroforesis en gel de agarosa al 2% corrimiento de 50 min a 100 Volts. Los simbolos MPM corresponde
al marcador de peso molecular 1kb plus DNA Ladder, C1, C2, C3, C4 y C5 corresponden a los candidatos
de E. coli con la construccion PLJR962-RNAg-eccD3 obtenidos. C- se refiere al control negativo de la
amplificacion (H20). B. Secuencia del candidato 1 mostrando la calidad del electroferograma con la

secuencia de referencia correspondiente al RNAg-eccD3.
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PLIR962-

A MPM C+ C- RNAg-eccD3

M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3

Sin Con
kanamicina

300 pb
200 pb

100 pb

Figura 4. Caracterizacion de la construccion PLIJR962-RNAg-eccD3 en M smegmatis. A. Candidatos
obtenidos de la electroporacién de la construccién PLIR962-RNAg-eccD3 en M. smegmatis. Se muestra el
crecimiento de la bacteria con y sin kanamicina (20 ng/pL). B. Amplificacién de un fragmento de 186 pb
correspondiente a la secuencia del RNAg-eccD3 y una secuencia del vector PLIR962. Electroforesis en gel
de agarosa al 2% corrimiento de 50 min a 100 Volts. MPM corresponde al marcador de peso molecular 1kb
plus DNA Ladder; C+ corresponde al control positivo (DNA plasmidico de PLIJR962-RNAg-eccD3
obtenido a partir del candidato 1 de E. coli); C- corresponde al control negativo (H20); y PLIR962-RNAg-

eccD3 corresponde al DNA plasmidico obtenido del candidato 1 seleccionado en M. smegmatis.

7.3. Evaluacion de la inhibicion del gen eccD3 en M. smegmatis.
Para evaluar la inhibicion del gen eccD3 se realizaron analisis fenotipicos y genotipicos,
utilizando el método de sembrado por goteo-dilucion en placa y la PCR tiempo real,

respectivamente.

7.3.1. Analisis fenotipico de la inhibicién del gen eccD3.

El sistema CRISPRI utilizado es encendido por la anhidrotetraciclina (ATc), por lo tanto,
para evaluar si la inhibicion del gen afecta el crecimiento de la bacteria se evalud el
crecimiento en presencia y ausencia de ATc. Se puede observar que la inhibicion del gen
eccD3 no afecta el crecimiento de la cepa M. smegmatis pLJR962-RNAg-eccD3 (Tabla
19) (Figura 9A), tampoco se observan diferencias en el crecimiento de la cepa M.
smegmatis pLJIR962-RNAg-scramble (Tabla 19) (Figura 9C). En la cepa M. smegmatis
pLJR962-RNAg-mmpL3 se observa una diferencia significativa en su crecimiento cuando
se encuentra en presencia de ATc lo que indica que el sistema CRISPRI esta inhibiendo

el gen mmpL3 (Tabla 19) (Figura 9B). Estos resultados nos indican que el sistema
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CRISPRI funciona correctamente y no causa ninguna alteracion en el crecimiento de la

bacteria en las cepas analizadas.

Tabla 19. Promedio de las UFC/mL de cada una de las cepas en presencia o ausencia de ATc.

Unidades formadoras de colonias UFC / mL

M. smegmatis-PLJR962-

M. smegmatis-PLJR962-

M. smegmatis-PLIR962-

RNAg-eccD3 RNAg-mmpL3 RNAg-scramble
sin ATc ATc sin ATc ATc sin ATc ATc
833333.3 933333.3 366666.7 0 666666.7 533333.3
1766666.7 1433333.3 966666.7 0 966666.7 933333.3
1200000 1300000 866666.7 0 1033333.3 1000000
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Figura 9. Evaluacidn fenotipica de la inhibicion por CRISPRI. Crecimiento de las cepas A. M. smegmatis-
PLJR962-RNAg-eccD3, B. M. smegmatis-PLIR962-RNAg-mmpL3 y C. M. smegmatis-PLIR962-RNAg-
scramble en presencia o ausencia de anhidrotetraciclina (ATc). Para evaluar el crecimiento se realizé un
ensayo de microdilucion en placa partiendo de un cultivo en fase exponencial (20 horas) se diluyé para
presentar 7,700 células aproximadamente a partir de ese cultivo se realizaron diluciones seriadas 1:10. La
marca 1 es el cultivo con 7,700 células aproximadamente, 10 dilucion 1:10, 100 dilucién 1:100 y 1000
dilucién 1:1000. El ensayo se realizé por triplicado biolégico y triplicado técnico. Se realizé el conteo de
UFC/mL de la dilucion 1:1000. Se realiz6 una prueba t de student para comparar el crecimiento de las cepas
en presencia o ausencia de ATc, encontrando diferencias significativas en la cepa M. smegmatis-PLIR962-
RNAg-mmpL3 con una p=0.0168.

7.3.2. Analisis genotipico de la inhibicién del gen eccD3.
Se obtuvo el RNA total de las cepas M. smegmatis pLJIR962-RNAg-eccD3, M. smegmatis
pLJR962-RNAg-scramble y M. smegmatis wild type en ausencia o en presencia de ATc,
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obteniendo la concentracidn necesaria y calidad para seguir con los analisis posteriores
(Tabla 21) (Figura 10).

Tabla 20. Concentraciones de RNA de cada cepa de M. smegmatis.

Muestra Concentracion 260/280 260/230
M. smegmatis-PLJR962- sin ATc 808.9 ng/uL 2.01 1.35
RNAg-eccD3 ATc 648.8 ng/pL 1.97 1.61
M. smegmatis-PLJR962- sin ATc 715.2 ng/uL 1.91 1.25
RNAg-scramble ATc 542.5 ng/uL 1.99 1.53
M. smegmatis wild type sin ATc 635.1 ng/pL 1.99 1.26
A. B. C.
ATc  sinATc ATc sinAlc
DNAsa + - + - DNAsa + - + -

Figura 10. Evaluacion de la calidad del RNA con tratamiento de DNAsa. Electroforesis en gel de agarosa
al 1% corrimiento de 50 min a 100 Volts. A. M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-eccD3, B. M. smegmatis-
PLJR962-RNAg-scramble y C. M. smegmatis wild type. El simbolo positivo (+) significa tratamiento con
DNAsa y el simbolo negativo (-) significa sin DNAsa, ademas en presencia o ausencia de

anhidrotetraciclina (ATc).

A partir del RNA obtenido, se realizé la sintesis de cDNA como se menciona en la seccion
6.5.2 de material y metodos, posteriormente la funcionalidad del cDNA se verifico
mediante la amplificacion del gen sigA de cada una de las cepas, utilizando una PCR punto

final en donde se obtuvo un fragmento de aproximadamente 571 pb (Figura 11).
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DNAsa+ + - - DNAsa+ +

650 pb

500pb DNAsa+ +

RT + -+
MPM

650 pb

C D 500 pb
DNAsa+ + - - DNAsa+ +

Figura 5. Evaluacion de la funcionalidad del cDNA de cada cepa. Electroforesis en gel de agarosa al 1%
corrimiento de 50 min a 100 Volts observando un producto amplificado de 571 pb correspondiente al gen
sigA. A. M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3 sin ATc, B. M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3 con ATc
(100ng/mL), C. M. smegmatis-PLJR962-RNAg-scramble sin ATc, D. M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-
scramble con ATc (100ng/mL) y E. M. smegmatis wild type. El simbolo + significa tratamiento con DNAsa
I o con retrotranscriptasa (RT) segin corresponda y el simbolo — significa la ausencia de estas enzimas.
MPM corresponde al marcador de peso molecular, C+ control positivo de la PCR, utilizando como templado

el DNA gendmico de M. smegmatis wild type, y C- control negativo (H20).

Para evaluar la inhibicion del gen eccD3 se us6 una sonda TagMan (Tabla 8) realizando
un rango dindmico con diferentes concentraciones de cDNA para evaluar la eficiencia de
la sonda (Figura 12A) y para identificar la dilucion de muestra adecuada que permita
visualizar una inhibicion del gen eccD3. Para esto, se realiz6 una regresion lineal entre los
valores Ct (valor de y, ciclo umbral) y el Log de las diferentes concentraciones de RNA
utilizadas (valor de x) observando una R? de 0.9353 y una pendiente de la recta de -3.635
(Figura 12B), lo que nos indica una buena correlacion entre el Ct y la concentracion de

RNA utilizada, asi como una eficiencia de amplificacién cercana al 100% (Figura 12).
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Figura 12. Rango dinamico y eficiencia de amplificacion del gen eccD3 de M. smegmatis. A. Curvas de
amplificacion de las diluciones seriadas del cDNA (1:8 hasta la 1:128). Delta Rn es el valor obtenido de la
intensidad de fluorescencia de la sonda del gen eccD3 sobre la intensidad del control pasivo (fluoréforo
reportero FAM vy fluoréforo desactivador MGB-NFQ). B. Curva de regresion lineal del valor de Ct (ciclo
umbral) y la dilucion del cDNA utilizado (Log de concentracion del RNA). Se muestra la pendiente de la
recta (valor de y) y el valor predictivo de confianza (R2), los cuales indican una eficiencia de amplificacion
cercana al 100 % y una buena correlacion entre el Cty la concentracion de RNA, respectivamente.

Posteriormente se realiz6 la cuantificacion relativa del gen eccD3 utilizando el método
comparativo (2"24¢T) y como control enddgeno el gen sigA en las cepas M. smegmatis-
PLJR962-RNAg-eccD3, M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-scramble y M. smegmatis wild
type. Se observd la disminucién de la expresion del gen eccD3 significativamente en la

cepa M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3 comparando los resultados con esta misma
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cepa sin el sistema CRISPRI inducido (sin ATc), ademas también se observd una
disminucion respecto a las demés cepas control M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-scramble
y M. smegmatis wild type (Figura 13). El gen eccD3 se observo disminuido en su
expresion 92.19 veces en la cepa M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3 con el inductor

(ATc) del sistema CRISPRI respecto a la misma cepa sin inducir el sistema.
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Figura 6. Expresion relativa del gen eccD3 en diferentes cepas de M. smegmatis. Se muestra el promedio de
expresion relativa de triplicados técnicos. Las abreviatura eccD3 corresponde a la cepa M. smegmatis-
PLJR962-RNAg-eccD3, scramble a la cepa M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-scramble y Msm a la cepa M.
smegmatis wild type. Las cepas que fueron inducidas con anhidrotetraciclina (ATc) a una concentracion de
100 ng/mL para encender el sistema CRISPRi se encuentran marcadas con el signo positivo (+) mientras
que las que no presentan ATc fueron sefialas con el signo negativo (-). Los resultados fueron obtenidos por
PCR cuantitativa, procesados con la formula de Schimittgen y Livak (Schmittgen y Livak 2008) y
graficados en unidades relativas (UR). Se utiliz6 como control endégeno el gen sigA. Se realiz6 una prueba
t de student para comparar la expresion del gen eccD3 de las cepas en presencia o ausencia de ATc, y entre
cada una de las cepas. Las barras con el asterisco muestran las cepas que presentaron diferencias

significativas con una p= 0.0062.

7.4. Evaluacién de la susceptibilidad de cepas de M. smegmatis a farmacos

antituberculosis.

Primero se evalu6 la CMI de los farmacos antituberculosis en la cepa M. smegmatis wild
type para tener como referencia en el presente estudio. Se observa una CMI de 32 pug/mL
para isoniazida y de 6.4 pg/mL para rifampicina (Figura 14), ambos farmacos de primera

linea.
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A. Isoniazida pg/mL
256 128 64 32 16 8 4 2 1 05025 0

B. Rifampicina pg/mL
51.2 256 128 64 32 1.

22

Figura 7. CMI de isoniazida y rifampicina en M. smegmatis mc2 155. Método de microdilucién en placa
con resazurina (REMA) con diluciones seriadas para de cada farmaco para A. isoniazida (256 pg/mL a 0.25
pg/mL); y B. rifampicina (51.2 pg/mL a 0.1 pg/mL).

La CMI de los farmacos de segunda linea en la cepa M. smegmatis wild type se observé
en 0.125 pg/mL tanto para levofloxacino como para moxifloxacino, de 1 pug/mL para

linezolid, de 0.096 pg/mL para bedaquilina 'y de 4 pg/mL para protionamida (Figura 15).
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A. Levofloxacino pg/mL
8 4 2 1 0.5 0.250.1250.06 0.030.0150.007 O

B. Moxifloxacino pg/mL
2 1 0.5 0.250.1250.06 0.03 0.0150.007 0.003 0.001 0

C. Linezolid pg/mL
8 4 2 I 0.5 0.250.1250.06 0.030.0150.007 0

D. Bedaquilina pg/mL
0.384 0.192 0.096 0.048 0.024 0.012 0.006 0.003 0.001 0.0007 0.0003 O

E. Protionamida pg/mL
256 128 64 32 16 8 4 2 1 05 025 0

Figura 8. CMI de farmacos de segunda linea en M. smegmatis wild type. Método de microdilucién en placa
con resazurina (REMA) utilizando diluciones seriadas de los farmacos A. levofloxacino (8 pg/mL a 0.007
pg/mL); B. moxifloxacino (2 pg/mL a 0.001 pg/mL); C. linezolid (8 pg/mL a 0.007 pg/mL); D. bedaquilina
(0.384 pg/mL a 0.0003 pg/mL); y E. protionamida (256 pg/mL a 0.25 pg/mL).

Posterior de la obtencion de la CMI para cada farmaco en la cepa wild type, se realizé la
evaluacion de la CMI de los farmacos antituberculosis en las cepas M. smegmatis-
PLJR962-RNAg-eccD3 y M. smegmatis-PLJIR962-RNAg-scramble.
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La CMI de isoniazida en la cepa M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3 se observé en 16
pg/mL tanto en presencia como en ausencia de ATc (Figura C1 A.y B. Anexo C), en la
cepa control M. smegmatis-PLJR962-RNAg-scramble la CMI fue de 32 pg/mL sin ATc
y de 64 pg/mL con ATc (Figura C1 C.y D. Anexo C).

Para el farmaco rifampicina se observo una CMI de 1.6 pg/mL en la cepa M. smegmatis-
PLJR962-RNAg-eccD3 en presencia de ATc mientras que en ausencia de ATc se observo
en 3.2 ug/mL, observando un aumento en la resistencia a este farmaco al inhibir el gen
eccD3 (Figura 16 A y B). En la cepa control M. smegmatis-PLIR962-RNAg-scramble la
CMI es de 1.6 pg/mL tanto en presencia como en ausencia de ATc, sin embargo, en
presencia de ATc uno de los triplicados el corte se observa en 0.8 pg/mL (Figura16 Cy
D).

Rifampicina ug/mL

512 256 128 64 32 1.6 0.8 04 02 0.1 0.05 0 512 256 128 6.4 32 1.6 0.8 04 02 0.1 005 0
~ N N s E BB\ B\ A\ @\ T\ NN N

Figura 16. CMI de rifampicina M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3. Método de microdilucion en placa
con resazurina (REMA) con diluciones seriadas para rifampicina de la concentracion 51.2 pg/mL a 0.05
pg/mL. A.y B. cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3 y C. y D. cepa M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-
scramble; ambas cepas en ausencia A. y C. y presencia B. y D. de anhidrotetraciclina (ATc) a una
concentracion de 100 ng/mL. E. Cepa wild type M. smegmatis mc? 155 en presencia (signo positivo +) o

ausencia (signo negativo -) de kanamicina a una concentracion de 20 pg/mL.

La CMI para levofloxacino en la cepa M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3 en presencia
y en ausencia de ATc se observé de 0.06 pg/mL (Figura C2 A. y B. Anexo C), mientras
qgue en la cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-scramble se observé en 0.06 pg/mL,
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aunque en uno de los triplicados en ausencia de ATc es de 0.125 pg/mL (FiguraC2 C.y
D. Anexo C).

En el caso de moxifloxacino la CMI se observo en 0.125 pg/mL tanto en presencia como
en ausencia de ATc en las dos cepas M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-eccD3 y M.
smegmatis-PLIR962-RNAg-scramble (Figura C3, anexo C).

La CMI para linezolid en la cepa M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-eccD3 en presencia de
ATc se observé en 1 pg/mL mientras que en ausencia de ATc se observé en 2 pg/mL,
observando mayor sensibilidad a linezolid al inhibir eccD3 (Figura 17 Ay B). En la cepa
M. smegmatis-PLJR962-RNAg-scramble la CMI se observé en 2 pug/mL para linezolid

tanto en ausencia como en presencia de ATc (Figura 17 Cy D).

Linezolid pg/mL

Figura 17. CMI de linezolid M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3. Método de microdilucion en placa con
resazurina (REMA) con diluciones seriadas para rifampicina de la concentracion 8 pg/mL a 0.007 pg/mL.
A. y B. cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3 y C. y D. cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-
scramble; ambas cepas en ausencia A. y C. y presencia B. y D. de anhidrotetraciclina (ATc) a una
concentracion de 100 ng/mL. E. Cepa wild type M. smegmatis mc? 155 en presencia (signo positivo +) o

ausencia (signo negativo -) de kanamicina a una concentracion de 20 pg/mL.

Para el farmaco protionamida la CMI en la cepa M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3

en presencia o0 ausencia de ATc se observd en 2 pg/mL, mientras que en la cepa M.
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smegmatis-PLIR962-RNAg-scramble la CMI en ausencia y presencia de ATc se observo

en 8 pg/mL (Figura C4).

En el caso de la bedaquilina la CMI en la cepa M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-eccD3 en
presenciay ausencia de ATc se observé en 0.192 pg/mL (Figura 18 Ay B). En la cepa M.
smegmatis-PLJR962-RNAg-scramble la CMI de bedaquilina en ausencia y presencia de
ATc se observo en 0.192 pg/mL (Figura 18 Cy D).

Bedaquilina pg/mL
0.384 0.192 0.0960.048 0.024 0.012 0.0060.003 0.0015 0.00070.0003 0

0.384 0.1920.096 0.048 0.024 0.012 0.006 0.003 0.00150.00070.0003 0
2 A\

Figura 18. CMI de bedaquilina M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3. Método de microdilucién en placa
con resazurina (REMA) con diluciones seriadas para rifampicina de la concentracion 0.384 pg/mL a
0.00037 pg/mL. A.y B. cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3y C. y D. cepa M. smegmatis-PLIJR962-
RNAg-scramble; ambas cepas en ausencia A. y C. y presencia B. y D. de anhidrotetraciclina (ATc) a una
concentracion de 100 ng/mL. E. Cepa wild type M. smegmatis mc? 155 en presencia (signo positivo +) o

ausencia (signo negativo -) de kanamicina a una concentracion de 20 pg/mL.

Con la finalidad de confirmar los cambios en el crecimiento bacteriano en presencia de
los farmacos antituberculosis observados en el ensayo de REMA, se realizaron curvas de
crecimiento bacteriano en presencia de diferentes concentraciones de los farmacos
seleccionados (rifampicina, linezolid y bedaquilina). Para evaluar que el cambio en el
crecimiento bacteriano observado en los resultados posteriores corresponde a una
diferencia en la sensibilidad o resistencia al farmaco adquirida por la inhibicion del gen
eccD3 y no a la presencia de ATc y/o kanamicina, se crecieron las cepas M. smegmatis
wild type, M. smegmatis-PLJIR962-RNAg-eccD3 y M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-
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scramble en condiciones de crecimiento estandar a 37°C con agitacion constante en medio
7H9 suplementado con ADC (10%) y Tween 80 (0.05%) agregando kanamicina (20
pg/mL) y/o ATc (100 ng/mL) por 27 horas, las cuales fueron utilizadas para los cultivos
en presencia de los farmacos previamente mencionados. No se observaron diferencias en
el crecimiento de las cepas M. smegmatis wild type, M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-
eccD3 y M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-scramble en presencia o en ausencia de

kanamicina, tampoco en ausencia o presencia del inductor ATc (Figura 19).

.smegmatis-RNAg-eccD3 ATc
.smegmatis-RNAg-scramble ATc

t ¢

= 2= L

.smegmatis-RNAg-eccD3
.smegmatis-RNAg-scramble

.smegmatis mc? 155 wild type

DO 600 nm

c; 3 6 9 1.2 1.5 1.8 2.1 2.4 2.7 3.0
Tiempo (h)
Figura 19. Curva de crecimiento de las cepas de M. smegmatis utilizadas en este estudio. Curva de
crecimiento de la cepa M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3 (marcada con circulos), de la cepa M.
smegmatis-PLJR962-RNAg-scramble (marcada con triangulos) y de la cepa M. smegmatis mc?155 wild
type (marcada con rombos) en ausencia (linea color gris) o presencia (linea color negro) de ATc a una
concentracion de 100 ng/mL y en presencia de kanamicina a una concentracion de 20 pg/mL y B. 1 pg/mL

y 20ug/mL de kanamicina.

En la curva de crecimiento de rifampicina en la concentracion de 3.2 pug/mL del farmaco,
no se observa crecimiento de ninguna de las cepas M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-eccD3
y M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-scramble (Anexo D, Figura D1A). En la concentracion
de 1.6 pg/mL de rifampicina se observa una tendencia de mayor crecimiento de la cepa
M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3 al inhibir el gen eccD3 en comparacion de cuando
no se presenta inhibicién del gen (Anexo D, Figura D1B). Mientras que en la

concentracion de 0.8 pg/mL se observa un mayor crecimiento significativo de la cepa M.
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smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3 al inhibir el gen eccD3 en comparacion de cuando no

se inhibe el gen en esta misma cepa (Figura 20).

0.81
0.79

0.6

0.51% M.smegmatis PLIJIR962-RNAg-eccD3

0.4" -~ M.smegmatis PLIR962-RNAg-eccD3 ATc

0.34 M.smegmatis PLIR962-RNAg-scramble

DO 600 nm

=+ M.smegmatis PLJIR962-RNAg-scramble ATc

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Tiempo (h)

Figura 20. Curva de crecimiento de M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3 en presencia de rifampicina.
Curva de crecimiento de la cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3 (marcada con circulos) y de la cepa
M. smegmatis-PLJR962-RNAg-scramble (marcada con tridngulos) en ausencia (linea color gris) o presencia
(linea color negro) de ATc una concentracion de 100 ng/mL, una concentracion final de 0.8 pug/mL de
rifampicina y 20ug/mL de kanamicina. Se realiz6 una prueba de ANOVA de medidas repetidas para
comparar el crecimiento en diferentes concentraciones de farmaco entre las cepas y entre la misma cepa en
presencia o0 ausencia de ATc. Las barras con el asterisco muestran las cepas que presentaron diferencias

significativas respecto a su crecimiento con un valor significativo de p =0.003.

En la curva de crecimiento en presencia de linezolid en las concentraciones de 2 pg/mL y
de 1 pg/mL, en ninguna de las dos cepas M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3 y M.
smegmatis-PLJR962-RNAg-scramble se observd crecimiento (Anexo E, Figura E1IA y
E1B). En la concentracién de linezolid de 0.5 pg/mL se observa que la cepa M. smegmatis-
PLJR962-RNAg-eccD3 en presencia de ATc es més sensible significativamente a este

farmaco en comparacion del crecimiento de la cepa en ausencia de ATc (Figura 21).
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Figura 21. Curva de crecimiento de M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3 en presencia de linezolid. Curva
de crecimiento de la cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3 (marcada con circulos) y de la cepa M.
smegmatis-PLJR962-RNAg-scramble (marcada con triangulos) en ausencia (linea color gris) o presencia
(linea color negro) de ATc una concentracion de 100 ng/mL, una concentracion final de 0.5 pg/mL de
linezolid y 20pug/mL de kanamicina. Se realiz6 una prueba de ANOVA de medidas repetidas para comparar
el crecimiento en diferentes concentraciones de farmaco entre las cepas y entre la misma cepa en presencia
0 ausencia de ATc. Las barras con el asterisco muestran las cepas que presentaron diferencias significativas

respecto a su crecimiento con un valor significativo de p =0.05.

En el caso de la curva de crecimiento en presencia de bedaquilina no se observo
diferencias en el crecimiento de las cepas M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3 y M.
smegmatis-PLJR962-RNAg-scramble en ausencia o presencia de ATc (Figura F1, anexo
F).

7.5. Evaluacion del potencial farmacoldgico de la proteina EccD3 y los componentes

del sistema de secreciéon ESX3.

La proteina EccD3 forma parte de la estructura del sistema de secrecion ESX3 el cual es
esencial para la viabilidad de M. tuberculosis, ademas de que el sistema secreta proteinas
que son factores de virulencia para la bacteria, por lo tanto, si se inhibe la secrecion o de
estas proteinas o se inhibe el sistema de secrecion, la bacteria pierde viabilidad celular
ademas de que disminuye su virulencia. Por lo tanto, no solo la proteina EccD3 tiene
potencial farmacoldgico, si no también toda la estructura de secrecion del sistema ESX3

de M. tuberculosis.
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7.5.1. Obtencion de la estructura 3D de las proteinas del sistema ESX3.

Para obtener la estructura 3D de las proteinas del sistema de ESX3 de M. tuberculosis
primero se realiz6 una bdsqueda en la literatura y se encontraron dos modelos del sistema
ESX3 de M. smegmatis generados mediante microscopia electronica el modelo PDB
6SGW (Famelis et al. 2019) y el otro PDB 6UMM (Poweleit et al. 2019). A partir de los
dos modelos del sistema ESX3 de M. smegmatis se generaron mediante modelado por
homologia dos modelos del sistema ESX3 de M. tuberculosis, comparando los valores de
calidad de los dos modelos para seleccionar los que presentaran mejor calidad (Tabla
Gl.1,G1.2,G2.1y G2.2, anexo G). Los modelos de las proteinas del sistema de secrecién
ESX3 de M. tuberculosis con mejor calidad fueron aquellos obtenidos a partir del PDB
6UMM (Tablas Anexo G) (Poweleit et al. 2019).

Posterior de seleccionar los mejores modelos predictivos de las proteinas se genero el
dimero de protomeros del sistema de secrecion ESX3 de M. tuberculosis, realizando un
superposicionamiento entre el modelo obtenido de M. tuberculosis contra el modelo
blanco de M. smegmatis encontrando un RMSD menor a 1 A en aquellas regiones que se
encuentran conservadas en las proteinas, mientras que ale valuar el RMSD de toda la

proteina completa se observé en todos los casos un valor menor a 2 A (Tabla 22).

Tabla 21. Comparacién de las estructuras del sistema de secrecion ESX3 de M. tuberculosis contra M.

smegmatis.
Comparacidn de estructura entre M. tuberculosis y M. smegmatis.
Protomero 1 del sistema de secrecion ESX3
, RMSD en regiones con mayor RMSD de toda la proteina
Proteina L
similitud (aa) (aa)
EccD3-conformacion corta 0.179 A (441 aa) 0.583 A (448 aa)
EccD3-conformacion extendida 0.716 A (421 aa) 0.891 A (434 aa)
EccE3 0.325 A (257 aa) 1.4812 A (281 aa)
EccB3 0.768 A (65 aa) 1.478 A (77 aa)
EccC3 0.821 A (300 aa) 1.769 A (341 aa)
Protomero 2 del sistema de secrecion ESX3
EccD3-conformacion corta 0.178 A (441 aa) 0.586 A (448 aa)
EccD3-conformacion extendida 0.616 A (421 aa) 0.890 A (434 aa)
EccE3 0.320 A (257 aa) 1.481 A (281 aa)
EccB3 0.751 A (65 aa) 1.458 A (77 aa)
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EccC3

0.820 A (300 aa)

1.767 A (341 aa)

Posteriormente se realizo la preparacion de cada una de las estructuras agregando cargas,

hidrogenos faltantes y minimizando la energia de cada una de las estructuras. Para realizar

la minimizacién de energia se realiz6 una curva para determinar los parametros para

generar la estructura mas estable, por lo tanto, se utilizd la proteina EccB3-dominio

periplasmico para realizar la curva de los parametros de minimizacion y se observa que la

estructura mas estable se obtendra a 1000 conjugated gradient steps y 10,000 steepest

descent steps Tabla 22 y Figura 22.

Tabla 22. Valores de la minimizacién de energia de la estructura 3D de la proteina EccB3-dominio

periplasmico.

Steepest descent steps

Potential energy kJ/mol

Conjugate gradient steps

10 100 1000

100 -6270.1800 -6973.1520 -7868.2530

500 -6570.4640 -6979.4110 -7875.5420
1000 -6742.5870 -7045.5350 -7875.7750
5000 -7162.4830 -7317.3030 -7915.1210
6000 -7202.8310 -7377.6080 -7968.1210
7000 -7262.7120 -7381.6430 -7975.9590
8000 -7322.9440 -71471.5740 -7975.4540
9000 -7351.5660 -7511.0680 -7979.3810
10000 -7498.4250 -7603.3360 -8005.1510
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Figura 22. Grafica de los valores de la minimizacion de energia de la estructura EccB3-dominio

periplasmico.

Posteriormente de obtener las estructuras proteicas mas estables de cada uno de los
componentes de los dos protémeros del sistema de secrecién ESX3, se genero la estructura

del dimero de protomeros de este sistema de M. tuberculosis (Figura 23).

EceD3-
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ATPasa |
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Figura 23. Modelo de proteinas del sistema de secrecion ESX3 de M. tuberculosis. Estructura cuaternaria
del sistema de secrecion ESX3, utilizando modelos homoélogos de todos sus componentes para generar los

dos protémeros que conforman el sistema de secrecion.

7.5.2. Seleccion del sitio de union de farmacos del sistema de secrecion ESX3.

Para la seleccion del sitio de union de farmacos en el dominio ATPasa Il de la proteina
EccC3 se selecciono el sitio catalitico, en donde se une el ATP el cual ha sido reportado
en la literatura y su estructura se obtuvé del PDB 6J17 (Wang et al. 2020) (Figura 24 y

Tabla 21). Con la finalidad de inhibir la actividad de secrecion del sistema.

& -
o

ad

Figura 24. Sitio de unién a farmacos del dominio ATPasa Il de la proteina EccD3. Seleccionando los
aminoacidos del sitio de unién en color rojo y en color verde la molécula de ATP. Estructura 3D del dominio
ATPasa PDB 6J17 (Wang et al. 2020).

Se realizd un analisis de la estructura 3D del sistema de secrecion ESX3 propuesta en la
literatura (Famelis et al. 2019; Poweleit et al. 2019), con la finalidad de ubicar las
regiones de interaccion proteina-proteina (PPI) que formen las interfaces de union, las
cuales podrian ser blancos terapéuticos al inhibir la formacion cuaternaria del sistema.
Para identificar las regiones de interfaces del sistema de secrecion ESX3 en donde ocurre
la interaccion proteina-proteina se utilizo el servidor web PDBePISA y se encontraron tres
sitios de interaccion proteina-proteina que podrian causar la desestabilizacion del sistema

mostrados en las Figuras 25, 26 y 27.
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Aminoacidos de la
interfaz de dimero EccB3

Structure 2 interface  AG AG  Nus N
g Range N, 'N.. Surface A% area, A% kcalimol P-value
33 21817 o B 84 34 21696 808.8 -6.9 9.582 9 %} (2] ©.000

Figura 25. Resultados de PDBePISA del dimero del dominio periplasmico de EccB3 de M. tuberculosis.
Aminoéacidos en la interfaz del dimero de la proteina EccB3 estan marcados con color rojo (monémero de

EccB3 de la derecha) y verde (mondmero de EccB3 de la izquierda).

EccD3 conformacion corta
EccD3 conformacion extendida &

Aminoacidos de la
interfaz de dimero EccD3

Anterface. == A6 AGE Nug Nea (Nps €SS,
\. N.. Surface A’ area,A> kcallmol P-value
0 C 328 96 28246 3280.5 -71.9 ©.252 9 © © 0.000

Figura 26. Resultados de PDBePISA del dimero de los monémeros de EccD3 de M. tuberculosis.
Aminoé&cidos de la interfaz del dimero de la proteina EccD3 estan marcados con color rojo (monémero de
EccD3 conformacion corta) y verde (monémero de EccD3 conformacion extendida).

Protomero 1 Protomero 2 Protomero 1

Protomero 2

Aminoacidos de la
interfaz de dimero de
protomeros del sistema de
secrecion ESX3

## s x _Structure 2. interface AG AG Nuz Nz Nps  CSS
NN o Range N, Range Ny No; Surface A> area, A*  kcallmol P-value

1 O C 316 93 28242 0 G 307 94 27727 3230.8 -69.4  0.248 6 2 e  ©0.000
2 A 219 51 24849 o C 216 63 28242 2150.4 -39.1  ©.255 2 5 e ©.000
3 A 165 44 24849 0 G 167 48 27727 1718.2 -24.6  0.533 3 6 © ©0.000
4 @ A 126 25 24849 o0 H 148 49 22554 1281.7 -2.2  0.888 16 7 © 0.000
5 G 112 30 27727 o H 14 37 22554 1057.5 -4.2  0.919 5 7 © 0.000
6 c 98 30 28242 o H 107 30 22554 924.8 -11.2  0.608 6 1 e 0.000

Figura 27. Resultados de PDBePISA del dimero de los protdmeros del sistema de secrecién ESX3 de M.
tuberculosis. Aminoacidos de la interfaz del dimero de protomeros del sistema de secrecion ESX3 estan

marcados con color verde (protémero 1) y rojo (protdmero 2).
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Después de la obtencion de los resultados se seleccionaron cinco sitios de union basandose
en los aminodacidos de las interfaces, denominandose EccB3, EccD3-N-terminal, EccD3-
C-terminal, Protomerol y Protémero 2 (Figura 28). Los aminoacidos que corresponden a
cada uno de los sitios de unién a fa&rmacos seleccionados se muestran en la Tabla 23.

A a B.
TN "

Periplasma
Membrana
Citoplasma

Vista superior
dimero EccD3

EccD3 N—terminal EceD3 C-terminal

Figura 28. Sitios de union de farmacos seleccionados en las interfaces del sistema de secrecion ESX3 de M.
tuberculosis. A. Dimero de EccB3. B. Dimero de EccD3 lado N- terminal y C-terminal. EccD3-1, estructura
corta de la proteina EccD3, EccD3-2, estructura extendida de la proteina EccD3. C. Protomero 1y 2 del

sistema ESX3. Los aminoacidos del sitio de union seleccionado se encuentran de color rojo.

Tabla 23.Tabla de los aminoécidos de los sitios de union seleccionados en el sistema ESX3.

Componente
del Sistema Aminoacidos del sitio de unién seleccionados
ESX3

ARG 110, SER 111, THR 112, ALA 113, ALA 114, LEU 115, LEU 127, ASN 128,

EccB3 LEU 129, ALA 132, ARG 133, SER 141, PRO 142, THR 144, LEU 158, PRO 162,
GLY 163, GLU 166, ARG 167, THR 417, VAL 418, GLU 419, LEU 420, GLY 424,
ASN 425, ALA 435, ALA 436, ASP 462, THR 463, VAL 504, PRO 505, GLY 506,
PRO 507, LEU 516.

EccD3 N- ILE 123, HIS 125, ILE 126, GLN 127, GLY 129, ALA 130, ALA 133, VAL 134,
terminal ALA 136, VAL 137, LEU 140, ALA 141, LEU 144, THR 145, THR 147, TYR 148,
ALA 151, THR 152, ALA 160, ILE 164, ARG 178.

EccD3 C- ASP 375, ALA 377, LYS 380, ALA 381, LEU 384, TYR 388, GLY 392, LEU 395,
terminal VAL 396, THR 399, TYR 404, VAL 405, ALA 407, PHE 408, VAL 411, LEU 414,
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ALA 415, MET 418, TRP 421, VAL 422, VAL 424, ALA 425, LEU 426, PRO 428,
ALA 431.

EccB3-PHE 1, ALA 2, SER 3, ARG 4, THR 5, PRO 6, VAL 7, ASN 8, ASN 9, ASN
10, PRO 11, ASP 12, LYS 13, VAL 14, TYR 16, ARG 17, ARG 18, GLY 19, PHE
ESX3 20, VAL 21, THR 22, ARG 23, GLN 25, VAL 26, TRP 29, ARG 30, LEU 78, ILE
protbmero 1l  79. EccC3- LEU 111, ARG 113, VAL 114, ILE 115, PRO 116, PRO 117, SER 118,
LEU 119, ARG 122, LEU 124, ARG 167, ASN 169, MET 173, ARG 174, GLU 260,
ASP 262. EccD3-mondémero extendido- LEU 1233, LEU 1239, PRO 1240, ILE

1242, ALA 1244, PRO 1245, GLY 1246, ASP 1247.

EccB3- LEU 22, HIS 23, ASP 24, THR 25, ARG 26, LEU 28, VAL 29, PRO 31,
ARG 37, PHE 56, ILE 59, ARG 60. EccC3- ILE 84, GLU 86, ALA 87, PRO 88, PRO
ESX3 89, GLU 90, ARG 93, ARG 101, ARG 102, MET 153, ARG 154, GLU 156, GLU
protémero 2 157, ALA 160, GLU 161, ASP 164, TYR 165, ARG 167, TYR 168, SER 170, VAL
171, VAL 172, ASP 174, ASN 175, ILE 176, ARG 177, ALA 178, ALA 181. EccD3-
mondémero corto- ASP 566, MET 569, ILE 570, THR 573, PRO 578,579 TRP, GLY
580. EccD3-mondmero extendido- ARG 1297, VAL 1298, TRP 1299, ASP 1300,
LYS 1305, ALA 1356, SER 1357, PRO 1358, GLU 1359, SER 1360, TYR 1361,
SER 1362, LEU 1363, PRO 1364, ARG 1366, ARG 1367, LEU 1368, LEU 1371.

Dominio Il
ATPasa de la
proteina EccC3

THR 1064, ALA 1109, ARG 1110, SER 1111, LYS 1113, THR 1114, THR 1115,
ARG 1141, ARG 1245, ALA 1292, LEU 1309, ASN 1311.

7.5.3. Acoplamiento molecular entre las proteinas y los farmacos.

El acoplamiento molecular (docking molecular) de los fa&rmacos con los seis sitios de
unién seleccionados en las proteinas del sistema de secrecion ESX3 se realizo utilizando
el software AutoDock Vina. Como blancos farmacoldgicos se seleccionaron el dominio
Il de ATPasa de la proteina EccC3, la interfaz del dominio periplasmico de EccB3, la
interfaz de EccD3 el lado N y C terminal de la proteina y la interfaz entre los dos
protomeros del sistema (Figura 24 y 28). Se realizaron 10 simulaciones de cada
acoplamiento molecular de cada par de proteina-farmaco, observando que la desviacion

estandar dentro de las 10 simulaciones no presenta diferencias (Figura H1-6, Anexo H).

Posteriormente se selecciond la menor energia de unién de cada una de las 10
simulaciones de cada par proteina-ligando, mostrando los resultados en la Tabla 24. A
partir de estos valores de la menor energia de union seleccionada, se tomaron los valores
y se normalizaron utilizando el valor Z de cada una de las menores energias de union de

cada par de proteina-ligando.
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Tabla 24. Menor energia de unién de cada acoplamiento molecular de cada uno del par proteina-ligando

evaluados y valores Z-scores.

Energia de union AG kcal/mol / Z-score

, EccB3  EccD3 N-ter T0P3 C poxapr  Epsxapp ECCC3ATPase
Farmacos ter dominio I11
kcal/l Zz- kcall Z- kcall Z- kcall 2Z- kcall Z- kcal/ Z-
mol score mol score mol score mol score mol score mol score
Isoniazida -490 119 -400 106 -480 108 -61 076 -57 106 -50 1.22
Pirazinamida -4.60 141 -3.70 130 -420 146 -52 143 -49 163 -5.1 1.12
Etambutol -4.10 1.78 -340 154 -410 152 -50 158 -50 1.56 -4.1 2.06
Rifampicina  -7.10 -0.42 -6.70 -1.11 -6.90 -0.26 -7.8 -049 -7.7 -034 -64 -0.09
Rifapentina  -7.90 -1.00 -7.50 -1.75 -7.80 -0.83 -83 -0.86 -82 -0.70 -7.0 -0.65
Rifalazil -8.10 -1.15 -6.20 -0.71 -8.10 -1.02 -84 -094 -86 -098 -6.6 -0.28
Rifabutina -7.60 -0.78 -6.00 -0.55 -6.80 -0.19 -83 -0.86 -79 -0.48 -6.0 0.28
Amikacina  -6.20 0.24 -430 0.82 -580 044 -69 0.17 -69 022 -69 -0.56
Estreptomicina -6.70 -0.12 -4.60 057 -6.90 -0.26 -79 -057 -78 -041 -6.8 -0.46
Kanamicina  -6.00 0.39 -5.10 0.17 -6.00 031 -7.8 -049 -71 0.08 -66 -0.28
Levofloxacino -7.80 -0.93 -5.70 -0.31 -7.00 -0.32 -79 -0.57 -8.2 -0.70 -7.4 -1.03
Esparfloxacino -7.90 -1.00 -5.40 -0.07 -7.70 -0.77 -75 -0.27 -8.0 -0.56 -6.2 0.10
Pazufloxacino -7.50 -0.71 -5.50 -0.15 -6.70 -0.13 -7.6 -0.35 -8.0 -0.56 -6.8 -0.46
Etionamida -4.70 1.34 -380 122 -470 1.14 -56 113 -52 142 -4.8 141
Pretomanida -6.80 -0.20 -6.00 -0.55 -7.10 -0.39 -7.2 -0.05 -7.8 -0.41 -7.3 -0.93
Bedaquilina  -7.30 -0.56 -6.00 -0.55 -7.90 -0.89 -7.7 -0.42 -7.0 0.15 -6.4 -0.09
Linezolid -6.90 -0.27 -5.60 -0.23 -7.10 -0.39 -7.2 -0.05 -75 -0.20 -6.6 -0.28
Azg‘ff’cﬁfg:)”" 520 0.97 -440 0.74 -490 1.01 -61 076 57 106 -56  0.66
Cicloserina -4.00 1.85 -3.20 1.70 -3.30 2.03 -44 202 -45 191 -4.2 1.97
Tioacetazona -5.80 053 -450 065 -590 038 -59 091 -59 0.92 -5.2 1.03
Acido tiosulfdrico -3.40 2.29 -2.70 2.10 -2.70 241 -34 276 -36 254 -3.9 2.25
Viomicina -7.60 -0.78 -550 -0.15 -7.50 -0.64 -8.8 -1.23 -7.9 -0.48 -6.6 -0.28
Enviomicina -7.20 -0.49 -5.20 0.09 -6.00 0.31 -76 -0.35 -88 -1.12 -7.8 -1.40
Florfenicol -6.00 0.39 -480 0.41 -6.10 0.25 -6.0 084 -7.2 0.01 -6.6 -0.28
Vanoxerina -6.90 -0.27 -6.20 -0.71 -7.80 -0.83 -8.0 -0.64 -8.7 -1.05 -6.7 -0.37
Metformina  -4.80 1.27 -3.70 130 -4.10 152 -58 099 -53 1.35 -5.6 0.66
VitaminaD  -6.60 -0.05 -6.40 -0.87 -8.10 -1.02 -7.4 -0.20 -8.7 -1.05 -6.3 0.00
Simvastatina  -6.70 -0.12 -5.40 -0.07 -7.70 -0.77 -7.3 -0.12 -81 -063 -6.9 -0.56
Tamoxifen -6.50 0.02 -550 -0.15 -6.60 -0.07 -7.0 0.10 -75 -0.20 -6.1 0.19
Fluvastatina  -7.00 -0.34 -5.70 -0.31 -7.10 -0.39 -74 -020 -80 -056 -7.1 -0.75
Avermectina  -7.30 -0.56 -6.40 -0.87 -850 -1.28 -88 -1.23 -83 -0.77 -7.0 -0.65
Ivermectina  -9.00 -1.81 -6.80 -1.19 -8.10 -1.02 -87 -1.16 -86 -098 -7.0 -0.65
Moxidectina  -7.80 -0.93 -750 -1.75 -8.40 -1.21 -87 -1.16 -84 -084 -88 -2.33
Selamectina  -8.10 -1.15 -7.40 -1.67 -840 -1.21 -88 -123 -85 -091 -69 -0.56
ATP ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND -9.0 ND

ND, no determinado; EccD3 N-ter, EccD3 N-terminal; EccD3 C-ter, EccD3 C-terminal; ESX3 P1 and ESX3 P2
corresponden al protomero ESX3 1y 2, respectivamente.
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Se generaron dos mapas de calor con los datos normalizados del valor Z, una estrategia
analiza los datos de cada columna evaluando que ligando presenta mejor interaccién con
cada uno de los 6 sitios de unién a farmacos seleccionados (Figura 29). Mientras que la
otra estrategia analiza los datos de cada fila evaluando cual de los 6 sitios de union a
farmacos presenta mejor interaccion con el grupo de farmacos seleccionados, observando
que los sitios que corresponden a los protdmeros 1 y 2 son los que presentan una mejor
afinidad con el grupo de los farmacos (Figura 30). Después la seleccién de los farmacos
con la mejor afinidad en cada sitio lo siguiente fue la inspeccion visual y seleccionar a los

farmacos que interacttian con los aminoacidos de la interfaz.

Acido tiosulfirico
Cicloserina
Etambutol
Metformina
Pirazinamida
Etionamida
loacetazonae
Isoniazida
Acido aminosalicilico
Florfenicol
Amikacina
Enviomicina
Kanamicina
Estreplomicina
Tamoxifen
Linezolid
Simvastatina
Pretomanida
Fluvastatina
Moxidectina
Rifalazil
Avermectina

Ivermectina

- Rifantin
Selamectina

- Vitamin D
Vanoxerina
Bedaquilina

I Esparfloxacino
Rifabutina
_ Rifampicina
| | Viomicina
Pazufloxacino

 I— Levotloxacino

ESX3 ESX3 EccB3 EccD3 EceC3 EccD3
P2 P1 C-ter ATPase 111 N-ter

Clave de colores del -
histograma

607100 140

20

32101 2 3

Valores Z por columna

Figura 29. Mapa de calor del analisis por columnas de los valores Z basados en el valor AG de la interaccion
del par proteina-farmaco. Analisis por columnas (andlisis estadistico de cada uno de los sitios de unién).

Valores Z menores a -1 color verde, valores entre -1 y 1 color blanco y valores mayores a 1 color rojo.
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Vitamin D
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Viomicina
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Levofloxacino

ESX3 ESX3 EccB3 EccD3 EccC3 EccD3
P2 P1 C-ter ATPase 111 N-ter

Figura 30. Mapa de calor del analisis por filas de los valores Z basados en el valor AG de la interaccion del
par proteina-farmaco. Analisis por filas (analisis estadistico de cada uno de los sitios de union). Valores Z

menores a -1 color verde, valores entre -1 y 1 color blanco y valores mayores a 1 color rojo.

En el caso del sitio de union de la interfaz del dimero de la proteina EccB3 se
seleccionaron los férmacos ivermectina, rifalazil, selamectina, rifapentina y
esparfloxacino (Figura 31A), sin embargo, solo selamectina interactia con aminoacidos
de la interfaz del dimero de EccB3 (Figura 31B). Las interacciones moleculares que se
muestran entre la selamectina y los aminoécidos del monémero de la proteina EccB3 en
donde ocurre la PPI son tres puentes de hidrogenos y ocho interacciones hidrofébicas
(Figura 31C).
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Figura 31. Acoplamiento molecular de EccB3 y farmacos. A. Interacciones de EccB3 con los 5 farmacos
seleccionados. B. Interaccién del dimero de EccB3 con selamectina. C. Grafico de 2D de las interacciones

moleculares de EccB3 con selamectina.

En el caso de los sitios de union a farmacos seleccionados en la proteina EccD3 se realizo
el andlisis en la conformacion corta debido a que tanto la conformacion corta como la
extendida presentan la misma estructura en su dominio membranal ademas de la interfaz
de PPI.

En el sitio de union a farmacos denominado N-terminal de EccD3 se selecciono a
rifampicina, selamectina, rifapentina, ivermectina y moxidectina (Figura 32A). Al realizar
la inspeccion visual solo selamectina interactia con aquellos aminoacidos que se
encuentran en la PPI, mostrando ocho interacciones hidrofobicas entre la selamectina y
los aminodacidos de esta area de la proteina EccD3 (Figura 32B). En el sitio de union a
farmacos denominado C-terminal de EccD3 se seleccionaron a la vitamina D, selamectina,
ivermectina, avermectina, rifalazil y moxidectina (Figura 32A), pero en este caso al
evaluar la interaccion de los aminoacidos de la PPI y los farmacos, solo moxidectina y

rifalazil se encontraron interactuando con estos aminoacidos (Figura 32C y D).
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Figura 32. Acoplamiento molecular entre EccD3 y farmacos. A. Interacciones de EccD3 con los farmacos

seleccionados. Grafico de 2D de las interacciones moleculares de EccD3 con B. selamectina, C. moxidectina

y D. rifalazil.

En el sitio de union ESX-3 protomero 1 se selecciond a viomicina, selamectina,
ivermectina, avermectina y moxidectina (Figura 33A). Sin embargo, al realizar la
inspeccion visual solo ivermectina, avermectina y moxidectina interactGan con los
aminoéacidos que se encuentran en la PPI entre los protdbmeros que forman el sistema de
secrecion ESX3 (Figura 33C-E). En el caso del sitio de union ESX3 protomero 2 se
seleccionaron a los farmacos vitamina D, selamectina y viomicina, pero cuando se
analizaron las interacciones se encontrd que estas se presentaron en aminoacidos que se

encuentran dentro del sistema y no en los aminoacidos de la interfaz (Figura 34).
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Figura 33. Acoplamiento molecular entre el protomero 1 del sistema de secrecién ESX3 y farmacos. A.

Interacciones del protomero 1 con los farmacos seleccionados. Graficos de 2D de las interacciones

moleculares entre el protémero 1 y los farmacos B. ivermectina, C. moxidectina y D. avermectina. Color

rojo muestra los aminodcidos de la interfaz de la interaccion entre los protomeros del sistema de secrecion

ESX3.
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Figura 34. Acoplamiento molecular entre el protdmero 2 del sistema de secrecion ESX3 y farmacos.

Interacciones del protomero 1 con los farmacos seleccionados. Color rojo muestra los aminoécidos de la

interfaz de la interaccion entre los protomeros del sistema de secrecién ESX3.
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Finalmente, en el sitio de unién del dominio ATPasa Il de la proteina EccC3 se realiz6
un acoplamiento molecular entre el ATP y el dominio ATPasa, con la finalidad de
comparar la interaccion obtenida con el método usando el algoritmo de VINA y lo que se
encuentra en el PDB 6J17 (Wang et al. 2020) obtenido de manera experimental, por lo
tanto, es el control positivo del método de acoplamiento molecular. Se realizaron dos
acoplamientos moleculares uno agregando el Magnesio y el ATP y el otro solo el ATP,
obteniendo menor energia al agregar el magnesio (Tabla 25). En ambos casos se observa
que la mayoria de los aminoacidos del sitio activo que se predijeron que interacttan con
la molécula del ATP concuerdan con los datos experimentales (Tabla 25). Ademas, se
evalu6 el RMSD entre la molécula de ATP del PDB 6J17 y la molécula obtenida en el
acoplamiento molecular mostrando 1.087 A, lo que demuestra que existe alta similitud

entre la posicion de las moléculas (Figura 35).

Tabla 25.Aminoécidos del sitio activo del dominio ATPasa Il de EccC3 que interactian con el ATP.

Aminoéacidos del sitio active que interactdan con el ATP

ATP/Mg PDB: 6J17 ATP -8.8 kcal/mol * ATP/Mg -10.4 kcal/mol *
THR 5 THR 5 THR 5
ALA 50 ALA 50 ALA 50
ARG 51 ARG 51 ARG 51
SER 52 -- SER 52 **
GLY 53 GLY 53 GLY 53
LYS 54 LYS 54 LYS 54
THR 55 THR 55 THR 55
THR 56 THR 56 THR 56
ARG 82 ARG 82 ARG 82
- ARG 186 ** ARG 186 **
ALA 233 ALA 233 ALA 233
GLY 234 GLY 234 GLY 234
- - GLN 249 **
LEU 250 LEU 250 LEU 250
ILE 251 ILE 251 --
ASN 252 ASN 252 ASN 252

PDB ID: 6J17 (Wang et al. 2020) datos experimentales. * kcal/mol AG de la interaccién del
acoplamiento molecular proteina-ligando. ** Aminoacidos que no se encontraron en la interaccion de
los datos experimentales.
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Figura 35. Acoplamiento molecular del ATP con el dominio ATPasa Il de la proteina EccC3. A. Interaccion
de la proteina EccC3 con la molécula de ATP en color rojo la molécula obtenida experimentalmente (PDB
6J17) (Wang et al. 2020) y en color verde la molécula obtenida mediante prediccién utilizando el algoritmo
de VINA con un AG -8-8 kcal/mol.

Continuando con la seleccion de los farmacos que presentan un valor Z menor a -1
selecciond a moxidectina, viomicina, levofloxacino, sin embargo, en ninguno de los casos
present6 una menor energia en comparacion que el control la molécula de ATP utilizada
como control, por lo tanto, nos indica que ninguna interaccion seria mas fuerte que su

sustrato original (Figura 36).
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Figura 36. Acoplamiento molecular entre el domino ATPasa Il de EccC3 y farmacos. A. Interacciones del
domino ATPasa Ill de EccC3 con los farmacos seleccionados. Gréaficos 2D de las interacciones moleculares

entre el dominio ATPasa y los farmacos B. moxidectina y C. enviomicina.
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De los 6 sitios de union seleccionados solo 4 de ellos mostraron interacciones con
farmacos que podrian desestabilizar la estructura cuaternaria del sistema de secrecion
ESX3 mediante la interaccién con aminoacidos que forman las interacciones proteina-
proteina, los farmacos que presentaron estas interacciones pertenecen a la familia de las
avermectinas (Figura 31,32 y 33). Por lo tanto, se realizé la busqueda en la literatura sobre
este tipo de farmacos encontrando que existen datos experimentales de la ivermectina y el
canal de cloro dependiente de glutamato de Caenorhabditis elegans (PDB 3RIF) (Hibbs
y Gouaux 2011), realizando el acoplamiento del canal de cloro dependiente de glutamato
y la ivermectina observando un AG de -9.4 kcal/mol, ademas se compar0 la interaccion
de la ivermectina predicha con algoritmo de VINA en comparacion de los datos
experimentales, mostrando un RMSD de 1.2 A (Figura 37A) y ademas la ivermectina
muestra interacciones con la mayoria de los aminoacidos que se observaron de manera

experimental (Figura 37B y C).
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Figura 37. Interaccién del canal de cloro con la ivermectina. A. Acoplamiento molecular de las cadenas C
y D del canal de cloro y la ivermectina. Gréficos de 2D de las interacciones moleculares entre el canal de
cloro de C. elegans (PDB 3RIF) (Hibbs y Gouaux 2011) y la molécula de la ivermectina B. obtenida

experimental y C. simulacion obtenida por medio del algoritmo de VINA.

El andlisis de la ivermectina y el canal de cloro de C. elegans permite observar de que
forma se generan las interacciones moleculares de los farmacos que pertenecen a las

avermectinas con aminodcidos que forman parte de la PPI.

7.5.4. Analisis de propiedades de los farmacos de la familia de las avermectinas.

Los farmacos que obtuvieron una mejor interaccion con los sitios de union seleccionados
fueron avermectina, ivermectina, moxidectina y selamectina. Por lo tanto, se evalué la
probabilidad de presentar diferentes actividades bioldgicas (Tabla 26). Observando que la
avermectina e ivermectina tienen una probabilidad mayor al 90% de ser antibacteriales
mientras que la moxidectina y selamectina presentan una probabilidad arriba del 80%
(Tabla 26).

Tabla 26.Actividad biolégica de las avermectinas.

Actividad Valor de Probabilidad (Pa)
biolf(;?riszccles los Avermectina Ivermectina Moxidectina ~ Selamectina
Insecticida 0.990 0.989 0.959 0.956
Antiparasito 0.994 0.994 0.982 0.949
Acaricida 0.978 0.971 0.941 0.939
Antihelmintico 0.994 0.994 0.984 0.931
Antiflngico 0.915 0.929 0.875 0.880
Antibacterial 0.919 0.921 0.813 0.857
Antibidtico 0.894 0.893 0.734 0.787

Pa representa el valor de probabilidad que la actividad sea active. Las actividades
biologicas se obtuvieron mediante PASSonline.

La toxicidad de las avermectinas se evalud, encontrando que las cuatro avermectinas

presentan probabilidad de ser inmunotdxicas (Tablas 27).
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Tabla 27.Toxicidad de las avermectinas.

Actividad biolégica . Toxicidad ~ .

Avermectina lvermectina Moxidectina Selamectina

LDso 19 mg/kg 27 mg/kg 310 mg/kg 310 mg/kg
Hepatotoxicidad 0.85-1 0.93-1 0.69-1 0.67-1
Carcinogenicidad 0.64-1 0.66-1 0.54-1 0.52-1
Mutagenicidad 0.65-1 0.89-1 0.63-1 0.67-1
Citotoxicidad 0.70-1 0.72-1 0.68-1 0.76-1
Inmunotoxicidad 0.99-A 0.99-A 0.99-A 0.99-A

A and | representan activacién o inactivacion de la actividad, respectivamente. LDso, dosis letal del 50%.
El andlisis de toxicidad se obtuv6 mediante Pro Tox-Il.

En el caso de las propiedades de absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion
(ADME) de las avermectinas mostraron que la avermectina e ivermectina son mas
solubles agua en comparacién de la moxidectina y selamectina que presentan baja
solubilidad, concordando con la lipofilicidad en donde la moxidectina y selamectina son
mas lipofilicas. Las cuatro avermectinas presentan baja absorcion en el intestino y son
sustratos de la glicoproteina PP, mostrando una permeabilidad en la piel desde 5 cm/s
hasta 8 cm/s (Tabla 28).

Tabla 28.Propiedades ADME de las avermectinas.

Actividad biologica Propiedades ADME

Avermectina Ivermectina Moxidectina Selamectina
Solubilidad en agua Log S -3.42 -3.89 -4.37 -4.07
(SILICOs-IT) soluble soluble moderadamente  moderadamente
soluble soluble
Lipofilicidad Log P ow 2.31 2.72 4.16 3.09
Absorcion Gl Baja Baja Baja Baja
Permeabilidad BHE No No No No
Sustrato de glicoproteina P Si Si Si Si
Permeabilidad piel Log K, -8.90 cm/s -7.14 cm/s -5.59 cm/s -7.13 cm/s

BHE, barrera hematoencefalica; Gl, gastrointestinal. Log S, logaritmo de solubilidad. Log P omw,
logaritmo del coeficiente de particion de n-octanol/agua. Log Kp, algoritmo del coeficiente de permeacion
por la piel. SILICOs-IT, método hibrido de fragmentacién/topoldgico calculado por el programa
FILTER-IT. Propiedades ADME obtenidas mediante SwissADME.

De acuerdo son el analisis in silico los posibles farmacos de interactuar con los
componentes del sistema de secrecion ESX3 son avermectina, ivermectina, moxidectina

y selamectina. Para continuar con el analisis de estos farmacos, se realizaron ensayos in
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vitro utilizando la cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3, en presencia de
ivermectina y asi evaluar el efecto de la inhibicion del gen eccD3.

7.6. Evaluacion de la inhibicion del gen eccD3 en presencia de lvermectina.

Se realiz6 la evaluacion de la CMI del farmaco ivermectina en la cepa silvestre M.
smegmatis mc? 155 observando una CMI de 256 pug/mL (Figura 38).

A. Ivermectina pg/mL
4096 2048 1024 512 256 128 64 32 16 8

V)

(OOX
C0)

Figura 38. CMI de ivermectina en M. smegmatis wild type. Método de microdilucion en placa con resazurina

(REMA) con diluciones seriadas para ivermectina (4096 pg/mL a 8 pg/mL).

La CMI de la ivermectina en la cepa M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3 se observo en
128 ug/mL en ausencia de ATc (Figura 39 Ay 40) mientras que en presencia de ATc es
de 64 ug/mL (Figura 39B y 40), mostrando un aumento de la sensibilidad de la bacteria a

la ivermectina al inhibir el gen eccD3.
En el caso de la cepa M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-scramble presenta una CMI de 128

pg/mL tanto en ausencia como en presencia de ATc, sin mostrar diferencias en su

crecimiento (Figura 41y 42).

82



A. Ivermectina pg/mL
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B. Ivermectina pg/mL ATC
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Figura 39. CMI de ivermectina en M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3. Método de microdilucion en placa

con resazurina (REMA) con diluciones seriadas para ivermectina (512 pg/mL a 1 pg/mL) mostrando la CMI

de la cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3 en ausencia A. y en presencia B. de ATc

(anhidrotetraciclina, 100 ng/mL).
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Figura 40. CMI de la ivermectina en M. smegmatis PLIR962-RNAg-eccD3. Gréfica de la lectura de

absorbancia a 605 nm de los pozos del ensayo de microdilucion en placa con resazurina, correspondientes
al cultivo de la cepa M. smegmatis PLIR962-RNAg-eccD3 en la placa por 40 h a 37°C en agitacion constante
con resazurina por 6 de horas de incubacién, en donde se observa una diferencia en el punto de corte de la

CMI obtenida. Utilizando el equipo Synergy HT (BioTek).
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B. Ivermectina pg/mL ATc
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Figura 41. CMI de la ivermectina en M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-scramble. Método de microdilucion
en placa con resazurina (REMA) con diluciones seriadas para ivermectina (512 pg/mL a 1 pg/mL)
mostrando la CMI de la cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-scramble en ausencia A. y en presencia B. de

ATc (anhidrotetraciclina, 100 ng/mL).
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Figura 42. CMI de la ivermectina en M. smegmatis PLIJR962-RNAg-scramble. Gréafica de la lectura de
absorbancia a 605 nm de los pozos del ensayo de microdilucion en placa con resazurina, correspondientes
al cultivo de la cepa M. smegmatis PLIR962-RNAg-scramble en la placa por 40 h a 37°C en agitacion
constante con resazurina por 6 de horas de incubacion. Utilizando el equipo Synergy HT (BioTek).
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Con la finalidad de observar los cambios en el crecimiento bacteriano en presencia de
ivermectina debido a la inhibicion del gen eccD3 se realiz6 una curva de crecimiento de
las cepas M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3 y M. smegmatis-PLIJIR962-RNAgQ-
scramble en presencia y ausencia de ATc a diferentes concentraciones de ivermectina (512
pug/mL, 256 pg/mL, 128 pug/mL, 64 ug/mL y 32 ug/mL). No se observo crecimiento de
ninguna de las dos cepas en las concentraciones de 512 pg/mL, 256 ug/mL y 128 ug/mL
de la ivermectina (Anexo |, Figura I1). Por otro lado, en las curvas de crecimiento en
presencia de 32 ug/mL y 64 pug/mL de ivermectina, se observé una diferencia significativa
en el crecimiento de la cepa M. smegmatis-PLJIR962-RNAg-eccD3 en presencia de ATc
al comparar su crecimiento en ausencia de ATc, mostrando una disminucion del
crecimiento de la cepa al inhibir el gen eccD3 en presencia de ivermectina a las
concentraciones sefialadas. Lo anterior indica que la cepa adquirié una mayor sensibilidad
a ivermectina (Figura 43 y 44). Mientras que la cepa M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-
scramble no mostré diferencias significativas en su crecimiento en presencia o ausencia

del ATc en ninguna de las dos concentraciones de ivermectina sefialadas (Figura 43y 44).

1.219

.smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3
.smegmatis PLJIR962-RNAg-eccD3 ATc
.smegmatis-PLJR962-RNAg-scramble
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.smegmatis PLJR962-RNAg-scramble ATc
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Figura 43. Curva de crecimiento de M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3 en presencia de ivermectina.
Curva de crecimiento de la cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3 (marcada con circulos) y de la cepa
M. smegmatis-PLJR962-RNAg-scramble (marcada con tridngulos) en ausencia (linea color gris) o presencia
(linea color negro) de ATc una concentracion de 100 ng/mL, una concentracién final de 32 pg/mL de
ivermectina y 20ug/mL de kanamicina. Se realizé una prueba de ANOVA de medidas repetidas para
comparar el crecimiento en diferentes concentraciones de farmaco entre las cepas y entre la misma cepa en
presencia o ausencia de ATc. Las barras con el asterisco muestran las cepas que presentaron diferencias

significativas respecto a su crecimiento con un valor significativo de p =0.000.
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Figura 44. Curva de crecimiento de M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-eccD3 en presencia de ivermectina.
Curva de crecimiento de la cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3 (marcada con circulos) y de la cepa
M. smegmatis-PLJR962-RNAg-scramble (marcada con tridngulos) en ausencia (linea color gris) o presencia
(linea color negro) de ATc una concentracion de 100 ng/mL, una concentracién final de 64 pg/mL de
ivermectina y 20ug/mL de kanamicina. Se realiz6 una prueba de ANOVA de medidas repetidas para
comparar el crecimiento en diferentes concentraciones de farmaco entre las cepas y entre la misma cepa en
presencia o0 ausencia de ATc. Las barras con el asterisco muestran las cepas que presentaron diferencias

significativas respecto a su crecimiento con un valor significativo de p =0.04.
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8. DISCUSION

La tuberculosis es una gran problematica mundial y la resistencia al tratamiento del agente
causal aumenta este problema de salud. Debido a lo anterior, la busqueda de marcadores
moleculares de este fendmeno de resistencia y la identificacion de nuevos blancos
farmacologicos para tratar la TB resistente son necesarios para alcanzar el objetivo de la
OMS de ponerle un fin a esta enfermedad (WHO 2022a). La proteina EccD3 componente
principal de la estructura del sistema de secrecion ESX3 se ha visto relacionada con la
resistencia a farmacos de primera linea, ademas esta proteina y las otras proteinas que
forman este sistema de secrecion son necesarias para la viabilidad de M. tuberculosis
(Tinaztepe et al. 2016). Por lo tanto, en el presente estudio se evalud la vinculacion del
gen eccD3 en el fendmeno de resistencia a farmacos antituberculosis de segunda linea, y
se analizo el potencial farmacoldgico de la proteina EccD3, asi como de las proteinas
estructurales del sistema de secrecion ESX3.

8.1. Efecto de la inhibicion del gen eccD3 en el fendmeno de resistencia a farmacos.

Para evaluar el efecto del gen eccD3 en el fendmeno de resistencia a farmacos de segunda
linea se generd la mutante knock down M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3 utilizando
el sistema de CRISPRI, ademas, se generaron dos cepas control, la cepa M. smegmatis-
PLJR962-RNAg-mmpL3 y la cepa M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-scramble. Se evalu6
fenotipicamente la inhibicion producida por cada cepa, observando que al activar el
sistema CRISPRI no existen diferencias significativas en el crecimiento tanto en la cepa
M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-eccD3 como en la cepa control M. smegmatis-PLJR962-
RNAg-scramble. Lo anterior nos muestra que el gen eccD3 no es esencial para la
viabilidad de M. smegmatis concordando con lo demostrado en la literatura (Siegrist et al.
2014). Por otro lado, se reportd que al generar una cepa de M. smegmatis con el gen eccD3
eliminado completamente se observé una alteracion en el crecimiento en comparacion de
la cepa wild type (Nath et al. 2018). En el caso de la cepa control M. smegmatis-PLJR962-
RNAg-scramble se verifica que el sistema CRISPRI no causa variacion en el crecimiento
de la bacteria, coincidiendo con lo reportado por otros autores al utilizar este tipo de cepas
control (Rock et al. 2017; Xiao et al. 2019; Faulkner et al. 2021). En el caso de la cepa
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control M. smegmatis-PLJR962-RNAg-mmpL3, al activar el sistema CRISPRi se observa
una diferencia significativa en el crecimiento bacteriano al producir la inhibicion del gen
mmpL3, mostrando que el sistema CRISPRI funciona, ya que es un transportador de un
elemento esencial de la membrana de las micobacterias, el lipido monomicolico trehalosa
(Varelaetal. 2012).

El crecimiento de las cepas M. smegmatis-RNAg-eccD3 y M. smegmatis-RNAg-scramble
se evaluo en presencia del farmaco de seleccion kanamicina y del inductor del sistema
CRISPRI anhidrotetraciclina (ATc), observando que estos farmacos no modifican el
crecimiento de las cepas, concordando con otras investigaciones en donde utilizan 20
pg/mL de kanamicina y 100 ng/mL de ATc (Feng et al. 2020; Samukawa et al. 2022).

La evaluacion genotipica de la inhibicién del gen eccD3 en la cepa M. smegmatis-
PLJR962-RNAg-eccD3 con CRISPRI activado muestra una inhibicion de 92.19 veces del
gen respecto a la misma cepa sin activar el sistema. La secuencia PAM utilizada fue
NNAGAAG con un porcentaje de represion reportado de 92.19 %. Al utilizar esta misma
secuencia PAM utilizando el sistema reportero renilla (en donde se inhibe el gen de la
luciferasa) mostré una inhibicion de 216.7 veces (Rock et al. 2017). Por otro lado,
utilizando el mismo sistema y secuencia PAM para inhibir el gen mmpL3 en M.
tuberculosis también se observo una inhibicion del gen blanco de hasta 200 veces
(McNeil y Cook 2019). No obstante, en otros trabajos utilizando el mismo sistema, pero
no la misma secuencia PAM se ha observado una inhibicion del 90% al 98% utilizando
diferentes RNA guias en diferentes posiciones de los genes blanco (Xiao et al. 2019;
Korycka-Machata et al. 2020). Ademas, en otras investigaciones utilizando el mismo
sistema CRISPRI se ha reportado una inhibicion del 70% al 80% (Lunge et al. 2020; Feng
etal. 2021), del 40% al 60% (Faulkner et al. 2021; Savkové et al. 2021) y del 15% o del
20% en los genes blanco (Hecht et al. 2020). La inhibicion obtenida del gen eccD3
utilizando el sistema CRISPRI en el presente estudio se encuentra dentro del rango de

inhibicidn génica generado en la literatura mencionada.
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El andlisis de la inhibicion del gen eccD3 en el fendbmeno de resistencia a farmacos se
realiz6 observando el crecimiento bacteriano en presencia de diferentes farmacos a
diferentes concentraciones, tomando como base su CMI en la bacteria. Los anélisis con
los farmacos de primera linea mostraron un aumento en la resistencia a rifampicina al
inhibir el gen eccD3, lo que concuerda con la literatura en donde al realizar una mutante
del gen eccD3 se observa resistencia a rifampicina e isoniazida debido a que disminuye la
permeabilidad de la membrana celular (Nath et al. 2018). Sin embargo, este aumento de
resistencia a isoniazida no se observa en nuestro estudio, este resultado puede deberse a
que en el presente estudio se disminuye la expresion del gen y la proteina EccD3 puede
encontrarse a bajas concentraciones (Rock et al. 2017), mientras que en el otro estudio
eliminan el gen por completo (Nath et al. 2018). Los farmacos rifampicina e isoniazida
presentan diferentes propiedades fisicoquimicas. Mientras que la rifampicina presenta un
peso molecular de 822.9 g/mol y un coeficiente de particion LogP 3.719 (Rasool et al.
2019), la isoniazida tiene un peso molecular de 137.1 g/mol y un coeficiente de particion
de LogP -0.64 que la hace mas polar (Mashhadi et al. 2016) lo que produce que tengan
un diferente mecanismo de acceso por la membrana de las micobacterias (Stephan et al.
2004).

En el caso de levofloxacino, moxifloxacino y protionamida se observa que al inhibir el
gen eccD3 no existe diferencia significativa en el crecimiento de M. smegmatis respecto

de la misma cepa sin inhibir el gen.

En el caso de linezolid se observa un aumento de la susceptibilidad a este farmaco al
inhibir el gen eccD3, observando que la CMI disminuye de 2 pg/mL a 1 pg/mL, ademas
se observa que disminuye el crecimiento de M. smegmatis significativamente en la curva
de crecimiento al inhibir el gen eccD3. Este farmaco tiene un coeficiente de particion
LogP 0.232 lo que hace que sea una molécula polar (Piccaro et al. 2015) contrario a la
rifampicina, en donde se observa una mayor resistencia. Por lo tanto, este aumento en la
susceptibilidad a linezolid puede deberse a que el mecanismo por el cual el farmaco
ingresa a la célula se altera ya que las proteinas estructurales de la membrana interna como

EccD3 mantienen la forma de la pared celular (Dulberger et al. 2020; Nath et al. 2018),
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y podria ocasionar que la molécula ingrese en mayor cantidad a la células provocando la

inhibicion de la sintesis de proteinas (Piccaro et al. 2015).

8.2. Potencial farmacoldgico de la proteina EccD3 y de las proteinas estructurales del
sistema de secrecién ESX3.

Para evaluar el potencial farmacoldgico de la proteina EccD3 y los demas componentes
estructurales del sistema de secrecion ESX3 se utilizaron las proteinas de M. tuberculosis,
se seleccionaron seis sitios de union a farmacos de los cuales cinco corresponden a las
interfaces del sistema de secrecion en donde ocurren las PPI, basados en que la inhibicién
de estas interacciones provoque una alteracion en la estructura cuaternaria del sistema de
secrecion. Mientras que el sexto sitio de unién a farmacos corresponde al dominio ATPasa
I11 de la proteina EccC3, con la finalidad de inhibir el motor de secrecion (Poweleit et al.
2019; Famelis et al. 2019). En afios reciente estos sitios de PPI han sido utilizados como
blancos farmacoldgicos disefiando moléculas para su inhibicion, mostrando gran
efectividad como blanco farmacoldgico en diversas patologias, como el cancer (Kozakov
etal. 2011; Luetal. 2020).

En este estudio se utilizaron los seis sitios de union a farmacos seleccionados para realizar
el acoplamiento molecular en contra de los 34 farmacos seleccionados, utilizando el
método de VINA el cual tiene una precision de mas del 73% siendo uno de los algoritmos
con mayor porcentaje que se encuentran en la literatura (Cinaroglu y Timucin 2019).

Para validar la metodologia utilizada para el acoplamiento molecular se realiz6 un
acoplamiento molecular entre el sitio ATPasa Il de la proteina EccC3 para compararlo
con la interaccion obtenida experimentalmente, mostrando que el RMSD de la estructura
experimental contra la estructura del ATP obtenida en la prediccidn se encuentra dentro
del rango de 0 a 2 A lo que indica que estas moléculas presentan una similitud arriba del
90% (Carugo y Pongor 2001). Adicionalmente se predijeron interacciones entre el ATP
y la mayoria de los amino&cidos con que interacttia experimentalmente el ATP en el sitio
de union de la ATPasa (Wang et al. 2020). Con estos resultados podemos validar la

metodologia utilizada para realizar los acoplamientos moleculares. En el caso del sitio de
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unién a farmacos ATPasa Il de la proteina EccC3 no se encontr6é ningln farmaco que
presentara una mejor interaccion que la molecular de ATP, por lo tanto, es necesario

realizar una basqueda con otro tipo de farmacos.

En el caso de los cinco sitios de union a farmacos seleccionados en las PPI del sistema de
secrecion ESX3 se muestra que los farmacos avermectina, ivermectina, moxidectina y
selamectina presentan la mejor interaccion en estos cinco sitios de union; ademas se
observa que el triptéfano, la arginina y la tirosina se encuentran ubicados en estos sitios
donde ocurre la interaccion con los farmacos, mostrando en la literatura que estos
aminoacidos se encuentran en los sitios donde existe mayor probabilidad de presentar

potencial farmacoldgico en los sitio de PPI (Moreira et al. 2007).

La avermectina, ivermectina, moxidectina y selamectina pertenecen a la familia de las
avermectinas, las cuales se usan como pesticidas, antihelminticos e insecticidas; la
ivermectina y avermectina estan aprobadas para el uso en humanos y recientemente se
aprobd el uso de la moxidectina para humanos mostrando una mejor eficacia en contra del
nematodo Onchocerca volvulus en comparacion de la ivermectina (EI-Saber Batiha et al.
2020; Milton et al. 2020). Estas moléculas tienen un alto peso molecular cerca de 800
UMA (unidad de masa atomica) y en la literatura se ha encontrado que aquellas moléculas
con un UMA mayor a 500 tienen una mayor probabilidad de inhibir aquellas regiones de
PPl (Kozakov et al. 2011; Lu et al. 2020; Cesa et al. 2015; Cossar et al. 2020), como

las observadas en el presente estudio del sistema de secrecion ESX3.

En cuanto al mecanismo de accién de estos farmacos que pertenecen a la familia de las
avermectinas, solo se ha descrito el de la ivermectina, en donde el farmaco interactda en
la PPI de dos dominios proteicos que forman el canal de cloro dependiente de glutamato
del neméatodo C. elegans lo que provoca que aumente el efecto del canal causando paralisis
neuromuscular de los invertebrados lo que finaliza en la muerte del neméatodo por
inanicion (EI-Saber Batiha et al. 2020). Concordando con lo que se observa en el presente
estudio en donde las avermectinas interactian en las regiones de PPI de los dominios

proteicos que conforman la estructura del sistema de secrecion ESX3. Por lo tanto,
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utilizando la informacién descrita experimentalmente sobre la ivermectina y el canal de
cloro dependiente de glutamato (Hibbs y Gouaux 2011) se realiz6 un acoplamiento
molecular entre la ivermectina y el dominio proteico del canal de cloro, comparando la
prediccion obtenida mediante el algoritmo de VINA con la informacion experimental
(PDB 3RIF), mostrando una diferencia de 1 kcal/mol en la energia de union al compararse
con la energia de union obtenida en los acoplamientos moleculares de las avermectinas
con las interfaces del sistema de secrecion ESX3. Esta diferencia se encuentra dentro del
rango de error definido para el acoplamiento molecular (Tanchuk et al. 2016), mostrando
que las interacciones de las avermectinas con el sistema de secrecion ESX3 presentan una

energia de union similar a la que muestra la ivermectina con el canal de cloro.

En la literatura existen reportes en donde la avermectina, ivermectina, moxidectina y
selamectina inhiben el crecimiento de manera vitro de cepas susceptibles y cepas
resistentes a farmacos de M. tuberculosis, ademas en estos estudios proponen reposicionar
el uso de estos farmacos para el tratamiento de la TB (Lim et al. 2013; Ramodn-Garcia et
al. 2014; Muhammed Ameen y Drancourt 2013). En otros estudios se ha reportado la
inhibicion de otras micobacterias, encontrando la inhibicion del crecimiento de M.
ulcerans utilizando ivermectina y moxidectina (Omansen et al. 2015); asi como la
inhibicidn del crecimiento de M. gordonae y M. intracellulare utilizando avermectinas y
milbemicina (Mufioz-Mufioz et al. 2021). Sin embargo, aln no se conoce el mecanismo

molecular por el cual las avermectinas inhiben el crecimiento de las micobacterias.

Se han reportado diferentes efectos adversos de ivermectina en dosis arriba de 800 pg/kg,
sin embargo, estan por arriba de las dosis seguras que se usan las cuales van desde 200
pg/kg a 400 pg/kg (Navarro et al. 2020; Shirazi et al. 2022), ademas la concentracion de
las avermectinas reportadas para inhibir el crecimiento de M. tuberculosis va desde 3
pg/mL a 8 pg/mL (Lim et al. 2013; Ramon-Garcia et al. 2014; Muhammed Ameen y
Drancourt 2013). Existen estudios en donde han probado diferentes dosis para evaluar la
seguridad de la ivermectina encontrando que es segura (Navarro et al. 2020) concordando
con los resultados obtenidos sobre las diferentes actividades bioldgicas, toxicidad y

caracteristicas ADME de la avermectina, ivermectina, moxidectina y selamectina; sin
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embargo, son necesarios anélisis in vitro y clinicos para poder determinar un tratamiento

para humanos en contra de la TB.

8.3. Evaluacion del efecto de la inhibicion del gen eccD3 en presencia de ivermectina.

A partir de los resultados in silico, en donde se observa que los farmacos de la familia de
las avermectinas tienen potencial para interactuar con el sistema de secrecion ESX3, se
evalud el efecto de la inhibicidn del gen eccD3 en presencia de ivermectina, utilizando la
cepa M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3 para realizar las evaluaciones. La CMI de la
ivermectina obtenida en el presente estudio para la cepa M. smegmatis wild type fue de
256 ug/mL, sin embargo, en la literatura se ha reportado que la CMI de ivermectina que
presenta M. smegmatis wild type es de 8 pg/mL (Lim et al. 2013), no obstante, en otro
trabajo no encontraron la CMI de diferentes aislados clinicos de M. smegmatis obtenidos
de gatos infectados con esta bacteria, reportando que estos aislados crecian hasta la
concentracion de 1024 pg/mL sin encontrar una CMI (Woerde et al. 2015).

Al inhibir el gen eccD3 se observa un aumento en la sensibilidad a ivermectina en la cepa
M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3 mostrando una CMI de 64 ug/mL, mientras que,

en la misma cepa, pero sin el inductor la CMI fue de 128 pug/mL.

Finalmente, para continuar con el estudio de las avermectinas es necesario realizar mas
analisis in vitro e in vivo para poder determinar la dosis para el tratamiento de la
ivermectina en humanos contra la TB, y ademas es necesario evaluar a la avermectina,

moxidectina y selamectina de manera in vitro.
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9. CONCLUSIONES
Se genero la cepa Mycolicibacterium smegmatis PLRJ962-RNAg-eccD3, la cual inhibe

un 92.19% la transcripcién del gen eccD3 utilizando el sistema CRISPRI.

Al inhibir el gen eccD3 se observé resistencia a rifampicina y sensibilidad a linezolid. En
el caso de los farmacos isoniazida, levofloxacino, moxifloxacino, bedaquilina o

protionamida no se observo ningun efecto al inhibir el gen eccD3.

En el analisis in silico los fArmacos avermectina, ivermectina, moxidectina y selamectina
presentan potencial para interactuar con aminoacidos que forman las interacciones
proteina-proteina del sistema de secrecion ESX3 en M. tuberculosis. Estos sitios muestran
alto potencial de blancos farmacoldgicos. Utilizando la cepa modelo M. smegmatis se
demostrd in vitro que la inhibicion del gen eccD3 aumenta la sensibilidad a la ivermectina.
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10. PERSPECTIVAS

Evaluar in vitro el efecto de la inhibicion del gen eccD3 en la sensibilidad/resistencia a

los farmacos avermectina, moxidectina y selamectina en la cepa de M. smegmatis.

Evaluar en un modelo in vivo la eficacia de las avermectinas en contra de la tuberculosis.

Evaluar como afecta la inhibicion del gen eccD3 en el transcriptoma global de la cepa M.

smegmatis para observar que genes modifican su expresion debido a este fenomeno.

Evaluar interacciones moleculares de las avermectinas con los farmacos del tratamiento

de la tuberculosis.

Evaluar el potencial farmacoldgico de las proteinas que son secretadas por el sistema de

secrecion ESX3.
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11. ANEXOS

11.1. Anexo A. Alineamiento de la secuencia del RNAg-scramble con el genoma de
M. smegmatis.
& Downloadv  GenBank Graphics Sort by:

Mycobacterium smegmatis str. MC2 155, complete genome
Sequence ID: CP000480.1 Length: 6988209 Number of Matches: 1968

Range 1: 3425009 to 3425020 GenBank Graphics ¥ Next Match

é-‘.s bits(12) 3.1 .2 /12(100%) 0 1.;::C“=] Plus ';' nus RNA guia-scramble

Query 20 s = 5’-GGA GCG GTT ATT GCG GAC AGT G-3°
sbict 34zse2e ATIGCSGACAST 3425069 3°-CCT CGC CAA TAA CGC CTG TCAC-5’
Range 2: 4193771 to 4193782 GenBank Graphics ¥ Next Match A Previous Match § First Match

2~3 bits(12) 31 12 '12(i3c-==j 311‘:2;0:} Plus/Plus RNA guia-scramble

Query 11 TTGCOACATS 22 5’-GGA GCG GTT ATT GCG GAC AGT G-3’
Sbjct 4193771 TTGLGGACAGTG 4193782 3’-CCT CGC CAATAA CGC CTG TCAC-5’
Range 3: 613867 to 613877 GenBank Graphics ¥ Next Match A& Previous Match 4 First Match

22.3 bits(11) 2 11/11(100%) 0/11(0%) Plus/Minus RNA guia-scramble

Query 4 TATIGE 14 5’-GGA GCG GTT ATT GCG GAC AGT G-¥’
Sbjct 613877 GLGGTTATIGE 613867 3’-CCT CGC CAATAA CGC CTG TCAC-5°
Range 4: 1380541 to 1380551 GenBank Graphics ¥ Next Match A Previous Match 4 First Match

22.3 bis(11) 12 11/11(100%) 0/11(0%) Plus/Plus RNA guia-scramble

Query 12 1GCGGACAGTG 22 5’-GGA GCG GTT ATT GCG GAC AGT G-¥’
Shict 1mosa1 TGLCGALAGTS 1380551 3’-CCT CGC CAA TAA CGC CTG TCAC-5’

Figura Al. Alineamiento del RNAg-scramble contra el genoma de M. smegmatis. Resultados de los posibles
sitios en donde alinea la secuencia del RNAg-scramble en el genoma de M. smegmatis con nimero del
NCBI CP000480.1, mostrando las regiones en donde se observé mayor alineamiento de la secuencia. Parte
izquierda se muestra sefialando con color gris y letras en negritas que parte de la secuencia del RNAg-
scramble alinea con la region del genoma de M. smegmatis. Alineamiento realizado con la herramienta
basica para generar un alineamiento local de secuencias nucleotidicas, BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) localizada en el NCBI (Camacho et al. 2009).
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11.2 Anexo B. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas del gen eccD3 de M.

M. smegmatis
M. tuberculosis
M. smegmatis
M. tuberculosis
M. smegmatis
M. tuberculosis
M. smegmatis
M. tuberculosis
M. smegmatis
M. tuberculosis
M. smegmatis
M. tuberculosis
M. smegmatis
M. tuberculosis
M. smegmatis
M. tuberculosis
M. smegmatis
M. tuberculosis
M. smegmatis

M. tuberculosis

-

51

=

101

86

148

136

19

175

239

221

289

271

338

320

383

365

426

412

smegmatis y M. tuberculosis.

ATGTCCGAGAACACTGTGATGCCGATCGTCCGGGTGGCCGTGCTGGCCGE 50 473 CCGGGGATCTGCTCGGACAGTTCATCGTCAGCGGCATCGCGCTGGCCACC
TELLLEE oL TR a1 TRl IR
ATGTCCG- - -GCACCGTCATGCAGATCGTCCGCGTCGCCATTCTTG= - - - a3 455 CCGGTGTGCTGGCCGG-- --GCTGC-TGGCGGTGG- - -CC
CGGAGACGACGGTGGCCGGCTGACCGAGATGGCCCTGCCGTCCGAGTTGE 100 523 GTGATCGCG--------~ GCGCTGGCCG------ TGCGCAACCGGTCCGC
1] FEAT TP 11T [ LT il
CGGACA-----~--~ GCAGGTTGACCGAGATGGCCCTGCCCGCGGAGTTGE 8s 487 GGGATCGCGGTGGCTAGCGCGCTGGCCGGATTGTTGATCA- -CCATCC - -
CACTGCGCGAGATCCTGCCCGCGGTCCAGCGCATCGTGCAGCCC---GCC 147 558 GGTGCTCGCGACGT--- -CGCTGGCCGTCACCGCACTCGTCCCG
FECCCEEEEE-FREEERERR R i R e eI 11 s ReissIninne
CACTGCGCGAAATCCTGCCCGCGGTACAACGCTTGGTGGTTCCCTCGGCG 135 533 ---GTTCGCCACGTTCGGGTATCGCGCTGTCGATCGCCGCGCTGGTCCCC
CGTGAGAA- - -CGACGGTGCC - - - GCCGA-TCCGGCCGCAGC-GCCGAAC 189 598 GTGGCCGCGGCGTTCGCGCTGGETGTGCCAGGTGATTTCGGCGCGCCGAA
I e i 111 Ll LEEEE e R e L EEE e b FEEET 1T -]
C- - -AAAACGGCGATGGTGGCCAAGCCGACTCCGGC - - --GCTGCC---- 174 580 ATCGGCGCGGCCCTGGCGTTGGCGGTGCCAGGARAGTTCGEGCCGGCGCA
CCGGTGCGGCTCAGCCTCGCTCCGATCGGCGGTGC-GCCGTTCAGCTTGG 238 648 CGTGCTGCTCGCCGCGGCCGGTGTCGCCGCGTGGTCGTTGATCAGC -~
PULEe bt ee ka0l ba LELRREE D0 FERELE-TLLTT T pieiasnEinannsnanne

- --GTGCAACTGAGTTTGGCGCCCGTCGGCGG-GCAGCCGTTTAGCTTGG 220 630 GGTATTGCTGGGTGCAGCTGGGGTAGCCGCATGGTCGCTGATC-GCGCTG
ACGCCACGCTCGACACGGTCGGCGTCGTCGACGGTGATCTGCTCGCGCTG 288 694 ---ATGGCCGGCTCGCCCGAC--GACCGCGGTATCGCGGTGTTCACCGLG
Lo EEEEE PR R -1- 1.1 11 e I e e e
ATGCCAGCCTGGACACCGTCGGTGTCGTCGACGGTGATCTGTTGGTGTTG 270 679 ATGATTCCCAG--CGCCGAACGGGAACGCGTCGTCGCCTTCTTCACCGCA
CAGGCGGT - CCCGTCCGGACCGCCCGCGCCGCGGATCGTGGAGGACATCG 337 739 ACCGCCGTGACC--GGCGTCGGCGTCCTGCTGGTCGCGGGCGCGGCGTCG
R s e clellabEbesl TEEERE e PR e b eail...1.1
CAGCCGGTGCCCG-CCGGTCCGECCGCGCCGGGCATCGTCGAAGACATCG 319 727 GCGGCGGTGGTCGGGGCGTCGGTGGE - - GCTGGCGGCCGGTGCGCAATTG
CCGACGCCGCGGTCATCTTCTCCGAGGCACGC =~~~ AGGCGCCAGTGGG 382 787 CTGTGGGTCATCTCGTCGGACGT === =- -~ CATCGGCTGCGCGCTG- - -G
PECCEEEREREE- TR 1101 < L0 1 L 111 I-111 LULLEEEEELL DT 1
CCGACGCCGCGATGATCTT-TTCGACG- TCGCGGTTAAAGCCC---TGGG 364 775 CTGTGG--CAGCT----~ GCCGTTGTTGAGCATCGGCTGCGGGCTGATTG
GTCCCA- - -CGCACATCGCGCGTGGTGCGGCGCTCGCGCTGATCG----G 425 827 TGCTCCTCGG-TCTGATCGTCACGGTGCAGGCCGCACAACTGTCGGCGAT
I TR e e e e ke LT | Il P e
G- - -CATAGCGCATATCCAACGAGGAGCGCTGGCCGCGGTGATTGCCGTG 411 818 TG----GCGGCGCTGTTGGTCACCATCCAGGCGGCTCAGCTTTCCGCACT
GCTGATCCTCGTCGGC-ACGGGACTTT - -CCGTCGCCCACCGGGTGATCA 472 876 GTGGGCCCGGTTTCCGCTGCCGGTGATCCCGGCGCCCGGCGATCCGACGE
111 IR I e e FECCELEEEEE- - EEEEEEE TR e e el
GCT----CT-GCTGGCTACCGG- - TTTGACGGTGACCTATCGGGTTGCCA 454 864 GTGGGCGCGGTTCCCGTTGCCGGTGATCCCGGCGCCGGGGGATCCCA- -~

M. smegmatis 702737-704164 926 CTGCCGCG-CGGCCCC----TTTCG-GTACTCGCCGATCTGCCGCGCCGC 969
LT RimainsnuansIne

M. tuberculosis ~ 353083-354501 911 ---CCCCGTCGGCCCCGCCGTTGCGCCTGCTGGAGGATTTGCCTCGGCGE 957

M. smegmatis 702737-704164 970 GTGCGGGTGAGCCAGGCGCACCAGACCGGTGTGATCGCCGCGGGTGTGCT 1019
. R e e

M. tuberculosis  353083-354501 958 GTGCGGGTCAGTGACGCCCATCAAAGCGGCTTCATCGCCGCGGCCGTGCT 1007

M. smegmatis 702737-704164 1020 GTTGGGCGTCGCCGGTTCGGTGGCCCT---GGTGAGCTC---GGCGAACG 1063
LeleelUEEewe e LB RRRDNERRE- D F00Le Tl T -

M. tuberculosis  353083-354501 1008 GCTCAGCGTGTTGGGGTCGGTGGCCATCGCGGTGCGCCCAGAGGCG--CT 1055
M. smegmatis 702737-704164 1064 CCTCGCCGTGGGCCTGGTACATCGTGGTCGCCGCG- --GCGGCCGGTGCG 1110
5 . Lol LEEEE FREEE P00 PER 00ttt FEREErr--11.

M. tuberculosis ~ 3s53083-354501 1056 CAGCGTTGTGGG-CTGGT--ATC-TGGTGGCGGCGACTGCGGCCGCGGCC 1101
M. smegmatis 702737-704164 1111 GCGCTGCGCGCCCGGGTCTGGGACTCCGCGGCCTGCAAGGCGTGGCTGCT 1160

. TR EEEEETREEE L L EEREEEErT
M. tuberculosis ~ 353083-354501 1102 ACCCTGCGCGCGCGGGTGTGGGATTCGGCCGCATGCAAGGCGTGGCTGCT — 1151
M. smegmatis 702737-704164 1161 GGGGCACTCCTATCTGCTGGCCGTGGCACTGCTGGTGGCGTTCGTGATCG 1210
b losi Pleo e LEREEERE-E-TREET0 Ll e R 1eeed
M. tuberculosis ~ 353083-354501 1152 GGCTCAGCCCTATCTGGTAGCCGGGG---TCCTGTTGGTGTTC-TACACC 1197
M. smegmatis 702737-704164 1211 GCGATCGG- - - -TACCAGGCCGCGCTGTGGGCGCTGGCCGCGCTCGCCGT 1256
. L1 Hleeee LEEEEdee el REa T el TTT- DT
M. tuberculosis  353083-354501 1198 GCGACCGGACGCTATGTCGCCGCGTTCGGCGCGGTGCTGGTGCTAGCCGT — 1247
M. smegmatis 702737-704164 1257 GCTCGTGCTGGTCTGGATCGTCGCGGCGCTCAACCCGAAGATCGCCTCGC — 1306
. LECETEEEEE T Fa e R TP e TEEEE T
M tuberculosis  353083-354501 1248 GCTCATGCTGGCCTGGGTTGTGGTGGCACTGAACCCGGGCATCGCTTCGC 1297
M. smegmatis 702737-704164 1307 CGGACACCTATTCGCTGCCGATGCGCCGCATGGTCGGCTTCCTCGCCACC 1356
PULE - EEEEEEETE PR e L e - E e EEETE- T
M. tuberculosis ~ 353083-354501 1298 CGGAGAGCTACTCGCTGCCGCTGCGCCGGCTGCTGGGTTTGETCGCCGCC 1347
M. smegmatis 702737-704164 1357 GGCCTCGACGCGTCGCTGATCCCGGTGATGGCGCT-GCTGGTCGGCCTGT 1405
b . DUl b e LEEERERRRRE 0T 0 <P EEEEEEE- <11
M. tuberculosis  353083-354501 1348 GGGCTGGATGTTTCGCTGATCCCCGTCATGGC-CTACCTGGTCGGATTGT — 1396
M. smegmatis 702737-704164 1406 TCAGCCT-CGTGCTCGACAGGTGA 1428
. I EEEEEETEEr- 1
M. tuberculosis  353083-354501 1397 TC-GCTTGGGTGCTCAACAGATGA 1419
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Figura B1. Alineamiento de las secuencias del gen eccD3 de M. smegmatis y M. tuberculosis. Secuencias
obtenidas de la base de datos del NCBI: M. smegmatis ID CP000480.1 con coordenadas de la 702,737 pb a

la 704,164 pb y M. tuberculosis ID NC_000962.3 con coordenadas de la 352,083 pb a la 354,501 pb.
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11.3. Anexo C. Ensayo de microdilucion en placa con resazurina de diferentes
farmacos.

Isoniazida pg/mL

256 128 64 0.5 025 0 256 128 64 0.5 025 0
256 128 64 32 05 025 0 256 128 64 32 05 025 0
Kanamicina

Figura C1. CMI de isoniazida M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3. Método de microdilucion en placa
con resazurina (REMA) utilizando diluciones seriadas para isoniazida (256 pg/mL a 0.25 pg/mL). A.y B.
cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3; C. y D. cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-scramble; ambas
cepas en ausencia A. y C. y presencia B. y D. de anhidrotetraciclina (ATc) a una concentracion de 100
ng/mL. E. Cepa M. smegmatis mc? 155 wild type en presencia (signo positivo +) o ausencia (signo negativo

-) de kanamicina a una concentracion de 20 pg/mL.
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Levofloxacino pg/mL
1 0.5 0.25 0.12 0.060.03 0.0150.007 0 8 4 0.5 0.25 0.120.06 0.03 0.0150.007 0

05 025 0.12 0.060.030.0150.007 0

Figura C2. CMI de levofloxacino M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3. Método de microdilucion en placa
con resazurina (REMA) utilizando diluciones seriadas para isoniazida (8 pg/mL a 0.007 pg/mL). A. y B.
cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3; C. y D. cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-scramble; ambas
cepas en ausencia A. y C. y presencia B. y D. de anhidrotetraciclina (ATc) a una concentracion de 100
ng/mL. E. Cepa M. smegmatis mc? 155 wild type en presencia (signo positivo +) o ausencia (signo negativo

-) de kanamicina a una concentracion de 20 pg/mL.
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Moxifloxacino pg/mL

4 2 1 05 0.250.12 0.060.030.0150.007 0 8 4 2 1 0.5 0.250.120.060.030.0150.007 0

0.5 0.25 0.12 0.060.03 0.0150.007 0

Figura C3. CMI de moxifloxacino M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3. Método de microdilucion en
placa con resazurina (REMA) utilizando diluciones seriadas para isoniazida (8 pg/mL a 0.007 pg/mL). A.
y B. cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3; C. y D. cepa M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-scramble;
ambas cepas en ausencia A. y C. y presencia B. y D. de anhidrotetraciclina (ATc) a una concentracion de
100 ng/mL. E. Cepa M. smegmatis mc? 155 wild type en presencia (signo positivo +) o ausencia (signo
negativo -) de kanamicina a una concentracion de 20 pg/mL.
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Protionamida pg/mL
256 128 64 32 05 025 0 256 128 64 32 05 025 0

128 64 05 025 0 256 128 64 32 05 025 0
) — ) -

Kanamicina

E. + -

Figura C4. CMI de protionamida M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3. Método de microdilucion en placa

con resazurina (REMA) utilizando diluciones seriadas para isoniazida (256 pg/mL a 0.25 pg/mL). A.y B.
cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3; C. y D. cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-scramble; ambas
cepas en ausencia A. y C. y presencia B. y D. de anhidrotetraciclina (ATc) a una concentracién de 100
ng/mL. E. Cepa M. smegmatis mc? 155 wild type en presencia (signo positivo +) o ausencia (signo negativo
-) de kanamicina a una concentracion de 20 pg/mL.
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11.4. Anexo D. Curvas de crecimiento de la cepa de M. smegmatis PLJR962-RNAg-
eccD3 en presencia de diferentes concentraciones de rifampicina.
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0.7 1

0.61
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=k~ M.smegmatis PLIR962-RNAg-scramble ATc
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Figura D1. Curva de crecimiento de M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-eccD3 en presencia de rifampicina.
Curva de crecimiento de la cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3 (marcada con circulos) y de la cepa
M. smegmatis-PLJR962-RNAg-scramble (marcada con tridngulos) en ausencia (linea color gris) o presencia
(linea color negro) de ATc una concentracion de 100 ng/mL, una concentracion final de A. 3.2 pg/mL y B.
1.6 pg/mL y 20ug/mL de kanamicina. Se realiz6 una prueba de ANOVA de medidas repetidas para
comparar el crecimiento en diferentes concentraciones de farmaco entre las cepas y entre la misma cepa en
presencia o ausencia de ATc. Las barras con el asterisco muestran las cepas que presentaron diferencias

significativas respecto a su crecimiento con un valor significativo de menor de p =0.05.
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11.5. Anexo E. Curva de crecimiento de la cepa de M. smegmatis PLIJR962-RNAg-
eccD3 en presencia de diferentes concentraciones de linezolid.
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0.319

024 M.smegmatis PLIR962-RNAg-eccD3
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Figura E1. Curva de crecimiento de M. smegmatis-PLJR962-RNAg-eccD3 en presencia de linezolid. Curva
de crecimiento de la cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3 (marcada con circulos) y de la cepa M.
smegmatis-PLJR962-RNAg-scramble (marcada con triangulos) en ausencia (linea color gris) o presencia
(linea color negro) de ATc una concentracién de 100 ng/mL, una concentracion final de A. 2 pg/mLy B. 1
pg/mL y 20pg/mL de kanamicina. Se realizé una prueba de ANOVA de medidas repetidas para comparar
el crecimiento en diferentes concentraciones de farmaco entre las cepas y entre la misma cepa en presencia
0 ausencia de ATc. Las barras con el asterisco muestran las cepas que presentaron diferencias significativas

respecto a su crecimiento con un valor significativo de menor de p =0.05.
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11.6. Anexo F. Curva de crecimiento de la cepa M. smegmatis PLIR962-RNAg-

eccD3 en presencia de diferentes concentraciones de bedaquilina.
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Figura F1. Curva de crecimiento de M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-eccD3 en presencia de bedaquilina.

Curva de crecimiento de la cepa M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3 (marcada con circulos) y de la cepa

M. smegmatis-PLJR962-RNAg-scramble (marcada con tridngulos) en ausencia (linea color gris) o presencia

(linea color negro) de ATc una concentracién de 100 ng/mL, una concentracion final de A. 0.192 pg/mL,

B. 0.096 pg/mL y C. 0.048 pg/mL de bedaquilina y 20ug/mL de kanamicina. Se realiz6 una prueba de

ANOVA de medidas repetidas para comparar el crecimiento en diferentes concentraciones de farmaco entre

las cepas y entre la misma cepa en presencia o ausencia de ATc. Las barras con el asterisco muestran las

cepas que presentaron diferencias significativas respecto a su crecimiento con un valor significativo de

menor de p =0.05.
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11.7. Anexo G. Tablas comparativas sobre la calidad de los modelos 6 UMM y
6SGW obtenidos de las proteinas del sistema de secrecién ESX3.

Tabla G1.1. Calidad de los modelos de las proteinas del protomero 1 del sistema de secrecion ESX3.

Protomero 1 del sistema de secrecion ESX3
Modelado Mol Clash Ramachandran Similitud  Identidad Cobertura
Proteina a partir Probity Score outliers favoured de de
del PDB Score secuencia  secuencia

EccE3 6UMM 1.87 931 138% 94.48% 0.41 46.62% 0.85
EccE3 6SGW 2.33 752 241% 87.97% 0.42 50.21 % 0.72

EccD3_1 6UMM 1.77 6.64 194% 93.98% 0.47 62.24% 0.93
EccD3_1 6SGW 2.12 530 415% 88.43% 0.47 62.14 % 0.89
EccD3_2 6UMM 1.21 188 0.65% 96.13% 0.47 63.39% 0.95

EccD3 2 6SGW 1.68 395 174% 91.74% 0.47 63.27 % 0.93
EccB3 * 6UMM 1.00 0.75 0% 96.20 % 0.56 81.48 % 0.15
EccB3 * 6SGW 1.16 0.76 0% 93.67 % 0.56 82.72 % 0.15
EccC3 ** 6UMM 1.93 589 375% 87.75% 0.51 67.84 % 0.26
EccC3** 6SGW 2.09 6.39 251% 84.42% 0.51 69.05 % 0.25
EccD_1, es la conformacion corta, EccD3_2, es la conformacion extendida. * EccB3, es solo el dominio
transmembranal de la proteina. ** EccC3, se refiere al dominio de tallo y dominio sin funcién conocida.

Tabla G1.2. Calidad de los modelos de las proteinas del protdmero 1 del sistema de secrecién ESX3.

Valores Z- QMEAN de las proteinas del protémero 1

Modelado )
i . QMEAND:Is Co Todos los » »
Proteina a partir QMEAN CB Solvatacion  Torsion
Global atomos
del PDB
EccE3 6UMM 0.72£0.05 -2.60 -1.71 -0.25 -0.37 -2.30
EccE3 6SGW 0.62 £0.05 -5.81 -1.54 -1.25 -1.95 -5.17
EccD3_1 6UMM 0.63+£0.05 -4.82 -3.69 1.17 -0.54 -4.23
EccD3_1 6SGW 0.62 £0.05 -6.58 -4.07 0.36 -2.47 -5.35
EccD3_2 6UMM 0.69 £ 0.05 -2.84 -3.03 1.87 -0.44 -2.35
EccD3_2 6SGW 0.65+0.05 -4.49 -4.13 0.08 -1.79 -3.36
EccB3 * UMM 0.62+0.10 -2.29 -1.34 1.58 -1.47 -1.58
EccB3 * 6SGW 0.62£0.10 -3.59 -2.61 0.75 -1.86 -2.40
EccC3 ** 6UMM 0.64 £0.05 -4.16 -1.93 -2.64 -2.68 -3.09
EccC3** 6SGW 0.61+0.05 -6.07 -3.91 -2.95 -4.31 -4.19

EccD_1, es la conformacién corta, EccD3_2, es la conformacion extendida. * EccB3, es solo el
dominio transmembranal de la proteina. ** EccC3, se refiere al dominio de tallo y dominio sin funcién
conocida.
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Tabla G2.1. Calidad de los modelos de las proteinas del protémero 2 del sistema de secrecién ESX3.

Protdmero 2 del sistema de secrecion ESX3
Modelado Mol Clash Ramachandran Similitud  Identidad Cobertura
Proteina a partir Probity Score outliers favoured de de
del PDB Score secuencia  secuencia

EccE3 6UMM 1.15 066 2.07% 95.17% 0.41 46.62 % 0.85

EccE3 6SGW 2.09 707 275% 87.63% 0.42 50.21 % 0.72
EccD3 1 6UMM 1.82 6.64 215% 92.90% 0.47 62.24 % 0.93
EccD3_1 6SGW 1.90 486 3.28% 91.27% 0.47 62.14 % 0.89
EccD3 2 6UMM 1.61 332 0.86% 94.84% 0.47 63.39 % 0.95
EccD3 2 6SGW 1.63 351 130% 93.48% 0.47 63.27 % 0.93
EccB3 * 6UMM 0.72 0 0% 98.31 % 0.56 81.97 % 0.11
EccB3 * 6SGW 0.50 0 0% 100 % 0.56 81.36 % 0.11

EccC3 ** 6UMM 1.90 477 275% 88.50% 0.51 67.84 % 0.26
EccC3** 6SGW 2.19 591 427% 84.42% 0.51 67.80 % 0.24
EccD_1, es la conformacion corta, EccD3_2, es la conformacion extendida. * EccB3, es solo el dominio

transmembranal de la proteina. ** EccC3, se refiere al dominio de tallo y dominio sin funcién conocida.

Tabla G2.2. Calidad de los modelos de las proteinas del protdmero 2 del sistema de secrecién ESX3.

Valores Z- QMEAN de las proteinas del protémero 2

Modelado )
5 . QMEAND:is Co Todos los » »
Proteina a partir QMEAN CB ’ Solvatacion  Torsion
Global atomos
del PDB
EccE3 6UMM 0.71+0.05 -2.93 -1.27 -0.35 -0.56 -2.67
EccE3 6SGW 0.61+0.05 -5.41 -2.15 -2.20 -2.38 -4.43
EccD3_1 6UMM 0.65+0.05 -4.32 -3.38 1.02 -0.25 -3.85
EccD3_1 6SGW 0.63+0.05 -5.55 -4.00 -0.29 -3.07 -4.06
EccD3 2 6UMM 0.68 + 0.05 -3.50 -3.64 1.68 -0.78 -2.81
EccD3 2 6SGW 0.65+0.05 -4.62 -3.41 -0.10 -2.08 -3.53
EccB3 * 6UMM 0.78+0.11 -2.05 -1.60 1.65 -0.82 -1.60
EccB3 * 6SGW 0.68 £0.11 -2.24 -1.92 1.27 -0.72 -1.73
EccC3**  6UMM 0.65+0.05 -4.92 -2.63 -1.90 -3.48 -3.55
EccC3** 6SGW 0.61 + 0.05 -6.75 -4.43 -2.72 -4.47 -4.78

EccD_1, es la conformacion corta, EccD3 2, es la conformacion extendida. * EccB3, es solo el
dominio transmembranal de la proteina. ** EccC3, se refiere al dominio de tallo y dominio sin funcion
conocida.
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11.8. Anexo H. Graficas de los resultados del AG obtenido del acoplamiento
molecular de la interaccion farmaco-proteina.
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Figura H1. Acoplamiento molecular entre el sitio del dominio ATPasa Ill de la proteina EccC3 M.

tuberculosis y los farmacos seleccionados. Gréfica que representa el promedio del cambio de energia libre

(AG kcal/mol) de 10 repeticiones de cada simulacion de la interaccion del farmaco con la proteina y su

desviacion estandar. Se agreg6 como control del método la molécula de ATP més el magnesio y otro control

con Unicamente la molécula de ATP. El acoplamiento molecular se realizd contra los 34 farmacos

seleccionados.
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Figura H2. Acoplamiento molecular entre el sitio EccB3 de M. tuberculosis y los farmacos seleccionados.
Gréfica que representa el promedio del cambio de energia libre (AG kcal/mol) de 10 repeticiones de cada
simulacidn de la interaccion del farmaco con la proteina y su desviacion estandar. El acoplamiento molecular

se realiz6 contra los 34 farmacos seleccionados.
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Figura H3. Acoplamiento molecular entre el sitio EccD3 N-terminal de M. tuberculosis y los farmacos
seleccionados. Gréafica que representa el promedio del cambio de energia libre (AG kcal/mol) de 10
repeticiones de cada simulacion de la interaccién del farmaco con la proteina y su desviacion estandar. El

acoplamiento molecular se realiz6 contra los 34 farmacos seleccionados.
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Figura H4. Acoplamiento molecular entre el sitio EccD3 C-terminal de M. tuberculosis y los farmacos
seleccionados. Grafica que representa el promedio del cambio de energia libre (AG kcal/mol) de 10
repeticiones de cada simulacion de la interaccién del farmaco con la proteina y su desviacion estandar. El

acoplamiento molecular se realiz6 contra los 34 farmacos seleccionados.
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Figura H5. Acoplamiento molecular entre el sitio ESX3 protomero 1 de M. tuberculosis y los farmacos
seleccionados. Grafica que representa el promedio del cambio de energia libre (AG kcal/mol) de 10
repeticiones de cada simulacion de la interaccién del farmaco con la proteina y su desviacién estandar. El

acoplamiento molecular se realiz6 contra los 34 farmacos seleccionados.
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Figura H6. Acoplamiento molecular entre el sitio ESX3 protomero 2 de M. tuberculosis y los farmacos
seleccionados. Gréafica que representa el promedio del cambio de energia libre (AG kcal/mol) de 10
repeticiones de cada simulacion de la interaccién del farmaco con la proteina y su desviacion estandar. El

acoplamiento molecular se realiz6 contra los 34 fArmacos seleccionados.
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11.9. Anexo I. Curvas de crecimiento de la cepa M. smegmatis PLIR962-RNAg-
eccD3 en presencia de diferentes concentraciones de ivermectina.
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Figura 11. Curva de crecimiento de M. smegmatis-PLIR962-RNAg-eccD3 en presencia de ivermectina.
Curva de crecimiento de la cepa M. smegmatis-PLIJR962-RNAg-eccD3 (marcada con circulos) y de la cepa
M. smegmatis-PLJR962-RNAg-scramble (marcada con triangulos) en ausencia (linea color gris) o presencia
(linea color negro) de ATc una concentracion de 100 ng/mL, una concentracion final de A. 512 pg/mL, B.
256 pg/mL y C. 128 pg/mL de iveremctina y 20pg/mL de kanamicina. Se realizo una prueba de ANOVA
de medidas repetidas para comparar el crecimiento en diferentes concentraciones de fa&rmaco entre las cepas

y entre la misma cepa en presencia 0 ausencia de ATc.
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11.10. Anexo J. Productos de difusion de la ciencia. Asistencia a congresos y

publicaciones.
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Role of esxG and esxH Genes
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Tuberculosis drug resistance {DR) is a global pmblem that is not fully elucidated. Previously, overexpression of
exvly and escff genes was reported in a multidmg-resistant ( MDR) Mycobacterium tuberculosis isolate com-
pared with a reference H3TRv stmn. To evaluate the roles of ool and excff i DR, analysis of their regulatory
and coding sequences in sensitive and resistant strains was performed, and the expression levels of their
tmnscriptional regulators ke, Zur, and MntR were evaluated. exo(i and esxcff wene expressed heterol ogously
using mycohacterial constructs, and the onthologs Momeg 0620 and Mrmeg 0621 were attenuated in Myoo-
bacterium smegmatiz by antisense knockdown. We found no di fferences in the regulatory and coding ssquences
of esx(7 and esuff between the sensitive stmin and the MDR isolate. Expression analyvsis of transcriptional
regulators showed that ideR was upregulated in isom azid (INH)-resistant isolates; in additton, growth inhibition
of the M. smegmaris stmin was observed in the presence of rifampicin (RIF) and INH when esx(7 and exxff were
expressed heterologously, while faster growth m the presence of RIF was observed when the orthologs were
attermated. In conclusion, the expression of exv(y and excff altered the growth of Mycobacrerinm in the presence
af INH and RIF, suggesting a potential association with DE.

Keywords: exv(i-eacld, Mycobacterium, drug resistance, M. smegmaris
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