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RESUMEN

Aldo Francisco Clemente Soto Fecha de Graduacion: Agosto 2013
Universidad Autonoma Nuevo Leon

Facultad de Ciencias Quimicas

Nombre del proyecto: Aportaciones al mecanismo de accion
del &cido meso-dihidroguaiarético sobre
Mycobacterium tuberculosis H37Rv

Numero de péaginas: 78 Candidato para el grado de Maestria en

Ciencias con orientacion en Farmacia

Area de estudio: Biotecnologia aplicada al campo de la farmacognosia

Propdsito y método del estudio: La tuberculosis es una de las afecciones
humanas mas antiguas de las que se tenga evidencia, sin embargo persiste
como una de las principales causas de muerte en el mundo conducidas por
infecciones, esto debido a su facilidad para transmitirse y a su capacidad para
resistir a las actuales terapias, lo que conlleva al desarrollo racional de nuevos
agentes antituberculosos, donde el conocimiento de la genética y la fisiologia
de Mycobacterium tuberculosis resulta fundamental, asi como la interacciéon
patégeno-hospedero. El objetivo principal de este trabajo fue encontrar blancos
farmacoldgicos de esta bacteria después de la exposicion al lignano acido
meso-dihidroguaiarético que fue previamente aislado y caracterizado de Larrea
tridentata. Este lignano posee una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 50
y de 12.5 a 50 pg/ml pg/ml en contra de M. tuberculosis H37Rv y tres aislados
clinicos multifarmaco resistentes, respectivamente. M. tuberculosis H37Rv fue
expuesto al lignano, para obtener una condicion tratada que pudiera
compararse con una condicidon control en el microarreglo, con el objetivo de
analizar junto con herramientas informéaticas, una expresion génica completa y

representativa de dicho tratamiento, que permitiera predecir un posible



mecanismo de accion del acido meso-dihidroguaiarético. Posteriormente la
validacion de los resultados del microarreglo se realiz6 mediante la técnica de
PCR en tiempo real usando SYBR Green y empleando el método de

cuantificacion relativa AAC+.

Contribuciones y conclusiones: Se ha propuesto que el acido meso-
dihidroguaiarético actia sobre la enzima CoA transferasa (Rv3551) implicada
en la via de degradacion del geraniol y del 2-metilnaftaleno. Se presume que al
impedirse la degradacion del geraniol, la acumulacién de este en el interior de
M. tuberculosis H37Rv ocasiona desestabilizacion de la estructura de la
membrana celular debido a que altera la temperatura de transicién de fase de
las vesiculas de liposomas. Lo anterior provoca un aumento en la fluidez de la
bicapa de lipidos trayendo como consecuencia el aumento de la velocidad de
escape de potasio de la célula culminando con la alteracion de diversos
procesos celulares y la muerte de la micobacteria. Asi mismo, hemos atribuido
que la alta proporcién de genes sobreexpresados (21.34%) de la categoria de
pared celular y procesos celulares, a la cual pertenecen los genes de
membrana, son consecuencia del dafio que se esta presentando sobre la
membrana de la micobacteria.

En el microarreglo fueron sobreexpresados entre otros genes, los codificantes
de la mencionada CoA transferasa y una proteina cinasa, lo cual tiene sentido
cuando encontramos reportes que el AmDG en hepatocitos humanos activa
una proteina cinasa, la que a su vez inactiva a una CoA transferasa.

Lo propuesto deriva de la expresién génica resultante del microarreglo, misma
que fue validada por PCR en tiempo real, coincidiendo ambas técnicas que la
expresion génica es igualmente regulada negativa o positivamente en 10 genes
que fueron seleccionados. En base a lo anterior se concluye que los resultados
de la expresién génica del microarreglo fueron validados lo que da mayor

confiabilidad al mecanismo propuesto del AmMDG en M. tuberculosis H37Rv.
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CAPITULO |
1. INTRODUCCION

1.1 Tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis es un bacilo aerobio, ampliamente estudiado por
ser el agente causal de tuberculosis (TB) pulmonar y extrapulmonar en el
humano, enfermedad que es transmitida mediante aerosoles de saliva, como
consecuencia, de la tos de personas con TB pulmonar, alcanzando las vias
respiratorias de individuos que pueden desarrollar la enfermedad, si las
condiciones inmunoldgicas no son las adecuadas para combatir la infeccion,
por ejemplo, personas infectadas con el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH).:

M. tuberculosis es un microorganismo dificil de combatir, esto se debe en gran
parte a la composicion de la pared celular (Figura 1), donde se encuentra la
mayoria de biomoléculas responsables de inducir la enfermedad. La
arquitectura de la pared celular esta conformada por peptidoglicanos (PG) que
se encuentran justo después de la membrana plasmatica, unidos
covalentemente a arabinogalactanos, y estos se unen de la misma manera a
acidos micodlicos, los cuales forman una barrera lipidica fundamental en los
procesos patogénicos y fisioldgicos de M. tuberculosis. En la parte mas
externa se encuentran los llamados lipidos libres, como son: fosfatidilinositol
manésido y lipoarabinomanano,? siendo este Gltimo una de las moléculas que

intervienen en la patogenia y en la supervivencia del patégeno.®

El proceso patogénico inicia con la fagocitosis de la bacteria por macréfagos
alveolares, que posteriormente inducen inflamacion localizada atrayendo a
mas células hospederas mononucleares al sitio de infeccion/inflamacion, que
finalmente forman el granuloma caracteristico en esta enfermedad, con la

finalidad de aislar a la bacteria y controlar su expansion.*

1
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Figura 1. Pared celular de micobacterias.”

La probabilidad de desarrollar la enfermedad después de haber sido infectado,
se incrementa con la coexistencia de otras enfermedades que deterioran la
eficacia funcional del sistema inmune, como diabetes, silicosis, y en primer

lugar la infeccién con el VIH.?



1.2 Epidemiologia

Aproximadamente una tercera parte de la poblacibn mundial se encuentra
infectada por M. tuberculosis. La tuberculosis es considerada la segunda
causa de muerte por enfermedades infecciosas en el mundo, solamente
después del VIH. La Organizacion Mundial de la Salud reporté que en el afio
2011 hubo 8.7 millones de personas con tuberculosis y 1.4 millones de

muertes por tuberculosis asociada al VIH y no asociada al mismo.*

En México, la Secretaria de Salud reportd que en el afio 2010, hubo 2,2414
defunciones debidas a tuberculosis, y 19,445 nuevos casos en todas las
formas de esta enfermedad. Entre los estados mas afectados se encuentran
Baja California Norte, Tamaulipas, Guerrero, Sonora, Sinaloa, Nayarit,

Chiapas.®

La tuberculosis tiene la caracteristica de afectar mas a hombres que a mujeres
y lo hace en grupos de edad econ6micamente productivas. Dos terceras partes
de los casos ocurren en edades entre 15-59 afios.

1.3 Diagndstico

La tuberculosis puede ser diagnosticada mediante las manifestaciones clinicas
del paciente. En el caso de tuberculosis pulmonar, que es la mas comun, se
presenta fiebre y sudoracion nocturna, pérdida de peso, debilidad y tos seca o
acompafada de expectoracién purulenta. La sospecha de la enfermedad se
incrementa cuando se cuenta con una radiografia de térax anormal. Para un
diagnéstico mas certero se cuentan con técnicas de laboratorio, como la
tincion acido alcohol resistente, el cultivo de micobacterias, y prueba cutanea

de tuberculina.



Examen microscoépico con tincion acido-alcohol resistente. Es el método
mas solicitado junto ademas del cultivo de micobacterias para un diagnostico
de tuberculosis. A partir de muestras de esputo o tejido se realiza un frotis y se
realiza una tincidn Ziehl-Neelsen para observar la presencia de bacilos
acido-alcohol resistentes, ya que las micobacterias no desprenden de su pared
el colorante fuscina después de la aplicacién de alcohol-acido (caracteristica
otorgada por los acidos micolicos), y se observan al microscopio, bacilos de
color rojo intenso cuando hay micobacterias presentes en las muestras (Figura
2).

Figura 2. Tincién Ziehl-Neelsen.’

Prueba cutanea de tuberculina. Consiste en administrar subcutdneamente
un derivado proteico purificado de micobacterias, con la finalidad de determinar
si el paciente tiene una respuesta inmune de tipo celular contra los antigenos
de M. tuberculosis. Como prueba diagndstica, la tuberculosis activa tiene poco

valor por su baja sensibilidad y especificidad.

4



Cultivo de micobacterias. Un diagnostico definitivo depende del aislamiento e
identificacion de M. tuberculosis proveniente de muestras de esputo, de liquido
cefalorraquideo (LCR) o liquido pleural, etc. En este sentido, el medio
Lowestein-Jensen y el medio Middlebrook son utiles para el aislamiento de
especies de micobacterias, incluyendo M. tuberculosis. Los medios se incuban
a una temperatura de 37°C, por un tiempo de cuatro a ocho semanas, el cual
es necesario para su crecimiento y su posterior identificacion de especie
mediante pruebas bioquimicas. Al haber aislado a M. tuberculosis es necesario
valorar la sensibilidad ante antifimicos como isoniazida, rifampicina y
etambutol. Una técnica que va en creciente uso para determinar resistencia a
este bacilo es la reaccion en cadena de la polimerasa, al ser altamente

sensible y rapida.® con el fin de indicar el tratamiento mas adecuado.
1.4 Tratamiento

Las micobacterias presentan resistencia natural a numerosos antibacterianos,
debido a su pared hidrofébica poco permeable. Por tal motivo, el tratamiento
de la tuberculosis debe ser especifico con farmacos antituberculosos de

primera linea y segunda linea, los cuales se enlistan en la Tabla 1.



Tabla 1. Caracteristicas de antituberculosos de primera y segunda linea.

. Dosis diaria en CMI
Farmaco Efectos adversos
adultos (Mg/mL)
*Isoniacida 5 mg/kg 0.05-0.2 Hepatiis ggri:ccéarli,cp;ollneuntls
, - Molestias gastrointestinales,
*Rifampicina 10 mg/kg <0.5 afecta%:ién hepatica
*Piracinamida 15-30 mg/kg 20 Hiperuricemia, hepatotoxicidad
*Etambutol 15-25 mg/kg 1-5 Neuritis éptica
*Estreptomicina 15 mg/kg 8 AIterauor;iZil/iiztslbulares y
*% A i _
ACIdO pafr_a 300-600 mg/kg 1 Intolerancia gastrointestinal
aminosalicilico
**Cicloserina Neuropatia periférica,
(péptidos 15-20 mg/kg 5-20 alteraciones del SNC,
ciclicos) reacciones psicéticas
. . Intolerancia digestiva,
** - -
Etionamida 10-20 mglkg 0.6-2.5 hepatotoxicidad, neurotoxicidad
**( H
C|prof|9xacmo 15-20 mg/kg 0.25-3 Exantema, prurito, urticaria
(fluoroquinolona)
yT—
.Amlkac,m.a 15-20 mg/kg 1 Ototoxicidad, nefrotoxicidad
(aminoglucdésido)

* Antituberculosos de primera linea, **antituberculosos de segunda linea.”

Cuando la cepa de M. tuberculosis responsable del padecimiento se determina
sensible a todos los farmacos antituberculosos, la terapia se inicia con
isoniazida, rifampicina y pirazinamida durante dos meses y se continGa con
isoniazida y rifampicina por un periodo de cuatro a seis meses mas. En
ocasiones, resulta necesaria la administracion de un cuarto
antimicobacteriano, etambutol en adultos y estreptomicina en nifios.® Esta
terapia llega a ser muy efectiva cuando es administrada de manera adecuada.
Sin embargo, cuando el paciente no concluye el tratamiento,” es comin la
aparicion de M. tuberculosis multifarmaco resistente (MFR), que resiste al
menos a isoniazida y rifampicina, haciendo ineficiente esta primera terapia.
Surge entonces, la necesidad de combatir la enfermedad ocasionada por M.
tuberculosis MFR empleando antituberculosos de segunda linea, hacia los

cuales también se ha reportado que M. tuberculosis MFR ha adquirido




resistencia, estas cepas se les denomina M. tuberculosis extensivamente
farmaco resistente (EFR).!° Cabe mencionar, que la resistencia es adquirida
por la mutacidbn en genes que expresan blancos terapéuticos de farmacos
antituberculosos. El mecanismo de accién asi como los genes involucrados en

la resistencia a estos medicamentos se resume en la Tabla 2.

Tabla 2. Mecanismo de accion de farmacos antituberculosos y genes

relacionados a resistencia de M. tuberculosis.

Farmaco Mecanismo de accidn Gen de
resistencia
Isoniazida Inhibicion de la sintesis de acidos micolicos katG, inhA
Inhibicién de la polimerasa de ARN y por
Rifampicina consiguiente inhibe el proceso de rpoB

transcripcion

Baja los niveles 6ptimos de pH celular,
Pirazinamida inhibiendo asi la acido graso sintasa y el PncA
transporte de membrana.**

Inhibicién de la sintesis de arabinogalactanos

. embcAC
y arabinomananos

Etambutol

Inhibe la sintesis de proteinas uniéndose a un
Estreptomicina sitio de ARNr 16S en la subunidad ribosomal
30s*

rpsL
rrs

Se le atribuye la inhibicion de la sintesis de
acido folico, del metabolismo acido salicilico y Desconocido
del transporte de hierro.

Acido p-
aminosalicilico

. Inhibicién de la replicacion y de la gyrA
Fluoroquinolonas L, S . 13
transcripcién, al inhibir la ADN girasa gyrB
Es un anélogo de D-alanina, que inhibe a la
Cicloserina alanina racemasa, enzima responsable de la Desconocido

sintesis de peptidoglicanos de pared celular.

1.5 Microarreglos

La importancia de conocer el mecanismo de acciéon de farmacos radica en
poder realizar disefio racional de los mismos. Por lo cual, es necesario contar
con herramientas que ayuden a lograrlo. En este sentido, la técnica de

microarreglos juega un papel muy importante ya que tiene la facultad de



monitorear la expresion de miles de genes en paralelo. La primera condicion
para poder aplicar un andlisis de microarreglos es contar con un chip de &cido
desoxirribonucleico (ADN) que contenga el genoma de la especie de interés.
M. tuberculosis H37Rv, es una cepa virulenta de la cual se ha logrado
secuenciar su genoma, e integrarlo a un chip de ADN. Este chip se ha
introducido al mercado, y brinda la posibilidad de comparar el perfil de
expresion génica de esta especie cuando se expone a dos condiciones
distintas una de tratamiento con el agente que se desea evaluar y otra
condicion que es el control sin tratar. En nuestro caso en particular, se somete
la bacteria a la presencia de un lignano con actividad antituberculosa y, otro
cultivo en ausencia del mismo lignano. Posteriormente, el acido ribonucelico
mensajero (ARNm) de ambas condiciones es extraido y a partir de este se
sintetiza el acido desoxirribonucleico complementario (ADNc) empleando una
transcripcion inversa. Asi mismo, es necesario marcar cada una de las
muestras con fluoréforos diferentes (mayormente empleados Cy3 y Cy5) que
emita fluorescencia a una longitud de onda distinta. Ambas muestras ya
marcadas se aplican sobre un mismo chip de ADN en cantidades iguales para
que sean hibridadas. Este chip, contiene amplicones de Reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) u oligonucleétidos que representan el marco abierto
de lectura del genoma de la especie en cuestion. ElI conocimiento de la
ubicacion e identidad de cada uno de los oligonucleétidos, en el chip permite
que puedan ser identificados después del escaneo de ambas imagenes
(tratado y sin tratar) que emiten fluorescencia a distinta longitud de onda y que
se empalman. Posteriormente, se realiza el analisis de la expresion génica
mediante softwares disponibles en la red de internet, que son capaces de
correlacionar la implicacion de los genes inducidos o reprimidos en las vias
metabdlicas del microorganismo. De tal forma que puede proponerse un

mecanismo de accién de un principio activo.

Cabe mencionar, que los datos de un analisis estadistico de microarreglos por

si solos no son suficientes para confirmar la expresion génica, por tal motivo es



necesario validar los resultados con un ensayo de PCR en tiempo real, de los

genes representativos y que han sido considerados méas importantes.**
1.6 Problemética y tendencia actual contra tuberculosis

Las personas VIH positivos son alrededor de 21 a 34 veces mas susceptibles a
desarrollar tuberculosis en comparacion con personas VIH negativos. Asi
mismo, una de cada 10 personas que padecen la enfermedad esta infectada
con VIH. Por otro lado, la aparicion de cepas de M. tuberculosis MFR,
conllevan a una prolongacion del tratamiento hasta por tres veces el tiempo de
un tratamiento contra una cepa sensible.! Adicionalmente, se ha reportado que
los farmacos de segunda linea interactian con farmacos antirretrovirales
usados en el tratamiento de pacientes VIH positivos.'> De acuerdo a lo
mencionado anteriormente es necesario buscar nuevos farmacos que acorten
y simplifiquen la terapia, mejorando la eficacia y tolerancia del tratamiento para
M. tuberculosis MFR, asi como permitir la administraciéon del tratamiento
simultdneo en personas VIH positivo con tuberculosis. En este sentido, los
esfuerzos se multiplican, tanto que 11 farmacos antituberculosos nuevos y
reutilizados se encuentran en ensayos clinicos, siete de ellos en fase clinica I,
y Il (AZD-5847, bedaquilina, linezolida, PA824, rifapentina, SQ-109 vy
sutezolida) y cuatro en fase Il (delamanida, gatifloxacino, moxifloxacino y
rifapentina), que estdn siendo evaluados para reducir los regimenes del
tratamiento y para combatir ambos tipos de cepas resistentes. Entre estos,
destacan dos fluoroquinolonas y una rifamicina en fase Il y linezolida en fase
Il.

En cuanto a la profilaxis, nueve vacunas se encuentran en ensayos de las tres
fases clinicas, determinando que sean candidatas seguras para evaluar las
reacciones inmunoldgicas, para establecer niveles de dosis 6ptimos y el
tiempo de vacunacion, asi como su eficacia protectora. De las vacunas en
evaluacion clinica, la que se encuentra en un estadio mas avanzado es la

MVAB8S5A que esta siendo evaluada también en personas con VIH.!



CAPITULO I
2. ANTECEDENTES

2.1 Uso de plantas medicinales como agentes antituberculosos-Larrea
tridentata

Los intentos por descubrir nuevos compuestos que presenten actividad contra
M. tuberculosis han sido constantes alrededor del mundo, ya que es un
padecimiento mundial. Por tal motivo en el 2008, Camacho Corona y
colaboradores en la Universidad Autbnoma Nuevo Leon, publicaron un estudio
donde se evalud la actividad antituberculosa de nueve plantas usadas en la
medicina tradicional mexicana para tratar enfermedades respiratorias. En este
estudio se prepararon cuatro extractos: hexanico, cloroférmico, metandlico y
acuoso, de cada una de las plantas. Los 36 extractos obtenidos se ensayaron
en contra de una cepa sensible y cuatro cepas mono-resistentes de M.
tuberculosis H37Rv usando el método de Alamar azul. Los resultados
mostraron que el extracto cloroformico de Larrea tridentata inhibia el
crecimiento de una cepa sensible (CMI= 200 pug/mL) y cuatro cepas mono-
resistentes (CMI = 100-200 pg/mL) de M. tuberculosis H37RV’.

2.2 Caracterizacion estructural y determinacion de la CMI del &cido meso-

dihidroguaiarético como agente antituberculoso

Debido a que la mejor actividad antituberculosa se presentd en el extracto
cloroférmico se decidié aislar y purificar los principios activos mediante
cromatografia en columna y cromatografia en capa fina, mientras que la
caracterizacion se llevé a cabo empleando Resonancia Magnética Nuclear. Se
encontré que el agente antituberculoso fue el acido meso-dihidroguaiarético
(AmDG, Figura 3)% el cual resulté activo en contra de una cepa de M.

tuberculosis H37Rv sensible a los farmacos de primera linea (CMI=50 ug/mL) y
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tres cepas de aislados clinicos MFR de M. tuberculosis: M15 (CMI=50 pg/mL),
M20 (CMI=12.5 pg/mL) y M26 (CMI=25 ug/mL)."

Figura 3. Acido meso-dihidroguaiarético®

2.3 Plantas poseedoras de AmDG

Tras realizar una busqueda completa en la literatura en relacion al AmDG se
encontré que ademas de ser aislado de L. tridentata,'® también se ha obtenido
de Beilshmiedia tsangii,'® Machilus wangchiana,® Myristica fragrans,?>%#
Saururus chinensis,? Schizandra propinqua Sinensis,* Machilus thunbergii,?>
% Kadsura ananosma,?’ Kadsura heteroclita,”® Kadsura angustifolia,®
Cinnamomum philippinense,® Porlieria chilensis,** M. argentea,® Pycnanthus
angolensis,®  Aristolochia taliscana,® Schisandra sphenanthera,®® S.
chinensis,* Saruma henryi,®’ S. propinqua var propinqua,® Leucas aspera,*® K.

longepedunculata,*® Endiandra anthropophagorum.*
2.4 Actividades farmacologicas del AmDG

El AMDG ha demostrado ademas, poseer actividades biolégicas como: anti-

VIH,* antibacteriana,*** antifingica,?>444° antioxidante, 32:46:47:48:39
antitumoral,3249:50:51.52 neuroprotectora,?’°3°4%° hepatoprotectora,®**’
57,58,59

antihelmintica, ademas es capaz de inducir la diferenciacion de

osteoblastos,® la fragmentacion de ADN internucleosomal en células HL-60%" y
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de inhibir la ciclooxigenasa-2, la 5-lipoxigenasa,® la acil-CoA,** asi como la
inhibicién de la protein-tirosina fosfatasa 1B% y la liberacién de B-glucoronidasa

en leucocitos polimorfonucleares (PMNSs) in vitro. Por otro lado, actia como

agente de escision del ADN,?’ y retardante del envejecimiento de la piel, >

% se le conoce actividad hemolitica de

67
l.

podria actuar como antiglucemiante,

eritrocitos,®® y es un inhibidor de las ADN topoisomerasas | y |
2.5 Otros lignanos con actividad antituberculosa

Se ha reportado que otros lignanos habian sido ensayados en contra de M.
tuberculosis, por ejemplo Jian Gu y cols en el 2004 extrajeron de Valeriana
laxiflora el lignano (+)-1-hydroxy-2,6-bis-epi-pinoresinol al que le fue
determinada la actividad antituberculosa in vitro por el método de Alamar

azul.®®

Chen y cols, en el 2007 aislaron y caracterizaron 12 lignanos de tipo
epoxifuranoide y tetrahidrofurano provenientes de Beilschmiedia tsangii. A
todos los lignanos se les determiné su actividad antituberculosa frente a M.
tuberculosis y encontr6 que dos lignanos tetrahidrofuranos, conocidos como
beilschmin A y B, resultaron ser los mas potentes con CMIs de 2.5y 7.5 ug/ml,

respectivamente.*®

En el 2008 se reporté que a partir del tallo de Microtropis japonica se aislo
entre otros compuestos, un nuevo lignano nombrado 9-9"-O-di-(Z)-feruloil-(-)-
secoisolariciresinol, al cual le fue evaluada su actividad antituberculosa en

contra de M. tuberculosis H37Rv, obteniendo una CMI de 122 pg/mL.%°

Marcio y cols, en el 2009, reportaron que el lignano hinokinin revel6 actividad

contra M. tuberculosis H37Rv a una CMI de 62.5pg/ml.”
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Coy y cols, en 2009, aislaron cuatro nuevos neolignanos de Pleurothyrium
cinereum, a los que determinaron su actividad antituberculosa por el método de
Alamar azul, contra M. tuberculosis H37Rv, presentando mejor actividad el

neolignano cinerin C, con una concentracién inhibitoria 50 (Clso) de 50 pg/mL."*

Diaz y cols, en 2010, realizaron un estudio, en el que a partir de Aristolochia
taliscana aislaron nuevos lignanos como licarin A, licarin B y eupomatenoide-7,
los cuales fueron ensayados en contra de las siguientes cepas de M.
tuberculosis: H37Rv (27294), cuatro variantes monorresistentes, H37Rv
resistente a isoniazida (35822); H37Rv resistente a estreptomicina (35820);
H37Rv resistente a rifampicina (35838); H37Rv resistente a etambutol (35837)
y 12 aislados clinicos MFR, usando el método de Alamar azul. Los resultados
indicaron que Licarin A (CMIs entre 3.12-12.5 pg/ml) resulté ser el compuesto
mas potente en contra de todas las cepas evaluadas.

En 2011, Baquero y cols, evaluaron la actividad del lignano etoxicubebina,
proveniente de la planta Virola flexousa, contra M. tuberculosis H37Rv. La CMI
se logré a 62.4ug/mL."

En 2011, de Souza y cols evaluaron la actividad antituberculosa de trece
analogos sintéticos de neolignanos y se encontrdé que LS-2 fue el lignano mas
efectivo en contra de M. tuberculosis H37Rv con una CMI de 6 uM, pero

ademas el menos téxico en hepatocitos y mas efectivo.”

En 2012, Garza y cols mostraron resultados sobre un nuevo furanolignano de

nombre 2'5"-dimetoxisesamina que presentd frente a M. tuberculosis H37Rv

una CMI de 63 pg/mL."

Como se ha observado, en la literatura se ha reportado la actividad
antituberculosa de varios lignanos incluyendo la del AmDG. Sin embargo, no se
ha descrito su mecanismo de accién sobre M. tuberculosis, por lo que se

plantea la siguiente hipotesis.
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CAPITULO Il

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

El patrén de expresion génica en M. tuberculosis H37Rv seré alterado por
efecto del acido meso-dihidroguaiarético en genes asociados a la sintesis de la

pared celular, la sintesis del ARN o la sintesis del ADN.

3.2 Objetivo general

Determinar el posible mecanismo de accién del acido meso-dihidroguaiarético

sobre M. tuberculosis H37Rv.

3.3 Objetivos especificos

e Determinar condiciones de concentracion y tiempo de exposicion de M.
tuberculosis H37Rv al AmMDG

e Cultivar M. tuberculosis H37Rv con y sin tratamiento del AmDG

e Extraery analizar la calidad y rendimiento del ARN total

e Sintetizar y marcar con fluoréforos, el ADNc

e Hibridar el ADNc marcado en el microarreglo

e Realizar la lectura y cuantificacion del microarreglo

e Realizar el analisis bioinformatico del microarreglo

e Disefar oligos para PCR en tiempo real

e Estandarizar la técnica de PCR en tiempo real para validar resultados del

microarreglo

14



CAPITULO IV

4. MATERIALES

4.1 Compuesto a evaluar

Acido meso-dihidroguaiarético (AmDG) del extracto cloroférmico de L.
tridentata.

4.2 Determinacién de las condiciones de exposicion del AmDG sobre M.

tuberculosis H37Rv

Para determinar las condiciones de exposicion se realizé una cinética de
crecimiento de cultivo micobacteriano y se monitored por 5 dias a A de 600 nm

mediante un espectrofotometro Beckman Coulter DU 800 (UV-VIS).

4.3 Cultivo micobacteriano

Para el cultivo de M. tuberculosis H37Rv de American Type Culture Collection
(ATCC) 27294 sensible a isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida, se
prepar6 medio Middlebrook 7H9 complementado con Tween 80 (0.05%) vy
glicerol (0.2%) y enriquecido con 10% de &cido oleico-albumina-dextrosa-
catalsa (OADC) de la casa comercial Becton Dickinson.

4.4 Extraccion del ARN total

Se realizo la extraccion del ARN total a partir del cultivo de micobacterias
empleando el kit RiboPure-Bacteria AM1925 de AMBION.
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4.4.1 Andlisis del ARN total

Para determinar la calidad del ARN se aplicé una electroforesis en agarosa al
1% y se analizé en un fotodocumentador BIO-RAD mediante el programa gel
Doc XR. La pureza y el rendimiento se determinaron a A %%,g, y a 260 nm

respectivamente, en un biofotometro Eppendorf.

4.5 Sintesis y marcaje del ADNc

A partir del ARNm que forma parte del ARN total obtenido, nos fue posible la
sintesis in vitro del ADNc mediante una retrotranscripcién siguiendo el
protocolo del kit amino allyl cDNA Labeling AM1705 de AMBION, para el
marcaje se usaron Amersham CyDye Post-labelling Reactive Dye Pack
RPN5661 de GE Healthcare.

4.6 Hibridacion del Microarreglo

Para la hibridacién del ADNc marcado, se emplearon los siguientes elementos:
a) Microarreglo (CAT-30K M. tuberculosis H37Rv-gene MYcroarray)
b) Camara de hibridacion y laminillas de empaque (Agilent Technologies)
c¢) Solucién de hibridacion:
I. SSPE 6X (NaCl 3M, EDTA 20mM, NaH,PO, 118.2mM y Na,HPO,
81.8mM)

ii.  Formamida (10%)

iii.  Albumina de suero bovino acetilada (0.01mg/mL)

iv.  Tween-20 (0.01%)

v.  Oligo control (1%)

vi.  Agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC)

Se realizé una hibridacién dinamica a 50°C por un tiempo de 24 horas.
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4.7 Lavado y secado del microarreglo

Después de la hibridacion del microarreglo, se procedi6 al lavado con SSPE 1X

y 0.25X, después fue secado por centrifugacion.

4.8 Lectura y cuantificacion del microarreglo

La lectura del microarreglo se llevd a cabo en un GenPix 4400A Microarray

Scanner empleando para su andlisis estadistico el genArise package.
4.9 Andlisis bioinforméatico del microarreglo
Los resultados obtenidos del microarreglo fueron analizados en bases de datos

de acceso libre, como: The Database for Annotation, Visualization, and
Integrated Discovery v6.7 (DAVID, http://david.abcc.ncifcrf.qgov/), TB Databases

(TBDB, http://www.tbdb.org/), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

(KEGG, http://www.genome.jp/kega/), National Center for Biotechnology

Information (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov/), M. tuberculosis databases

(tuberculist, http://tuberculist.epfl.ch/).

4.10 Validacion del microarreglo mediante PCR en tiempo real
4.10.1 Disefo de oligos

Para el disefio de oligos de interés y de referencia fueron empleadas
herramientas informaticas, tales como: primer express 3.0, AmplifX 1.5.4,
Primer 3 (v.0.4.0). Las secuencias de genes fueron tomadas del NCBI, con
namero de referencia de secuencia genomica “NC_000962.3”. La sintesis de

oligos fue realizada en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM.
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4.10.2 Extraccién del ARN y sintesis del ADNc

La extracciéon del ARN total se realizd6 empleando el kit RiboPure™-Bacteria
(nimero de parte, AM1925). En cuanto a la sintesis del ADNc, fue utilizado el
kit SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis (nimero de parte 11754050), ambos

kit de la marca Invitrogen.
4.10.3 Estandarizacion mediante PCR de punto final

La estandarizacién de la temperatura de alineamiento y tiempos para la
reaccion de PCR fue realizada en el termociclador Corbett Research CG1-96
mediante PCR de punto final empleando GoTaq ®Green Master Mix 2X

(nimero de parte M7122).

4.10.4 PCR en tiempo real

La cuantificacion de la expresion génica se realizé en el equipo StepOne™
Real-Time PCR System de Applied Biosystems, empleando el kit EXPRESS
SYBR® GreenER™ gPCR Supermix Universal de invitrogen (nimero de parte
11784200), ademas de los siguientes accesorios: tapas para tubo (MicroAmp®
Optical 8-Cap Strip, numero de parte 4323032), placas de 48 pocillos
(MicroAmp® Fast Optical 48-Well Reaction Plate, nimero de parte 4375816),
adaptador (MicroAmp® 96-Well Support Base, niumero de parte 4379590) y
tiras de tubos (MicroAmp® Fast 48-Well Tray, niumero de parte 4375282) de
Applied Biosystems.
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CAPITULO V

5. METODOS

5.1 Determinacién de las condiciones de exposicion del AmDG sobre M.
tuberculosis H37Rv

Se ha dado a conocer que uno de los desafios a los que muchos
investigadores se enfrentan, en el ambito de los microarreglos, es definir las
condiciones de estrés que se aplicaran a un cultivo celular, es decir, el tiempo y
la concentracién del compuesto a la que debera de exponerse.** En nuestro
caso, las condiciones de estrés se determinaron evaluando una cinética de
crecimiento de M. tuberculosis H37Rv en su etapa exponencial de desarrollo.
La bacteria fue cultivada en medio Middlebrook 7H9 y después de 15 dias la

suspension bacteriana fue ajustada a una densidad Optica (DO) inicial de 0.5.

Se prepararon 300 ML de una solucion stock de AmDG con una concentracion

de 50000 Mdg/mL en dimetilsulfoxido (DMSO). Posteriormente, se tomaron

alicuotas de 1 mL del cultivo bacteriano en fase exponencial y se distribuyeron
en tubos de 12 x 100 mm, obteniendo un total de 14 tubos con suspension
bacteriana, a los cuales se le adicionaron seis concentraciones diferentes de

AmDG. Las concentraciones ensayadas fueron: 12.5, 25, 50, 100, 150 y 200
Mg/mL, cada concentracion se realizd por duplicado. En cuanto a los cuatro
tubos restantes, dos de ellos fueron exentos de AmDG, representando el
control sin tratar y los otros dos fueron expuestos a 40 UL de DMSO. Las DO

de la suspension de micobacterias con diferentes concentraciones del lignano

se monitorearon en un espectrofotbmetro a una longitud de onda de 600 nm,
durante cinco dias por intervalos de 24 horas. La concentracion de 50 hg/mL

por un tiempo de 24 horas fue la condicion de estrés elegida ya que, esta fue la
concentracion minima que inhibié totalmente el crecimiento del -cultivo

micobacteriano después de 24 horas de exposicion al lignano.
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5.2 Cultivo micobacteriano.

Después que se establecieron las condiciones de estrés para M. tuberculosis
H37Rv, la micobacteria fue cultivada en tubos de 16 x125 mm conteniendo 5
mL de medio Middlebrook 7H9 enriquecido con 10% de OADC, Tween-80
(0.05%) y glicerol (0.2%) e incubada a 37°C. Después de transcurrir 5 dias, el
caldo en los tubos se analiz6 mediante una tincibon BAAR para determinar
pureza del cultivo. Solo aquellos tubos con M. tuberculosis H37RV libres de
otras bacterias se transfirieron a botellas de vidrio de 100 mL con tapa rosca,

para ajustar el volumen a 100 mL con el medio antes mencionado.

Las bacterias en las botellas se cultivaron por 10 dias adicionales. Finalizado
este tiempo el cultivo bacteriano fue llevado a una DO de 0.5 y dividido en dos
partes equitativas. Una de ellas permanecio sin ser sometida a estrés pero la
otra en cambio se incubo por 24 horas con una concentracion de 50 pg/mL del
AmDG. Finalizado este tiempo, la suspension bacteriana que recibié el
tratamiento (muestra tratada) como la que no fue tratada (muestra control), se
centrifugaron por separado para obtener el boton bacteriano a partir del cual se

realizé la extraccion del ARN.

5.3 Extraccion del ARN total

La extraccion del ARN total del boton bacteriano de ambas condiciones, se
realiz6 mediante el kit AM1925 de ambion. Cabe mencionar, que desde el
aislamiento del ARN total hasta el marcaje del ADNc ambas muestras fueron
procesadas de manera similar pero de manera independiente. Los botones

bacterianos se transfirieron por separado a un tubo estéril para microcentrifuga
de 1.5 mL, se afiadieron 350 UL de RNAwiz y agitaron en vortex hasta
homogeneizar. Por otro lado, en un tubo con tapa de rosca se agregd una

cantidad aproximada de 250 UL de perlas de zirconia, a este tubo se le afiadio
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las bacterias en RNAwiz y se dejaron agitando 10 minutos en vortex, para

provocar la lisis bacteriana.

El lisado bacteriano se centrifugé para separar las perlas de zirconia, el
sobrenadante se transfirio a un tubo estéril libre de nucleasas. Al volumen del
lisado (sobrenadante), se le afiadieron 0.2 volimenes de cloroformo grado
HPLC (cromatografia liquida de alta resolucién), se mezcl6 vigorosamente por
30 segundos y se incubo6 por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente,
la mezcla anterior se centrifugd a 13500 rpm durante 5 minutos, la fase acuosa
fue recuperada y transferida a un nuevo tubo eppendorf de 1.5 mL donde se le
afiadieron 0.5 volumenes de etanol al 100% y se mezcl6 vigorosamente. Luego
esta muestra se hizo pasar a través de un cartucho con filtro colocado dentro
de un tubo colector, con el objetivo de que todo aquello que no fuera ARN,
pudiera atravesar el filtro y ser descartado. Al ARN adsorbido en el filtro se lavo
tres veces, una con la solucién de lavado 1 y dos veces con la solucién de
lavado 2/3. El filtro con el ARN se depositdé en un nuevo tubo colector de 2 mL y

se recuper6 con una solucion de elucion precalentada a 94°C. Posteriormente,
se adicionaron 4 PL de DNasa I, 11 UL de solucion amortiguadora de DNasa y

se incubd por 30 min a 37°C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se le
agrego a la reaccion 0.2 volimenes de inactivador de DNasa |, y se mantuvo a
temperatura ambiente durante 2 min agitindose dos veces durante este

tiempo.

5.3.1 Anélisis del ARN total.

El ARN total fue analizado mediante electroforesis de agarosa al 1%, utilizando
como buffer TBE 1X. Se depositaron en cada pocillo la cantidad de 10 YL de
muestra, que contenia 5 UL de ARN total, 2 UL de buffer de carga (jugo azul) y
3 ML de agua libre de nucleasas, y se aplico una corriente de 70 Volts durante

5 min para permitir el adecuado depdsito de las muestras en sus respectivos

pocillos. Posteriormente, se incrementd a 115 volts y se dejoé correr en el gel
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durante 30 min. El objetivo de aplicar electroforesis a las muestras de ARN total
es para observar las bandas de ARN ribosomal que ocupan entre el 80 al 90%
de la composicion total de la muestra, asi que dos bandas compactas y
ligeramente separadas entre ellas son representativas de una buena integridad
del total de la muestra incluyendo el ARN mensajero, que resulta ser la muestra
de interés ya que, a partir de este se sintetizaran los ADNc que seran
hibridados en el microarreglo. Para lo anterior no resulta indispensable usar

indicador de peso molecular.

Se determind la pureza del ARN total al medir la relacién de absorbancias a
260/280 y el rendimiento se calculdé a una absorbancia de 260 nm empleando

la siguiente formula:

Azgo X factor de dilucion x 40 pg/mL = [ARN]

Rendimiento= [ARN] x volumen

5.4 Sintesis y marcaje del ADNc

Después de haber obtenido una cantidad adecuada de ARN total, se prosiguio
a emplear 12 pL para la sintesis del ADNc, la cual se llevé a cabo de la

siguiente manera:

Se incub6 en un eppendorf de 1.5 mL una mezcla de decameros de
nucleodtidos al azar con el ARN total a 75°C por 7 min, después se centrifugaron
a 1000 rpm durante 10 segundos y se mantuvo a temperatura ambiente
mientras se afiadieron los siguientes componentes de reaccién: 2 uL de buffer
10x, 1 L de inhibidor de ribonucleasas, 1 upyL de mezcla de
desoxirribonucleotidos excepto timina, 1 L de mezcla de timina y aminoalil
uridina y finalmente 2 pL de enzima transcriptasa reversa M-MLV. Se
homogeneizo la mezcla de reaccion en un vortex, se centrifugd para colectar lo

remanente en las paredes para después incubarse 1.5 horas a 42 °C.
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En este paso el ADNc fue sintetizado y el ARN total que sirvi6 de molde, fue

degradado mediante una posterior hidrolisis alcalina con 4 UL de NaOH 1M a

65°C por 15 min. La reaccion de hidrdlisis fue neutralizada con 10 gL de buffer
HEPES 1M; al ADNc sintetizado se le anadié 100 yL de etanol 100% y 3.4 pL
de acetato de sodio 3M y después de mantenerlo 30 min a -20°C, se centrifugd
durante 15 min a 13000 rpm, para obtener el precipitado de ADNc y descartar
el sobrenadante. Al precipitado se le afiadio 0.5 mL de etanol al 75%, se
centrifugd a 13000 rpm durante 5 min y se descarté el sobrenadante para

obtener el ADNc listo para el marcaje.

La preparacion de ambos colorantes fluorescentes Cy3 y Cy5 consistié en
disolver todo el contenido en cada uno de los viales provistos por el kit, en 3 JL
de DMSO vy dejarlos incubar en la obscuridad a temperatura ambiente por una
hora. Mientras la incubacion de los fluoréforos se llevaba a cabo, dos columnas
NucAway fueron preparadas adicionando 650 pL de agua libre de nucleasas
sobre un polvo contenido dentro de las columnas NucAway, que al estar en
contacto con el agua tiene la capacidad de formar una cama de gel después de
incubarse por aproximadamente 1.5 horas; después se eliminé el exceso de
agua libre de nucleasas mediante centrifugacion a 3000 rpm por dos minutos y

guedaron listas para la purificaciéon del ADNc que se marcé posteriormente.

Por otro lado, cuando la incubacion de los colorantes concluyo, se prosiguio al
marcaje del ADNc, de la siguiente manera: en un eppendorf de 1.5 mL que
contenia al ADNCc, se le afiadieron 4 yL de buffer de acoplamiento, se aplicé
vortex para facilitar la disolucion del ADNc y se centrifugd a 2000 rpm durante
15 s para colectar todo el ADNc adherido a las paredes en el fondo del tubo.
Después de centrifugar se le afiadié 2.5 uL de agua libre de nucleasas y se
repitié el paso de vortex y centrifugacion con el mismo objetivo. Finalmente los
3 pL de colorantes disueltos en DMSO fueron afadidos a su respectivo ADNc e
incubados durante una hora protegidos de la luz a temperatura ambiente. La

reaccion de acoplamiento fue detenida mediante la adicion de 6 pL de
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hidroxilamina 4M y una posterior incubacién de la reaccion en la obscuridad por
15 min, dando como resultado el marcaje de la muestra control con Cy3 y la

muestra tratada con Cy5.

Cada muestra fue llevada a un volumen de 85 yL con agua libre de nucleasas,
y se depositaron sobre la cama de gel formada en las columnas de purificacion
NucAway. Cada columna se colocé en un tubo colector estéril de 1.5 mL y se
eluy6 centrifugando a una velocidad de 3000 rpm durante dos minutos. El
ADNc marcado se filtré a través de la columna, quedando retenido el exceso de
fluoréforo libre en el gel de la columna y depositandose en el tubo el ADNc
marcado. Las columnas anteriores se colocaron nuevamente dentro de otro
tubo colector de 1.5 mL y se les adicion6 a cada una 100 uL de agua libre de
nucleasas y se centrifugaron en las condiciones previamente descritas para
recuperar la mayor cantidad posible de ADNc marcado. Las eluciones
obtenidas del ADNc de la condicion tratada y sin tratar fueron reunidas e
incubadas por separado cada una con 0.1 volumen de acetato de sodio 3M y
tres volimenes de etanol 100% a -20°C por 30 min. Posteriormente, se
centrifugaron a 13000 rpm durante 30 minutos, y se descartd el sobrenadante.
El precipitado se lavo con 0.5 mL de etanol 75%, nuevamente se centrifugé a
13000 rpm durante 15 minutos y se descarté el sobrenadante. Finalmente el

precipitado obtenido se diluy6 en 10 uL de agua libre de nucleasas.

5.5 Hibridacion del microarreglo

La hibridacion del ADNc de ambas muestras sobre el chip de ADN, se realizo
preparando una mezcla de reaccién a un volumen final de 300 pL la cual
contenia SSPE 6X, 10% de formamida, 0.01 mg/mL albumina de suero bovino
acetilada, 0.01% de Tween 20, 1% de oligo control, 10 yL de cada ADNc
marcado, completando el volumen de reaccién con agua DEPC. Previo a la
hibridacion la muestra se incub6 5 minutos a 65 °C y de igual manera la

camara de hibridacion, el chip de ADN y una laminilla de vidrio con empaque.
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Inmediatamente después de esta incubacion la muestra se llevo a -20 °C

durante 5 min.

Una vez concluido el tiempo de incubacion, el chip de ADN se coloco sobre la
camara de hibridacion y se le depositaron los 300 uL de la mezcla de reaccion,
para posteriormente cubrirse con la laminilla de vidrio, dejando una burbuja de
aire que permitiera el contacto del ADNc sobre todos los genes del chip,
consiguiendo asi una mejor hibridacién entre sondas complementarias. La
camara con el chip se sometieron a una incubacién a 42 °C durante 24 horas

protegidos de la luz.

5.6 Lavado y secado del microarreglo

Al final de la incubacion el chip con la laminilla se sumergieron en una solucion
SSPE 1X durante 3 min para permitir la separacion cuidadosa de ambos. Ya
separado, el chip se sumergi6 nuevamente durante 3 min en una nueva
solucién SSPE 1X, se repitié este paso una vez mas y después se sumergio en
SSPE 0.25X durante 30 S. Inmediatamente, el chip se secé mediante una
ligera centrifugaciéon (menor a 1000 rpm durante 2 minutos) para impedir que
gueden manchas de sales o cualquier artefacto presente que pudiera alterar la

posterior lectura del microarreglo.

5.7 Lectura del y cuantificacién microarreglo.

El microarreglo fue colocado en el lector, con la cara de impresion hacia abajo
y con el uso del Scaner de microarreglos se hizo la lectura para cada uno de
los fluoréforos a su longitud de onda de excitacion correspondiente (Cy3 a 555
nm, Cy5 a 647nm), dando click sobre el icono adquisicion de imagenes.
Habiéndose realizado esta lectura, el equipo generé tres imagenes, una
correspondiente a la lectura de longitud de onda de 555 nm, otra para 647 nmy
la ultima fue la combinacion de ambas (555/647 nm). Las imagenes se
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guardaron dandoles un nombre deseado. Posteriormente se cred una reticula
con la que se hizo coincidir cada cuadro con cada punto de las imagenes
previamente generadas del arreglo, con el fin de reducir el espacio de
bdsqueda para la lectura. Se seleccioné el comando Grid y se insertaron los
datos del archivo del arreglo de los genes de M. tuberculosis H37Rv sobre el
chip proporcionados por el proveedor. El archivo contiene la informacion sobre
la localizacién de cada uno de los genes impresos en el arreglo, de manera que
puede conocerse con exactitud el gen correspondiente a cierto punto.
Habiendo alineado automaticamente la reticula con las imagenes del arreglo se
prosiguié a separar la intensidad de los puntos de la intensidad de fondo, ya
gue esta ultima afectaria la calidad de la informaciéon de la expresion génica vy,

gue a su vez impactaria en las conclusiones biologicas derivadas de los datos.

La siguiente etapa fue hacer el analisis estadistico de forma automatica de
todas las medias de cada gen a las dos intensidades (555 nmy 647 nm) y a la
relacion entre ellas (555/647 nm), empleando el software genArise. A partir de
las medias de cada gen se calcul6 la desviacion estandar (DE) y a partir de ella
se calculé el Zscore de cada gen, que representa el nimero de DE. Se obtuvo
una lista de genes con diferentes valores de Zscore, de los cuales se
consideraron significativos para el analisis bioinformatico aquellos que

presentaran un numero de DE (Zscore) menor de -1.5 y mayor de 1.5.

5.8 Andlisis bioinformatico de la expresion génica.

Una vez que se obtuvo la lista de los genes que se regulan positiva y
negativamente, se procedié a realizar el andlisis bioinformatico empleando
bases de datos mencionadas en el apartado 4.10, en las cuales la lista de
genes con un Zscore mayor a 1.5 y menor a -1.5 fueron analizados. Los

resultados se comentan en la seccién 6.4.
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5.9 Validacion del microarreglo mediante PCR en tiempo real
5.9.1 Disefio de oligos

Para el disefio de oligos se utlizaron las herramientas bioinformaticas
mencionadas en el apartado 4.10.1. Estos oligos fueron diseiiados a partir de
las secuencias de los genes seleccionados a evaluar en PCR en tiempo real,
tomando como criterio de eleccion de estos genes, aquellos que presentaran
desviaciones estandar mas dispersas de acuerdo a las listas de genes sobre-
expresados e inhibidos del microarreglo. Fueron elegidos seis genes sobre-
expresados y cuatro genes inhibidos. Ademas se eligieron dos genes de
referencia con el fin de probar cuél de ellos podria amplificar a la temperatura
misma de los genes de interés y también cudl de ellos mantendria constante su
nivel de expresion en ambas condiciones. A partir de la secuencia de uno de
los genes de referencia (Rv1436, gliceraldehido fosfato deshidrogenasa) se
disefié un par de oligos. En cuanto al par de oligos del otro gen de referencia
(RvDB_6066, ARN ribosomal 16s) fue elegido de trabajos publicados de PCR

en tiempo real de M. tuberculosis H37Rv.

En la tabla 3 se muestran los oligos disefiados a partir de los genes
seleccionados del microarreglo para la validacion por PCR en tiempo real. La
secuencia de los genes fueron copiadas del GenBank, y pegadas en el
programa Primer3 o Primer Express version 3. Posteriormente, se modificaron
solo algunos parametros para la obtencion de oligos, dichos parametros
fueron: temperatura media del oligo (55-63 °C), longitud del oligo (entre 17-22,
optima 20 nucledétidos) y longitud del segmento a amplificar (entre 90-250
pares de bases), el resto de los parametros preestablecidos en cada
programa (Primer3 y Primer Express version 3) no se modificaron. Finalmente
se dio “click en pick primers” para que el programa arrojara varias opciones de
oligos. Cada opcion emitida fue analizada en el programa amplifx 1.5.4
probando los posibles dimeros que pudieran formarse entre oligos, de manera

que el par de oligos mas estable, es decir, aquel que no formara ningun tipo de
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dimeros, era seleccionado. Asi mismo, con el programa Amplifx fue realizada
una PCR virtual para cada par de oligos con su secuencia de gen
correspondiente para conocer la longitud del amplicon y temperatura de

alineamiento sugerida.

Tabla 3. Secuencia de oligos para PCR en tiempo real.

Gen ID Forward 5°—3" Reverse 5'—3’ Zscore
Rv3551 CTTGAATCTCGGTGACAGCC | ACCGATTTGACCAGTTCCTC 2.473
Rv3903c AGGAGATGCTGACTGGGAT CTAGCGCCTCATTAGGGTT 3.549
Rv0584 CACCCACTACGCCAATTTCT AGCGGTACCACACTGTCTC 2.824
Rv0849 GAGTCCTCGTCGGAAATCTG | GAACCCGAGGTGAATGTGTC 3.461
Rv0176 GTTTGTGGGTTGGCTGTG CGGTTTGCCATTCATTGACG 2.967
Rv1066 GCTAGTGATCGAGCGCAA CAACCCCAAGTCCAGCA 2.979
Rv2780 TCCACACTCGCTACTCATCG TATCCACCAGTACCGCACCT -3.285
Rv2895c CTTTGAGGTTGTCGCTACCC CGACGAACACCAGCTTGAT -4.931
Rv0954 ACTCGGCGTATTTCTGATGG | CTGTCCATACGGGTCGAACT | -3.311
Rv3692 GAGCGTCAAGTCAGTGTGGA | CAACTGATAGGTGCCCTCGT -4.234
RvDB_6066 | CAAGGCTAAAACTCAAAGGA GGACTTAACCCAACATCTCA A
Rv1436 GGCGTGGATGGTGGTCAT ATCATCTCCAATGCGTCGTG B

a,b genes de referencia

5.9.2 Extraccion del ARN y sintesis del ADNc

La extraccion del ARN de M. tuberculosis H37Rv, asi como el analisis de la
calidad fueron realizados de igual manera que para los experimentos del
microarreglo 5.3 y 5.3.1, respectivamente. Por su parte, la sintesis del ADNc
fue realizada empleando el kit SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis v,
siguiendo el protocolo del fabricante, los componentes de reaccion listados en
la tabla 4, se reunieron y fueron sometidos a temperaturas de 25°C, 42°C y
85°C por 10, 60 y 5 minutos, respectivamente.

Después de haber obtenido el ADNc se procedio a evaluar los oligos mediante
PCR punto final la finalidad de determinar

con las temperaturas de
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alineamiento y las concentraciones de oligos para ser empleadas en PCR en
tiempo real.

Tabla 4. Componentes de reaccion para la sintesis de ADNc

Componente de reaccion Volumen por reaccién
5X VILO™ Reaction Mix 4 uL
10X SuperScript® Enzyme Mix 2 uL
ARN total Arriba de 2.5 ug
Agua libre de nucleasas para aforar 20 uL

5.9.3 Estandarizacion mediante PCR de punto final

Las reacciones de PCR punto final, se realizaron empleando el kit GoTaq

®Green Master Mix 2X, incluyendo en la reaccién los siguientes componentes:

Tabla 5. Componentes de reaccion empleados en PCR punto final

Componentes de reaccion Volumen por reaccion (L)
GoTaq ®Green Master Mix 2X 10
ADNCc 1.5 (450 ng)
Oligo forward 1 (0.1-0.5 pM)
Oligo reverse 1 (0.1-0.5 uM)
Agua estéril 6.5
Volumen final 20

Se probaron diferentes temperaturas de alineamiento (oscilaron entre 55 y 61
°C) y diferentes concentraciones para cada par de oligos, hasta que se logré
obtener las 6ptimas, en las que es posible observar en un gel de agarosa
después de una electroforesis, una banda bien definida de un producto de
PCR, del tamafio esperado y sin exceso de oligos tal como se muestra en la
Figura 12 en la seccion de resultados y discusion. Unicamente, el par de oligos
gue no mostro una buena amplificacion fue el Rv1436, ya que a la temperatura

de alineamiento de 57 °C, mostraba dimerizacion de oligos, cuando el resto de
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los genes, presentaban una éptima amplificacion a esta temperatura. Por tal
motivo fue descartado para ser empleado como gen de referencia en el

analisis de PCR en tiempo real.

5.9.4 PCR en tiempo real

Después de haber estandarizado la temperatura de alineamiento de cada par
de oligos asi como sus concentraciones en la reaccion final de PCR punto
final, proseguimos a cuantificar mediante PCR en tiempo real, la expresion de
cada uno de los genes seleccionados.

Habiendo descartado la posibilidad de probar el gen de referencia Rv1436,
debido a su mala amplificacion en PCR punto final, fue solo el gen de
referencia RvDB_6066 (subunidad 16s ribosomal) el que fue sometido a
prueba para saber si después de haber mostrado muy buena amplificacion en
PCR punto final, en PCR en tiempo real era apropiado para ser empleado
como gen de referencia en nuestro experimento, para lo cual se prepararon
por duplicado reacciones de PCR en tiempo real para el gen de referencia
empleando por separado el ADNc obtenido de la condicion tratada y el ADNc
obtenido de la condicion control, también se emplearon para cada reacciéon de
PCR en tiempo real, los componentes enlistados en la Tabla 7. Ambas
reacciones fueron iniciadas en el termociclador de tiempo real y, durante la
reaccion mostraron graficas de amplificaciones muy similares y un Cy muy

cercano entre la muestra tratada y control.

Asi fue que comprobamos que el gen de la subunidad del ARN ribosomal 16s
fue adecuado ya que se mantuvo un nivel de expresion independientemente

del tratamiento al que fue sometido M. tuberculosis H37Rv con el AmDG.

Posteriormente fue disefiado el experimento para iniciar la cuantificacion de la

expresion génica. Se eligi6 como tipo de cuantificacion, “Cuantificacion
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Relativa”; el método de cuantificacion relativa seleccionado fue “AACt (método
de Cy comparativo)”. Posteriormente elegimos “SYBR green”, como el tipo de
fluoréforo; y “ADNc” como tipo muestra. Se establecio el nUmero de genes a
analizar, que en nuestro caso fueron de uno o dos genes de interés por
reaccion, ademas del gen de referencia. El criterio de trabajar con cierto
namero de genes fue de acuerdo al nimero de pocillos disponibles en una
placa de 48 pocillos, tal como la que se ejemplifica en la Figura 6, después se
identifico a cada gen con su correspondiente ID (identificacion en genbank).
Las muestras se identificaron como control y tratada. Se eligido el gen de
referencia que para todos nuestros ensayos siempre fue el RvDB_6066 (16s)
independientemente si se estaban analizando los genes sobreexpresados o
inhibidos. La muestra de referencia fue la muestra control para la cuantificacion
de los genes sobreexpresados y la tratada para los genes inhibidos. Todos los
genes tanto de interés como el de referencia fueron ensayados por triplicado
en ambas muestras, de manera que el valor de C+ (ciclo umbral, nimero del
ciclo en el que la gréfica de amplificacion alcanza el umbral, en otras palabras,
cuando es detectado por el equipo un incremento significativo de
fluorescencia) de todos los genes, es promediado y el Cymedio €S 0Obtenido.

Hasta este punto del disefio del experimento, el StepOne Software v2.1 exhibe
una distribucion de los genes y las muestras en una placa de 48 pocillos (Tabla
6, ejemplo de una distribucién de un gen sobreexpresado), que representa el
acomodo que deben tener las muestras en la placa al momento de ser

cargadas.
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Tabla 6. Distribucion del experimento del gen sobreexpresado Rv3551 (CoA)

Control 16s: ADNc de muestra control + oligos del gen de referencia, 16s; Tratada 16s:

ADNCc de muestra tratada + oligos del gen de interés, CoA transferasa; Control CoA: ADNc de
muestra control + oligos de gen de referencia, 16s; Tratada CoA: ADNc de muestra tratada +
oligos del gen de interés.

El siguiente paso fue definir en el equipo las temperaturas y el tiempo de la
reaccion. La temperatura y el tiempo de la etapa de alineamiento fueron
tomadas a partir de lo obtenido en PCR punto final y el resto de las
temperaturas fueron tomadas de las recomendadas por el fabricante del kit de

PCR en tiempo real.

La primera etapa de la reaccion fue el calentamiento para la activacion de la
enzima platinum® Tagq DNA polymerase a 50°C por dos minutos y 95°C por
dos minutos, seguida de una etapa de amplificacion de 40 ciclos de 15 s a
95°C en la etapa de desnaturalizacion; 57°C por 30 s, en la etapa de

alineamiento y 60°C durante 60 s para la etapa de extension.

La Figura 4 muestra la rampa de temperaturas con sus respectivos tiempos asi

como el numero de ciclos en la etapa de amplificacion.
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Las reacciones para cada gen fueron conformadas por los mismos
componentes ocupando un mismo volumen de 10 pL en la reaccion final,
variando Unicamente entre cada una de las reacciones el tipo de muestra,
tratada o control segun sea el caso y el tipo de oligos y las concentraciones de
estos. La concentracion de los oligos fue tomada a partir de los resultados de
PCR punto final (se muestran en el capitulo de resultados y discusion).

Tabla 7. Composicion de la reaccion de PCR en tiempo real

Componente de reaccion Volumen por reaccién (uL)

Master Mix 2x 5

Rox 0.2

Oligo forward 0.5

Oligo reverse 0.5

ADNCc tratado o ADNc control 1 (100 ng)

Agua libre de nucleasas 2.8
Volumen final 10

Después de preparar y distribuir las reacciones en el pocillo correspondiente
estas fueron ejecutadas para PCR en tiempo real y al término de las
reacciones, el StepOne Software v2.1 automaticamente realiza la
cuantificacion relativa de la expresion génica de ambas muestras (control y

tratada) a partir del numero del Crmedio, empleando las siguientes formulas:

AC+ tratada = Ctmedio gen interés tratado— Ctmedio gen referencia tratado

AC+ control = Crmedio gen interés control— Ctmedio gen referencia control

AAC+ tratada = ACt tratada— ACt control

AAC+T control = ACt control— AC+t control

RQ (Cuantificacion relativa) = 2744¢T
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CAPITULO VI

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Determinacién de las condiciones de exposicion del AmDG sobre M.
tuberculosis H37Rv

El bacilo de M.

concentraciones del AmDG en un tiempo total de 120 h y se registro la lectura

tuberculosis H37Rv fue sometido a seis diferentes

de la DO del cultivo bacteriano por periodos de 24 horas a partir del tiempo
cero (Tabla 8). La concentracion de 50 pg/mL de AmDG por un periodo de 24
horas fueron las condiciones minimas necesarias para causar inhibicion del
crecimiento de la micobacteria como se aprecia en la Figura 5. Empleando
estas condiciones de estrés puede verse reflejada una alteracion de la
expresion génica sobre el microarreglo y de aqui ser analizado para plantear
un probable mecanismo de accion. Por lo tanto, fueron estas las condiciones

de estrés elegidas para tratar a M. tuberculosis H37Rv.

Tabla 8. DO de cultivos de M. tuberculosis H37Rv a diferentes concentraciones

del AmMDG

Horas 12,5 25 50 100 150 200
Cepa [DMSO| pg/mL pg/mL | pg/mL | pg/mL pg/mL pMg/mL

Densidad Optica
0.4861(0.4772| 0.5080 | 0.5003 | 0.5029 | 0.5033 | 0.5048 | 0.4876
0 |£.015|+.002 | +.015 +.019 +.001 +.007 +.008 +.010
0.524010.4859| 0.5346 | 0.5321 | 0.5112 | 0.5062 | 0.6096 | 0.6569
24 |[+.088 |+.014 | +.011 +.009 +.007 +.006 +.007 +.010
0.5544(0.5560| 0.5528 | 0.5531 | 0.4965 | 0.4892 | 0.5561 | 0.5699
48 |[+.017 |+.014 +0 +.017 +.003 +.006 +.005 +.003
0.6035]0.5936| 0.5845 | 0.5687 | 0.4578 | 0.4496 | 0.5074 | 0.4977
72 |[+.015 |+.006 | +.003 +.015 +.006 +.004 +.002 +.012
0.6262]0.6157| 0.6088 | 0.5926 | 0.4543 | 0.4396 | 0.4942 | 0.4854
96 |+.021 |+.006 | +.006 +.020 +.005 +.012 +.009 +.011
0.6388(0.6502| 0.6278 | 0.6106 | 0.4470 | 0.4137 | 0.4875 | 0.4603
120 |+.011 [+.007 | +.002 +.035 +.002 +.013 +.001 +.010
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6.2 Extraccion del ARN

Un cultivo de micobacteria en fase exponencial de crecimiento fue dividido en
partes equitativas y a una de ellas se le adicioné una cantidad de AmDG para
obtener una concentracién de 50 pg/mL del compuesto en el cultivo y a la otra
parte se le adicion6 el compuesto (ver seccidén 5.3). A partir de estos cultivos,
de manera independiente se les realizdé una extraccion de ARN total, este fue
cuantificado y las cantidades de ambas condiciones fueron igualadas a 12 dg.

Para determinar la integridad del ARN total se hizo una electroforesis en gel de

agarosa 1% Yy se analizé observando por transiluminador UV (Figura 6).

. ARN ribosomal 23S
ARN ribosomal 16S

L 2

Figura 6. Electroforesis en gel agarosa (1%) de ARN total de la muestra control
(carril 1) y la muestra tratada (carril 2)

El ARN total mostré en el gel, bandas de ARN ribosomales definidas, lo que
implica una buena integridad tanto del ARN ribosomal como del ARN total el
cual incluye al ARNm gque es el de nuestro interés porque es el representativo
de la expresion génica y a partir de este se generara ADNc que hibridara en el
microarreglo a su sonda correspondiente. Por lo tanto, se considero pertinente
continuar con la sintesis del ADNc y el marcaje con fluoréforos para realizar la
posterior hibridacion del ADNc marcado en el microarreglo de M. tuberculosis
H37Rv.
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6.3 Lectura y cuantificacién del microarreglo

El microarreglo hibridado se ley6é y de las intensidades de fluorescencia
obtenidas de cada punto que representa a un gen, fueron extraidas la media
aritmética y la desviacion estandar con la ayuda del programa estadistico
genArise, para emplearlas en una férmula con la que es determinado el Zscore
de cada gen. El Zscore representa el numero de desviacion estandar (DE)
para un gen que hibridd6 en el microarreglo. A continuacidbn se muestra la

férmula que para el calculo del Zscore de los genes.

Zi = (Ri— mean (R)) / sd(R)

A B T C
Figura 7. Imagenes del microarreglo de la condicion control (A) marcada con
Cy5, condicion tratada (B) marcada con Cy3y la relacion de ambas
condiciones con Cy3/Cy5 (C).

Se puede observar en la imagen A de la Figura 7, representando en color
verde debido a Cy5, los genes expresados de M. tuberculosis H37Rv, en la
condicion normal, es decir, sin tratamiento. La imagen B, muestra con color
rojo por el colorante Cy3, los genes expresados en la condicion tratada con
AmDG. Cuando las imagenes de las lecturas de las dos condiciones fueron
sobrelapadas, en este caso imagen C, se percibieron tres colores distintos,
donde los puntos verdes corresponden a los genes que se expresan

Gnicamente en la condicion control y que representan a genes que son
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inhibidos por el tratamiento en la condicion tratada. Los puntos rojos,
corresponden a genes sobre-expresados por el efecto del tratamiento.
Mientras que los puntos de color amarillo, se asumen a los genes que se
expresan en similar cantidad ambas condiciones y que no son afectados por el
AmDG.

En cuanto a la cuantificacion del microarreglo se obtuvieron 146 genes con un
Zscore mayor a 1.0 (genes sobreexpresados) y 81 genes con un Zscore menor
a -1.0 (genes inhibidos). Sin embargo, se consideraron relevantes para el
andlisis bioinformatico, aquellos genes que presentaron un Zscore mayor de
1.5 y menor de -1.5. Dando un total de 89 genes sobreexpresados y 17
inhibidos (Figura 8B). Mientras que todos los genes hibridados se representan

en la Figura 8A.

Figura 8. Zscore de todos los genes hibridados (A), Zscore de genes con DE
+/-1.5 (B).

6.4 Andlisis bioinformatico
Los genes inhibidos y sobre-expresados seleccionados para el analisis

bioinformatico, se sometieron a la base de datos Tuberculist

(http://tuberculist.epfl.ch/) y se lograron establecer sus funciones biolégicas (en
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caso de ser conocida) y la categoria funcional a la que pertenecen. Después
fueron agrupados de acuerdo a su categoria funcional correspondiente, tal
como se muestra en las tablas 9 y 10, y de las cuales podemos destacar que
la categoria funcional de “La pared celular y procesos celulares” presentd un
alto porcentaje (22.47%), ocupando el segundo sitio en la lista de genes
sobreexpresados, al igual que en la lista de genes inhibidos pero con una

proporcion del 29.41%.

Tabla 9. Genes sobreexpresados (Zscore =1.5)

Gen ID Nombre Funcién Categoria
de gen Funcional
Rv3478 PPEGO Desconocida
Rv0578c PE_PGR | Desconocida
S7
Rv3512 PE_PGR | Desconocida (FPaIrEn/ilTiZEde
S56 genes
Rv0286 PPE4 Desconocida altamente
Rv1196 PPE18 Desconocida conservados
- en Prolina-
Rv0980c | PE_PGR | Desconocida Glutamato
S18 /Prolina-
Rv3539 PPE63 Desconocida Prolina-
Rv0833 | PE PGR | Desconocida Glutamato)
S14
Rv2371 PE_PGR | Desconocida
S40
Rv0335c¢c PPE6 Desconocida
Rv1429 RV1429 Desconocida
Rv2811 RVv2811 Desconocida
Rv3129 Rv3129 Desconocida
RvO609A | RvO609A | Desconocida
Rv1066 Rv1066 Desconocida
Rv0345 Rv0345 Desconocida
Rv1006 | Rv1006 | Desconocida Proteina
RV3717 | Rv3717 | Desconocida Cg'ﬁg;f\t/:;a
Rv2240c RV2240c | Desconocida
Rv3903c Rv3903c Desconocida
Rv2372c RV2372c Desconocida
Rv3182 RVv3182 Desconocida
Rv1419 RVvV1419 Desconocida

40




Tabla 9. Genes sobreexpresados (Zscore 21.5)

Continuacion

Responsable de la translocacion de
sustrato a través de la membrana

Genip | Nombre Funcion Categoria
de gen Funcional
Rv1944c RV1944c | Desconocida
RV1765¢c | RV1765c | Desconocida
Rv3205c¢ Rv3205c | Desconocida
Rv3686¢ Rv3686¢ | Desconocida
Rv1628c | RV1628c | Desconocida Proteina
RV1156 | RV1156 | Desconocida hipotética
Rv0381c RV0381c | Desconocida conservada
Rv1532c RV1532c | Desconocida
Rv1069c RV1069c | Desconocida
Rv1414 Rv1414 Desconocida
RV2920c Amt Probable transportador Qe amonio de la
membrana hacia el exterior.
Probable proteina conservada
transmembrana asociada a proteinas
Rv0176 Rv0176 Mce (Mammalian Cell Entry) que
conducen la entrada de la micobacteria
a macrofagos
Uno de los componentes del sistema
Rv1030 kdpB transportador de potasio de alta afinidad
dirigido por ATP.
RV2856 nicT Posible transportad-or dg niquel a través
de la membrana al interior
Rv2796¢ IppV Desconocida
Rv0882 Rv0882 | Desconocida Pared celular
Rv0996 Rv0996 | Desconocida y procesos
Rv1064c IpqV Desconocida celulares
RV1236 SugA Inv,olucrado ’en el importe activo de
azucar a través de la membrana
Rv1678 Rv1678 Desconocida
Rv0955 Rv0955 Desconocida
RV0522 gabP Involgcradq en la via de degradacion del
4-aminobutirato
Rv0615 Rv0615 Desconocida
Involucrado en el transporte de sustrato
Rv0849 Rv0849 | a través de la membrana (posiblemente
farmacos)
Involucrado en el importe activo de
RV0935 PstC1 fosfato a través de la membrana.
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Tabla 9. Genes sobreexpresados (Zscore =1.5) Continuacién

Gen ID Nombre Funcion Categorla
de gen Funcional

Rv0584 Rv0584 Desconocida

RV0402¢ mmpL1 Parece esta,r . involucrado en el
transporte de acidos grasos Pared celular
Proteina asociada a la secrecion de

Rv3878 espJ ) . y procesos
factores de virulencia en el hospedero. celulares

Rv0219 Rv0219 Desconocida
Rv3760 Rv3760 Desconocida

RV2007¢ FolXA Involucrado en la transferencia de

electrones

RV3170 aofH P0_5|bl_emente cataliza la desaminacion
oxidativa
Convierte nitroimidazol biciclico

Rv3547 Ddn candidato a farmaco, a tres metabolitos

Probable reductasa/ deshidrogenasa de
alcoholes de cadena corta
Supuestamente involucrada en el
metabolismo de lipidos

Rv1990A | Rv1990A | Desconocida. Probable deshidrogenasa.
Rv0897c Rv0897c | Desconocida. Probable oxido reductasa
Rv3551 Rv3551 | Probable subunidad alfa de CoA-

Rv1245c Rv1245c

Rv1399c nlhH

Intermediario

transferasa formada por Rv3551/Rv3552 del
Rv0527 ccdA Posiblemente involucrada en la sintesis | metabolismo
del Citocromo C. Podria transferir y la

equivalentes reductores a través de la | €spiracion
membrana citoplasmica, promoviendo
eficientes puentes disulfuro en la
isomerizacibn de proteinas de la
superficie de la membrana externa
Rv2713 sthA Convierte NADPH a NADH, el cual
puede entrar a la cadena respiratoria
para generar energia

Rv0536 galE3 Posiblemente  involucrado en el
metabolismo de galactosa

Rv3309c Upp Involucrado en la via de recuperacion de
piridina, posible fosforribosiltransferasa

Rv0808 purF Involucrado en la biosintesis de novo de
purinas

Rv1105 Rv1105 En combinacién con Rv1104, cataliza la
hidrélisis de varias betalactamas PNB
(para-nitrobencilo) ésteres, al
correspondiente acido y alcohol PNB
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Tabla 9. Genes sobreexpresados (Zscore 21.5)

Continuacion

Gen ID

Nombre
de gen

Funcién

Categoria
Funcional

Rv1796

mycP5

Probable micosin anclado a la
membrana rica en prolina. Parece tener
actividad proteolitica

Rv1653

argJ

Involucrada en la biosintesis de arginina

Intermediario
del
metabolismo

y la
respiracion

RvO757

Pop

Involucrada en el mecanismo
transcripcional. PhoP es parte del
sistema regulatorio de los dos
componentes PhoP/PhoQ, que
funcionan como factores sensoriales y
adaptativos en respuesta a estimulos
ambientales PHOP/PHOQ. Parece ser
un regulador positivo para el regulén
fosfato requerido para el crecimiento
intracelular

Rv3133c

devR

DevR, Parte del sistema regulador de
dos componentes. DevR/DevS
DEVR/DEVS, controla la expresion de la
proteina de choque térmico, HspX HSPX

Rv3080c

pknK

Involucrada en la transduccion de sefial.
Involucrada en mecanismos regulatorios
transcripcionales y en la regulacion de
metabolitos secundarios

Proteinas
reguladoras

Rv3759c

proX

Parece estar involucrado en el transporte
activo de osmoprotectores a través de la
membrana

Rv1952

VapB14

Desconocida

Rv0351

grpE

Estimula junto con DNAJ, la actividad
ATPasa de DNAK

Rv0251c

Hsp

Posiblemente una chaperona
involucrada en los pasos de iniciacion de
la traduccion a altas temperaturas

Rv2863

VapC23

Posible toxina que compone el complejo
toxina-antitoxina

Rv0262c

Aac

Confiere resistencia a aminoglicosidos

Virulencia,
adaptacion y
detoxificacion

Rv2836¢

dinF

Desconocida. Inducible por dafio al DNA

RV1020

Mfd

Involucrado en la reparacion de excisiéon
de nucledtido. Necesario para reparar
cadena especifica

Rv1650

pheT

Cargador de tRNA-feniltransferasa

Vias de
informacion
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Tabla 9. Genes sobreexpresados (Zscore =1.5)

Continuacion

Gen ID Nombre Funcion Categoria
de gen Funcional
DNA girasa enrolla negativamente el DNA
de doble cadena circular de manera
RVO006 ayrA depe.n,dlente d.e ATP vy pgede catalizar
también la interconversion de otros
isdbmeros topoldgicos de anillos de DNA .
Vias de
de doble cadena informacion
Es una proteina primaria de union al ARN
Rv0704 rplB ribosomal 23S. Tiene actividad
peptidiltransferasa
RV1390 oz Prqmueve ensamblaje de la ARN
polimerasa
Parece catalizar la conversion principal de
Rv1094 desA2 | &cidos grasos saturados a acidos grasos
insaturados
RV2612C DgsAL C.Jatall.za I.a transfere_nmg .de un alcohol
libre (inositol) en un diacilglicerol. _
Proteina del complejo antigeno 85 Metal?o-llsmo
responsable de la alta afinidad a de lipidos
Rv3804c fbpA fibronectina. Posee una  actividad
micoliltransferasa. Involucrada en la
micolilacién de la pared celular
Rv2746¢ pgsA3 | Biosintesis de fosfolipidos acidicos
Previene la cointegracion de ADN no | Insercion de
Rv2979c | Rv2979c | propio antes de la integracion en el | secuenciasy
cromosoma fagos
Tabla 10. Genes inhibidos (Zscore <1.5)
ID Gen Nombre Funcion Categoria
de gen Funcional
Rv3188 Rv3188 | Desconocida hipotética
Rv1043c | Rv1043c | Desconocida conservada
Rv0518 Rv0518 Desconocida. Posible proteina exportada
D ida. Posibl li i
RVO296¢ IppR esconocida osible ipoproteina
conservada IppR Bared celul
. - ared celular
RV0954 RV0954 Desconocg:la. Probat;le proteina Y Procesos
tEr)ansmem.drana c;onzergla a , - celulares
Rv1097¢c | Rv1097c esconoci g. ro_g e prqtelna e
membrana rica en glicina y prolina
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Tabla 10. Genes inhibidos (Zscore £1.5)

(continuacién)

Nombre ., Categoria
Gen ID de gen Funcion Funcgi]onal
Permeasa, involucrada en el transporte a | Pared celular
Rv1704c CycA través de la membrana citoplasmética de y procesos
D-alanina, D-serina y glicina celulares
Participa en el metabolismo de energia, el
complejo deshidrogenasa de cadena
Rv2497c bkdA ramificada alfa-ceto &cido, cataliza la
conversion de cadenas ramificadas alfa-
ceto &cidos a acil-CoAy CO2
RV0296c | RV0296C Probablg sulfatasa involucrada en el .
metabolismo celular Intermediario
Puede jugar un papel en la sintesis de la del
RV2780 Ald pareq ceIuIar. como L-alanina es un | metabolismo
constituyente importante de la capa de y la
peptidoglicanos respiracion
Rv2225 panB Involucrada en la sintesis de pantotenato
Oxida una variedad de compuestos no
Rv1880 cyp140 relacionados estructuralmente, incluyendo
esteroides, acidos grasos y xenobibticos
Se piensa que esta involucrada en la
Rv2895¢c viuB remocioén intracelular de hierro del
complejo mycobactin-hierro
RV0043c | Rv0043c Involuc.rad.a en el mecanismo
transcripcional )
Involucrada en el mecanismo Pmte'“"%s
o . regulatorias
Rv3692 MOoXxR2 transcripcional, regula la enzima metanol
deshidrogenasa
Virulencia,
Rv2866 relG Desconocida. Toxina RelG adaptacion y
detoxificacion

La proporcion de genes sobreexpresados para cada categoria funcional fue

calculada con respecto al total de genes sobreexpresados, lo mismo fue hecho

para los genes inhibidos y los resultados se muestran en la Tabla 11.

Una de las categorias funcionales que presentd alta proporcién en los genes

sobreexpresados, fue la de “pared celular y procesos celulares”, de lo cual se

hace énfasis en el apartado 6.4.1
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Tabla 11. Proporcion de genes sobreexpresados e inhibidos por categoria

funcional.

Categoria funcional

Proporcién de genes

Proporcién de

sobrexpresado genes inhibidos
PE/PPE 11.23%
Proteinas hipotéticas conservadas 25.84% 17.64%
Pared celular y procesos celulares 22.47% 29.41%
Int iari | metaboli
ntermediarios dg m.e, abolismo y 17.99% 35.29%
la respiracion
Proteinas regulatorias 3.37% 11.76%
Virulencia, deto>.<|,f|caC|on y 6.74% 5 8896
adaptacion
Vias de informacion 6.74%
Metabolismo de lipidos 4.49%
Insercion de secuencias y fagos 1.12%

6.4.1 Posible mecanismo de accién del

tuberculosis H37Rv

AmDG sobre M.

Al igual que en tuberculist, ambas listas de genes inhibidos y de genes sobre-

expresados fueron sometidas al analisis bioinformético en la base de datos
DAVID 6.7 (http://david.abcc.ncifcrf.gov/), sin embargo, fue solamente a partir

de los genes sobre-expresados, de los cuales DAVID desplegd informacion

sobre dos vias metabodlicas denominadas como: degradacion de geraniol y

degradacion del 2-metilnaftaleno.

La Figura 9 representa a las estructuras quimicas con las que da inicio la ruta

de degradacion de geraniol (Figura 9A) y la ruta de degradacién del 2-

metilnaftaleno (Figura 9B).

AN A

A

OH

B

Figuras 9. Estructuras quimicas del geraniol (A) y 2-metilnaftaleno (B).
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Analizando a detalle ambas vias, se encontré6 que comparten una enzima, que
lleva por nombre CoA transferasa. En la ruta de degradacion del geraniol
(Figura 10), la CoA transferasa tiene la funcién de convertir el acido geranico a
trans-geranil-CoA. En el caso de la ruta de degradacion del 2-metilnaftaleno
(Figura 11), la CoA transferasa cataliza dos reacciones, la primera, la
conversion del naftil-2-metil &cido succinico a naftil-2-metil succinil-CoA y la

segunda, la transformacién del 2-naftoil-CoA a 2-naftoato.
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Figura 10. Via metabdlica de degradacién de geraniol.”
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Las CoA transferasas son enzimas que se encuentran en organismos de todos
los reinos, cumpliendo la funcion de catalizar la reaccion reversible de
transferencia de CoA entre un grande y diverso grupo de moléculas. Este tipo
de enzimas son agrupadas en tres diferentes familias, que se denominan como
familia I, 11 y 11l de CoA transferasas, y que difieren entre ellas en su secuencia
de aminoacidos y su mecanismo de reaccion. La Figura 12 muestra el

mecanismo de reaccién de las tres familias.’’

CoA-Transferase Family |

0 o Cod (ACP)-Transferase Family ||
R 5o H{;P o rooc
l u Substrate enfry -ggcﬁ\/loi
M W J@igg Clate Product rEIEﬁ_ﬂE
% CI(;QD ﬁCltramalatu] f @%ﬂ \@
Fh m SEuP-
l ﬂ'D -0 0 g J\.A[ETE'E
cms}'tH 0 CH,

HO 5;1“"‘
i B @
DD'J{)-_GJR!__H__UEGM Ry _’)/
0 ° _f -chLln

Rz R, Oxaloacetats
{Pyruvate)

CoA-Transferase Family Ill
H1Rm .(ﬁ\ng
1 1gf Substrates entry

TR,
%%z‘?f"‘s
“ Products release

0 j\n’
HI_.JL o Cns

Figura 12. Mecanismos de reaccion de transferencia de CoA, de las tres

familias de CoA transferasas.’®
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En la ruta del geraniol, la CoA transferasa tiene la funcion de convertir el acido
geranico a trans-geranil-CoA. En el caso de la ruta de degradacion del 2-
metilnaftaleno, la CoA transferasa cataliza dos reacciones, la primera es la
conversion del naftil-2-metil acido succinico a naftil-2-metil succinil-CoA y la

segunda es la transformacion del 2-naftoil-CoA a 2-naftoato.

Esta CoA transferasa pertenece a la familia lll, crotobetainil-CoA: carnitina CoA
transferasa CaiB, y es conformada por dos subunidades de similar secuencia
de aminoacidos y tamafio, una subunidad alfa de 44 kDa (Figura 13) y una
subunidad beta de 45 kDa.”®

Figura 13. Subunidad alfa de la CoA transferasa de M. tuberculosis H37Rv
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Las CoA transferasas de la familia Ill estan presentes tanto en bacterias,
arqueas, y eucariotas. Las especies que poseen este tipo de enzimas son
miles, sin embargo, se mencionan como especies clave, o las mas relevantes:
al humano, el ratdén, la mosca de la fruta y Escherichea coli. El género
Mycobacterium posee alrededor de 1220 CoA tranferasas de la familia Ill, el
complejo M. tuberculosis posee 206, M. tuberculosis tipo silvestre posee 163y
particularmente M. tuberculosis H37Rv posee cuatro CoA transferasas®, entre
ellas se encuentra la CoA transferasa conformada por las subunidades alfa y
beta, con ID de gen Rv3551 y Rv3552 respectivamente. Esta enzima fue
sobreexpresada en el microarreglo, y se encuentra presente en las vias de

degradacion del geraniol y degradacion del 2-metilnaftaleno.

Tras estudios in silico realizados por Amineni y cols. (2010), se reporté que
tales vias metabdlicas resultaron ser especificas de patdégenos bacterianos.
Por tal razén, se convierten en vias atractivas debido a que poseen blancos

farmacoldgicos, que no estarian presentes en humanos. %

El geraniol es sintetizado principalmente en plantas, aunque no exclusivo de
éstas ya que bacterias como M. tuberculosis, son capaces de sintetizar
geraniol a partir de la via del mevalonato y la via del no mevalonato
(MEP/DOXP; 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato/1-deoxi-D-xylulosa 5-fosfato). Por
otro lado, hemos investigado la importancia que pueda haber para M.
tuberculosis el sintetizar geraniol, debido a que este mismo en altas
concentraciones puede ocasionar su muerte como lo hace en otros
microorganismos. Después de observar las interconexiones gue este lignano
presenta con otros metabolitos y con otras vias metabdélicas hemos encontrado
que el geraniol ademas de entrar a su via de degradacion, puede conectar con
la ruta de biosintesis de indol alcaloides. Encontramos también, que al geraniol
le precede el geranil pirofosfato del cual deriva la biosintesis de todos los
monoterpenos, ademas geranil pirofosfato conecta con otras vias de vital

importancia para M. tuberculosis, por mencionar algunas se encuentran la
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“biosintesis de ubiquinona y otras quinonas terpenoides” y la sintesis de
preniles, entre los que destaca el undecaprenil que forma parte de la estructura
de peptidoglicanos de la pared celular.®?> Con lo anterior podemos suponer que
sintetizar geraniol o geranil pirofosfato, el predecesor de la via metabdlica, es

de vital importancia para M. tuberculosis.

A pesar de ser sintetizado en bacterias, el geraniol es capaz de poseer
actividad antibacteriana y antifingica. Hasta el momento, no se ha reportado
de qué manera el geraniol puede llevar a cabo su efecto toxico en bacterias.
Sin embargo, la accion antifungica en Candida y Saccharomyces, fue
propuesta por Bard y cols (1988). Estos investigadores reportaron que este
alcohol monoterpénico (geraniol) actia como un desestabilizante de la
estructura de membrana al disminuir la temperatura de transicion de fase, lo
que provoca un aumento en la fluidez de la bicapa de lipidos trayendo como
consecuencia el aumento de la velocidad de escape de potasio de la célula
ocasionando alteracion de diversos procesos celulares, que conducen a la
muerte de la micobacteria.®® Asi como el geraniol lleva a cabo su efecto toxico
en hongos, fue reportado por Togashi y cols (2008) que un efecto similar de
dafio a la membrana de Staphylococcus aureus es ocasionado por farnesol, un
alcohol sesquiterpénico con estructura similar al geraniol pero con un isopreno

adicional 8% 8°

En base a lo mencionado anteriormente, se propone que el AmDG actla sobre
M. tuberculosis teniendo como blanco farmacolégico la CoA transferasa
(Rv3551). EIl AmDG inhibe a esta enzima, lo que provoca que geraniol no
pueda ser degradado, haciendo que este Ultimo se acumule al interior de la
micobacteria a altos niveles que llegan a ser toxicos, debido a que altas
concentraciones de este monoterpeno ocasionan dafo a nivel de la membrana
celular generando alteracién de los procesos celulares y la posterior muerte del
microorganismo, de manera similar que ocurre en C. albicans y S. cerevisiae.

Aunque la técnica de microarreglos no nos permite determinar si la CoA
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transferasa esta siendo inhibida directa o indirectamente por el AmDG, hemos
encontrado en la literatura que este lignano es capaz de inhibir indirectamente
a una CoA transferasa de hepatocitos, haciéndolo de la siguiente manera,
cuando el AmDG es administrado a los hepatocitos, este es capaz de activar a
la proteina reguladora, proteina cinasa, y ésta a su vez inactiva a una acetil-
CoA carboxilasa.® De manera similar, en los resultados de nuestro
microarreglo obtuvimos la sobreexpresion de una proteina cinasa con funcion
regulatoria. En este sentido es probable que el AmDG inhiba a la CoA
transferasa de manera indirecta por medio de la activacion de la proteina
cinasa, la que a su vez causa la inhibiciobn de ésta ultima sobre la CoA

transferasa.

Hemos propuesto, que la alta proporcion de genes sobre-expresados de la
categoria funcional de “La pared celular y procesos celulares” en M.
tuberculosis H37Rv fue debido a la acumulacion de geraniol al interior de la
membrana lo que ocasioné alteraciones sobre la bicapa lipidica, y como

respuesta al dafio se estimuld la sobre-expresion de estos genes.

Con respecto a la via metabdlica del 2-metilnaftaleno se desconoce el efecto

gue una alteracién en ella pudiera ocasionar sobre bacterias patégenas.

Estos resultados son de gran valor ya que en la actualidad los genes
codificantes de los blancos farmacoldgicos de los farmacos antituberculosos
empleados clinicamente han mutado y, por lo tanto han generado cepas
resistentes a estas terapias. Sin embargo nosotros proponemos un nuevo
blanco farmacolégico del AmDG en M. tuberculosis, la CoA transferasa la cual
esta presente en las vias metabdlicas de la degradacion de geraniol y la
degradacion del 2-metilnaftaleno. Cabe mencionar que esta enzima no se ha
reportado como blanco para agentes antituberculosos. Lo anterior, hace al
AmDG un potencial farmaco antituberculoso que pudiera contribuir en un futuro

a la disminucion de la problematica actual de tuberculosis.
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6.5 Validacion del microarreglo mediante PCR en tiempo real
6.5.1 Estandarizacion de lareaccion por PCR punto final

Como se menciond en el apartado 5.3.2, las condiciones de trabajo para la
amplificacion de todos y cada uno de los genes fueron estandarizadas por
PCR de punto final. Se obtuvo la amplificacion de cada uno de los genes al
tamafo esperado y sin amplificacion inespecifica. Lo que denota que se realizo
un buen disefio de oligos para las reacciones de PCR, dando como resultado
una generacion y una deteccion de fluorescencia, producto de una
amplificacion especifica del gen de estudio en PCR en tiempo real, ya que
cualquier amplificacién inespecifica también puede interferir en sefial de
fluorescencia detectada por el equipo. Lo anterior, debido a que el SYBR

Green se une indistintamente a ADN de doble cadena.

En la Figura 14 se presenta una electroforesis en gel de agarosa al 2% que
presenta productos de PCR ideales, correspondientes a su tamafio de
amplificacion esperado, cuyos tamafios estdn mencionados en la Tabla 12. En
el orden descendente que aparecen los genes en la Tabla 12, en ese mismo
orden aparecen de izquierda a derecha en el gel de agarosa, asi podemos

notar que el tamafio de amplificacion corresponde al esperado.
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Figura 14. Marcador de peso molecular de carril 8 (A). Electroforesis de PCR
punto final de 10 genes de interés (carriles 2-7 y 9-12) y el gen de referencia
(carril 1) ARN ribosomal 16s (B).
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Tabla 12. Oligos estandarizados en PCR punto final.

Gen ID Temperatura de Concentracion pM de Tamafio de amplicon

alineamiento oligos Forward/Reverse | en nucleétidos (pb)
RvDB_6066 57°C 0.188/0.185 197
Rv3551 57°C 0.162/0.167 141
Rv0176 57°C 0.189/0.181 212
Rv0849 57°C 0.174/0.178 148
Rv1066 57°C 0.169/0.159 157
Rv0584 57°C 0.166/0.164 195
Rv3903c 57°C 0.171/0.184 138
Rv0954 57°C 0.177/0.164 187
Rv3692 57°C 0.185/0.181 102
Rv2895c 57°C 0.169/0.174 125
Rv2780 57°C 0.161/0.159 156

6.5.2 PCR en tiempo real

Los datos de Ct fueron determinados automaticamente por el software, y a
partir de cada triplicado de C+ fue calculado el Ct medio para el posterior calculo
del AACt del cual finalmente se obtienen los RQ (del inglés, relative
guantitation). Los datos emitidos por el equipo de PCR tiempo real de los
genes sobreexpresados son presentados en las Tablas 13 a la 17 a

continuacion.

Tabla 13. Calculo de la cuantificacion relativa del gen sobreexpresado Rv3551

Muestra Gen Crmedio AC1medio AACt | RQmin RQ RQmax
Control 16s 12.217
Control | Rv3551 28.713 16.496 0 0.917 1 1.083
Tratada 16s 9.503
Tratada | Rv3551 24.524 15.024 -1.472 | 2.193 2.78 3.367
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Tabla 14

. Calculo de la cuantificacion relativa del gen sobreexpresado Rv0176

Muestra Gen Crmedio | ACtmedio | AACt | RQmin RQ RQmax

Control 16s 10.690

Control Rv0176 25.640 14.95 0 .765 1 1.235

Tratada 16s 12.925

Tratada | Rv0176 26.705 13.78 -1.17 1.95 2.25 2.55
Tabla 15. Célculo de la cuantificacion relativa del gen sobreexpresado Rv0849

Muestra Gen Crmedio ACrmedio AACr | RQmpin RQ RQmax

Control 16s 11.235

Control Rv0849 27.854 16.619 0 0.646 1 1.354

Tratada 16s 10.971

Tratada | Rv0849 26.626 15.655 -0.963 | 1.688 1.949 2.21
Tabla 16. Calculo de la cuantificacion relativa del gen sobreexpresado Rv1066

Muestra Gen Crmedio ACtmedio AACt | RQmin RQ RQmax

Control 16s 12.496

Control Rv0176 34.833 22.337 0 0.789 1 1.211

Tratada 16s 10.739

Tratada | Rv0176 30.363 19.624 -2.713 | 5.599 6.557 7.515

Tabla 17. Célculo de la cuantificacion relativa de los genes sobreexpresados
Rv0584 y Rv3903c

Muestra Gen Crmedio ACtmedio AAC+ RQmin RQ RQmax
Control 16s 14.258
Control Rv0584 33.319 19.061 0.851 1 1.149
Control | Rv3903c | 32.791 18.532 0 0.641 1 1.359
Tratada 16s 12.858
Tratada | Rv0584 27.819 14.961 -3.574 |11.318 | 11.89 | 12.462
Tratada | Rv3903c 27.704 14.846 -4.215 | 14.359 18.58 | 22.801

La Figura 15 muestra la comparacion de los niveles de expresion de los genes

sobreexpresados entre las muestras tratada y control.
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Figura 15. Comparacién de la cuantificacion relativa de los genes

sobreexpresados entre muestras tratada y control

Los genes que presentaron inhibicion en el microarreglo fueron también

validados por PCR en tiempo real, logrando la cuantificacion relativa y siendo

esta expresada en las Tablas 18 a la 20.

Tabla 18. Célculo de la cuantificacion relativa de los genes inhibidos Rv0954 y

Rv3692

Muestra | Gen Crmedio | ACtmedio | AACt RQmin RQ RQmax
Tratada 16s 9.045

Tratada Rv0954 | 25.929 | 16.884 0 0.785 1 1.215
Tratada Rv3692 | 22.951 | 13.906 0 0.933 1 1.067
Control 16s 11.569

Control Rv0954 | 26.623 | 15.054 -1.83 2.38 3.556 4,732
Control Rv3692 | 24.333 | 12.764 -1.142 | 1.478 2.207 2.936
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Tabla 19. Célculo de la cuantificacion relativa del gen inhibido Rv2895c

Muestra Gen Crmedio | ACtmedio AAC+ RQmin RQ | RQmax
Tratada 16s 10.069
Tratada | Rv2895c 22.497 12.428 0 0.729 1 1.271
Control 16s 11.896
Control | Rv2895c | 22.869 15.054 -1.45 2561 | 2.741 | 2.921

Tabla 20. Célculo de la cuantificacion relativa del gen inhibido Rv2780

Muestra Gen Crmedio ACrmedio AAC+ RQmin RQ RQma
X

Tratada 16s 10.917 -

Tratada Rv2780 22.989 12.073 0 0.83 1 1.117

Control 16s 12.706 -

Control Rv2780 23.925 11.219 -0.854 1.654 195 | 2.246

En la Figura 16 son comparados graficamente los niveles de

genes inhibidos entre ambas muestras.

expresion de los
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Figura 16. Comparacion de la cuantificacion relativa de los genes inhibidos

entre muestras tratada y control
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Al comparar los resultados del microarreglo con los del analisis de PCR en
tiempo real, observamos que en general, los genes analizados mostraron un
grado similar de expresidbn en ambas técnicas, excepto para tres genes
(Rv1066, Rv0584 y Rv3903c) que presentaron un alto valor de cuantificacion
en PCR en tiempo real en comparacion al microarreglo, lo cual puede ser
reflejo de la alta sensibilidad y el amplio rango dindmico del andlisis de PCR en
tiempo real.?2® En la Tabla 21 se comparan las expresiones cuantificadas por

microarreglo contra las expresiones cuantificadas por PCR en tiempo real

Tabla 21. Comparacién entre cuantificacion relativa de la expresion génica por
microarreglo y por PCR en tiempo real

Gen I (Zscore) (RQ)
Microarreglo PCR en tiempo real

Rv3551 2.473 2.78

Rv3903c 3.549 18.58
Rv0584 2.824 11.89
Rv0849 3.461 1.949
Rv0176 2.967 2.25

Rv1066 2.979 6.557
Rv2780 -3.285 -1.95
Rv2895c -4.931 -2.74
Rv0954 -3.311 -2.207
Rv3692 -4.234 -3.556
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CAPITULO VII

7. CONCLUSIONES

La concentracion y el tiempo necesarios para causar una alteracion en la
expresion génica de M. tuberculosis H37Rv fue 50 pg/mL y una hora de

exposicién con el AmDG

La lectura y cuantificacibn del microarreglo result6 en 89 genes
sobreexpresados y 17 genes inhibidos con un Zscore de +/-1.5.

El andlisis bioinformatico de la expresion génica de M. tuberculosis frente al
AmDG indic6 una alta expresion de genes que codifican proteinas de la
membrana, correspondientes a la categoria funcional de “La pared celular y

procesos celulares”

Se propone que el AmDG actua sobre las vias metabolicas de degradacion de
geraniol y degradacion del 2-metilnaftaleno, teniendo como posible blanco

terapéutico la CoA transferasa.

La CoA transferasa es un blanco terapéutico diferente a los reportados para
los farmacos antituberculosos que se emplean actualmente de lo cual nace un
blanco terapéutico novedoso para desarrollar nuevos farmacos

antituberculosos.

Los resultados del microarreglo se validaron por PCR en tiempo real, ya que
los genes seleccionados de M. tuberculosis H37Rv que presentaron
sobreexpresion o inhibicibn en el analisis del microarreglo, lo hicieron del

mismo modo en el ensayo de PCR en tiempo real.
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CAPITULO VIII.

8. PERSPECTIVAS

Realizar el docking del lignano con la proteina CoA transferasa para conocer Si
pudieran presentarse interacciones entre ellos y, asi junto con la PCR en
tiempo real le otorguen mayor sustento a los resultados del microarreglo, de
esta manera se pudiera conocer si el lignano actia de manera directa o

indirecta sobre la CoA transferasa

Mediante una microscopia electrénica de barrido sobre M. tuberculosis H37Rv
tratada con el AmDG a las mismas condiciones usadas en el analisis del
microarreglo, pudiéramos observar si el dafio realmente se esta presentando

sobre la membrana celular, tal como se ha propuesto.
Realizar modificaciones en la estructura del lignano daria la posibilidad de

obtener una o varias moléculas con mayor actividad antituberculosa en

comparacion a la actual.
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Molecular Docking of meso-dihydroguaiaretic acid on the Coenzyme A

transferase of Mycobacterium tuberculosis H37Rv
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Maestro s/n. Colonia Narciso Mendoza, Reynosa, Tamaulipas, CP 88710, Mexico

Materials and methods
Sequence retrieving, analysis, and homology modeling

The amino acid sequences with accession numbers NP_218068 and
NP_218069 were retrieved from National Center for Biotechnology Information
(NCBI) protein database. These sequences correspond to the alpha and beta
subunits of the CoA-transferase protein of Mycobacterium tuberculosis,
respectively. The HHPred server was used to find homologs proteins with
known 3-D structures located at Protein Data Bank (PDB). The server suggests
that the structures of the glutaconate coA-transferase from Acidaminococcus
fermentans (PDB ID: 1K6D) and acetate coA-transferase from Escherichia coli
(PDB ID: 1POI) were the best templates for the homology modeling protocol.
The 3D model of the coA-transferase of Mycobacterium tuberculosis (CoAt-Mt)
was built based on templates with the MODELLER 9v11 program (Sali and
Blundell, 1993). The quality of homology model was verified employing the
ANOLEA program (Melo and Feytmans, 1998).

Molecular docking

The 3D structure of the meso-dihydroguaiaretic acid (MDA) was retrieved from

PubChem database (http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov). The hydrogens and
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charges on receptor and ligand were assigned with the Chimera program
(Pettersen et al., 2004). The pdbaqt files for docking simulations were generated
using the AutoDock Tools interface (Sanner, 1999).

The docking of MDA molecule on CoAt-Mt model was performed with Autodock
4.2 program (Morris et al., 2009). In order to identify potential binding sites of
MDA on CoAt-Mt, a blind docking procedure was performed.

Firstly, the whole surface of protein receptor was defined as search spaces. The
grid size in each dimension (x, y, and z) was 126 A, with its center at the middle
of the protein. The other default optimization parameters were maintained for
docking simulation, except for the number of GA runs, population size and
maximum number of evaluations, which were set to 100, 250 and 25,000,000,
respectively. The predicted binding site for the MDA was used for a second
round of docking simulations with smaller search spaces (grids) around of
predicted binding site. These grid sizes in each dimension (x, y, and z) were 60
A, grid points separated by 0.375 A, with its center in 33, 4, and -14 for x, y and
z, respectively. The analysis of Autodock predicted poses was performed with

the AutoDock Tools interface and Chimera program.

Results and discussion
Molecular docking studies

In order to evaluate the possible binding mode of the MDA on the CoAt-Mt we
built a 3D model by using the protein structures of the glutaconate coA-
transferase from Acidaminococcus fermentans (Jacob et al., 1997) and acetate
coA-transferase from Escherichia coli as templates (Korolev et al., 2002). The
best model according to ANOLEA program was used to perform a blind docking
protocol to identify a potential binding site for the MDA. Several authors have
used Autodock program to identify putative binding sites in proteins of interest
(Hetenyi and van der Spoel, 2002, 2006). Results of the blind docking showed
that the MDA molecule binds to a cavity of the CoAt-Mt that belongs to its active
site. Thus, this binding site was selected for a focused and intensive docking
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calculation. The best pose according to Autodock function scoring (-7.5
kcal/mol) was selected for analyzing its interactions with residues of the CoAt-
Mt binding site. The results showed that MDA interacts with the residues Trp25,
Phe72, and Asp76 from alpha subunit (a), and Pro24, Thr26, Asn27, Met91,
Gly92, lle104, Phell8, Val120 and Argl21 from beta subunit (b), respectively.
For example, the interactions of Asp76a and Asn27b residues with the MDA
molecule are mediated by hydrogen bonds, while the other ones by van der

Waals contacts (Figure).
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Figure. Predicted interactions of the MDA molecule on the CoAt-Mt binding site
by docking studies. The green lines represent hydrogen bond and its distance

and the residues with red lines means interactions by Van der Waals contacts.
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Structural studies have suggested that residues in equivalent positions of
Trp25a, Phe72a, and Asp76a are involved in the substrate binding (Jacob et al.,
1997; Korolev et al., 2002). Thus, the results docking analysis suggest that the
action mechanism of MDA might be blocking the interaction of CoAt-Mt with its

substrate.
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