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Resumen

La tuberculosis (TB) es la novena causa de muerte a nivel mundial, y la primera
producida por un agente infeccioso de origen bacteriano. Segun datos de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las muertes por TB ascendieron a 1,7
millones en 2020, de las cuales 374.000 eran pacientes portadores del virus de

inmunodeficiencia humana (VIH).

La morfofisiologia del Mycobacterium tuberculosis (Mtb) dificulta su control
patdégeno bacteriano. Mtb se caracteriza por tener una pared celular compleja de
naturaleza altamente hidrofébica, parcialmente relacionada con su capacidad de

evadir la union fagosoma-lisosoma, y de entrar en un estado latente.

La identificacion de dianas potenciales de atenuacion del bacilo tuberculoso es
fundamental para el desarrollo nuevas vacunas anti-TB. En este sentido, las
proteinas de membrana han despertado un interés reciente como biomarcadores
de atenuacion y para el disefio de compuestos anti-TB. Las ATPasas son proteinas
de membrana que estan presentes en todos los reinos de la naturaleza e
intervienen en variedad de procesos bhioldgicos como la proliferacién y viabilidad
celular, procesos de desintoxicacion de metales, transformacion de energia
metabdlica entre otras. Especificamente las ATPasas tipo P de Mtb son enzimas
claves que intervienen en la homeostasis i6nica del bacilo tuberculoso y su

atenuacion estaria involucradaen su supervivencia en el ambiente intrafagosomal.

Por otra parte, las micobacterias contienen en su envoltura una capa externa o
micomembrana compuesta, entre otros, por lipidos extraibles reconocidos como

factores de virulencia, tal como sulfolipido-1 (SL-I) y dimicoserosato de fenoltiocerol



X DESARROLLO DE UTILES GENICOS PARA LA OBTENCION DE UN DOBLE MUTANTE
DE Mycobacterium tuberculosis DEFECTIVO EN PROTEINAS DE MEMBRANA MMPL7 Y
ATPasas TIPO P

(PDIM). Este ultimo glicolipido es transportado desde el interior de la célula a la
micomembrana, por el Transportador mmpL7 que también esta involucrado en su
biosintesis. Por lo tanto, mutaciones en el gen mmpL7 afectarian la virulencia del

bacilo tuberculoso.

En el presente trabajo se desarrollaron utiles génicos para la construccion de un
doble mutante de Mtb en: 1) una ATPasa tipo P, y 2) el transportador MmpL7
involucrado en la biosintesis de PDIM. Se parti6 de cepas de Mtb previamente
mutadas en los genes que codifican las ATPasas CtpF y CtpH (ACtpF y ACtpH),
encargadas de la detoxificacion frente altas concentraciones de los iones Ca?*y
Na*/K+ respectivamente, que son activamente expresadas durante el proceso de

infeccion.

Para lograr tal objetivo fue necesario eliminar la resistencia antibiética introducida
en la construccién de los mutantes (ACtpF y ACtpH) previamente obtenidos
mediante recombineria. Por otro lado, se realizaron los constructos necesarios
para remover también mediante recombinacién el gen mmpL7 en las cepas
mutantes. El objetivo final ha sido obtener intermediarios en la construccion de
cepas de Mtb doblemente mutadas y atenuadas, desprovistas de marcas de
resistencia antibidtica, para poder ser consideradas posteriormente en estudios de

atenuacion en modelo animal.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, potencial vacunal, atenuacion,
MMPL7, ATPasa tipo P.



Contenido Xl

Abstract

DEVELOPMENT OF GENE TOOLS FOR THE OBTENTION OF A DOUBLE
Mycobacterium tuberculosis MUTANT DEFECTIVE INMEMBRANE PROTEINS
MMPL7 AND ATPASE TYPE P".

Tuberculosis (TB) is the ninth leading cause of death worldwide, and the first
caused by a bacterial origin. According to data from the World Health Organization
(WHO) in 2020 it was registered 1.7 million deaths from TB of which 374,000 were

patients coinfected with the human immunodeficiency virus (HIV).

The morphophysiology of Mycobacterium tuberculosis (Mtb) is one of the difficulties
to overcome for the control of the tubercle bacillus. Mtb is characterized by a
complex cell wall of a highly hydrophobic nature, partially related to its ability to
evade phagosome-lysosome binding, and its ability to enter a dormant state.

The identification of potential tubercle bacillus attenuation targets is fundamental
for the development of new anti-TB vaccines. In this regard, membrane proteins
have been marked as potential biomarkers of attenuation and for the design of anti-
TB compounds. ATPases are enzymes that are present in all kingdoms of nature
and are involved in a variety of biological processes such as cell proliferation and
viability, metal detoxification processes, metabolic energy transformation, among
others. Specifically, the P-type ATPases of Mtb are key proteins involved in the
ionic homeostasis of the tubercle bacillus and their attenuation would be involved
in their survival in the intraphagosomal environment.

Moreover, mycobacteria contain in their envelope an outer layer or
‘mycomembrane’ composed of extractable lipids composed among others by
recognized virulence factors such as sulfolipid-l and phenolthiocerol
dimicoserosate (PDIM), transported from inside the cell to the mycomembrane by
the mmpL7 gene, likewise, this gene is also involved in its biosynthesis. Therefore,

mutations in mmpL7 would affect the virulence of the tubercle bacillus.

In the present work, genetic tools were developed for the construction of a double
mutant of Mtb in: 1) a P-type ATPase, and 2) the MmpL7 transporter involved in
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PDIM biosynthesis. We started from Mtb strains previously mutated in the genes
encoding the CtpF and CtpH ATPases (ACtpF and ACtpH), responsible for

detoxification against high concentrations of Ca2* and Na*/K* ions,

respectively , which are actively expressed during the infection process.

To achieve this objective, it was necessary to eliminate the antibiotic resistanc
e introduced in the construction of the mutants (ACtpF and ACtpH) previously
obtained by recombinant breeding. On the other hand, the genetic tools were
constructed to additionally delete the mmpL7 gene by recombinant breeding.
The final objective was to obtain genetic tools for the construction of double-
mutated and attenuated Mtb strains with vaccine potential, devoid of antibiotic
resistanc e markers, to be considered later in attenuation studies in animal

models.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, vaccine potential, attenuation, MMPL7,
P-type ATPase.
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Introduccion

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es el agente etioldgico de la tuberculosis (TB), la
enfermedad que causa el mayor niUmero de muertes por un Unico agente infeccioso
[1]. A pesar de que hace més de un siglo se desarroll6 una vacuna anti-TB (BCG),
desde hace 60 afios se cuenta con agentes quimioterapéuticos (antibidticos), y
desde hace un par de décadas existen herramientas moleculares para descifrar el
genoma de Mtb [1], no ha sido posible controlar la expansion de la TB. actualmente
Mtb esta adquiriendo mayor resistencia a los tratamientos antibiéticos generando

un problema aun més grave de salud publica.

La vacuna BCG (Bacillus Calmette-Guérin) es la Unica vacuna antituberculosa
aprobada por la OMS y distribuida ampliamente por todo el planeta. BCG presenta
limitaciones por ser ineficiente al prevenir la infeccién pulmonar en adultos y la TB

latente, la forma méas comun de propagacion de la TB [3].

Frente a esta problemética es necesario implementar nuevas estrategias de control
contra la TB, entre ellas el desarrollo de nuevas vacunas que prevengan la
infeccion primaria y la reactivacion a partir de la infeccion latente. El desarrollo de
vacunas anti-TB se logra mediante el conocimiento profundo del genoma de Mtb,
y la aplicacion de diferentes estrategias como la modificacion de BCG mediante
recombinacion genética, la construccion de mutantes atenuados de Mtb, o el disefio

de vacunas de subunidadesy de ADN [4].

Para la construccién de cepas atenuadas de Mtb es importante conocer los factores
de virulencia del bacilo tuberculoso. En este sentido, las ATPasas tipo P,

reconocidas bombas de transporte de metales a través de la membrana plasmaética
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de Mtb, se han considerado recientemente como blancos interesantes en la
viabilidad del bacilo tuberculoso [5]. Las ATPasas tipo P de Mtb se sobreexpresan
en las condiciones intra-fagosomales como: hipoxia, estrés oxidativo, inanicion,

tratamiento con sustancias nocivas y latencia[6].

En este trabajo se propuso mediante recombinacion la construccion de Utiles
génicos para la obtencion de un doble mutante de Mtb a partir de cepas
previamente mutadas en ATPasas tipo P. Como segunda mutacién se propone la
delecion del gen mmpL7 que codifica para un transportador involucrado en la
biosintesis del factor de virulencia Dimicoserosato de fenoltiocerol (PDIM). La
inhibicion MmpL7 bloquearia la ubicacion de PDIM en la pared, de paso atenuando

el bacilo tuberculoso [7].

Pensando en estudios posteriores de proteccién, la construccién de un doble
mutante a partir de los Utiles génicos obtenidos en este trabajo, implican la
eliminacion del marcador de seleccion antibidtica introducido en la construccion de
los mutantes de cepas de ATPasas tipo P previamente obtenidas (ACtpf y ACtph),
con el objetivo de producir una cepa mutante libre de marcador de resistencia. Se
utilizard la recombinasa y® resolvasa y plasmidos con los respectivos sitios de
recombinacion “res sites” 0 sitios res que permitiran que se lleve a cabo el
desmarcaje dirigido a cepas previamente mutadas con algin antibidtico de

seleccion [8].

Las metodologias aportadas en la presente investigacion servirdn de punto de
referencia para la construccion de mutantes atenuados desmarcados de Mtb con

potencial para la innovacion y generacion de nuevas vacunas.
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Justificacion

Hacia mediados del siglo XX se consideraba que la TB habia sido erradicada, pero
en la década del 90 la OMS declar6 esta enfermedad como un problema de salud
publica, debido a los casos de coinfeccion con el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) y la aparicion de cepas resistentes a los farmacos anti-TB [4]. La TB
anualmente cobra la vida de millones de personas a nivel alrededor del mundo.
Datos del ultimo reporte emitido por la OMS reporté un total de 484 000 personas
diagnosticadas con TB resistente a la rifampicina (RR-TB), el farmaco de primera
linea mas eficaz. En 2018 se reportaron 7 millones de nuevos casos de TB de los
gue 862000 tenian coinfeccion con VIH; de las 1.5 millones de muertes a nivel
mundial, 251000 fueron asociadas a esta condicion [1]. También en 2018 se
reportaron 187000 casos de TB-MDR/RR (TB multirresistente), de los que solo
156000 iniciaron tratamiento con un régimen de farmacos de segunda linea.
Colombia durante este mismo afio, reportd 14 446 nuevos casos, de los cuales 1336

fueron casos con coinfeccién de VIH [2].

La actual vacunacién con BCG en lactantes no evita la infeccion por Mtb, aunque si
proporciona una proteccion considerable contra la meningitis tuberculosa [1]. La
proteccién inducida por la vacunacion con BCG disminuye con el tiempo y es
probable que desaparezca transcurridos entre 10 y 20 afios [1]. Si bien la actual
vacuna salva vidas y es una parte importante del conjunto de medidas estandar de
lucha contra la TB en la mayoria de los paises endémicos, la vacunacion con BCG
no evita la reactivacion de la TB latente, la principal fuente de propagacién de la

enfermedad [1].
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Actualmente, se trabaja intensamente en el disefio de cepas de BCG modificadas
por recombinacion genética, atenuacion de M. tuberculosis, vacunas de
subunidades y vacunas de ADN [9]. Por ejemplo, el candidato a vacuna MTBVAC
(mutante viva atenuada de Mtb) ha mostrado seguridad, inmunogénicidad y en una
segunda fase ensayada en recién nacidos mostré ser tan segura como la actual
BCG [3].

Contar con mutantes atenuados de Mtb seria una gran alternativa en el disefio de
una nueva generacion de vacunas anti-TB. Un candidato de vacuna viva atenuada
a ser probado desde fases preclinicas idealmente debe incluir la inactivacion de
minimo dos genes no relacionados y asociados individualmente con la virulencia. El
objetivo de esta estrategia es disminuir al maximo la probabilidad de una reversion

natural de la virulencia del mutante.

Por lo descrito anteriormente, en el presente trabajo se constuyeron Utiles génicos
gue permitan mediante la técnica de recombinacion el desarrollo de cepas de Mtb
doblemente mutadas y atenuadas. De manera complementaria se propuso la
delecion dirigida de la marca de resistencia antibittica introducida al mutar utilizando
recombinacion, con el fin de obtener genotipos mutantes de Mtb desprovistas de

genes de resistencia a antibidticos y con potencial uso en vacunas.
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1.Marco Teorico

1.1 El género Mycobacterium

El término Mycobacterium proviene del prefijo griego Myco que significa hongo,
nombre otorgado a este género por la apariencia de sus colonias al ser cultivadas
en medio sélido [10]. ElI género Mycobacterium pertenece a la familia
Mycobacteriaceae que hace parte del orden Actinomycetales [11], que incluye
actualmente 154 especies y 13 subespecies, de las que se destacan los patégenos
Mtb y M. leprae, los agentes etiol6gicos de la TB y la lepra respectivamente [12].
Sin embargo, la mayoria de las micobacterias se encuentran presentes en el
ambiente sin causar dafios.

El género Mycobacterium esta integrado por bacilos rectos o ligeramente curvos,
con una longitud de 1,0 a 10um y un grosor 0,2 y 0,7um; no esporulan ni se
encapsulan. Algunos de ellos son aerobios y otros microaerdfilos [13]. En cuanto a
la velocidad de crecimiento, el género Mycobacterium se clasifica en dos grupos de
acuerdo con el tiempo necesario para la formacién de colonias en medio solido:
algunas especies son de crecimiento rapido (menor a 7 dias) y otras de crecimiento
lento (mayor a 7 dias), lo que coincide con la separacion filogenética entre las

micobacterias.

Se destaca una alta concentracion de lipidos (20-60%) en su pared celular, lo que
convierte a las micobacterias en hidrofobicas y en ocasiones resistentes a los
agentes quimicos. Por otra parte, poseen un alto contenido de bases de guanina y

citosina en su genoma, entre el 62y el 70% [14].
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Otra caracteristica que permite clasificar las micobacterias es su capacidad para
sintetizar pigmentos carotenoides proporcionando coloraciones entre amarillentas y
rosaceas [15]. Las especies fotocromégenas, como por ejemplo M. marinum, son
capaces de producir pigmentos en presencia de luz; las escotocromdgenas como

M. gordonae no necesitan luz para generar la pigmentacién; y las no cromdgenas,

como su nombre lo indica no se pigmentan, como es el caso de Mtb [15].

Las micobacterias no se pueden tefiir con colorantes comunes; sin embargo, una
vez teflidas son resistentes a la decoloracion con una mezcla de alcohol &cido, es
decir, son bacilos acido-alcohol resistente (BAAR). De acuerdo al analisis
taxondmico de su DNA, las micobacterias son consideradas como Gram positivas
[12]; sin embargo, al observar la organizacién de su envoltura, son mas parecidas
a las bacterias Gram negativas [16]. La naturaleza quimica de la envoltura dificulta
su clasificaciéon Gram, su alto contenido de lipidos (aproximadamente el 60 % del
peso seco de la célula) es muy alto al compararlo con el de bacterias Gram positivas
(5%) y Gram negativas (10%) [16] impidiendo una adecuada tincion Gram, por lo

gue se consideran como bacterias Gram- indeterminadas.

1.2 El complejo MTBC

Mtb, es una bacteria que pertenece al complejo tuberculoso (MTBC), que incluye
micobacterias que causan TB en humanos y animales [17]. Actualmente el complejo
MTBC esta constituido por 6 especies: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M.
pinnipedii, M. microti y M. canetti. Las relaciones filogenéticas y la taxonomia de las
especies que componen este grupo han sido estudiadas a partir de una zona con
alta variabilidad genética (500 pb) que se encuentra presente en la secuencia 16S
del rRNA, distinguible en todos las especies [18], [19]. Las especies del MTBC
muestran un porcentaje de identidad del 99.9% en su genoma, por lo que solo
difieren en algunas caracteristicas fenotipicas particulares, entre ellas, la patologia
y la preferencia por el hospedero [20].

En cuanto a Mtb, la bacteria posee una pared celular hidréfoba con estructura Unica,

la cual es crucial para su supervivencia. Esta micobacteria tiene tiempos de
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duplicacién de hasta de 24 horas en condiciones éptimas (a 37°C y pH neutro) lo
gue equivale a formacion de colonias entre 3 a 6 semanas en medio solido [18],
[21]. Mtb, es sensible al calor, la luz solar y ultravioleta, no obstante es resistente al

frio, congelaciény desecacion [21].

Como agente etiologico de la TB, Mtb es capaz de entrar en estado latente, donde
exhibe una actividad metabolica limitada, dificultando la accion de los
medicamentos anti-TB, entre ellos la estreptomicina, un aminoglicésido que actla a
nivel del ribosoma inhibiendo la sintesis de algunas proteinas bacterianas [22], la
rifampicina que actia a nivel de sintesis de acidos nucleidos [23], la isoniazida que
actla inhibiendo la sintesis de &cidos micdlicos (AM), la pirazinamida que actla
como profarmaco e inhibe la sintesis de &cidos grasos, el etambutol que interrumpe
la sintesis de arabinogalactano (AG) y las fluoroquinonas que participan en la
inhibicion de la ADN girasa [16].

1.3 Envoltura celular de las micobacterias

La envoltura micobacteriana esta compuesta por la membrana plasmética, la pared
celular y la cépsula [16] [24]. La envoltura tiene como funcién proteger a las
micobacterias del ambiente exterior, dar forma, y proporcionar los mecanismos
necesarios para el trafico de sustancias entre el interior y exterior celular. Su baja
permeabilidad dificulta la toma de nutrientes y la internalizacion de compuestos
antimicrobianos [25], dificultando el control de las micobacterias con medicamentos
[12].

1.3.1 Membranaplasmatica de las micobacterias

La membrana de las micobacterias es similar en apariencia, funcién y composicion
a la de las otras bacterias [16]. A su bicapa lipidica estan asociados lipidos polares
y a algunos lipopolisacaridos como el lipoarabinomanano (LAM) y el lipomanano

(LM) [26]. LAM posee moléculas de manosa en los extremos, produciendo una
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estructura conocida como ManLAM [18], [27]. LAM puede contener moléculas de
glicerol, inositol y fosfato, en unidon a arabinosa, manosa, lactato, succinato,
palmitato y tuberculestereato [18]. Por otra parte, LM contiene manosa en su
estructura, la que es reconocida por la membrana de las células huésped a través
de los receptores Toll, activando vias de sefializaciéon en la respuesta del hospedero
[28].

Las proteinas de membranas de las micobacterias, como en otras bacterias, se
encargan de procesos celulares tales como la unién y transporte de aminoacidos,
iones, carbohidratos, acidos organicos y medicamentos a través de la bicapa lipidica
[29]. Especificamente las ATPasas tipo P hacen parte de las proteinas de
membrana, realizando funciones de homedstasis celular estableciendo un equilibrio
de entrada y salida de metales para mantener su concentracion a nivel de
nutrientes, ademas, realizan funciones de desintoxicacién de iones, lo que mejora

la supervivencia de Mtb [6].

1.3.2 Pared celular de las micobacterias

La pared celular rodea la membrana celular y se encuentra inmediatamente
después del espacio periplasmico en las micobacterias. Esta conformada
basicamente por péptidoglicanos (PG) unidos covalentemente a arabinogalactano
(AG) y este a su vez a los acidos micdlicos (AM) (Figura 1-1) [18], [24]. A la pared
celular se le atribuye parte de la resistencia de las micobacterias a los antibiéticos
[12]. En el complejo micolil-arabinogalactano-peptidoglicano (MAGP), el PG se
compone de unidades repetitivas de N-acetilglucosamina y acido N-acetilglicolil-

muramico conectadas por pequefios péptidos [16].
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Figura 1-1. Esquemade laenvoltura celular de las micobacterias. Laenvoltura celular
esta conformada por tres estructuras complejas: la membrana plasmatica, constituida por
fosfolipidos, la pared celular de péptidoglicano, que se enlaza covalentemente a
arabinogalactano, que en los extremos distales se une a acidos micolicos formando una
pseudo-bicapallipidica externao micomembrana. Finalmente se encuentrala capsula, para
especies patogénicas, la cual interactia directamente con el hospedero. Tomado de [30]

El AG es uno de los principales constituyentes de la pared celular, esta conformado
por arabinano y galactano en su forma furanosa, formando un complejo
heteropolisacarido ramificado [12]. Por otra parte, los AM, son una variedad de
acidos grasos de cadena larga (60 a 90 carbonos) a-alquilados y B-hidroxilados,
gue son activamente importantes en la permeabilidad de la pared celular [12]. En
su mayoria, los AM se encuentran unidos covalentemente al mAGP, pero algunos

de ellos se pueden encontrar de forma libre en la pared micobacteriana [12], [16].

Las micobacterias presentan una estructura altamente hidrofobica comprendida por
AM unidos covalentemente al mMAGP (capa interna), y los lipidos libres (capa
externa), que hace las veces de membrana externa (Figura 1-1) [16], [24]. Los lipidos
libres se unen de manera no covalente con el mMAGP, y son extraibles facilmente
con solventes organicos. Dentro de este grupo de lipidos se encuentran manosidos
de fosfatidil inositol manosidos (PIM), glicolipido fendlico (PGL), dimicoserosato de
fenoltiocerol (PDIM), dimicolato de trehalosa (TDM) y sulfolipidos (SL) [31], [16].
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1.3.3 Lacapsulade las micobacterias

La cépsula es la seccion mas externa de la envoltura micobacteriana y tiene como
funcién principal mantener la hidratacion de la célula [32]. La cdpsula se encuentra
en especies patdogenas como Mtb y M. avium, la que se pierde en los cultivos in
vitro. Se compone de polisacaridos, proteinas y una pequefia cantidad de lipidos
[16]. Las moléculas que componen la capsula han sido relacionadas en la
sefializacion celular, debido a su rol en la interaccion con el sistema inmune [12].
Polisacaridos como el glucano, son los principales componentes de la capsula de
las micobacterias de crecimiento lento, y especialmente de las patégenas como Mtb
[31].

1.4 Infeccion por tuberculosis

Mtb es el agente etiolégico de la TB humana, bacilo identificado por Robert Koch en
1882 [33]. Debido a que Mtb tiene la capacidad de adaptarse a cambios ambientales
como la hipoxia, la privacion de nutrientes y diversas condiciones de estrés durante
todo el proceso de infeccion, ningun farmaco ni vacuna han tenido total éxito en la
erradicacion de la TB [24].

Mtb se propaga via aerosoles mediante goticulas formadas en el sistema
respiratorio de las personas con TB, las que son expulsadas cuando la persona
tose, estornuda o habla, transmitiéndose a individuos sanos, los que portaran TB
latente, siempre y cuando su sistema inmune responda de manera adecuada.
(Figura 1-2) [4].
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Figura 1-2. Ciclo de infeccion por tuberculosis Inicia por la inhalacion del bacilo
tuberculoso, el que se puede albergar en los alveolos pulmonares formando lo que se
conoce como infeccion primaria. Se generaun equilibrio inmunologico si el individuo esta
sano, donde la bacteri a entraen un estado de latencia, es decir, un estado no replicativo
donde los bacilos son viables, pero no se dividen o presentan minimareplicacion celular.
Si el sistema inmune se deprime, el bacilo se reactiva, generando la enfermedad y una
alta tasa de transmision, que en su desarrollo conlleva a un grave dafio tisular. Tomado y
adaptado de [34]

Generalmente la enfermedad activa progresa en nifios y en adultos mayores; el
riesgo de desarrollar la enfermedad desde un estado latente representa entre un 5-
10% [33]. Comunmente Mtb coloniza los alveolos pulmonares generando infeccion
en vias respiratorias; sin embargo, el bacilo puede diseminarse a otros 6rganos a
través de via linfatica y hemética causando infecciébn en huesos, meninges y
ganglios linfaticos ocasionando TB extrapulmonar [35]. Aunque los pulmones son el
organo mas comun que desarrolla TB, la enfermedad extrapulmonar se puede
producir en mas del 20% de pacientes inmunodeprimidos.

La infeccion primaria puede tomar una de estas dos vias: enfermedad activa o

infeccién latente. El riesgo de infeccion activa aumenta por inmunosupresion,
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diabetes, malnutricion y alcoholismo; sin embargo, ain con una deteccion temprana
del bacilo tuberculoso, su erradicacion es dificil ya que Mtb sobrevive gracias a su
capacidad de persistir a la respuesta inmune del huésped [36].

1.4.1 Respuestainmunede lainfeccion por tuberculosis

Cuando se establece la interaccion hospedero-patdogeno, la produccion de varias
citoquinas pro-inflamatorias induce el reclutamiento celular en el sitio de infeccion,
conduciendo a la proliferacion y acumulacion de macréfagos, neutréfilos y linfocitos

T, entre otras células inmunes importantes, formando el granuloma (Ver Figura 1-3).

Figura 1-3. Estructura del granuloma. El granuloma es un conglomerado celular que se
forma como parte de la respuesta inmune celular, contra M. tuberculosis. El bacilo
tuberculoso es rodeado principalmente de macréfagos, neutréfilos, células dendriticas y
fibroblastos, entre otras lineas celulares importantes. Tomado y editado de [34]

Especificamente, durante la etapa inicial de infeccion se activa la respuesta inmune
innata, la que se encarga de reclutar células inflamatorias en los pulmones
(macrofagos alveolares, células dendriticas, neutrofilos, linfocitos B.) A
continuacion, se induce una respuesta inmune adaptativa provocada por la
diseminacion de Mtb en los ganglios linfaticos drenantes; durante este proceso, la
presentacion de antigenos de micobacterias por las células dendriticas amplifica la
respuesta de células T efectoras que migran a los pulmones y junto con los
leucocitos estimulan la formacioén del granuloma quedando el bacilo en estado
latente (Figura 1-4). Dentro de esta estructura, los macréfagos son activados por
interferon gamma (IFN-y), una citosina secretada por las células T CD4* cuyo fin es
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restringir la dispersion y la replicacion de Mtbh. En latencia, la carga bacteriana
permanece estable, pero una poblacién continua el proceso de replicacion. La TB
latente por lo tanto no representa un estado estatico, sino es un estado dinamico
entre la micobacteria y su hospedero [37]. En latencia las personas infectadas no
presentan sintomas de la enfermedad y no pueden contagiar a otras personas, sin
embargo, al presentarse alguna deficiencia en el sistema inmunitario la enfermedad
se reactiva [35] ya que se restablece la actividad metabdlica y replicativa de la

micobacteria [36].

1.4.2 Respuestainmuneinnataalainfeccién por tuberculosis

El bacilo tuberculoso al ingresar por las vias respiratorias superiores evade con éxito
la primera barrera de defensa, el sistema mucociliar, mostrando tropismo e
instalandose en los alvéolos pulmonares. Una vez alli el bacilo tuberculoso es
fagocitado por los macréfagos alveolares, y capturados por neutréfilos y células
dendriticas, activando la respuesta inmune innata mediada por péptidos
antimicrobianos [33]. La presentacion del bacilo por células dendriticas supondria la
muerte bacteriana [35], sin embargo, las cepas virulentas de Mtb, interrumpen la
sefializacion evitando la maduracion del fagosoma una vez se encuentra en los
macrofagos [38]. Inicialmente las micobacterias son ingeridas por fagocitosis, un
proceso que invagina la membrana y que finaliza en la formacién del fagosoma.
Durante este estadio de infeccion, el bacilo responde a condiciones adversas dentro
del fagosoma como bajos niveles de oxigeno y de nutrientes, altos niveles de
especies de nitrogeno reactivo (NOS) y oxigeno reactivo (ROS) [39], bajo pH y
accion de enzimas hidroliticas, péptidos antimicrobianos y alta concentracién de
metales pesados [36]. EI metabolismo del bacilo es inhibido, a su vez que los
macrofagos promueven la produccion de enzimas proteoliticas para la degradacion

de proteinas y lipidos bacterianos [36].

La formacion del fagolisosoma no detiene la supervivencia de Mtb, quien evade su

propia destruccion afectando la maduracion del fagosoma y llevando el pH del
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compartimiento fagocitico hasta 6.4. Las rutas por las que las micobacterias
sobreviven dentro del macréfago son variadas; sin embargo, se conoce que uno de
los mecanismos usados es a través de la exclusion de la ATPasa vacuolar del
macréfago, ya que el proceso de degradacion y presentacion de antigeno no es
eficiente. Por otro lado esta la secrecion de la ureasa micobacterial (UreC) una
enzima que hidroliza la urea para formar amoniaco y didxido de carbono; una vez
en solucion, el amoniaco forma carbonato de amonio, sustancia que usa la
micobacteria para responder a la disminucion del pH y aumentar la alcalinidad del
medio [36].

En los seres humanos, la infeccién por Mtb promueve la produccion de una citosina
antiinflamatoria, la interleucina-10 (IL-10), que afecta la maduracion del fagosoma
por medio de mecanismos dependientes de STAT-3 que favorecen la supervivencia

y la proliferacion de Mtb [33].

Los mecanismos ROS y RNS que actuan dentro del fagosoma para la eliminacion
de Mtb son evadidos por el bacilo mediante la produccion de enzimas como la
catalasa y la superoxido dismutasa, proteinas capaces de degradar los
intermediarios reactivos de oxigeno. Usando estos mecanismos, Mtb es capaz de
sobrevivir durante largos periodos en este ambiente intracelular [36] [40].

Existen otras células que desempefian un rol importante en la linea de defensa
primaria contra Mtb tales como los neutrdfilos, los monocitos y las células
dendriticas que son reclutadas hacia los pulmones para destruir al bacilo. Estas
células establecen la formacion de un granuloma temprano, [36], [41] en donde la
micobacteria encuentra un ambiente propicio para su expansion poblacional [37].

1.4.3 Respuestainmune adaptativaala infeccion por tuberculosis

La proteccion contra Mtb se da gracias a la capacidad de las células T CD4* para
producir IFN-y, que activa a su vez los fagocitos infectados. IFN-y actua como un

activador de macréfagos y dirige la diferenciacion de linfocitos T CD4* en linfocitos
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Tul cuya funcién es la de inducir una mayor secrecion de interleucina 12 (IL-12) que
promueve la diferenciacion a THl, lo que amplifica la respuestainmune [4].

Durante la diferenciacion de células T CD4* a células THl se produce también
interleucina 1L-17 que regula el reclutamiento de células THl en los pulmones
infectados. El aumento de células T CD4* reguladores (Treg) durante el progreso de
la infeccion asegura que la respuesta de THl no sea excesiva y cause dafio
pulmonar [42]. Un equilibrio entre la respuesta inmune y su regulacion se da a través
de moléculas de inhibicion de la respuesta inflamatoria como las PD1 que se
expresan por las células Treg, €S por tanto que la activacion de estos mecanismos

es fundamental en la proteccion contra Mtb [42].

El factor de necrosis tumoral (TNF) y la linfotoxina (LT-a3) median la inmunidad de
Mtb en humanos; su funcion es la de regular la formacion y mantener la integridad
de los granulomas [42]. La respuesta inmune adaptativa a Mtb en sus primeras
etapas logra contener el crecimiento progresivo del bacilo, lo que genera sintomas
transitorios como fiebre y erupcion cutanea. Luego de haberse establecido esta
inmunidad adaptativa, la mayoria de personas infectadas transitan a un estado
asintomatico [36], [37].

1.4.4 Caracteristicas del granulomamicobacteriano

El granuloma es un mecanismo de defensa del sistema inmune que se forma
alrededor de la micobacteria (Figura 4). Esta formacién es un tipo de lesién tipica
de la TB y en ella convergen macréfagos, células gigantes multinucleadas que se
forman por la fusion de la membrana plasmatica, y por la acumulacion de multiples
macréfagos que desarrollan un microambiente que se caracteriza por tener bajos
niveles de oxigeno, nutrientes y presentar un pH muy acido. Todo en su conjunto

restringe la replicacion y la propagacion de la bacteria [41].
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Figura 1-4. Representacion delacomposicion celular de un granulomacon Mtb.
Tomado de Squeglia, 2018 [43]

El bacilo es controlado en este estadio frenando su propagacién y estableciéndose
en un estado latente en la mayoria de personas infectadas [36]. Mtb puede modificar
su expresién fenotipica con el objetivo de optimizar su supervivencia en el ambiente
del granuloma restringiendo su crecimiento [41]. En este estado de latencia los
bacilos no presentan tasas altas de replicacién y mantienen su viabilidad en un
estado metabdlico de restriccion energética, en donde la micobacteria es viable pero
no se divide [36].

Estudios realizados en seres humanos, el granuloma puede distinguirse en tres
tipos principales: el granuloma sélido que contiene el bacilo, el granuloma necroético
caracteristico de las primeras etapas de la TB activa y finamente el granulom a
caseoso caracterizado por un ambiente hipoxico y que es resultado de la etapa
terminal de la TB (Figura 1-5) [33] [36].
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Figura 1-5. Morfologias del granuloma durante las etapas dela TB. Tomado de
Gengenbacher, 2012 [36].

En la TB activa, las distintas etapas del granuloma proporcionan diferentes
microambientes en los cuales el bacilo puede adaptarse, y las diferentes etapas
coexisten durante todo el proceso [36].

El granuloma sélido es la formacion tipica durante la TB latente, esta conformado
por fagocitos mononucleares, células dendriticas y linfocitos T y B. El granulom a
solido se encuentra rodeado por una pared fibrética que sirve como barrera y lo

separa del tejido circundante en donde la carga de Mtb es baja (Figura 1-5) [36].

En la etapa de granuloma necrético, su nicleo se encuentra compuesto por células
dendriticas solidas y por tener un ambiente hipdxico (Figura 1-5). En el granulom a
caseoso, el nacleo se inestabiliza lo que produce la formacion de cavidades ricas

en oxigeno lo que le proporciona al bacilo una fuente de nutrientes (Figura 1-5) [36].

1.5 Reactivacion de laTB

Cuando recae el sistema inmune de una persona infectada con Mtb la reactivacion
puede presentarse a través de dos mecanismos:

El primer mecanismo comprende defectos cuantitativos de células T CD4* en

pacientes co-infectados con VIH; las evidencias demuestran que en personas VIH*
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hay una disminucidon de células T CD4+ especificas de antigenos de Mtb,

aumentando la probabilidad de desarrollar TB activa [36].

El segundo mecanismo esta asociado con la neutralizacién terapéutica de TNF por
anticuerpos monoclonales. El bloqueo del TNF esta relacionado con la disminucion
de la actividad antimicrobiana facilitada por los macréfagos y con la reduccion de
células T CD8+ que secreta moléculas citosoélicas que contribuyen a la muerte de
Mtb [36].

El bacilo tuberculoso cuenta ademés con mecanismos para evadir y neutralizar su
eliminacién, uno de estos mecanismos es la manipulacién del metabolismo de los
lipidos del macréfago. Las evidencias han demostrado que un evento de necrosis
favorece més al bacilo en lugar de un evento de apoptosis y esto lo consigue
manipulando los mecanismos de muerte celular del macréfago [41]. La micobacteria
manipula la biosintesis de eicosainodes, induciendo la sintesis de lipoxinaAs (LXA4)
que inhibe la produccion de ciclooxigenasa 2 (COX2) una enzima esencial para la

biosintesis de la prostanglandina E2 (PGE?2).

1.6 Regulacién transcripcional del bacilo tuberculoso
durante la infeccidn

Las bases moleculares permiten comprender los mecanismos de patogenicidad,
virulencia y persistencia que utiliza de Mtb para sobrevivir y persistir en las células
hospederas. Mtb posee diferentes factores de virulencia, los cuales se clasifican de

acuerdo a su funcion, caracteristica molecular o localizacion celular, [44].

La envoltura celular de Mtb contiene una amplia variedad de glicolipidos y lipidos
gue cumplen un rol importante en su patogénesis como ligandos claves reconocidos
por receptores de la célula hospedera. De esta forma la superficie del bacilo se
acopla a la membrana de los fagocitos iniciando la invasion celular. Una vez dentro

del macrdéfago, el bacilo activa mecanismos que evitan la fusion lisosomica, la
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acidificacion del fagosoma, modifican la sefalizacion, e interrumpen la secrecion de

citocinas [44].

Mtb posee un grupo de genes relacionados con la sintesis de proteinas quinasas
gue modulan eventos celulares, tales como la adaptacibn ambiental, la
diferenciacion y la division celular. Las proteasas por su parte, tienen un rol
fundamental en la homeostasis celular; estas proteinas controlan el proceso de
transcripcion, regulacion y metabolismo y desempefian funciones de degradacion
de tejidos y de moléculas de defensa de la célula hospedadora. Por su parte, las
proteinas transportadoras de metales le brindan a la micobacteria una ventaja
adaptativa que les permite subsistir en entornos tan hostiles como en el fagosoma,

en donde estan expuestos a altas concentraciones de metales [44].

Dentro de los genes regulatorios de Mtb se incluyen una amplia variedad de
sistemas de dos componentes, factores de transcripcién y quinasas, que se
encargan mediante regulacion transcripcional, de adaptar el bacilo a los diferentes
ambientes durante el proceso de infeccion como: baja tension de oxigeno,
agotamiento de nutrientes, especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, pH alterado
y otras tensiones ambientales [44]. Un ejemplo de regulacion transcripcional es el
sistema dos componentes DosR-DosS/T que se activa en respuesta a la hipoxia, a
la presencia de Oxido nitrico y al mondxido de carbono. También el sistema
PhoP/PhoR que controla la respuesta a hipoxia y estrés, el metabolismo
respiratorio, la secrecion de antigenos como ESAT-6 y la sintesis de lipidos [45],
[46].

Entre los reguladores transcripcionales, Mtb también cuenta con los factores sigma
gue se activan en respuesta a condiciones de estrés. El factor sigma e (SigE) se
sobre-expresa durante la infeccion a macrofagos; SigF cuando la bacteria se
encuentra en condiciones de inanicion e infeccion de macréfagos humanos [44],

SigG durante la infeccién de macréfagos humanos y se ha visto que es
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indispensable para el crecimiento intracelular. Finalmente SigH en respuesta al
choque térmico y al estrés oxidativo y nitrosativo [44].

Proteinas similares al factor Rpf (factor promotor de resucitacion) son codificadas
dentro del genoma de Mtb. Rpf tiene la habilidad de resucitar a Mtb desde un estado
de latencia; la interrupcion de alguno de los genes que codifica para una de estas
proteinas tiene un impacto en la recuperacion de la micobacteria, por lo que son

necesarias durante los procesos de reinfeccion.

1.7 Tratamientosy vacunas contra latuberculosis

Dado que la infeccion por TB cobra anualmente millones de vidas, un diagnéstico
temprano y un tratamiento continuo evitarian millones de muertes ademés de la
propagacion de cepas TB-MDR y TB-XDR. En la actualidad existen 22 farmacos
probados en ensayos clinicos fase 3, y 12 vacunas candidatas probados en fases

clinicas 2ay 3.

1.7.1 Tratamiento contralaTB

El tratamiento de infeccion por TB abarca un régimen estricto de medicamentos que
deben suministrarse por un periodo de 6 a 9 meses, teniendo una tasa de curacion
del 95% para casos no complicados que se adhieren a el tratamiento [47] [48].

La OMS sugiere para casos de TB no resistente a farmacos antituberculosos ,
antibidticos y farmacos de primera linea como la isoniazida (INH), la rifampicina
(RIF), el etambutol (ETB) y la pirazinamida (PZA). Los dos Ultimos deben
suministrarse durante los dos primeros meses de tratamiento, lo que se conoce
como fase intensiva, seguido a este régimen, se debe suministrar RIF e INH hasta
completar los seis meses de tratamiento, lo que constituye la fase de continuacion
[47] [49].
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MDR-TB (TB multidrogoresistente) es la enfermedad causada por cepas de Mtb
resistentes al menos a los antituberculosos isoniazida y rifampicina. Por su parte, la
XDR-TB (TB extremadamente resistente a farmacos) es la producida por cepas
resistentes a isoniazida, rifampicina, a una  fluoroquinolona (ciprofloxacino,
ofloxacino, moxifloxacino, levofloxacino o gatifloxacino) y a un agente inyectable de
segunda linea (etionamida, amicacina, kananicina o capreomicina). El abandono del
tratamiento con farmacos de primera linea propicia la aparicién, desarrollo y
propagacion de cepas MDR y XDR lo que impacta de modo negativo el control de
la enfermedad, ain mas cuando Mtb presenta resistencia natural a numerosos
compuestos antibacterianos, consecuencia de su compleja pared celular de baja

permeabilidad para muchos de estos compuestos.

El tratamiento estandar de 6 meses no es efectivo contra la MDR-TB, por lo que se
opta por un método de 2 o mas afios usando farmacos mucho mas toxicos y
costosos [49]. El tratamiento de MDR-TB incluye un aminoglucésido inyectable
como la amikacina, capreomicina o kanamicina, una fluoroquinolona como
moxifloxacino, gatifloxacino o levofloxacina y un farmacode primera linea como ETB
y PZA y dos o mas farmacos orales de segunda linea etionamida, cicloserina, acido
para-aminosalicilico o terizidona [49]. La OMS designé tiempos de tratamiento para
MDR-TB en el que la fase intensiva tiene una duracién de 8 meses y la fase de
continuacion de 12 a 18 meses, sin embargo, la tasa de curacion con este

tratamiento solo es del 65% en los pacientes tratados [50].

El tratamiento de XDR-TB depende principalmente del estado inmune del paciente,
del dafio tisular y la resistencia de la cepa micobacteriana, es por esto, que debe
ser disefiado para cada paciente, y su éxito dependera del diagndstico temprano, el
apoyo médico y la adhesién al tratamiento [49]. La resistencia y la multirresistenc ia
son consecuencia de mutaciones cromosémicas que se dan bajo la presion

selectiva por el uso de los antibiéticos [51].
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La tabla 1 muestra alguna de las mutaciones en genes involucrados en la

resistencia antibiética adquirida en Mtb [51]

Tabla 1-1.Algunos genes implicados en laresistenciaantibiéticade algunos

farmacos en Mtb. Tomado de Smith, 2013 [51]

Farmaco Modo de accidn

Mutaciénen el gen

Funcion génica

Rifampicina Inhibe la rpoB Subunidad  de ARN
transcripcion polimerasa
Inhbicion de la katG Catalasaperoxidasa
- sintesis de acidos inhA Enoil-ACP reductasa
Isoniazida micélicos ndh NADH
ahpC Deshidrogenasall
Acil-hidroproxidasa
Etambutol Inhibicion de embCAB Arabinosil-transferasa
arabinogalactano embR Regulador
transcripcional
Pirazinamida Inhibicion de la pncA Pirazinamidasa
traduccion rspA Proteinaribosomal S1
Kanamicina Inhibicién de la rrs 16SrARN
traduccién eis Acetil transferasa
Estreptomicina Inhibicion de la rpsL Proteina ribosomal
traduccion res S12
gidB 16SrARN
16SrARN
metiltransferasa
Etionamida Inhibicién de mshA Glicosil-tranferasa
biosintesis de ethA Flavin monooxigenasa
acidos micdlicos
Fluoroquinolonas Inhibicion de DNA gyrA Subunidad A DNA
girasa gyrB girasa

Subunidad B DNA
girasa

1.7.2 Vacunas contralaTB

La actual vacuna contra la TB llamada Bacillus Calmette-Guérin (BCG) es la Unica

vacuna gue hasta el momento ha sido aprobada por la OMS. BCG se obtuvo de una

cepa M. bovis aislada de una vaca infectada a la cual se le hicieron 231 pases

sucesivos durante 13 afios, como efecto de estos pases se obtuvo una cepa
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atenuada que no causaba TB en vacas, caballos y otros modelos animales [52].La
vacuna BCG es una de las vacunas mas seguras y por lo tanto mayormente
administrada, aproximadamente 3,5 billones de personas han sido vacunadas con
BCG, demostrando que esta vacuna es efectiva en la prevencién de TB miliar y
meningea en nifos [53]; sin embargo, no impide el establecimiento de TB latente o
la reactivacién de TB en adultos [52]. El uso de BCG como vacuna contra la TB
pulmonar ha sido tema de debate, ya que las razones que llevan discutir la validez
de esta vacuna es que BCG no induce respuesta de memoria a largo plazo y no
estimula la respuesta de células T CD4+y CD8+[54], [52],[9].

Diversos estudios luego de la inoculacion con BGC en humanos han demostrado
gue se incrementa la produccion de IFN-y y que induce la expresion de células T yo
gue se activan para controlar la progresion de TB, inclusive la vacuna induce la
produccién de anticuerpos a niveles moderados [55], [56], pero estas reacciones no
son suficientes para que la vacuna alcance un nivel de proteccién que abarque un
100%. La exposicion previa a micobacterias ambientales interfiere con la eficiencia
de BCG, diferentes estudios han demostrado que los individuos desarrollan
inmunidad hacia estas micobacterias, lo que suscita un bloqueo en los efectos de la
vacunacion, inhibiendo la replicaciéon de BCG y previniendo la respuesta protectora

enmascarando los efectos de la vacuna [53].

Algunos analisis moleculares demuestran que BCG ha perdido un amplio ndmero
de genes debido al nimero de pases realizados provocando en su genotipo una
atenuacion que la hace poco efectiva. EI segmento RD1 que codifica antigenos
como ESAT-6 y CPF-10 que estan ausentes en BCG y que son marcadores de
enfermedad como de inmunidad de TB, es un ejemplo de esta pérdida de genes
[54] [9].

Debido a la funcionalidad debatible de BCG se hace necesario encontrar nuevas
vacunas contra la TB seguras y eficaces que permitan la expresion génica de

antigenos durante todas las etapas de la infeccion. La compresion de la patogénesis
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de la enfermedad y la respuesta inmune a Mtb es probablemente la ruta mas segura
para disefiar una vacuna eficaz contra la TB [41].

1.7.3 Posibles candidatos avacunas contrala TB

Diferentes candidatos a vacunas contra la TB se encuentran en ensayos clinicos o
en fases de estudio. Entre ellos, las vacunas terapéuticas y las vacunas preventivas

son las més estudiadas (Tabla 2) [53].

De acuerdo a la OMS, las etapas de desarrollo y evaluacion de una vacuna incluyen
diferentes fases. El modelo de estudio es animal durante la etapa de ensayos
preclinicos y tiene como objetivo evaluar la seguridad, toxicidad e inmunidad de los
animales de experimentacion. Los ensayos clinicos se dividen en las siguientes
etapas en: Fase |: evalla la seguridad, tolerabilidad e inmunogenicidad en
diferentes poblaciones; Fase lla: abarca estudios mas amplios de entre 100 a 300
voluntarios y el objetivo es hacer un diagndéstico del rango de dosis en la poblaciéon
para identificar la dosis Optima; Fase Ilb: son estudios que abarcan mas de 1000
voluntarios y tienen como fin demostrar evidencia de prevencion de la enfermedad,;
Fase Ill: Son estudios de registro para la licencia de la vacuna, estan disefiados para
demostrar que los resultados son estadisticamente significativos en la prevencion y
tratamiento de la enfermedad y que son seguros a largo plazo [57].

Tabla 1-2. Candidatos avacunas en desarrollo contrala TB. Tabla adaptada de
Weiner, 2013 [5]



25 DESARROLLO DE UTILES GENICOS PARA LA OBTENCION DE UN DOBLE
MUTANTE DE Mycobacterium tuberculosis DEFECTIVO ENPROTEINAS DE
MEMBRANA MMPL7Y ATPasas TIPOP

Poblacion objetivo Tipo de Vacuna Candidatos

Micobacterias vivas:
Recién nacidos Preventiva rBCG:
VPM 1002
Mtb atenuada
MTBVAC

Vectores virales:
Ad5 Ag85A; TB.FLU-04L
MVAS5A
Nifnos/Adolescentes Preventiva Proteinas recombinantes con
adyuvantes:
H4 + 1C31
H56 + IC31
M72F + ASO1
Micobacterias muertas:
RUTI®
Individuos con TB Terapéutica M.vaccae
DAR-901
Proteinas recombinante con
adyuvantes:
ID93/GLA-SE

1.7.4 Vacunas terapéuticas

Estas vacunas tienen como fin el fortalecimiento del sistema inmune del paciente
con TB para eliminar células infectadas con Mtb, prevenir la reactivacion de la
infeccion y reducir el tiempo de tratamiento con farmacos antituberculosos [52], de
hecho, estas vacunas pueden reducir el desarrollo de resistencia a medicamentos
y mejorar la eficacia de la terapia dirigida contra MDR/XDR-TB [52]. Una de las
ventajas de las vacunas terapéuticas es guiar la respuesta inmune contra la TB
latente debido a que usan antigenos de Mtb en dormancia. En la actualidad tres de
estas vacunas se encuentran en ensayos clinicos, RUTI®, M. vaccae y DAR-901
(Tabla 3).

1.7.5 Vacunas preventivas

El disefio de este tipo de vacunas tiene como fin mejorar, potenciar o reemplazar a

la vacuna BCG; se desarrollan con el propdsito de impulsar una memoria
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inmunologica a largo plazo contra Mtb. El esquema de inmunizacion para mejorar e
inducir la memoria inmunoldgica iniciaria en recién nacidos con la vacuna BCG,
rBCG o cepas atenuadas de Mtb y se necesitaria una vacunacion de refuerzo en la
infancia y la adolescencia haciendo uso de vacunas de subunidades [54] (Figura 1-
6).

Nacimiento . Nifiez . Adolescencia
e ' . . Proteina '
PUQU rBCG o Mtb | é;%‘g recombinante | e TN Proteina
»-._\_??ZOﬁ atenuada Iw"‘-—..:& @ +adyuvante i . % b recombinante
)1/ | UL" L0100y 1 i & sadyuvante
B : i SN T

Célula dendritica

SN

© © 3
Célula T CD4* Bi Célula T CO8" &Q@ @-€ 3\'

e o* &

Expansiéndec-élulisTESPeCC‘“ g m
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Células T de memoria | Amplificacion de células T especificas
Figura 1-6. Estrategias de vacunacion contra Mtb. Impulsar lavacunacion con BCG o

BCG modificado recombinante (rBCG), en lugar de tratar de reemplazarlo por completo, es
un enfoque préctico para futuras inmunizaciones contra la TB. Tomado y modificado de
Skeiky, 2006 [54]

1.7.6 VacunaBCG recombinante (rBCG)

Las vacunas recombinantes usan como vector la cepa parental BCG para expresar
antigenos ausentes en esta cepa atenuada del complejo tuberculoso, con el objetivo
de mejorar la respuesta inmune en el huésped. rBCG30 es un recombinante de

BCG desarrollado para sobre-expresar el antigeno 85B de Mtb y de esta manera
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estimular el sistema inmunolégico. Toda vez que se obtuvo una inmunogenicidad
menor a la esperada, rBCG30 ya no se encuentra en desarrollo clinico [59]. Por el
contrario, rBCG VPM1002 que expresa la hemolisina listeriolisina (Hly) (proveniente
de Listeria monocytogenes) y que cuenta con la delecién del gen ureC [60] (Tabla
3), es un candidato que se encuentra en ensayos clinicos fase lll, y dara inicio a

ensayos en recién nacidos y voluntarios sanos de Europa y Africa.

1.7.7 Vacunas desubunidades

El objetivo de estas vacunas es inducir la respuesta inmune de células T CD4+y
CD8+ dependiendo de los adyuvantes utilizados para su estimulacion. Estas
vacunas contienen antigenos inmunodominantes de Mtb en forma de genes

integrados en vectores virales o en forma de proteinas recombinantes [52].

1.7.8 Vacunas integradas por vectores virales

Los poxvirus y los adenovirus son los vectores virales mas comunmente usados en
estrategias de vacunacion debido a que expresan el antigeno 85A (Ag85A) de Mtb,
una enzima con actividad micoliltransferasa que cataliza la sintesis de glicolipidos
de la pared celular de la micobacteria [52],[55]. Un ejemplo de este tipo de vacunas
es el desarrollo MVA8S5A/AERAS-485 un recombinante atenuado de vaccinia

Ankara, un poxvirus que expresa Ag85A de Mtb (Tabla 2) [60].

1.7.9 Vacunas de proteinas recombinantes

Estas vacunas se desarrollan a partir de subunidades proteicas de diferentes
antigenos o proteinas de fusién de Mtb y son suministradas en combinacion con
adyuvantes [52], [60]. El candidato vacunal de subunidades H4 esta integrado por
una proteina de fusion de dos antigenos de Mtb Ag85B y TB10.4, y exhibe una
actividad protectora junto al adyuvante IC31 en modelos de ratones y cobayos; en
la actualidad esta en ensayos clinicos fase Il en adolescentes sanos y recién

nacidos vacunados con BCG [52].



2¢ Introduccion

1.7.10 Vacunas con cepas atenuadas de Mtb

La construccion de estas vacunas tiene como eje central el desarrollo de cepas
atenuadas de Mtb en donde se eliminen genes relacionados con la virulencia [59].
Este tipo de vacunas tiene la ventaja de recuperar genes que han sido naturalmente
eliminados en BCG, dentro de los cuales se podrian encontrar antigenos
inmunodominantes que pueden generar una respuesta inmunolégica mas fuerte
[61]. La construccion de un candidato a vacuna atenuada debe considerar que los
mutantes conserven la capacidad de crecer y de sobrevivir en el hospedero para
inducir la inmunidad protectora [61], permitir la supervivencia prolongada de los
animales de estudio durante los ensayos preclinicos, mostrar baja carga bacilar en
los pulmones y bajo nimero de lesiones patolégicas y finalmente demostrar una

fuerte respuesta celular TH1 en modelos con animales [61].

Para disefiar este tipo de vacunas ademas de tener en cuenta los aspectos
anteriormente mencionados, debe contemplar problemas de seguridad en las
personas con inmunosupresion y debe ser segura para su uso en humanos. Por
esta razén, las mutaciones que se realicen deben contemplar al menos dos
deleciones no reversibles e independientes con el fin de evitar reversion hacia cepas
silvestres.También se debe considerar eliminar los marcadores de resistencia a

antibidticos usados durante la construccion del mutante [59].

En la actualidad, MTBVAC es un candidato de vacuna viva atenuada desarrollado
en la universidad de Zaragoza. MTBVAC se caracteriza por tener dos importantes
deleciones, la primera de ellas en el gen phoP que codifica un regulador
transcripcional de genes relacionados con la virulencia y lipidos de pared, y la
segunda en el gen fadD26, indispensable para la biosintesis de dimicocerosato de
ftiocerol (DIM), un lipido constituyente de la envoltura celular de Mtb y reconocido
factor de virulencia [60], lo que se produce un genotipo altamente atenuado [59]
(Tabla 2).
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Varios candidatos de este tipo de vacunas ofrecen buena respuesta por su
inmunogenicidad y eficacia en ensayos clinicos, pero ninguno ha demostrado la
capacidad de prevenir y erradicar la TB. Para lograr este objetivo se hace necesario
desarrollar nuevos candidatos vacunales, para lo que es necesario comprender la
patogénesis de la micobacteria y la interaccién que tiene con el sistema inmune de

su hospedero.

1.8 ATPasas tipo P como blancos de atenuacion de Mtb

Las ATPasas tipo P conforman una amplia familia de proteinas que permiten el
transporte activo de cationes, metales pesados y lipidos a través de la membrana
celular usando la energia de la hidrdlisis del ATP [58], [62]. De acuerdo a su funcién
como facilitadores del transporte de sustancias, las ATPasas tipo P cumplen un rol
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis celular, la regulacién del
metabolismo y la eliminacion de iones a concentraciones toxicas, proporcionando
un ambiente critico para la supervivencia celular. En organismos patdgenos como
Mtb estas proteinas son fundamentales para su supervivencia y virulencia, ya que
estos sistemas de transporte les permiten establecer un equilibrio entre la entrada
y salida de metales lo que le permite mantener su concentracién a nivel de

nutrientes [63].

Las ATPasas tipo P interconvierten la energia metabdlica en gradientes
electroguimicos aprovechados para procesos de captacion de nutrientes que
pueden ser ligandos de metaloenzimas, sustratos encargados de la sefalizacion
celular, ademas de participar en la homeostasis i0nica al remover iones toxicos de
la célula [58], [64], [65]. En este sentido, las ATPasa tipo P protegen a la célula de

sustancias téxicas dentro del fagosoma [5], [66].

El genoma de Mtb codifica un amplio nimero de ATPasas tipo P en comparacion

con otras micobacterias saprofitas como M. smegmatis, lo que sugiere que estas
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enzimas cumplen un rol fundamental en la virulencia de la micobacteria causante
de la TB [5]. Las ATPasas tipo P reciben esta denominacion por la formacion de un
intermediario fosforilado en un residuo conservado de asparato (Asp) durante su
ciclo catalitico [65], [67].

1.8.1 Caracteristicas estructurales delas ATPasastipo P

Todas las ATPasas tipo P se caracterizan por contener entre 8-10 segmentos
transmembranales (TMS) y un ndcleo estructural conservado entre arqueas,
procariotas y eucariotas. La mayoria estan involucradas en el transporte de cationes
a través de los sistemas membranales celulares y subcelulares. Actualmente se han
identificado bombas especificas para iones de Na*, K*, H*, Ca2*, Mg2*,Cu*, Cd2*,
Agt, Cu?t, Co?*, Ni2*, Pb2+y Zn2*, y también para aminofosfolipidos [58], [68]. Todas
las ATPasas tipo P reportadas estan conformadas por cinco dominios funcionales y
estructurales distintos (Figura 1-7), entre ellos tres citoplasmaticos (A, actuador; N,
union a nucleodtido; P, fosforilacién) y dos membranales (T, transporte; S, dominio
de soporte especifico de la clase). Cada uno de estos dominios tiene una funcién
especifica durante cada ciclo catalitico [58]. Primero el dominio N produce una
fosforilacion en un residuo D (Aspartato) situado en el dominio P; posteriormente, el
dominio A produce la defosforilacién del residuo D para dejar a la enzima en su
estado inicial [58]. Se puede considerar, por lo tanto, que el dominio N actla como
una quinasa, y el dominio A como una fosfatasa que tienen el mismo sustrato. El
sitio de fosforilacién se encuentra en la region citoplasméatica de la proteina, al igual
gue los sitios de unién al ATP. La region de union del metal tiene motivos altamente

conservados y dependen de la especificidad del cation transportado [58].

En la membrana citoplasmética se wubican entonces los segmentos
transmembranales que rodean los sitios de unién de iones en la membrana. Estos
segmentos se encuentran conectados a los dominios citoplasmaticos a través de
cinco regiones de union que forman las conexiones estructurales necesarias entre
los pasos de liberacion de energia en el lado citoplasmatico y su conversion a la

translocacion fisica de iones a través de la membrana [62].
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El dominio P de fosforilacion es altamente conservado ya que no contiene
inserciones o deleciones significativas y el residuo de Asp fosforilado se ubica en la
secuencia conservada (Asp-Lys-Thr-Gly). Las demas secuencias conservadas de
este dominio se encuentran involucradas en la union del ATP en el sitio de
fosforilacion. EI ATP se une a un bolsillo conservado en el dominio N con el residuo

de fosfato orientado hacia el residuo de Asp situado en el dominio P [62].

Por su parte el dominio N actia como sitio de uniéon a nucleétido y es el dominio
mas variable entre los dominios citoplasmaticos; sin embargo, la parte funcional es
la mas conservada, ubicandose dentro de estos residuos la lisina (Lys) que se une
al adenosin del ATP dejando expuesto los tres grupos fosfato desde el sitio de union
para fosforilar el dominio P. Este dominio se encuentra insertado dentro del dominio
P uniéndose a través de una estructura en forma de bisagra [69], [70], [71].

El dominio A o actuador tiene actividad fosfatasa debido al motivo treonina (Thr)
glicina (Gly) y glutdmico (Glu), posee ademas dos o tres secuencias extendidas de
unién a los 3 primeros segmentos transmembranales (M1, M2, M3) conectadas en
el dominio de transporte T, lo que le confiere cierta flexibilidad y facilidad de rotacion
[58].

El dominio T o de transporte es el encargado de unir el ion que va a ser transportado
por la enzima. Esta formado por 6 a 10 alfa-hélices transmembranales que forman
los canales donde se une el ibn que va a ser transportado. Este dominio es muy
flexible y se mueve durante el proceso catalitico, es decir, durante la translocacion
del i6n, permitiendo el transporte de distintos tipos de iones que se ubican en la
parte media de la membrana [58], [71]. Este dominio tiene motivos altamente
conservados que dependen de la especificidad del catién transportado para
adaptarse de manera precisa de acuerdo a su carga, radio y geometria [65].

Por ultimo, el dominio S de soporte funciona como una unidad auxiliar para el
dominio T, ya que a diferencia de este dominio no es muy flexible y no se mueve
durante el proceso catalitico. Esto permite que sea un soporte para el dominio T,

pero también puede presentar sitios adicionales de union para los iones
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transportados; este dominio a su vez se conserva poco entre las ATPasas tipo P
[58], [70].
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Figura1-7. Organizacion estructural de las ATPasas tipo P. Se ilustran los dominios
citoplasméticos (A, P y N) y dominios embebidos en lamembrana (T y S). Tomado de
Palmgren, 2011 [58].

Las ATPasas tipo P pueden transportar protones, cationes de metales pesados,
alcalinos y/o alcalinotérreos. Estas enzimas se caracterizan por formar durante su
ciclo catalitico un intermediario fosforilado que no esta presente en los demas tipos
de ATPasas, involucrando un enlace covalente entre el fosfato del ATP y el residuo
de &cido aspartico (Asp) del dominio de fosforilacién [67]. Se ha visto que en TB
latente disminuye la concentracion intracelular de ATP, lo que limita la actividad de
las ATPasas en general. Sin embargo, las bombas ATPasas tipo P siguen
funcionando de forma activa, por lo que se les considera fundamentales en la
persistencia de la infeccion latente cuando el bacilo tuberculoso se encuentra en un

estado no replicativo [5].
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1.8.2 ATPasastipo P de Mtb

Las ATPasas tipo P tienen un rol esencial en la regulacion de iones metalicos en
Mtb dentro de las células hospederas, otorgandole al bacilo tuberculoso un amplio
espectro de supervivencia dentro del huésped [6]. Los iones que pueden ser
transportados por estas bombas incluyen: K*, Na*, Cu*, Cu2*, Cd2*, Zn2*, Mn2+,
Mg?*, Ca?*, Co?*, Ni2*, Fe 2*, Fe3*, Hg?*, AsOz2"y AsOa42- [64], [72], varios de estos
metales se consideran activos bioldgicamente como el hierro, cobre, zinc y
magnesio que son utilizados como micronutrientes y sirven como cofactores para
varias proteinas. El hierro se une a la transferrina y lactoferrina expresadas en la
membrana de macréfagos y el cobre es el cofactor de las oxidasas y superoxido

dismutasas, sin embargo son toxicos en concentraciones altas [73].

Mtb es uno de los microorganismos que presenta mayor nimero de genes que
codifican para ATPasas tipo P, comparado con otras especies del género
Mycobacterium, ademas de presentar una mayor expresion de ATPasas tipo P en
comparacion con cualquier otro transportador de metales [72]. Mtb posee un total
de 12 ATPasas tipo P de las que probablemente siete son Pie (CtpA, B, C, D,G, Jy

V) o bombas de metales pesados, tres del tipo P2a (CtpF, H e I), una del tipo P1a 0
transportador del tipo KdpB y una que no ha sido clasificada [72], lo que sugiere un
importante rol de estos transportadores en la supervivencia intracelular [72].
Conocer la expresion de genes de transportadores durante la infeccion en Mtb
provee informacién muy Util para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas [72].
Ademas, se conoce que las ATPasas tipo P son mucho mas conservadas en la
estructura terciaria que en su secuencia de aminoacidos [5], [64], lo que también

establece una informacion util en el disefio de inhibidores [64].

Existen 7 ATPasas tipo P de transporte de metales pesados, que incluye a CtpA,
CtpB, CtpC, CtpD, CtpG, CtpJ y CtpV, las que pueden transportar Cu2*, Cu*, Co?*,
Agt, Hg?*, Cd?*, Pb%2* y Zn?*, bombas que estan altamente implicadas en la
supervivencia intrafagosomal de Mtb. Estos transportadores podrian cumplir un papel

muy importante en la habilidad de Mtb de
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sobrevivir como patdgeno intracelular, puesto que una de las estrategias que
emplea el macréfago infectado es incrementar la concentracion intrafagosomal de
metales pesados [74].

También se han asignado a CtpE, CtpF, CtpH y Ctpl, como bombas de transporte
de metales alcalinos y alcalinotérreos, con posible especificidad para Na*, K+, Caz*,
H*y Mg?*. Es probable que algunas de estas enzimas sean bombas Na*/K* ATPasa
y H*/K* ATPasa [5], [74].

Las ATPasas tipo P de Mtb que se sobreexpresan en los macréfagos humanos son:
CtpA, CtpC, CtpF, CtpG, CtpH, Ctpl y CtpV [5]. Se ha sugerido que CtpF y CtpG se
expresan en condiciones de hipoxia, inanicién y en presencia de sustancias toxicas
como altas concentraciones de metales pesados por lo que su induccién, podria
considerarse un posible mecanismo de control sobre la infeccion tuberculosa. CtpE
es la unica ATPasa que se reprime durante la infecciéon tuberculosa y en CtpJ no
varia el nivel de expresion en exposicion a sustancias toxicas, o cuando el bacilo se
encuentra en estado activo o de latencia [5].

El nivel de expresion de CtpF y CtpC aumenta cuando Mtb es expuesto a
compuestos antimicrobianos generando resistencia propia del bacilo tuberculoso
frente a farmacos. CtpA, CtpC, CtpG, CtpV y CtpF son inducidas cuando Mtb ha
sido fagocitado por los macréfagos. Asi mismo en condiciones de hipoxia, CtpF se
sobre expresa in vitro por la adicion de S-nitroglutation GSNO, etanol, H202 y éxido
nitrico, conjuntamente se sobre expresa aproximadamente 60 veces cuando es
expuesto a RNS [74]. Finalmente, CtpG, CtpV y CtpC responden a intoxicacion por
metales pesados [5]. Quitian [75] sugirid que CtpG podria ser una bomba encargada
del eflujo de cadmio (Cd?*), por lo que este transportador podria ser considerado un
blanco terapéutico y ensayos de actividad ATPasa han revelado que Cd?*, Cu?+,
Co?*y Pb2*inducen la actividad de CtpG.
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1.8.3 Relacion de las ATPasas tipo P con lavirulenciade Mtb

Diferentes estudios han demostrado que CtpC y CtpD, dos ATPasas
transportadoras de metales pesados son necesarias para que se lleve a cabo la
infeccion en modelo de raton con Mtb [5]. La presencia de concentraciones toxicas
de metales pesados en macréfagos humanos infectados con Mtb ha evidenciado
gue las bombas del bacilo CtpC, CtpG y CtpV se inducen durante el proceso de
infeccién para la desintoxicacién [76], con base a estas evidencias se ha propuesto
gue estas ATPasas forman parte de un mecanismo de defensa que tiene la bacteria
y que se activa para sobrevivir dentro de las células fagociticas humanas cuya

funcién es protegerse contra sustancias toxicas del ambiente intrafagosomal [5].

Investigaciones de Botella y colaboradores; concluyeron que la delecién de CtpC
tiene un efecto en la micobacteria ya que la hace mas sensible a concentraciones
fisiolégicas de Zn2*, lo que afecta su capacidad de crecimiento en macrofagos
humanos debido a que esta ATPasa esta involucrada en el eflujo de Zn2+ [76], [77]
Por otro lado, Padilla y colaboradores; determinaron que CtpC muestra su maxima
actividad en presencia de Mn2+y comprobaron la importancia de esta ATPasa en
relacion con la virulencia de Mtb en ensayos realizados en ratones C57BL/6 usando
Mtb silvestre y la cepa mutante ActpC. Durante la realizacion de estos ensayos
observd una reduccién significativa en la viabilidad de la poblacién micobacteriana
ActpC después de un mes de infeccion. De acuerdo a estos resultados se sugirio
que CtpC esté involucrada en la adaptacion de la micobacteria al medio intracelular

y en la resistencia frente a los mecanismos inmunes del hospedero [78].

Ensayos con otra cepa mutante ActpV demostraron que la delecion de CtpV reduce
la resistencia que ofrece el bacilo frente a los niveles toxicos de cobre y disminuye
la capacidad de Mtb para crecer y generar dafio en el tejido pulmonar de ratones y

cobayos. También observaron que los ratones infectados con este mutante
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exhibieron una respuesta inmune disminuida frente a la micobacteria y un aumento
en la supervivencia de los ratones infectados en comparacion de aquellos infectados
con Mtb de tipo silvestre, concluyendo de este estudio que CtpV se activa a
concentraciones toxicas de cobre en la micobacteria y que usa esta bomba para
mantener intacta su virulencia [80]. Wolschendorf y colaboradores demostraron que
CtpV en conjunto con MctB, un exportador de cobre, son necesarios para el
mantenimiento de la virulencia de Mtb en modelos animales, sugiriendo que la
micobacteria responde a un exceso de Cu?* en el ambiente intrafagosomal usando
estos sistemas de desintoxicacion [77].

De acuerdo a estas investigaciones se ha encontrado que mutaciones en ATPasas
exportadoras de cobre tienen un efecto en la reduccion de la virulencia y la
colonizacion de la micobacteria debido a que estas ATPasas pueden estar
involucradas en la desintoxicacion de cobre, metal usado por las células del sistema
inmune para intoxicar elementos patdgenos, pero la micobacteria hace uso de estas

bombas de exclusion para protegerse de la fagocitosis [79].

Otra de las ATPasas estudiadas ha sido CtpD, Raimunda y colaboradores;
demostraron la importancia de CtpD un transportador de Co?* y Ni2* en el
crecimiento y supervivencia de Mtb durante el periodo de infeccion. Una mutacion
en el gen ctpD exhibié una capacidad reducida de Mtb para crecer en pulmones de

raton después de 28 dias de infeccién en comparacioén con Mtb de tipo silvestre[80].

Las investigaciones realizadas sobre el rol de las ATPasas tipo P demuestran que
estas bombas cumplen un rol especial en la micobacteria al neutralizar los efectos
toxicos de metales pesados y de esta manera logran que el bacilo sobreviva durante
largos periodos de tiempo al interior de las células fagociticas [76].

Como se ha recogido de diferentes investigaciones, las ATPasas tipo P podrian ser
blancos de atenuacion de la micobacteria, ya que las diferentes mutaciones
realizadas sobre estos genes afectan los sistemas de captacién de nutrientes y
desintoxicacion contribuyendo a la atenuacion de Mtb debido a que estas enzimas
podrian ser necesarias para la persistencia del bacilo durante los procesos de

infeccion [5]. Diferentes estudios han sugerido que las cepas que tienen atenuacion
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en diferentes ATPasas tipo P pueden inducir la apoptosis de macréfagos humanos
y de raton en contraste con las cepas virulentas que tienen la capacidad de inhibir
la apoptosis evadiendo la respuesta inmune innata diseminandose la infeccién [41],
[81].

Teniendo en cuenta la importancia de las ATPasas tipo P en el proceso de infeccion,
ctpF es la ATPasa tipo P que muestra un perfil transcripcional mas sensible a
diversas condiciones de estrés como la presencia de ROS, RNS e hipoxia,
demostrando asi que este transportador se activa como parte de la estrategia de
Mtb para responder a las condiciones adversas dentro de los fagosomas en los
procesos de infeccion [74]. Maya y colaboradores a través de diferentes analisis
funcionales demostraron que CtpF contribuye al eflujo de calcio en las células
micobacterianas. Esta hipotesis fue probada mediante construccion de mutantes de
Mtb defectuosos en CtpF (MtbActpF), demostrando que estos acumulan mas Caz*
en comparacién con células salvajes (MtbWT), por lo que la actividad ATPasa
dependiente de Ca2* se ve reducida en las células mutantes. Los ensayos también
demostraron que la supresion de CtpF en Mtb afecta significativamente la tolerancia
de la bacteria al estrés oxidativay nitrosativo [82].

Por otro lado, ensayos preliminares realizados por nuestro grupo de investigacion
(Bioguimica y Biologia Molecular de las micobacterias de la Universidad Nacional)
han demostrado que ctpF es necesario para el crecimiento de Mtb en los
macrofagos alveolares en modelo murino. Experimentos realizados con cepas
mutantes MtbActpF mostraron que los ratones infectados con la cepa mutante
tenian una mayor tasa de supervivencia en comparacion con los animales
infectados con MtbWT en un modelo de TB pulmonar en ratones (Resultados no
publicados)

En modelos que simulan falta de nutrientes (una de las principales caracteristicas
del granuloma caseoso en los que puede albergarse el bacilo tuberculoso durante

la infeccion latente), se demostré que los genes que codifican las bombas de
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metales pesados CtpC y CtpG se sobreexpresan, mientras que CtpH se suprime en
estas condiciones de estrés.

Experimentos in silico, realizados por nuestro grupo de investigacion han descrito
gque algunas de las ATPasas son transportadoras de metales alcalinos y
alcalinoterreos, tales como Ca2* K* y/o CI que son expresados por diferentes
patégenos intracelulares y que tendrian un rol importante en el control de las
concentraciones intrafagosomales [77]. En el genoma de Mtb, el gen ctpH
(Rv0425c) ha sido caracterizado como una posible ATPasa tipo P transportadora
de catiobn metalico, experimentos computacionales han sugerido a CtpH como un
posible transportador de metales como Na* , K* y Ca2* [74] por lo que este
transportador podria ser de importancia en la regulacion idnica y en la viabilidad de
Mtb.

1.9 Lipidos de la envoltura de las micobacterias

La envoltura celular de las micobacterias como se vio en el aparato “pared celular
de las micobacterias” se caracteriza por su alto contenido lipidico, conteniendo
dentro de sus conformaciones lipidos extraibles metil-ramificados que tienen como
funciéon la modulacién de la respuesta inmune del hospedero y actian como
sefialadores del progreso de la infeccion, estando asi involucrados con la
virulencia. En la Figura 1-8 se pueden observar algunos de estos lipidos metil-

ramificados.



39 DESARROLLO DE UTILES GENICOS PARA LA OBTENCIONDE UN DOBLE
MUTANTE DE Mycobacterium tuberculosis DEFECTIVO ENPROTEINAS DE
MEMBRANA MMPL7Y ATPasas TIPOP

liporarabinomannan
lipomannan l
sulfolipid-1

trehalose | polyacyl-
dimycolate | trehalose =

v

|- membran
v Oy ’ 3

externa

Net phthiocerol
dimycocerosate

€=~ triacylglyceride

€— pared celular
acidos micolicos

norinliama

membrana

interna

Figura 1-8. Representacion esqueméatica dela envoltura celular micobacteriana.
Tomado y adaptado de Touchette (2017) [83]

En la biosintesis de algunos de estos lipidos intervienen asociaciones de genes
entre los que se destacan los policétidos sintasas (PKS), los acil-AMP o ligasas de
acil-CoA, proteinas aciltransferasas asociadas a policétido (Pap) y finalmente

enzimas serin hidrolasas.

Los lipidos derivados de policétidos sintasa comprenden varias familias de
glicolipidos que contienen un ndcleo de trehalosa, como los monomicolatos de
trehalosa (TMM) y los dimicolatos de trehalosa (TDM), componentes esenciales
abundantes en la envoltura celular micobacteriana, y tienen un rol fundamental en
las interacciones hospedero-patdgeno [30]. Los derivados de trehalosa: di-
acyltrehalosa, tri-acyltrahalosa, poli-acyltrhealosa (DAT, TAT, PAT) y los sulfolipidos
(SL) también llamados sulfatidas, estan presentes en el MTBC. Los (TPP) se
encuentran  en micobacterias no tuberculosas como M. smegmatis; los

lipooligosacaridos (LOS) se han aislado de especies
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micobacterianas de rapido y lento crecimiento como M. kansasii, M. smegmatis y M.
canettii, pero no se han detectado en las especies del complejo MTBC [30].

Otro grupo de lipidos extraibles derivados de policétidos incluye familias
estructuralmente relacionadas como los dimicocerosatos de tiocerol (DIM / PDIM) y
los dimicocerosatos de fenoltiocerol glicosilados también llamados fenolglicolipidos
(PGL). Estas moléculas se encuentran en especies patdégenas de crecimiento lento

como M. leprae, M. ulcerans, M. marinum y en miembros del complejo Mtb [84]

Finalmente un tercer grupo de lipidos conformado por glicopeptidolipidos (GPL) que
se encuentran en varias especies de micobacterias no tuberculosas como M.
smegmatis, M. abscessus y M. avium [84].

Especificamente en Mtb son caracteristicos lipidos como DIM, PDIM, PGL, SL, DAT,
TAT y PAT y la familia recientemente caracterizada de manosil-3-1fosfomicocétidos
(MPM) (Figura 1-9) sugiriendo que la presencia de estos lipidos guarda estrecha
relacion con la patogénesis de Mtb [85].

PDIM

"|Z‘,\~j - PGL
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Figura 1-9. Estructuras de algunos lipidos de cadena larga que contienen multiples
ramificacionesde metilo en Mth. SL-1(2, 3, 6,6 -tetraacil a-a’-trehalosa-2" -sulfato). En SL
la trehalosa se sulfata en la posicion 20 y se esterifica con acido palmitico y los &cidos
fitoceranico e hidroxitioceranico multimetil-ramificados. En DAT (2,3-di-O-acillthalosa), la
trehalosa se esterifica con acido estearico y el acido micosanoico multimetil-ramificado. En
PAT (poliaciltrehalosa), la trehalosa se esterifica con acido estearico y los acidos
micolipénicos multimetil-ramificados. En PDIM (dimiocerosatos de tiocerol), el B-diol (resto
de tiocerol) de cadenalarga se esterificacon dos acidos micocérosicos; n=10-11; R = CH2
- CHs 0 CHs. El nucleo lipidico de PGL de Mtb esta compuesto de fenolftiocerol esterificado
por acidos micocérosicos; m=7-8; R = CH2-CHsz 0 CHs. El sustituyente trisacarido consiste
en 2,3, 4-tri-O-metil-a-L-Fucp-(1 3)-a-L-Rhap-(1 3)-2-O-metil-a-L-Rhap. Los
manosil-B-1 fosfomicoctidos (MPM) predominantes de Mtb H37Rv consisten en un
fosfoisoprenoide mannosil-B-1- con unacadena C32 4, 8, 12, 16,20-pentametilpentacosilo.
Tomado de Jackson 2006 [85].

Muchos estudios in vivo e in vitro han relacionado el caracter virulento del bacilo
tuberculoso y la presencia de estos lipidos complejos. Por ejemplo, se ha
demostrado que SL es capaz de inhibir la fosforilacion oxidativa mitocondrial,
evitando la fusion fagosoma.-lisosoma en macréfagos cultivados, también se ha
especulado que modula la respuesta oxidativa y disminuye la secrecién de citocinas
de monocitos y neutréfilos humanos [85]. En 2001, Sirakova y colaboradores;
construyeron un mutante atenuado totalmente defectuoso en la sintesis de SL lo
que les permitié cuantificar la contribucion de este lipido a la patogénesis en
diferentes células y modelos animales y encontraron que la deficiencia de SL no
altera significativamente la replicacion, la persistencia y la patogenicidad de Mtb en

ratones y cobayas o en macrofagos cultivados [86].

1.9.1 Los dimicocerosatos detiocerol (DIM-PDIM)y su relaciéon
con lavirulencia de Mtb

El PDIM se caracteriza por ser un lipido polar en comparacion con los demas
glicolipidos de la pared micobacteriana, ya que estd conformado por un nucleo
lipidico conservado compuesto de dimicocerosatos de fenoltiocerol. A su vez este

puede estar unido a cuatro azicares O-metilados dependiendo de la especie
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micobacteriana, (Figura 1-10). Entre sus funciones, el PDIM sirve como anti-
permeablilizante y protector contra agentes antimicrobianos [85]

La elucidacion del genoma de Mtb permiti6 establecer que un locus de genes
involucrados en su patogenicidad era a su vez responsable de la biosintesis de DIM.
Este locus (50Kb) contiene 13 genes y se subdivide en tres unidades
transcripcionales, esta region contiene genes que codifican un transportador MmpL,
un transportador tipo ABC (drrABC) y una lipoproteina (IppX) [87]

La biosintesis de DIM involucra los genes ppsA-E que codifican un policétido sintasa
encargado de la sintesis del tiocerol y el fenoltiocerol mediante elongacion de
cadenas de acillo de 20 y 22 carbonos, o desde cadenas conteniendo un residuo
fendlico y tres unidades de maloniles CoA y dos de metilmalonilCoA. Un gen mas
gue codifica un policétido sintasa y produce acidos micocerocicos luego de dos o
cuatro ciclos de elongacion con unidades de metilmalonilCoA de acidos grasos de
18 o 20 carbonos. Finalmente el gen fadD28 que codifica para una acil-CoA sintasa
que esta involucrada en la transferencia y liberacion del &cido micocerocico [87].
Entre los demas genes del locus se encuentra: 1) genes que codifican para
transportadores similares a los tipos ABC (drrA, drrB y drrC), 2) un gen que codifica
para el gen mmpL7 perteneciente a la familia de los transportadores de la familia
RND, que junto con el transportador drrC transloca y localiza a los DIM fuera del
citoplasma, 3) un ORF gque codifica para un acil-CoA sintasa, Y 4) el gen fadD26 y
finalmente un gen papS que codifica para una proteina ain con funcién desconocida
[87].
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Figura 1-10. Modelo de la estructura del PDIM. Se ilustran los sitios de incorporacion
del acido propiénico por la accion de los productos de los genes ppsA-E y mas y el
diagrama esquemético y transcripcional del locus de DIM. Tomado y modificado de
Camacho 2001 [87]

Camacho y colaboradores construyeron mutantes de los genes fadD26-, fadD28-,
mmpL7-y drrC-, incapaces de sintetizar o translocar los DIM, ademas de dar mayor
permeabilidad de la pared y sensibilidad a detergentes, sugieriendo que estos
lipidos no solo estan relacionados con la virulencia, sino también en la conformacion
y la permeabilidad de la envoltura celular. De acuerdo a estos estudios, la integridad
de la pared puede ser uno de los mecanismos moleculares por los cuales los DIM
estan involucrados en la virulencia de Mtb [87].

PDIM es un lipido derivado de DIM, que posee un radical O-metilado en la cadena
principal. PDIM fue uno de los primeros factores de virulencia identificados en Mtb
y relacionado con la evasion del bacilo al fagosoma, resistencia a RNS e invasion
de macroéfagos. Sin embargo, muchas de estas funciones aun no estan totalmente
esclarecidas y se tiene gran incertidumbre sobre los mecanismos moleculares de la

regulacion de la virulencia mediada por PDIM de Mtb [88].

Por otra parte, PDIM aumenta el proceso de necrosis celular, se ha demostrado que
contribuye al escape fagosomico de Mtb y a la induccién de autofagia de la célula

huésped.
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Mutantes en el transportador mmpL7 no tienen la capacidad de transportar PDIM, y
muestran disminucion significativa de la autofagia en células infectadas indicando
que PDIM tiene un rol importante en la induccién de la autofagia en células
infectadas con Mtb [88].

PDIM por si solo no influye en el escape de Mtb del fagosoma, este proceso también
depende de la formacion de poros en la membrana, ESX-1 secreta el antigeno
ESAT-6, una proteina involucrada en la ruptura fagosomica y en la muerte celular,
sugiriendo que si bien ESAT-6 es fundamental para que Mtb tenga acceso al citosol,
PDIM trabaja sinérgicamente con esta proteina para ayudar al bacilo a escapar del

fagosoma [89].

1.9.2 Transportedelipidos en las micobacterias: proteinas MmpL
y MmpS

Las proteinas MmpL pertenecen a la familia nodulacion-division-resistencia (RND),
proteinas de membrana que transportan activamente una amplia variedad de
compuestos a través de la envoltura bacteriana haciendo uso de la fuerza proton
motriz (H* o Na*) [90], [7]. Las proteinas RND son una familia de bombas de
resistencia a multiples farmacos que reconocen y median el transporte de una gran
diversidad de compuestos catidnicos, anidnicos o neutros, incluyendo diversos
farmacos, metales pesados, disolventes alifaticos y aromaticos, sales biliares,

acidos grasos, detergentes y colorantes [91].

Las proteinas RND estan presentes en todos los reinos de la vida. En bacterias
Gram negativas, las proteinas RND funcionan en combinacion con proteinas
accesorias que incluyen una proteina de fusion de membrana periplasmica (MFP) y
el factor de membrana externa que forma canales. Este sistema de transporte
tripartito permite la extrusion de sustratos a través de las membranas interna y

externa al medio externo [91], [92].
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Las proteinas transportadoras de membrana MmpL (Mycobacterial membrane
protein Large) tienen un papel importante en la exportacion de lipidos de Mtb desde
el interior celular. Estas proteinas trabajan estrechamente en la exportacion
eficiente de lipidos y / o la exportacion de los precursores para la biosintesis de los
mismos; sin embargo, sus mecanismos moleculares no estan plenamente definidos.
Las MmpL también estan implicadas en la secrecion de un tipo de sideréforo
denominado micobactinas, que se unen con alta afinidad al hierro y lo entregan a la
micobacteria a bajas concentraciones de este elemento [30], [93]. Las proteinas
MmpL también pueden contribuir a los procesos de desintoxicacion, mediante la
exportacion de una amplia gama de compuestos, incluidos los medicamentos y

antibiéticos [94].

Todas las micobacterias expresan genes mmpL, pero su numero puede variar entre
especies. El genoma de Mtb contiene 14 genes mmpL (Tabla 3); entre ellos, mmpL6
codifica un transportador truncado, mmpLl13a y mmpL13b que  surgen
probablemente de un Unico gen ancestral que se ha dividido en dos marcos abiertos
de lectura, lo que sugiere que estos genes no tienen funcion especifica. Cepas de
Mtb mutantes en el gen mmpl7 evidencian su papel en el transporte de (DIM), [7],
[95]. También se conoce que mmpL8 y mmpL10 estan involucrados en el transporte
de SL y PAT, respectivamente [96], [97] y que mmpL3, es el Unico gen mmpL
esencial en Mtb, ya que se requiere para el transporte de micolatos [91], [98].
Recientemente, se reportd que MmpL11 media la exportacion de monomeromicolil
diacilglicerol (mmDAG) y de un éster de micolato ala pared celular en M. smegmatis.
Al complementar una cepa mutante de M. smegmatis con mmpL11 de Mtb, se
restaur@ la exportacion de mmDAG, lo que sugiere que MmpL11l desempefia un
papel similar en ambas especies [99]. Finalmente, MmpL4 y MmpL5 forman
sistemas de exportacion del sider6foro micobactinas involucrado en la exportacion
y el reciclaje de carboxi- micobactinas solubles (cMBT) y micobactinas asociadas a
las células (MBT). El papel de otras proteinas MmpL en Mtb adin no se ha
establecido [100], [101].
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De acuerdo a lo anterior, queda claro que los transportadores MmpL poseen una
amplia gama de posibles sustratos, como lipidos y &cidos micélicos presentes en la
envoltura micobacteriana, algunos de los que han demostrado ser liberados de la
envoltura micobacteriana dentro de los fagosomas de macréfagos infectados. De
hecho MmpL7 y MmpL8, estan implicados en el transporte de lipidos ramificados
con metilo que contienen carbohidratos o policétidos presentes en la pared celular
de Mtb [30].

Tabla 1-3. Genesde MmpLy MmpS que codifica Mtb H37Rv. Tomado y adaptado de
Chalut 2016 [30]

Nombre del gen Funcion
mmpL1l
mmpS1 Funcién desconocida. Localizado cerca a pks6
mmpL2
mmpS2 Funcién desconocida
mmplL3 Exportacionde TTM/ TDM
mmpS3 Funcién desconocida
mmplL4
mmpS4
mmpL5 Sistema de exportacion de sider6foros
mmpS5
mmpL6 Funcién desconocida
mmpL7 Exportacién DIM/ PDIM
mmpL8 Exportaciénde SL
mmpL9 Funcién desconocida

mmpL10 Exportacion DAT / PAT
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mmpL11 Exportacion mmDAG y cerade éster de micolato
mmpL12 ExportacionLOS

mmpL13a

mmpL13b Funcion desconocida

1.9.3 ProteinaMmpL7 de Mtb

MmpL7 es una proteina de 920 aminoacidos con una masa molecular de 95,1 kDa,
que contiene 12 dominios transmembrana (TMD) y dos grandes dominios
hidrofilicos extracitoplasmicos: dominio 1 y dominio 2 caracteristico de las bombas
de eflup RND [102]. EI dominio 2 interacciona con un fragmento de 373
aminoacidos de PpsE, la enzima requerida para el paso final de la sintesis de
tiocerol [103] (Figura 11).

docking domain

Figura 1-11. Representacion esquematica de la organizacién topoldgica de los
transportadores candnicos RND Las 12 hélices transmembranales se representan en
color verde. La region periplasmica se conforma en un dominio compuesto de 4
subdominios (PN1 y PN2, PC1 y PC2) y un dominio de acoplamiento compuesto de 2
subdominios (DN) y (DC). Tomado y adaptado de Chalut 2016 [30].
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En este sentido, se ha propuesto que MmpL7 interactia con la maquinaria sintética
PDIM para formar un complejo que sintetiza y transporta coordinadamente PDIM a
través de la membrana celular. Sin embargo, la ausencia de MmpL7 no tiene
implicaciones en la activacion ni en la inhibicion de la sintesis de PDIM [103]. Se
conoce que las proteinas MmpL actidan no solo como transportadoras sino como
mecanismos de andamiaje para acoplar la sintesis y la secrecién de lipidos
policétidos [103].

MmpL7 esta presente en el mismo grupo que codifica las enzimas responsables de
la biosintesis de los fragmentos de ftiocerol (ppsA-E) y acido micoacérico (mas) de
PDIM (Figura 1-12) [104]. Un mutante de mmpL7 mostro acumulacion intracelular
de PDIM, demostrando nuevamente su papel en la translocacion de lipidos hacia la
superficie de la pared celular [7]. MmpL7, al parecer transporta tanto PDIM, como a
un glicolipido fendlico expresado sélo en un subconjunto de cepas de Mtb altamente
virulentas [105]. Tanto DIM como PDIM requieren para su exportacion desde la
membrana citoplasmética a DrrABC, un complejo que funciona como antiportador
dependiente de ATP, que probablemente es responsable de la translocacion del
sustrato a través de la membrana, que trabaja junto con MmpL7. Por lo tanto, un
defecto en cualquiera de estos transportadores conlleva a la acumulacion de PDIM

y de DIM en el citoplasma (Figura 1-12) [44].
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Figura 1-12. Modelo de sintesis y exportacion de DIM. Lasintesis de DIM es compleja
y requiere laaccién de las enzimas Pps similares a policétido-sintasa, Mas, al menos una
proteinasimilar a acil-CoA sintasay MmpL7. Tomado de Cox 1999 [7].

Camacho y colaboradores demostraron que los transportadores MmpL7 y DrrABC
son necesarios para la correcta localizacion de PDIM, mutantes drrC y mmpL7
producen PDIM con estructuras idénticas a las de los PDIM sintetizados por la cepa
de tipo salvaje, sugiriendo que ambas proteinas cooperan en la translocaciéon de
PDIM y que no actian como transportadores independientes translocando
diferentes partes del lipdo [87].

1.10 Recombinacion en micobacterias

La manipulacion genética de Mtb suele ser complicada debido a que es una bacteria
de lento crecimiento, posee baja eficiencia de transformacion y presenta altos
niveles de recombinacion ilegitima. Por lo tanto, la delecién de genes de Mtb suele
ser un proceso largo y complicado. La falta de fagos transductores que infecten a
Mtb complica la construccidn de cepas mutantes isogénicas, sin embargo, la
caracterizacion y el analisis de micobacteriofagos ha proporcionado herramientas
moleculares para la construccion de mutantes de micobacterias [106].
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1.10.1 El micobacteriofago Chec9c

Tanto en micobacterias de crecimiento lento y rapido, el micobacteri6fago Chec9c
puede aumentar en gran medida las frecuencias de recombinacién homéloga,
facilitando las mutaciones puntuales, las deleciones pequefias, la clonaciéon in vivo,
la mutagénesis de cromosomas artificiales bacterianos y construccién de bibliotecas
gendmicas. Se han descubierto genes que codifican proteinas del sistema ARed
RecE y RecT que son homologas al profago Rac de E. coli. RecE y RecT son
analogos funcionales de las proteinas de recombinaciéon de fago A Red, Exo
(exonucleasa) y Beta (recombinasa). Estas enzimas de recombinacion actian de
manera coordinada para promover altos niveles de recombinacion in vivo en E. coli
y bacterias relacionadas utilizando regiones cortas de homologia, facilitando el
desarrollo de la técnica genética llamada 'recombinacion’ [107].

Para entender el mecanismo recombinacion que lleva a cabo el micobacteriéfago
Chec9c se hace necesario explicar como funcionan sus proteinas homologas en el
sistema ARed y el profago Rac de E. coli. La recombinacion en E. coli usando el
sistema ARed involucra tres proteinas: Exo, Beta y Gam codificadas por fagos,
mientras que el sistema del profago Rac codifica solamente RecE y RecT
equivalentes en funcién a AExo y Beta [7]. Tanto Exo como RecE son proteinas con
accion exonucleasa 5--3'que degradan una sola cadena de ADN lineal de cadena
doble (ADNds), exponiendo una sola cadena de ADN de cadena simple (ADNSss)
donde se unen las proteinas Beta o RecT. El evento de recombinacion se origina
entonces por la asociacion de estos complejos con las dianas cromosomicas o
plasmidicas residentes dentro de las células mediante el emparejamiento de
secuencias complementarias, intercambio de cadenas o invasién de cadena. Las
proteinas A Beta y RecT hacen parte de una gran familia de proteinas de recocido
de ssDNA, denominado (SSAP). Finalmente la tercera proteina en el sistema A,
Gam, aumenta las frecuencias de recombinacion uniéndose a la subunidad RecB
de RecBCD e inhibiendo la degradacion de los sustratos de dsDNA [107].
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La regiéon amino (N) -terminal de RecE que estd ausente en Che9c gp60 no es
necesario para la actividad de la exonucleasa RecE51. Che9c gp61 comparte un
29% de identidad de amino&cidos con E. coli RecT, y por lo tanto es claramente un
miembro de la superfamilia de SSAPs pero con una extension C-terminal mas larga
(Figura 1-13). Aunque Che9c gp60 y gp61 son parientes lejanos de RecE y RecTy
las proteinas A Exo y Beta, poseen funciones bioquimicas similares. Che9c gp60
tiene actividad de exonucleasa in vitro que depende de la presencia de extremos de
dsDNA, y Che9c gp61 se une a ssDNA corto (20 nucledétidos) asi como a sustratos
de dsDNA en ausencia de Mg2* [106].

La expresion de gp60 / gp6l en M. smegmatis y Mtb aumenta sustancialmente la
recombinacion homaologa de tal manera que aproximadamente 90% de las colonias
recuperadas son los mutantes de reemplazo génico deseados, la facilidad para
obtener estos mutantes requiere segmentos desde 50 pb de homologia de ADN, y
los sustratos mutagénicos construidos por PCR pueden introducirse mediante
electroporacion en cepas de micobacterias que expresan las proteinas de

recombinacion [108].
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Figura 1-13. Proteinas de recombinacion codificadas por micobacteriofagos Los
productos génicos del Micobacteriofago Che9c 60 gp60y gp61 son homdélogos del profago
Rac que codifican proteinas RecE y RecT en Escherichia coli. Las proteinas de
recombinacion y ARed no estan estrechamente relacionadas con las proteinas de
micobacteriofagos o las proteinas RecE o recT. Ninguno de los micobacteriofagos o del
profago Rac de E. coli codifica un homoélogo A Gam. Tomado y editado de van Kessel 2008
[107].

1.10.2 Sustrato de intercambio alélico (AES)

Las cepas de micobacterias pueden recombinarse tanto con sustratos de dsDNA
como de ssDNA. Para ello se hace necesario contener un plasmido
extracromosémico en el que los genes de recombinacién de fagos pueden estar
bajo el control de un promotor de acetamidasa que tiene un sitio de union al
ribosoma (RBS) haciendo que el promotor se ubique en el codén de inicio de un gen
en el sitio Ndel dando lugar a una fusion traslacional a este RBS. Dicho modelo fue
propuesto por van Kessel para la recombinacion inducible por promotores en cepas
de lento crecimiento como Mtb.

Para obtener niveles optimos de recombinacién se usan derivados de plasmidos

gue expresan de forma regulada los genes Che9c 60 y 61; por ejemplo, el plasmido
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pJV53 (Figura 1-14), que es de utilidad para construir mutantes con reemplazo de
genes que pueden obtenerse mediante la electroporacion de sustratos de ADNds
lineal en cepas recombinantes de M. smegmatis o Mtb [8] (Figura 4-1). Para este fin,
se construye un sustrato de intercambio alélico o AES que contiene regiones de
homologia corriente arriba y corriente abajo del gen diana y que flanquean un casete
de resistencia antibiotica. Durante el evento de recombinacion la proteina gp61
puede unirse a regiones cortas de ssDNA, aumentando la frecuencia de
recombinacion cuando se usan fragmentos con 500pb de homologia y se usa una
cantidad desde 100ng de AES linealizado [7] (Figura 1-14).

Para la generacion del AES se puede partir de fragmentos obtenidos por PCR o de
fragmentos obtenidos a partir de la digestidbn con enzimas de restriccion. Los AES
también se pueden disefiar para desmarcar posteriormente mutantes; por ejemplo,
al incluir sitios resolvase y® que flanquean el casete de resistencia a antibioticos
[107].

Acetamcase
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Figura 1-14. Estrategia para la recombinacion
micobacteriana .El plasmido pJV53 expresa
productos del gen Che9c 60 gp60 y gp61 para facilitar

la recombinacion de ADN bicatenario (dsDNA). La S Ny
eliminacion de genes se realiza mediante el reemplazo Construct dsDNA AES

de genes especificos con un sustrato de intercambio = RE. I ]
alélico (AES) lineal de ADNds que contiene 500 pb de et e o
homologiacon el locus diana que flanqueaun gen de ' l

resistencia a antibiéticos (por ejemplo, resistencia a A .
higromicina (hygRY)). Tomado y editado de van Kessel | [ T
2008 [107]. X X
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2.Hipotesis experimental

Para la identificacion de dianas potenciales de atenuacion es indispensable conocer
los mecanismos que Mtb utiliza para sobrevivir y persistir dentro de la célula
hospedadora. Las ATPasas tipo P transportadoras de metales
alcalinos/alcalinotérreos y/o metales pesados podrian ser dianas claves para la
viabilidad y virulencia de Mtb [58]. También esta demostrada la implicacion de la
proteina transportadora MmpL7 en la biosintesis de los factores de virulencia PDIM
y DIM de Mtb. La delecion del gen mmpL7 también supondria una disminucién de

la patogenicidad o virulencia en el bacilo tuberculoso.

Al remover en Mtb dos genes no relacionados, individualmente implicados en la
virulencia y metabolicamente independientes, existiria muy baja probabilidad que el

bacilo tuberculoso por mutaciones naturales recupere su virulencia.

En este sentido un mutante doble de Mtb en el gen mmpL7 implicado en el
transporte y biosintesis de PDIM, y una ATPasa tipo P implicada en la homeostasis
ibnica, ademéas de ser un mutante atenuado que dificilmente recuperaria
naturalmente su virulencia, podria ademas ser un candidato a estudio en fases

preclinicas y clinicas durante el desarrollo de una vacuna atenuada contra la TB.
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3.0Dbjetivos

3.1 Objetivo general

Disefiar y poner en marcha una estrategia para la mutacion del gen mmpL7 y para

el desmarcaje de cepas de Mycobacterium tuberculosis previamente mutadas en

ATPasas tipo P de membrana plasmatica

3.2 Objetivos especificos

o Construccion de un sustrato de intercambio alélico para obtener un mutante

de Mycobacterium tuberculosis defectivo en el genmmpL?7.

o Transformaciéon de una cepa de recombineria de Mtb con un sustrato de

intercambio alélico del gen mmpL7.

o Disefar y aplicar una estrategia para el desmarcaje de un mutante de una
ATPasa tipo P de Mtb de utilidad en la construccion de un doble mutante



5¢ Introduccion

4.Materiales y metodos

El desarrollo metodolégico de la presente investigacion se dividié principalmente en
técnicas microbiolégicas y de biologia molecular, que responden a los objetivos

propuestos.

4.1 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas empleadas y generadas en este trabajo de investigacion
(Tabla 4) se conservaron como stocks glicerinados a -80°C. E.coli fue cultivada con
agitacion en medio Luria-Bertani (LB) caldo o agar, a 37°C durante 12-24 h. Aquellas
cepas que contenian plasmidos fueron inoculadas en medio suplementado con el
antibidtico adecuado a la siguientes concentraciones: ampicilina (Amp) 100 ug/mL,
Hygromicina (Hyg) 100 pug/mL y kanamicina (Km) 25 pg/mL; los medios sélidos se
prepararon sin NaCl. En los ensayos que se utilizd la seleccion blanco-azul por
accién de la B-galactosidasa, los medios de cultivo se suplementaron con 5-bromo-
4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido  (X-Gal a 80 ug/mL) e isopropil-B-D-
tiogalactopiranosido (IPTG a 0,5mM).

Mtb H37Rv se cultivd en medio Middlebrook 7H9 suplementado con 10% de OADC
(Albumina 0.5%, dextrosa 0.2%, catalasa 0.004% y acido oleico 50 ug/mL) a 37°C
con agitacion para el crecimiento y replicacion de la bacteria en incubacion. Se
cultivé también la bacteria en medio sélido Middlebrook 7H10 o 7H11 —OADC sin
agitaciéon durante 4-5 semanas. Cuando se hizo necesario se emple6 el medio
sélido con: Gm (10 upg/mL), para hacer la seleccién de los mutantes atenuados
desmarcados e Hyg 50 pg/mL y Km 20 pg/mL para la seleccién del mutante con
AES incorporado.

Tabla 4-1. Cepas empleadas durante lainvestigacion. Abreviaturas: RecA-
Recombinasa; endA-endonucleasa; str-estreptomicina; chx-cicloheximida; cb-
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carbenicilina; tet-tetraciclina; hyg-higromicina; Gm-gentamicina; Km-kanamicina; hygR*
Resistencia antibiética generada por el plasmido no por la cepa.

E. coli
E. coli IM109 recA” deficiente en actividad B- Life Technologies [9]
galactosidasa

E.coli HB101 strR, RecA™, endA*, actividad yo ATCC catalogo [10]
negativa

M. smegmatis

mc2155Amsmeg_5014: pGH542 Micobacteria no patégena de Presente estudio
crecimiento rapido,(transformada

con el plasmido pGH542) tetR

M. tuberculosis
M. tuberculosis H37Ra Micobacteria avirulenta de Zheng, 2008
referencia de crecimiento lento,
ampR, chxR, cbR

M. tuberculosis H37Rv: pJV53 Cepa de recombineria Presente estudio
(transformada con el plasmido
pJV53) ampR, chxR, chR,KmR

M. tuberculosis H37Ra ActpF: Cepa sin hyg Rtransformada con el Presente estudio
pCG124 plasmido pCG124 (chxR)
M. tuberculosis H37Ra ActpH: Cepa sin hygRtransformadaconel Presente estudio
pJV53:pWM19 plasmido pWM19 (KmR,GmR,

hyg®)

Cepa mutante (transformadacon Presente estudio

AES mmpL7) Hyg R
M. tuberculosis H37Rv AmmpL7:

4.2 Construccion de iniciadores

Los iniciadores (Tabla 5) se disefiaron con la ayuda de los programas GeneRunner
[109] y A Plasmid Editor — ApE [110]. EIl disefio de los iniciadores incluyé las
siguientes caracteristicas: longitud entre 18 y 29 nucleétidos, %GC entre 50 y 60 %,
Tm entre 55 y 71 °C, garantizando que la secuencia diana esté solo una vez en el
molde, evitando las auto-complementariedades y la formacion de dimeros.
Adicionalmente se buscé en su extremo (3’) la presencia de una G o C, o GC, CC,
CG, GG, para evitar la apertura de los extremos e incrementar la eficiencia de

anillamiento.
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Los iniciadores usados para las clonaciones dirigidas se disefiaron introduciendo
los sitios de restriccion adecuados teniendo en cuenta que estuvieran presente en
el sitio multiple de clonacion (MCS) del vector y ausentes en el gen clonado. El sitio
de restriccion en los iniciadores se encuentra en su extremo 5’, pero para mejorar
la eficiencia de digestion por parte de la enzima de restriccion se adicionaron cuatro
T en este mismo extremo, para que la diana de restriccion quedara mas lejos del
extremo del iniciador. En Figura 7-1, se muestran los mapas de los vectores usados
en el presente estudio, y la lista de iniciadores utilizados en el estudio se muestra
en la Tabla 5.

4.3 Construccion del AES

La construccion del sustrato de intercambio alélico (AES) tuvo como objetivo la
producciéon de una mutacion defectiva en el gen mmpL7 de M. tuberculosis H37Rv
mediante la técnica de recombinacién [108]. Para la construccion del AES de
mmpL7 se usé como marcador de seleccion un cassette de resistencia a Hyg(HygR)
siguiendo la estrategia de doble clonacion en donde las regiones corriente arriba y
abajo del gen mmpL7 son insertas en el vector pYUB854, que a su vez posee un

cassette HygRflanqueado por sitios yd resolvasa y MCSs (Figura 4-2).

Para obtener el sustrato de intercambio alélico (AES) por la metodologia de
clonacion doble en el vector pYUB854 (Figura 7-1), los iniciadores disefiados
amplifican secciones de aproximadamente 500 pb corriente arriba y abajo del gen
mmpL7 (Figura 4-2) con sitios de restriccion para la clonacion dirigida dentro de los

sitios multiples de clonacion (MCS 1) en el vector pYUB854.

4.3.1 Obtencion de amplimeros paraobtencion de AES

A partir de DNA genomico de Mtb H37Ra se hicieron las amplificaciones de las
secciones Ay B del gen mmpL7. La PCR para amplificar la seccién A del gen
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mmpL7 (regidn corriente arriba) flanqueada por los sitios de restriccion Kpnl y BspHI
se hizo utilizando los iniciadores up dir mmpl7/ up rev mmpl7 (tabla 5). Por su parte,
la PCR para amplificar la seccion B (regién corriente abajo) flanqueada por los sitios
de restriccion Hindlll y Xhol se hizo con los iniciadores usando mmpL7 Down dir y
mmpL7 Down rev. Ambos fragmentos se clonaron en el vector lanzadera pYUB854.
Las amplificaciones se hicieron con la enzima Tag DNA Polymerasa (Thermo
Fisher) utilizando las condiciones de reaccion mostradas en la Tabla 7. Los
productos obtenidos por PCR fueron purificados con el kit FavorPrep Gel/PCR
Purification Mini Kit (Favorgen) siguiendo las especificaciones del proveedor. La
cuantificacion de ADN se realiz6 en nanodrop (thermo scientific™ nanodrop 2000
and 2000c), y su visualizacién a través de electroforesis en gel de agarosa al 0,7-2

% en buffer TAE (Tris, acetato y EDTA) y visualizados por tincion con HydraGreen™
(Protocolo 1).

4.3.2 Clonacionderegiones genémicas corriente arribay
corriente abajo del gen mmpL7.

Para la obtencion del AES fue necesario producir los plasmidos intermedios pVVG1,
pVVG2, pVVG3 y pVVG4, en los que primero se hizo la subclonacién de la seccién
corriente arriba y abajo del gen mmpL7 en el vector tipo T pPGEMTY- Easy (pVVG1
y pVVG?2), seguida de la clonacion de la seccion corriente arriba del gen mmpL7
entre los sitios Kpnl y BpHI del vector pYUB854 (pVVG3) y finalmente de la
clonacién de la seccion corriente abajo del gen mmpL7 se entre los sitios Xhol y
Hindlll (pVVG4). El plasmido pVVGL1 contiene la seccion corriente arriba del gen
mmpL7 entre los sitios BspHI y Kpnl en el vector pGEMTY-easy, por otro lado, el
plasmido pVVG2, contiene la seccién corriente abajo del gen, entre los sitios Xhol y
Hindlll, en el vector pGEMT-easy. El plasmido intermedio pVVG3 contiene la
seccion corriente arriba del gen en el vector lanzadera pYUB854 y finalmente el
plasmido pVVG4 que contiene las dos secciones del gen mmpL7 en el vector

pYUB854 entre los sitios BspHI y Kpnl y Xhol y Hindlll respectivamente (Figura 4-1).
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Kpal BsoH|

pVVG2

mmpl7 Down

1. Subclonacion en el vector pGEMT-easy
Plasmidos pVVG1 y pVVG2 gue contienen las secciones
corriente arriba y corriente abajo del gen mmpL7 entre
los sitios Kpnl- BspHI y Xhol- Hindlll respectivamente

Kpal BspHI
Seccion Up

pvVG3

Y

2. Clonacion en el vector lanzadera pYUB854
Plasmidos pVVG3 y pVVG4 que contienen |a seccion Up y
la seccion down del gen mmpL7, clonadas entre los sitios
de restriccion Kpnl-BspHI, Xhol- Hindlll del vector
pYUB854 para obtener AES.

Figura4-1. Esquemade Clonacion deregiones gendmicascorrientearribay corriente
abajo del gen mmpL7.pVVG1ly pVVG2 clonados en el vector pGEMT- easyy pVVG3 y
pVVG4 clonados en el evector lanzaderapYUB854.
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Tabla 4-2. Iniciadores utilizados en el estudio para amplificacion del gen mmpL7. La
clonacién, construccion del AES, PCRs de confirmacion del genotipo mutante y de
confirmacion de desmarcaje. *Iniciadores facilitados por el laboratorio de genética de
micobacterias (Universidad de Zaragoza-Esparia), ** Cepa mutante e iniciadores facilitados
por Andrés Felipe Ledn Torres- Msc, PhD Ciencias — Bioquimica— Universidad Nacional de
Colombia, **Plasmidos facilitados por el Doctor Wladimir Malaga del Departamento de
Tuberculosis y biologia de infecciones del Instituto de farmacologiay biologia estructural -
(Francia), {*}Plasmido facilitado por Departamento de Ciencias Bioldgicas, Universidad de
Pittsburgh {**} Cepafacilitada por Milena Maya Hoyos- Msc,(c) PhD Ciencias — Bioquimica
— Universidad Nacional de Colombia

Nombre Secuencia 5"- 3’(sitio de restriccion Sitio de Funcidn
subrayado) restriccion
Iniciadores para la obtencion del AES de mmpL7
mmpL7 Up Dir TTTTTCATGAGAAAGATTGTCACCCCTTCG BspHI Amplificar seccion
A
mmpL7 Up Rev TTTTGGTACCCGGGGAGGACTTTTTCAAAC Kpnl Amplificar seccion
A
mmpL7 Down Dir TTTTAAGCTTTTCAGCGTGCTCAGTCAGAT Hind Il Amplificar seccion
B
mmpL7 Down Rev TTTTCTICGAGCGTCATATCAGTCGCACCAG Xhol Amplificar seccién
B

Iniciadores para la comprobacién de clonaciones

SP6 ATTTAGGTGACACTATAG Comprobacion en
pGEM-T easy
T7 TAATACGACTCACTATAGGG Comprobacién en
pGEM-T easy
Primer pYUB854
Rev GTGGCTCCCTCACTTTCTGG Comprobacién en
pYUB854
T7-2 GCGTATCACGAGGCCCTTTC Comprobacién en
pYUB854
Hyg dir out ACTTCGAGGTGTTCGAGGAG Comprobacion
cassette Hyg R*
Comp Down Rev GATAGGCCTGCAACAACTCC Comprobacion
AES
Comp Up Dir GTTCTTCGTGCCGCTAGTTC Comprobacion
AES
Tm903 A CTCGTGAAGAAGGTGTTGCT Comprobacion

cassette KmR

Tm903 B CCGACCATCAAGCATTTTAT Comprobacion
cassette KmR

Hyg dir GAAGGCGTTGAGATGCAGTT Comprobacion
cassette HygR
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Hyg rev GTGGCTCCCTCACTTTCTGG Comprobacion
cassette HygR

pJV53 comp_dir CGAAATTCCGCTGGGAGATG == Comprobacion
pJV53

pJV53_comp_rev CCACTTGCCCGATTCCATG == Comprobacion
pJV53
Iniciadores para comprobacion de plasmidos de desmarcaje
Aresolvasa dir CGCGAGCACACCTGTTACTA Comprobacién
actividad
resolvasaen
pCG124/
pWM19
Aresolvasa rev CATACGTGATCCGGAATCCT Comprobacion
actividad
resolvasaen
pCG124/pWM19™

hsp60_promotor_ CGACCATTTACGGGTCTTGT  —=mee-
dir Comprobacion
plasmido
pGH542("

hsp60_promotor_r CCATTGCGAAGTGATTCCTC —mmeee-
ev

Iniciadores para comprobacion de desmarcaje en M. smegmatis mc?155 Amsmeg 5014 *

UP 5014 dir TTTTTCTAGAAACCACGAGAAAGACCTGC Xbal **Construccion
(UpDir) AES de
Msmeg 5014
DOWN 5014 rev TTTTCTCGAGCATCAAGAAGGCGCTGACG Xhol **Construccion
(DownRev) AES de
Msmeg_5014
Iniciadores para comprobacion de desmarcaje de MtbRa ACtpF
Adir2013 TTTTCTCGAGCGGATGGCAAGACC Xhol Comprobacion
mutante ctpF{?
Comp-Down-ctpF CGTCCGCAACCTAGTTGAAT _ Comprobacion

mutante ctpF{"™
Iniciadores para comprobacion de desmarcaje MtbRa ACtpH

ctpH-pYUB-D CCICGAGGACCCGGTTG Xhol Comprobacion
mutante ctpH?
ctpH-pYUB-A TTTTTCATGACAGCAACGGCGACCACAGC BspHI Comprobacion

mutante ctpH{?

4.3.3 Clonacion de fragmentos corriente arribay corriente abajo
del gen mmpL7 en el vector pGEMT-easy

Los amplimeros obtenidos por PCR y correspondientes a regiones genomicas
corriente arriba y corriente abajo del gen mmpL7, se clonaron inicialmente en el
vector de clonacion de productos de PCR, “pGMT-easy vector” siguiendo las
instrucciones del proveedor (Promega, USA). En la reaccion de ligacion se probaron

relaciones 1:3y 1:5 (vector: inserto) para ambos productos de ligacién. Lareaccion
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de ligacion se realizd con la enzima t4 DNA, a 4 °C durante 12 horas (protocolo 2).
Los valores de las relaciones molares vector- inserto se calcularon usando el
programa Biomath Ligations: Molar Ratio of Insert to Vector Calculator [111].

Los productos de ligacion fueron transformados por electroporacion (Protocolo 3)
en células electrocompetentes de E. coli JM109 (Protocolo 4). La seleccion de
recombinantes se hizo en placas de LB agar suplementadas con Amp X-Gal e IPTG.
Las colonias de color blanco, que se espera sean recombinantes, se confirmaron
por PCR de colonia usando iniciadores Up dir mmpL7 y Up rev mmpL7, para el
recombinante conteniendo la seccion corriente arriba, el que se denomin6 pvVG1ly
mmpL7 Down Dir y mmpL7 Down Rev para el recombinante conteniendo la seccién
corriente abajo, el que se denomid pVVG2. Las colonias positivas se sometieron a
extraccion de plasmido con el kit FavorPrep Plasmid Extraction Mini Kit (Favorgen)
(Protocolo 5) y posterior confirmacion mediante digestion con Notl, Pvull Kpnl y
BspHI para la seccion corriente arriba y Hindlll y Xhol para la seccion corriente abajo

de mmpL7, respectivamente (Protocolo 6).

4.3.4 Sub-clonacion del fragmento corriente arribadel gen
mmpL7 en el plasmido pYUB854

El amplimero fue obtenido mediante digestion con las enzimas Kpnl y BspHI a partir
del plasmido pVVG1; estas mismas enzimas también se utilizaron para cortar
simultdneamente el vector pYUB854. Las digestiones dobles se realizaron
utilizando Buffer R 1X de Thermo Scientific y una relacion de enzimas 1:1, de
acuerdo con lo sugerido por el fabricante Thermo Scientific. La ligacion para obtener
el plasmido pVVG3 se hizo usando dos relaciones molares de vector e inserto (1:3
y 1:5). Los productos de ligacion se confirmaron por PCR usando los iniciadores
pYUB854/ mmpL7 Up Dir y T7-2/ mmpL7 Up Rev. Los plasmidos recombinantes se
transformaron en células electrocompetentes de E. coli HB101, y se seleccionaron
en medio sélido LB sin NaCl y suplementado con Hyg 50 ug/mL. Las colonias
recombinantes fueron confirmadas por PCR usando el mismo juego de iniciadores

de confirmacion del producto de ligacion. El nuevo plasmido recombinante (pVVG3)
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fue analizado por mapeo de restriccion con la digestion doble Kpnl y BspHI (Tabla
6).

4.3.5 Clonacionde laseccion corriente abajo del gen mmpL7 en
el plasmido pVVG3: obtencion del plasmido pVVG4y AES

El amplimero del fragmento gendmico corriente abajo de mmpL7 fue obtenido
mediante digestion con las enzimas Hindlll y Xhol a partir del plasmido pVVG2
usando las condiciones sugeridas por el programa Doubledigest de Thermo
Scientific usando en el plasmido pVVG3 estas mismas enzimas [11]. Una vez
purificados, los productos de la ligacion se ligaron probando relaciones molares de
vector e inserto (1:3 y 1:5), y los productos de ligacidon se confirmaron por PCR
usando los iniciadores Hyg dir out/ mmpL7 Down Rev y mmpL7 Down Dir/ mmpL7
Down Rev.

Las condiciones de la PCR utilizadas se registran en la tabla 7. La transformacion
se realizd en células electrocompetentes de E. coli HB101, haciendo la seleccion de
recombinantes en medio sélido LB sin NaCl suplementado con Hyg 50 ug/mL. Las
colonias recombinantes fueron confirmadas por PCR usando el mismo juego de
iniciadores de confirmacion del producto de ligacion. El plasmido recombinante

pVVG4 se analizd por mapeo de restriccion con la digestion doble BspHI 'y Xhol.



Tabla 4-3. Plasmidos obtenidos y construidos durante el transcurso de lainvestigacion

Plasmidos obtenidos por fuera del estudio

Nombre Caracteristicas Ori Resistencia Referencia/Fuente

Vector para clonaciéntipoT Promega
- de fragmentos de PCR
pGEM-T Easy g E AmpR
Genes 60 y 61 de Che9c
pJV53 clonadoen el vector pLAM12, KR [83], Unizar*

promotor acetamidasa M m
Vector para obtener el AES

pYUB854 por doble clonacién. Cassette Hyg R [83], Unizar*
HygR flanqueado por MCSs 'y E y9
dyresolvasa
Vectorde expresionyd [8], Instituto defarmacologiay

pCG124 resolvasa E/M KmR biologia estructural-(Francia)**
Plasmido termosensible Hyg R [8] Instituto de farmacologiay

pWM19 mlcobgqterlano para la E/M GmR biologia estructural-(Francia)**
expresiéon  yd  resolvasa,
albergael
marcador de contraseleccién
SacB

pGH542 Vector de expresion yd M TetR [138] Instituto y Departamento de
resolvasa bajo el control del Ciencias Biologicas, Universidad de
promotor hsp60 de BCG Pittsburgh, Pittsburgh***

Plasmidos construidos durante el desarrollo de la investigacion

Nombre Inserto Ori Resistencia Esqueleto
Seccion Adel gen mmpL7
entre Kpnly BspHI

pVWG1 pniysp E AmpR pGEM-T Easy
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Secciéon Bdel gen mmpL7
pVVG2 entre Hindllly Xhol E AmpR pGEM-T Easy

Seccion Adel gen mmpL7

PWG3 entre Kpnly BspHI E Hyg R pYUB854
Gen mmpL7 con sitios BspHI
pwWG4 y Xhol E Hyg R pYUB854
*Unizar: Obsequio del laboratorio de genética de micobacterias de la Universidad de Zaragoza — Espafia
** Obsequio del Instituto de farmacologiay biologia estructural-Francia
** Obsequio Instituto y Departamento de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Pittsburgh
Tabla 4-4. Condiciones de las PCR realizadas en el presente estudio.
Ciclos (C)
Iniciadores Denat. #C Elong. Final
Producto Molde Inicial
Denat. Anilla. Elong.
Obtencion del AES de mmpL7
Sec A DNA H37Rv Up dirmmpL7/ Up 94°C x 94°C x 58°C x30s | 72°Cx45s 35 72°C x 10
rev mmp|_7 9min 30s min
SecB DNA H37Rv mmpL7 Down Diry 94°C x 94°C x 58°C x30s | 72°Cx45s 35 72°C x 10
mmpL7 Down Rev 9min 30s min
-Up dirmmpL7/ Up 94°C x 94°C X 58°C x30s | 72°Cx45s 35 72°C x 10
rev mmpL7 y 9min 30s min
AES pVWG4 mmpL7 -Down Diry
mmpL7 Down Rev




Capitulo 1 67
Comprobacién de clonaciones
Up dirmmpL7/ Up 94°C x 94°C x 58°C x30s | 72°C x45s 35 72°C x 10
pVWWG1 rev mmplL7 9min 30s min
mmpL7 mmpL7 Down Diry 94°C x 94°C x 58°C x30s | 72°C x45s 35 72°C x 10
mmpL7 Down Rev 9min 30s min
pWG2
pYUB854:A pVVG3 primer pYUB/Up dir 94°C X 94°C x 59°C 72°Cx 1 35 72°C x 10
mmpL7y T7-2 Up 9min 30s Xx30s min min
Rev mmpL7
pVVG4 Hyg dirouty 94°C x 94°C x 58°C x 30 s 72°C x 1 35 72°C x 10
pVVG3:B mmpL7 Down Rev 9min 30s min min
Tm903 A- 94°C x 94°C x 58°C x 72°C x45s 35 72°C x 10
Tm903 B 9 min 1 min 1 min min
KmR pJV53/pCG124
pJV53_comp_dir 94°C x 94°C x 57°C x 72°C x45s 72°C x 10
pJV53_comp_rev 9 min 1 min 1 min min
35
Comprobacion mutante Mtb H37RvAmmpL7
H37Rv AmmpL7 H37RvAmmpL7 | Comp Up 94°C x 94°C x 59°C 72°C x 1 35 72°Cx 10
Dir/primer 9min 30s % 455 min
pYUB854
Comp Up 35
Dir/mmpL7 Up 94°C x 94°C x 58°C x . 72°C x 10
reverso 9 min 30s 45 s 72°C x 1

H37Rv AmmplL7

min
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H37Rv AmmpL7

Comp down rev/ 94°C x 94°C x 58°C x 72°C x 1 35 72°C x 10
Hyg dir out 9 min 30s 45s min
Comp down 94°C x 94°C x 58°C x 72°C x 1 35 72°C x 10
rev/mmpL7 Down 9 min 30s 45 s min
Dir
Comprobacién plasmidos desmarcaje
Promotor hsp60 pGH542 hsp60_promotor_dir 94°C x 94°C x 57°C x30s | 72°C x45s 35 72°C x 10
hsp60_promotor_re 9 min 1 min min
v
Seccién v resolvasa pCG124/ pWM19 Aresolvasadir 94°C x 94°C x 58°C x 72°C x45s 35 72°C x 10
Aresolvasarev 9 min 1 min 30s min

Comprobacion desmarcaje en M. smegmatis mc*155 Amsmeg_5014

Amsmeg_5014:Hyg - M. smegmatis Down 5014 rev/ 94°C x 94°C x 66°C x 1 72°C x45s 35 72°C x 10
mc2155 Hyg dirout 9 min 1 min min min
Amsmeg_5014
UP 5014 dir/ 94°C x 94°C x 61°C x 1 72°C x45s 35 72°C x 10
Primer pYUB854 9 min 1 min min min

Rev
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Comprobacion desmarcaje M. Tuberculosis H37Ra ActpF y ActpH

ActpF:Hyg - MtbRaActpF Adir2013 y Hyg dir
out
ActpH:Hyg- MtbRaActpH ctpHpYUBAY
primerPYUB

Comprobacion expulsion plasmido pCG124
ActpF:pCG124 - ActpH:pCG124 Tm903A- Tm903B

Abreviaturas: Dent. Denaturacion; Anilla. Anillamiento; Elong. Elongacion

4.4 Obtencidon de una cepade recombincién de MtbH37Rv

94°C x
9 min

94°C x
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9 min

94°C x
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94°C x
30s

94°C x
30s
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1 min

59°C x

1 min

58°C x
1 min

72°C x 1:30

72°C x 1:30

72°C x45s

35

35

35

72°C x 10
min

72°C x 10

min

72°C x 10
min

De acuerdo con el esquema general (Figura 4-2) una vez obtenido el AES del gen mmpL7, se construy0 una cepa de

recombinacion. Para ello, células de MtbH37Rv se transformaron por electroporacion con el plasmido pJV53 (Figura 7-

1;Tabla 4-3; Protocolo 9) que permite la expresion de las proteinas Gp60 y Gp61 del micobacteriéfago Che9c bajo el control

del promotor acetamidasa [12]. Luego de la transformacién se seleccionaron las colonias transformantes por PCR de colonia

usando los iniciadores Tm903 A y Tm903 B (Tabla 7) que amplifican un fragmento de 846 pb correspondiente a una parte

del cassette de resistencia a Km.

La expresion de las proteinas recombinantes es inducida con acetamida, que funciona como fuente de carbono del medio

de cultivo usado para preparar las células competentes durante la transformacion del AES, o medio de induccion [12]
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Figura 4-2. Esquemageneral de latécnicade recombinacion usada paralaconstruccion de la cepa mutante MtbH37Rv
AmmpL7 A. Obtencion del AES, que se hizo mediante la clonacion doble de los segmentos corriente arribay abajo del gen mmplL7
en el vector pYUB854 y posterior liberacion del AES por digestion. B. La ceparecombinante se obtiene con latransformacion de la
cepa silvestre MtbH37Rv con el plasmido pJV53 que posteriormente se transforma con el AES para obtener el mutante defectivo en

el gen mmpL7.



4.5 Obtencidn de la cepa mutante de MtbH37RvAmmplL7

La cepa mutante H37RvAmmpL7 se obtuvo siguiendo la metodologia empleada
por Van Kessel [12] Al transformar las células de Mtb H37Rv con el AES del gen
mmpL7 (Protocolo 9), se induce la recombinacion homologa que sustituye el gen
mmpL7 original de la cepa H37Rv por un casete de resistencia a higromicina [12].
7H9-OADC-Km-Chx suplementado con succinato 0,2 % se utilizd para cultivar la
cepa recombinante. Las células electrocompetentes de la cepa recombinante se
transformaron por electroporacion con 200 ng de AES, y se dejaron recuperar en
7H9-OADC por 24 h a 37 °C y 80 rpm.

Las células transformadas se incubaron a 37°C hasta un ODsoonm de 0,6.
Posteriormente, la expresion de las proteinas de recombinacién fue inducida con
acetamida al 0,2 % vy glicina 1,5 %. Finalmente, las células inducidas se cultivaron
a 37°C a 80 rpm con agitacion durante 18 h, se plaquearon en 7H11-OADC-Km-
Chx-Hyg (20 pg/mL-50 pg/mL- 50 pyg/mL) hasta la aparicion de colonias.

4.5.1 Comprobacién delgenotipo mutante de Mtb H37Rv
AmmplL7

Dos colonias de posibles mutantes fueron recuperadas y se pasaron a cultivos en
medios liquidos para la posterior extraccion de ADN genomico usado como molde
para de comprobacion del genotipo mutante mediante PCR. Para la confirmar la
insercion del AES en el genoma se emplearon los iniciadores Up dir mmpL7/ Up
rev mmpL7 y mmpL7 -Down Dir y mmpL7 Down Rev que amplifican para 531 pb 'y
592 pb respectivamente (Figura 4-3).

Para comprobar que el gen mmpL7 fue sustituido en su totalidad por el cassete de
higromicina, se realizaron comprobaciones por PCR corriente arriba y corriente

abajo del gen objetivo. Para tal fin, se emplearon los siguientes iniciadores para
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amplificar la seccion corriente abajo del gen delecionado: comp down rev y hyg dir
out que amplifican un fragmento de 1259pb y comp down rev y mmpL7 -Down Dir
que amplifican un fragmento de 955 pb. De igual modo, para comprobar la
sustirucion del gen mmpL7 por el AES, en la seccién corriente arriba se emplearon
los iniciadores comp Up dir y primer pYUB que amplificaron para un fragmento de

1288 pb y Comp Up Dir y mmpL7 Up reverso que amplifico para un fragmento de
1005 pb.

Cepa salvaje

D

mmpl? Up Rey mmpl7 Down Rev
531 pb 592 pb

Sustrato de intercambio

DY

Recombinacion

homologa
Comnp Down
Comp Up Rev
Dir
— 4

- — —»
—
mmplL7 Up Rev Primer mmpl7 Down Dir

oYUB Hyg dir out
Figura4-3. Esquemade larecombinacion homdlogadel AES del gen mmpL7 parala
obtencion del genotipo mutante H37RVAmmpL7 La figura muestra los iniciadores
empleados para hacer la comprobacion por PCR de la mutacion del genotipo salvaje.
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4.6 Desmarcaje de cepas mutantes de Mtb y M.
smegmatis

Con el objetivo de proponer un potencial a doble mutante, a cepas mutantes
defectivas en ATPasas tipo P previamente obtenidas por recombinacién homologa
se les retir6 el casete de resistencia a higromicina valiéndose de la transformacion
con plasmidos que expresan actividad dy resolvasa, esta metodologia es conocida

como desmarcacion de genotipos mutantes.

Para comprobar la funcionalidad de plasmidos con actividad &y resolvasa
previamente adquiridos, el pldsmido pGH542 (Tabla 6) se transformé en la cepa
mutante M. smegmatis mc2155 Amsmeg_5014 obtenido previamente en una tesis
de doctorado en nuestro grupo de investigacion [112]. EI mutante en cuestion, es
defectivo en el gen de la Cu* ATPasa endbégena (msmeg _5014). Luego de la
transformacion se seleccionaron las  colonias desmarcadas por seleccion
antibidtica, utilizando el medio de cultivo Middlebrook 7H10 OADC suplementado
con tetraciclina. Mediante una PCR de colonia usando los iniciadores Up 5014 dir
y primer pYUB y Down 5014 Rev y Hyg dir out (Tabla7) se corroboro la ausuencia

del gen de resistencia antibiética.

El anterior procedimiento se aplicé a un primer mutante de MtbRaActpF,

desarrollado en una tesis en curso [113].

MtbRaActpF se transformé por electroporacion con el plasmido pCG124 que
reconoce los sitios dy resolvasa que flanquean el casete de resistencia a
higromicina (Figura 7-1;Tabla 4-3;Figura 4-4). Luego de la transformacion las
colonias desmarcadas se seleccionaron suplementando el medio de crecimiento

Middlebrook 7H10 OADC con kanamicina. Posteriormente se hizo una PCR de
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colonia usando los iniciadores Adir2013 y Hyg dir out (Tabla 7). Luego se procede
a hacer pases sucesivos en medio liquido Middlebrook 7H9 OADC suplementado
con el antibiético CHX con el objetivo de expulsar el plasmido pCG124 del mutante
MtbRaActpF::pCG124. Mediante diluciones seriadas (10 hasta 104) se buscan
colonias individuales que se comprueban mediante PCR de colonia usando los
iniciadores Tm903 A y Tm903 B (Tabla 7) para comprobar si existe resistencia a

Kanamicina en el mutante de MtbRaActpF.

Una segunda comprobacion se realiz6 sobre el mutante MitbRaActpH
transformaandolo con el plasmido pWM19 (Figura 7-1;Tabla 4-4) que reconoce los
sitios Oy resolvasa que flanquean el casete de resistencia a higromicina [8] que
contiene el AES (Figura 4-4). Luego de la transformacion se seleccionaron las
colonias desmarcadas por seleccion antibidtica, suplementando el medio de
crecimiento Middlebrook 7H10 OADC con gentamicina y kanamicina,
posteriormente se hizo una PCR de colonia usando los iniciadores ctpH-pYUB-D y
Hyg dir out (Tabla7).

ts ori myco

AES MtbRa
ActpF 6 MtbRa
ActpH

Hyg

Colonias Desmarcadas

Mutante
desmarcado

pBiafF*

pWM19
11778 bp
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Figura 4-4. Esquema general de la técnica de desmarcaje usando los plasmidos
pCG124y pWM19. La cepa mutante se transforma con los plasmidos que tienen actividad
Oy resolvasa obteniendo cepas mutantes sin el casete de resistencia a Higromicina.

5.Resultados y Discusion

En el presente trabajo se utilizé la técnica de recombinacién para delecionar el gen
mmpL7 del genoma de bacilo Mtb. Mediante la técnica de reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) se pudo confirmar la obtencién del sustrato de intercambio
alélico (AES) del gen mmpL7, el que se transformé en células de MtbH37Rv para
la obtencion del mutante. Por otra parte, se confirmd el desmarcaje en cepas
defectivas en ATPasas tipo P de Mtb (Mtb H37Ra ActpF y Mtb H37Ra ActpH)

previamente obtenidas, a las que se les retird el casete de resistencia antibittica.

5.1 Precursores para la obtencion del mutante de
MtbH37RvA mmplL7

La construccion del mutante defectivo en el gen mmpL7 se realizd en la cepa
virulenta H37Rv siguiendo todos protocolos de bioseguridad establecidos para el
manejo de cepas patdégenas. Para la obtencién del mutante MtboH37Rv  AmmpL7

por recombinacién se hizo necesario construir un sustrato de intercambio alélico o



76 DESARROLLO DE UTILES GENICOS PARA LA OBTENCION DE UN DOBLE
MUTANTE DE Mycobacterium tuberculosis DEFECTIVOENPROTEINAS DE
MEMBRANA MMPL7Y ATPasas TIPOP

AES del gen mmpL7 y una cepa recombinante, para lo que MtbH37Rv, se
transform6 con el plasmido pJV53 que permite una expresion controlada de los
genes del micobacteriéfago Che9c involucrados en el proceso de recombinacion,

favoreciendo asi el evento de recombinacion homoéloga [108].

El AES consisti6 en ensamblar una secuencia de ADN de doble cadena lineal de
aproximadamente 3000 pb, conformado por un fragmento gendmico corriente
arriba del gen mmpL7, seguido de un cassete de higromicina, y este a su vez
seguido de un fragmento gendmico corriente abajo de mmpL7 (Figura 5-1). Una vez

obtenido, se transformaron 200 ng del AES en la cepa de recombinacion [108].

Figura5-1. Esquema el sustrato de intercambio alélico (AES) del gen mmpL7

Después de 4-5 semanas de cultivo de las cepas transformadas, se obtuvieron
colonias de la cepa mutante de MtbH37Rv AmmpL7 (Figura 5-2)

Figura 5-2. Colonias obtenidas de latransformacién de Mtb H37Rv con el AES d el
gen mmpL7
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5.1.1 OBTENCION DE UN AES PARAMUTAREL GEN mmpL7
POR RECOMBINACION

El gen mmpL7 fue inicialmente amplificado por PCR en el vector lanzadera
pYUB854, un vector que contiene un casete de resistencia a higromicina y un
origen de replicacion de E. coli. Al intento inicial de clonar directamente el
fragmento amplificado corriente arriba de mmpL7 incluyendo en la PCR los sitios
de restriccion Kpnl y BspHI en el vector pYUB854, no se obtuvieron colonias
recombinantes. Como alternativa, se decidié subclonar en el vector para productos
de PCR, pGEM-T easy.

La regién genémica corriente arriba y parte de la region 5°de mmpL7 (Seccion A)
se amplificé en un fragmento de 531 bp. La seccién corriente abajo (Seccion B)
comprendiendo parte de la region 3'de mmpL7 unida a una porcion de la region
gendmica corriente abajo de este gen, se amplifico en un fragmento de 592 bp
(Figura 5-3).

Los constructos obtenidos al clonar la seccién corriente arriba (pVVG1) entre los
sitios Kpnl y BspHI y la seccidon corriente abajo flanqueada por los sitios de
restriccion Hindlll 'y Xhol (pVVG2), de pGEMT-EASY, respectivamente, se
dirigieron usando las mismas enzimas restriccion y se ligaron posteriormente en el
vector pYUB854.
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Figura 5-3. Esquemade las secciones Ay B del gen mmpL7.

5.1.2 OBTENCIONDE LOS PLASMIDOS RECOMBINANESpVVG1
y pVVG2

El plasmido pVVG1 es producto de la clonacion de la seccion corriente arriba y
parte de la secuencia 5 del gen mmpL7 (531bp) en el vector pGEMT-easy que de

ahora en adelante se conocera como seccién A. (Figura 5-4-A).

Para la obtencion de este recombinante, los productos de ligacion se comprobaron
mediante PCR utilizando los iniciadores SP6 - mmpL Up rev y T7- mmpL7 Up rev
gue producen amplimeros de 626 pb y 608 pb, respectivamente (Figura 5-4-B). Una
vez corroborado el éxito de la ligacion, los plasmidos recombinantes se
transformaron en las células competentes JM109, obteniendo al final 7 posibles

colonias recombinantes (Figura 5-4-C).

A. B. C.
MP 1 2m .3 4
) SP6 (&) 17
Un Rev Up Rev
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i t;:' - | Figura 5-4. Clonacién del gen mmpL7 en pGEM-T easy (A).
PCR de la seccion corriente arriba (Seccién A) del gen mmplL?7.
(B). Comprobacion por PCR de la ligacion entre mmpL7 Seccion
A y vector pGEMT-easy. El gel de electroforesis muestra la
) amplificacion en 626 pb con los iniciadores SP6-mmpL Up rev y
en 608 pb con los iniciadores T7- mmpL7 Up rev. (C) Colonias

recombinantes utilizadas parala extraccion de plasmido.
00—

750 531

=00 Sec A

250

La corroboracion de plasmidos recombinantes en las
colonias seleccionadas se realizo mediante PCR (Figura 5-4-D), observando 4
colonias positivas (4, 5, 6 y 7). A manera de corroboracion, se realiz6 un mapeo de
restriccion de los plasmidos recombinantes extraidos (Figura 5-4-E), mediante
digestion con las enzimas Notl Y Pvull, que reconocen sitios dentro de la secuencia
clonada (Figura 5-4-F). Como producto de la digestion con Notl se esperaban
fragmentos de 565 pb y 2984 pb, y con Pvull fragmentos de 982 pb y 2567 pb
(Figura 5-4-G). En la (Figura 5-4-H) se muestra el mapa del recombinante pvVVG1
indicando las posiciones en donde las enzimas Notl, Pvull, Kpnl y BspHI cortan el

plasmido.
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Figura 5-4 (Continuacién).Clonacion delgen mmpL7en pGEM-T easyyconfirmacion
del plasmido pVVGL. D). PCR de hervido de las siete colonias con los iniciadores SP6

/mmpL7 Up reverso y mmpL7 Up directo/ mmpL7 Up reverso. E) En los carriles 1,2,3 y 4
se muestra el plasmido extraido de las colonias 4, 5, 6 y 7. F) Mapa del recombinante
pVVGL1 que indica las posiciones donde hace corte las enzimas de restriccion Notl y Pvull
y la longitud de los productos de digestién. G) Electroforesis para el andlisis mediante
digestion con Notl y Pvull del plasmido extraido pVVGL1 de las colonias 4y 7. H). Mapadel
recombinante pVVG1 que indica las posiciones donde hacen cortes las enzimas Notl,
Pvull, Kpnl y BspHI. 1) Mapeo de restriccion del plasmido pVVG1 (Colonia 4) con las
enzimas Kpnl (3549 pb) (Carril 2), BspHI (1359pb, 1182pb y 1008pb) (Carril 3) y digestion
doble (Kpnly BspHI) ( 1182pb, 1008pb, 834pby 525 pb) (Carril 4)
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La colonia 4 se selecciond para continuar con los estudios, toda vez que, en las
diferentes comprobaciones, fue la que mostr6 mejores amplificaciones y en las
digestiones con las enzimas de restriccion mostro una mejor definicion de las
bandas esperadas. A manera de corroboracion se realiz6 otro mapeo en el
plasmido recombinante extraido de la colonia 4, utlizando las enzimas Kpnl y
BspHI, para lo que se esperaban fragmentos de 3549pb con la enzima Kpnl y
fragmentos en 1359pb, 1182pb y 1008pb respectivamente tal como se observa en
la (Figura 5-4-1). Al aplicar esta estrategia, el plasmido pVVG1 es un paso
intermedio para adquirir sitios de restriccion adecuados para una clonacion
direccional de la seccion A en el vector pYUB854. Finalmente, la integridad del
plasmido recombinante 4 se comprobé mediante secuenciacion de ADN (Figura7-2-
B).

EL plasmido pVVG2 se obtuvo mediante la clonacion de la seccion B (amplimero
de 592 pb) (Figura 5-5-A) en el vector pPGEMT-EASY. El procedimiento para obtener
y detectar colonias recombinantes es el mismo que se utilizd para la clonacion del
segmento A, o0 sea, primero sublclonar una ligacion comprobada por PCR en
PGEMT EASY, y después tamizar mediante PCR del pladsmido recombinante. Las
comprobaciones para determinar si el producto de PCR se ligd en el vector, se
realizaron por PCR utilizando los iniciadores SP6 y T7 con mmpL7 Down Dir (Figura
5-5-B).

Al transformar la ligacién en células JM109, se obtuvo una Unica colonia (Figura 5-5-
C), la que mediante comprobacion por PCR con los iniciadores T7-Down Dir, SP6
Down Rev y Down Dir y Down Rev (Figura 5-5-D), mostro el patron predicho con el
programa “in silico Ape Plasmid Editor”. Una vez extraido el plasmido de la colonia
positiva, su identidad se corrobor6 mediante mapeo de restriccién individual y doble
con las enzimas Hindlll y Xhol, que reconocen sitios especificos de la secuencia del
plasmido clonado (Figura 5-5-E). Como lo esperado, se observaron fragmentos de
3610 pb con Xhol y con Hindlll, y para la digestion doble dos fragmentos de 3024pb
y 586 pb (Figura 5-5-F) confirmando la identidad del
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pldsmido recombinante, cuya integridad se corroboré mediante secuencia de ADN
(Figura7-2-B)

o)
‘SP6
Down Dir

Figura5-5.Clonacion delgen mmpL7 en pGEM-T easy(A). PCR de la seccién corriente
arriba (Seccion B) del gen mmpL7. (B)Comprobacién por PCR de laligacion entre mmpL7
Seccion B y vector pPGEMT-easy. El gel de electroforesis muestra la amplificacion en 687
pb con los iniciadores SP6-mmpL Down Dir y en 669 pb con los iniciadores T7- mmpL7
Down Dir. (C) Colonias recombinantes utilizadas parala extraccion de plasmido. D) PCR
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de hervido de la colonia recombinante con los iniciadores T7 / mmpL7 Down Dir, SP6 /
mmpL7 Down Revy Down Dir/ Down Rev.

La seleccién de plasmidos recominantes clonados en pGEMT-EASY se basa en el
principio de la complementaciéon a del gen de la B-galactosidasa, en la que el vector
de clonacién pGEMT-easy la de la secuencia lacZa es interrumpida por un sitio de
clonacion multiple interno (MCS). En plasmidos recombinantes, el inserto
interrupmpe la expresion del péptido a de la pB-galactosidasa produciendo colonias
blancas. Sin embargo, en la obtencion de pVVG1 y pVVG2, la deteccion blanco-
azul fue confusa, debido a que las colonias recombinantes obtenidas no eran
totalmente blancas sino mostraron una coloracién azul clara. Sin embargo, al
realizar las respectivas corroboraciones, se encontr6 que si se trataba de
recombinantes. Este comportamiento se podria explicar si los fragmentos clonados
guedan en marco de lectura con el gen lac Z alfa [114], lo que se beneficiaria aln

mas tratandose de fragmentos clonados de tamafio pequefio.

E. 3528 Xhol (1)

mmpl7 Seccion B

2948...3527

586 pb

pvVvG2
3610 pb

2942 Hind 111 (1)

3024 pb
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Figura 6-5
(Continuacién). Clonacion del gen mmpL7 en pGEM-T easy y confirmacién del pldsmido pVVG2. E)
Mapa del recombinante pVVG2 queindicalas posiciones donde hace corte las enzimas de restriccion Hindllly
Xhol. F) Gel de electroforesis para el andlisis mediante digestién con Hindlll y Xhol del plasmido extraido
pVVG2 de lacoloniarecombinante. En el carril 1 se muestra el plasmido sin digeriry en el carril 2 se muestran
las bandas resultado deladigestiondoble, labandaen 586 corresponde al fragmento liberado delaSeccidn
B.

Dentro de la estrategia propuesta, resultd una ventaja subclonar primero las
secciones A 'y B en pGEMT-easy, porque de esta manera se podria asegurar que
el inserto clonado adquiriera del vector los sitios de restriccion Kpnl y BspHI en el
caso de la seccion A y con Hindlll y Xhol para la seccion B y de esta manera

favorecer la clonacion dirigida en pYUB854.

Por otra parte, el sistema de clonacion utlizado estd compuesto por células
competentes de E. Coli IM109 y el vector pGEMT- easy, se elegi6é debido a que
JM109 presenta actividad deficiente en la actividad -galactosidasa producida por
deleciones tanto en copias gendmicas como episomales del gen lacZ. La deleciéon
en la copia episomal (factor F) del gen lacZ (lacZAM15) se complementa mediante

la adicién de un péptido a funcional codificado por el vector pPGEMT [115].

5.1.30Dbtencién del AESen el vector pYUB54

Para la obtencién final del AES, se uso la estrategia de doble clonacion de las

secciones A'Y B en el vector pYUB854, el que cuenta con sitios resolvasa
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flanqueando el gen de resistencia antibidtica para la seleccién de recombinantes
(cassette de HygR), para de esta forma facilitar hacia futuro la obtencion de
mutantes desmarcados.

Normalmente el sistema pYUBB854 se almacena en E. coli que es carente del
genotipo RecA+, es decir, que no presenten actividad yd-resolvasa, por lo que se
utilizé la cepa HB101 (RecA-). Aunque HB101 codifica un gran numero de
endonucleasas que podrian dificultar la extraccion del plasmido, la extraccion del
mismo se realizd en presencia de proteinasa K para inhibir estas endonucleasas

endogenas.

La seccion A (corriente arriba del gen mmpL7) se obtuvo mediante digestion con
BspHI y Kpnl a partir de pVVGL1 (Figura 5-4-Hy Figura 5-6-A), la que posteriormente
se ligd en pYUBB854 digerido con las mismas enzimas, permitiendo una clonacion
dirigida de la seccion en la orientacion que se encuentra en el genoma. Los
productos de ligacion obtenidos probando relaciones molares vector: inserto (1:3 y
1:5) fueron confirmados por PCR usando los iniciadores pYUB854/ mmpL7 Up Dir
y T7-2/ mmpL7 Up Rev (Figura 5-6-B), indicando que el plasmido recombinante fue
obtenido satisfactoriamente. La transformacion del producto de ligacion en células
de E. coli HB101 produjo 9 colonias, de las que 3 resultaron recombinantes (Figura
5-6-C).

El plasmido recombinante construido se nombré como pVVGS3, (Figura 5-6-D), los
gue fueron corroborados mediante pcr y mapeo de restriccion con las enzimas
BspHI y Kpnl (Figura 5-6-E y F). En la doble digestion para liberar el inserto, en la
Figura 28-f carril 3, se observa una banda de mayor tamafio (4229pb) que
corresponde al fragmento del plasmido que libero el inserto correspondiente a la
Seccion A cuyo tamafio se ubica en 531pb demostrando que el plasmido pVVG3
contiene el inserto clonado. Se selecciond la colonia 1 para almacenar en medio

de conservacion y corroborar por secuenciacion.
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Figura5-6.Construccion de pVVG3ENEL VECTOR pYUB854 a) Digestion del plasmido
intermedio pVVGL1y el plasmido de clonacion pYUB854 con las enzimas BspHI y Kpnl. En
los carriles 2,3 y 4 se muestraun fragmento en 525 pb que corresponde ala liberacion de
la seccion A, el fragmento en 3677 pb corresponde al vector pYUB linealizado. b) PCR de
confirmacién de los productos de ligacién de larelaciéon 1:5. ¢) Colonias recombinantes
obtenidas de la transformaciéon del producto de ligacion relacion 1:5 y células de E. coli
HB101. d). Mapa de pVVG3 con iniciadores y sitios de restriccion empleados para su
analisis. e) PCR de confirmacion de colonias recombinante (Carriles 4, 5, 6, 7,8 Gel Ay
carriles 3,4, 6, 7,8 Gel B).f) Mapeo de restriccion de pVVG3 con las enzimas BspHI y Kpnl
(Carril 3), en el carril 1 se muestra el plasmido sin digerir con las enzimas. El mapeo de
restriccion in silico de pVVG3 se muestraen la FiguraA-3 (Figura 7-2)

Una vez confirmada la insercion de la seccién A (pVVG3), este mismo plasmido
recombinante se utilizd para realizar una segunda clonacion del segmento B
(corriente debajo del gen mmpL7) entre los sitios Hindlll y Xhol del vector. El
segmento B fue obtenido inicialmente a partir de pvVVG2 mediante restriccion con
las mismas enzimas (Figura 5-7-A). La ligacion del segmento B en pYUB584 se
realizé utilizando las relaciones molares vector e inserto (1:3 y 1:5). Las ligaciones
se verificaron por PCR (Figura 5-7-B) confirmando la presencia de plasmido
recombinante, el que se transform6 en E. coli HB101 obteniendo dos colonias
(Figura 5-7-C). Las colonias obtenidas se tamizaron por PCR resultando solo una
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positiva (Figura 5-7-D), la que se nombrdé pvVVG4. A continuacion se extrajo el

plasmido recombinante para su corroboracién por secuenciacion (Anexo 7.4).

Finalmente, este plasmido PVVG4 se analizd por PCR para comprobar la presencia
de la seccion A y la seccién B (Figura 5-7-E). Por mapeo de restriccion con las
enzimas BspHI y Kpnl se corrobor6 la insercion de la seccion A en el recombinante,
y con las enzimas Hindlll y Xhol la insercion de la secciéon B. Por otra parte, con
una digestion doble con BspHI y Xhol se obtuvo la totalidad del AES linealizado. El
tamarfio del AES (3048 pb) se comprobé por secuencia nucleotidica (Figura 5-7-F).
En La (Figura 5-8) se puede observar un esquema general de la obtencion del
AES.
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Figura 5-7. Obtencion de pVVG4 conteniendo laseccion By confirmacién de AES
mmpL7 a) Digestion del plasmido intermedio pVVG2 y el recombinante pVVG3 con las
enzimas Hindlll y Xhol. En los carriles 5,6 y 7 se muestra un fragmento en 586 pb que
corresponde a la liberacion de la seccion B, el fragmento en 4168 pb corresponde al
plasmido pVVG3 linealizado. b) PCR de confirmacion de los productos de ligacion de la
relacion 1:5. c¢) Colonias recombinantes obtenidas de la transformacion del producto de
ligacion relacion 1:5 y células de E. coli HB101. d) PCR de confirmacion de colonias
recombinantes, se observa que la colonia 1 amplifica positivamente para todas las
comprobaciones. e). PCR de confirmacion de insercion de las secciones Ay B en el
plasmido pVVG4. (Carril 1 del gel A muestra el plasmido sin digerir. f) Mapeo de restriccion
sobre el plasmido pVVG4 para confirmar presenciade laseccion Ay B y para corroborar
construccion del AES linealizado del gen mmpL7. El mapeo de restriccion in silico de
pVVG4 se muestra en la Anexo (Figura7-2)
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52 Cepade recombinancion de MtbH37Rv
Para obtener la cepa de recombinancién, MtbH37Rv se transformo con el pladsmido

pJV53 (Protocolo 3), que contiene los genes para expresar las proteinas de
recombinacion bajo el control de un promotor de acetamida. Las bacterias
transformadas con este plasmido aumentan la frecuencia de recombinacion
homodloga lo que parcialmente dificulta la de manipulacién genética que tiene el
género Mycobacterium debido a su alta frecuencia de recombinacion ilegitima.

Los recombinantes de MtbH37Rv:pJV53 fueron seleccionados en medio de
crecimiento Middlebrook 7H10 OADC suplementado con kanamicina. Mediante
PCR de colonia se confirmé la identidad de algunas bacterias recombinantes,
utilizando los iniciadores TM903 A/Tm 903 B que amplifican el cassette de
kanamicina, y los iniciadores pJV53 comp_dir/ pJV53_comp_rev que amplifican
para el plasmido pJV53 (Figura 5-9). Se observaron las bandas esperadas de 846
pb y en 670 pb, respectivamente, confirmando la obtencion de la cepa
recombinante.

MP ik 2 3 MP 4 5 6
(SR ( )8 Col 1 @ (+)" Coll
Tm 903 A pJV53_comp_dir
Tm903 B pJV53_comp_rev ‘
- - — I
846 pb -
~  esew o
7 -
500 - -

250

Figura 5-9. Confirmacién de larecombinacion en las cepas por PCR de colonia. Se
amplificé un fragmento de 846bp del cassette de resistencia a Km con los iniciadores
Tm903, y se confirmé lapresenciadel plasmido pJV53 con los iniciad ores pJV53_comp en
670pb. Carriles: MP, marcador de peso molecular; Carril: 1 y 4 control negativo (cepa
silvestre de M. tuberculosis H37Rv cepasilvestre), Carril 2 y 5 control positivo (plasmido
pJV53), Carril3 'y 6 colonias de M. tuberculosis H37Rv:pJV53.
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Finalmente, para la obtencion del mutante defectivo en el gen mmpL7, la cepa
recombinante obtenida se transformé con 200 ng del AES de mmpL7 previamente

construido.

5.3 Obtencién del mutante de MtbH37Rv defectivo en el
gen mmpL7

La estrategia que se utilizé fue el intercambio alélico mediado por las proteinas
gp60 y gp61 del micobacteriofago Chec9c, las que promueven el reemplazo de un
gen en el genoma (en nuestro caso mmpL7) por un casete de resistencia Hyg
(HygF) [108].

Inicialmente se obtuvo la cepa de recombinacion de MtbH37Rv, la que se
transformo con el sustrato de intercambio alélico (AES, por sus siglas en inglés)
gque se caracteriza por contener un casete de HygR flanqueado por
aproximadamente 500 pb de las secuencias corriente arriba y abajo del gen a
mutar. Durante el evento de recombinacién, la proteina gp60 actua como
exonucleasa en direccion 5--3° del AES lineal, permitiendo la exposicion de una
sola de sus cadenas. Sobre la cadena sencilla resultante, la proteina gp6l ejerce
su accién recombinasa entre el ADN cromosomal y el AES.

La (Figura 5-10-A) muestra el esquema de la regién del genoma de MtbH37Rv
donde ocurrio el intercambio entre el gen mmpL7 y el casete de Hyg. Se indican

los iniciadores empleados para hacer la comprobacion del genotipo mutante.

Seccién Down Seccién Up

mmpl7 Hyg"®

St

Comp dowm Hyg dir pYUB854 Comp Up
Rev out primer Dir

mmpl7

M. tuberculosis H37RvAmmplL7
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Figura 5-10. Comprobacién del genotipo mutantede M. tuberculosis H37Rv AmmpL7
A. Representacion de laregion del genomade MtbH37Rv donde ocurri6 la sustitucion de

mmpL7 por el casete de Hyg. Los iniciadores usados parala comprobacion del genotipo

mutante son mostrados (PCR positivas en colonias mutantes).

Luego de la transformacion de la cepa recombinante con el AES, se obtuvieron dos
colonias posiblemente recombinantes (Figura 5-10-B). A continuacién, se procedio
a la comprobacion de la delecion del gen mmpL7 en la region gendbmica de H37Rv.
Para tal fin, mediante PCR se comprobdé la recombinacion del AES utilizando los
iniciadores MmpL7 Down directo/ MmpL7 Down reverso que amplifican para un
fragmento de 592pb, y los iniciadores mmpL7 Up directo/mmpL7 Up reverso para

un fragmento de 525 pb, (Figura 5-10-C). Por otro lado, se usaron iniciadores para

Figura 6-10 (Continuacidn). B. Obtencion de posibles colonias recombinantes de
MtbH37Rv transformadas con el AES del gen mmpL7. Se observaen ambas colonias
(A y B) la caracterizacion fenotipica clasica de una micobacteria, textura rugosa y
agregacion granular.
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comprobar la sustitucion del gen mmpL7 por la higromicina en el genoma de Mtb
(Figura5-10-D)

Figura 6-10 (Continuacién). C. PCR de confirmacion de AES en colonias
recombinantes. Mediante la técnica de PCR se logro comprobar que el AES del gen
mmpL7 se integré en el genoma, dando como resultado posibles colonias recombinantes.
Se observaque la colonia B presenta amplificaciones més claras para las secciones Down
y Up del AES, especificamente en los amplimeros de 592pb y 525 pb respectivamente.

Figura 6-10 (Continuacion) D. PCR sobre DNA gendémico de H37RvAmmpL7. Por
medio de PCR se compruéba la presencia de genotipo mutante. Las pruebas de
comprobacion se realizan sobre las colonias Ay B respectivamente usando los iniciadores
corriente arriba y corriente debajo de las secciones Ay B que anillan con segmentos del
AES del gen mmpL7.Paracomprobar presenciade AES en la seccidn corriente arriba se
emplean los iniciadores Comp up dir/ primer pYUB que amplifican paraun fragmento de
1255pb y Comp Up dirf/mmpL7 Up reverso que amplifica para un fragmento de 1005 pb.
De igual modo, para comprobar la insercidn del AES corriente abajo, se emplearon los
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iniciadores Comp down rev/ Hyg dir out que amplifica para un fragmento de 1259 pb y
Comp down rev/immpL7 down directo que amplifica para un segmento de 955 pb.

De acuerdo con el resultado anterior, como resultado la pruebas de PCR para
comprobar la recombinacion del AES, las dos colonias obtenidas (A y B) resultaron
poseer el genotipo mutante. Este resultado confirma que el evento de
recombinacion entre el AES del gen mmpL7 y el cromosoma de la bacteria tuvo

éxito en la integracion de la seccién a delecionar.

5.4 Desmarcaje de cepas mutantes de M. smegmatis y M.
tuberculosis

La produccién de mutaciones definidas en M. smegmatis y M. tuberculosis a través
de utiles génicos como los AES se basan en la transferencia de un cassette de
resistencia antibidtica en el genoma de estas bacterias; la presencia de un
marcador de seleccion en el cromosoma representa una ventaja ya que permite
por un lado la facil seleccion de la mutacién y por otro lado el seguimiento de una
cepa recombinante especifica en experimentos que pueden mezclar varias cepas;
sin embargo, el uso de marcadores de seleccion de resistencia antibidtica presenta
varios inconvenientes, uno de ellos, es que tienen un efecto en la expresion de
genes que pueden dificultar la caracterizacion del rol de cada gen presente en un
operon, otro de los inconvenientes es que la integracion de un cassette de
resistencia a antibiético en el cromosoma excluye este marcador para una mayor
manipulacién genética, teniendo en cuenta que solo hay unos pocos genes de
resistencia para las micobacterias y ya que las mutaciones realizadas en estas
bacterias suelen generar estrategias de compensacién mediante la sintesis de un
homologo, serian necesarias mudltiples mutaciones y experimentos de
complementacién para descifrar el papel biolégico de una proteina o una familia de
proteinas, en estos casos, el nimero tan reducido de marcadores de resistencia a

antibiéticos disponibles para las micobacterias es una limitacion [8], siendo solo la
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kanamicina y la higromicina los dos antibidticos que se usan en la actualidad para
experimentos genéticos con cepas del complejo Mycobacterium tuberculosis.

Con el proposito de producir mutaciones sin marcar, entre los sistemas resolvasa
gue se han caracterizado se encuentran el sistema TnpR y el sitio res del
transposon yo& [116].

La resolvasa del sistema TnpR funciona como un mediador que se expresa cuando
el promotor corriente arriba del gen tnpR cataliza la escision del cassette de
resistencia a antibiéticos para generar una cepa bacteriana sensible al antibiético
correspondiente [8]. De este modo, las cepas mutadas con el AES correspondiente
contienen en su cassette de resistencia a higromicina sitios res que lo flanquean y
gue pueden ser escindidos tras la expresion de un gen resolvasa que se expresa
a partir de un plasmido multicopia [8]

De acuerdo con lo anterior y con el objetivo de obtener mutantes desmarcados, se
implemento la técnica de desmarcaje a cepas mutadas de M. smegmatis y M.
tuberculosis usando plasmidos que contienen actividad yé resolvasa que identifican

los sitios res que flanquean la higromicina.

5.4.1 Experimento piloto de desmarcajede un gen de resistencia
a higromicina en micobacterias

La estrategia para eliminar el gen de resistencia a Hyg introducido previamente en
la obtencién de mutantes de Mtb defectivos en ATPasas tipo P, fue la de
transformar las cepas mutadas con el plasmido pGH542. Este plasmido presenta
una actividad dy resolvasa que identifica los sitios res incorporados al genoma de
la bacteria durante la recombinacion con el sustrato de intercambio alélico. Los
sitios res son secuencias reconocidas por el transposon §y resolvasa, TnpR. Esta
estrategia permite delecionar el marcador antibiético dejando solo la mutacion no
marcada en el cromosoma. Con el objetivo de generar cepas mutadas en un sitio
especifico que no lleven ningln marcador de resistencia a los antibiéticos, los

plasmidos que contienen el transposon §y resolvasa deben ser faciimente curables

[8].
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Antes de trabajar directamente con cepas de Mtb, decidimos inicialmente probar el

sistema seleccionado con un mutante de M. smegmatis defectivo en el gen
msmeg_5014, construido previamente por Ledn Torres en nuestro grupo de

investigacion [117], que codifica para una cobre ATPasa (Figura 5-11)

A Seccidn UP Seccién DOWN

5014 5014 5014
\ ‘\X Msmeg WT
&

4 2

Seccion UP Seccidon DOWN

B.
5014 Hyg" 5014,
[ >_{ }( i KlMsmtgASOM

Figura5-11.Esquemadelaregién delgenomade M.smegmatismc2155. A) Esquema
del genotipo silvestre de M. smegmatis mc2155 antes de ser reemplazado por el cassette
de resistenciaa higromicina. B) Esquema del genotipo mutado de lacepa M. smegmatis
mc2155 msmeg_5014 luego de la sustitucidon por el cassete de higromicina. Imagen
tomada y modificada de Leén Torres 2018 [143].

Inicialmente se corroboré mediante PCR la presencia e integridad del plasmido
pGH542 a utilizar en el desmarcaje, que se sabe contiene un promotor de choque
térmico hsp60. En la (Figura 5-12-A) se muestra la PCR de comprobacion sobre el
plasmido pGH542 realizada con los iniciadores hsp60 promotor dir 'y

hsp60_promotor_rev que amplifican en 334 pb.
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Figura 5-12. PCR de comprobacién del plasmido pGH542 con los iniciadores
hsp60_promotor_dir y hsp60_promotor_rev. Carriles 1 y 2 plasmido extraido de
colonias transformadas, carril 3 control positivo pM261.

A continuacién, la cepa mutante mc2155 Amsmeg 5014, se electroporé con el
plasmido pGH542, el que presenta resistencia al antibidtico tetraciclina. Producto
de la transformacion, se obtuvieron 6 colonias, a las que se les corroboré la
delecion del cassette de Hyg mediante PCR utilizando los iniciadores Up 5014 dir
y primer pYUB y Down 5014 Rev y Hyg dir out. Estos iniciadores anillan en el gen
de resistencia antibidtica, por lo tanto, una PCR negativa indica un desmarcaje

exitoso (Figura5-12-B).
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Figura 5-12 (Continuacion). PCR de comprobaciéon de colonias desmarcadas de mc2155
Amsmeg_5014 con el plasmido pGH542 que presenta actividad resolvasa. El carril 1
muestracomo control negativo la cepasilvestre ya que estano presentahigromicinaen su
genoma. El carril 2 muestra las amplificaciones para cada uno de los iniciadores que
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contiene el AES y que anillan para la higromicina. Los carriles del 3 al 6 muestran las
colonias obtenidas con la transformacion con el plasmido y que se desmarcaron.

La comprobacion fenotipica del desmarcaje, se realizd cultivando las colonias
obtenidas en medio Middlebrook 7H10 OADC suplementado con tetraciclina (para
comprobar que efectivamente tuvieran el plasmido incorporado), ciclohexamida
(tolerancia natural de las micobacterias), e higromicina (resistencia de la cepa sin

desmarcar), como se muestra en la (Figura 5-12-C).

Figura 5-12 (Continuacién). Cultivo en medio Middlebrook 7H10 OADC de las colonias
desmarcadas. a) Medio de seleccion Middlebrook 7H10 OADC suplementado con
Tetraciclina(Tet 2.5 ng/pL) b. Medio de seleccién Middlebrook 7H10 OADC suplementado
con Ciclohexamida (CHX 100ng/uL) c. Medio de seleccion Middlebrook 7H 10 OADC
suplementado con Higromicina (Hyg 100ng/uL)

De acuerdo con los resultados obtenidos, se comprobd la eliminacion de la
resistencia a Hyg de la cepa mc2155 Amsmeg_5014, comprobando que el plasmido

pGH542 puede escindir eficientemente el marcador de seleccion.

Para futuras investigaciones con esta cepa (mc2155 Amsmeg_501 Hyg -) y de ser
necesario, la remocion del plasmido pGH542 se haria a través de pases sucesivos
suplementando el medio Middlebrook 7H9 OADC Unicamente con ciclohexamida
para que en ausencia de la tetraciclina el plasmido sea abortado por la micobacteria

al no encontrarse en un medio de seleccién que le permita seguir replicandose.
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5.4.2 Desmarcajede M. tuberculosis H37Ra ActpFy ActpH

La experiencia aprendida en el desmarcaje de resistencia antibidtica en M.
smegmatis, se aplicé para comprobar su funcionamiento, pero ahora en cepas de
Mtb.

Para este fin, -se—escogieron—plasmidos—quepresentaran actividad-resolvasa—y

aallala' N A v N\AMNMAO

desarrollados por el Instituto de Farmacologia y Fiologia Estructural de Francia [8].

El plasmido pCG124 fue seleccionado porque contiene el transposén dy resolvasa
(tnpR) que serd finalmente lo que determine su actividad como plasmido de
desmarcaje. En este caso el gen de la resolvasa se encuentra bajo el control de un
promotor micobacteriano pBlaf* lo que permite que se pueda transformar en cepas
de micobacterias. También contiene un origen de replicacion en E. coli, y un
cassette de resistencia a kanamicina lo que facilita utilizar este plasmido en cepas
mutantes carentes de pJV53, ya que al momento de hacer la seleccién antibiotica,
creceran las cepas que solo contengan el plasmido con la actividad resolvasa,
evitando la presencia de falsos positivos al momento de hacer el tamizaje de las
cepas desmarcadas. Es por esto, que la ausencia del plasmido pJV53 con
resistencia antibiotica a la kanamicina se hace imprescindible para hacer una
correcta seleccion de mutantes no marcados.

El otro plasmido pWM19 ademas de presentar las caracteristicas anteriormente
descritas, como los origenes de replicacion tanto en E. coli como en micobacteria
y contener el gen del transposon &y resolvasa (tnpR) contiene ademés genes de
resistencia a higromicina y a gentamicina lo que permite usarlo en cepas mutantes
gue contienen el plasmido pJV53. También contiene el marcador de
contraseleccién sacB y un replicén micobacteriano termosensible lo que permite
gue una vez sea transformado dentro de las cepas mutantes, pueda ser después

facilmente expulsado (Figura 5-13 A-B).
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Figura5-13. Mapade los plasmidos usados paradesmarcar cepas mutantes de Mtb
a) Mapa del plasmido pCG124. b) Mapadel plasmido pWM19.

Los plasmidos fueron inicialmente transformados en cepas de E. coli DH5a
(Protocolo 4) y plaqueadas en medio LB-agar suplementado con el antibi6tico

respectivo. Las colonias obtenidas (Figura 5-14 A-B) se analizaron mediante PCR.




Resultados y Discusion 103

Figura 5-14. Colonias recuperadas de la transformacién del plasmido pWM19 y
pCG124. A) Colonias recuperadas de latransformacién con el plasmido pWM19 en medio
LB agar suplementado con Hyg 100ug/mL y Gm 15 pug/mL. B) Colonias recuperadas de la
transformacién con el plasmido pCG124 en medio LB agar suplementado con Km
25ug/mL.

Para comprobar la presencia del plasmido pCG124 mediante PCR, se utilizaron los
iniciadores Tm903A y Tm903B que anillan en el cassette de resistencia a
kanamicina, y amplifican un amplimero de 846pb. De acuerdo con la (Figura 5-14-
C), las colonias 1,2 y 8 mostraron la presencia de pCG124, por lo que se seleccion0
la colonia 2 para conservacion.

Para comprobar la presencia del plasmido pWM19 por PCR, se utilizaron los
iniciadores Hyg dir y Hyg rev que anillan en el cassette de higromicina produciendo
un fragmento de 639pb. En este caso solo una colonia (colonia 9) mostré un

resultado positivo (Figura 5-14-D).

Finalmente, la amplificacion con los iniciadores dresolvasa dir y dresolvasa rev, que
amplifican un fragmento en 835pb del gen resolvasa en pCG124 y pWM19 (Figura

5-14-E) mostraron amplificacién posivita con ambas colonias seleccionadas.
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Figura 6-14 (Continuacion). Analisis por PCR de los plasmidos pCG124 y pWM19. C)
PCR de hervido de las colonias 1 a la 8 transformadas con el plasmido pCG124. Carril 2
control positivo plasmido pJV53, carriles 3,4 y 10 muestran la amplificacion en 846pb que
corresponde al fragmento esperado. D) PCR de hervido de las colonias 8 a la 15
transformadas con el plasmido pWM19. Carril 2 control positivo pYUB853, carril 4 tiene
sembrado el extracto del hervido de la colonia 9 y muestra la banda esperada para esta
amplificacion. E) PCR sobre extractos de hervido delacolonia2 de pCG124 y la colonia9
de pWM19 que amplifican para el gen resolvasa de ambos plasmidos. Carril 2 control
positivo pYUB854.

El paso siguiente consistio en transformar las cepas mutantes con estos plasmidos
para eliminar la resistencia antibidtica introducida al mutar mediante
recombinacion.

Se probé inicialmente con la cepa mutante MtbRa ActpF construida previamente
en nuestro grupo [113] para una investigacion que se encuentra en curso. Este
ensayo tuvo doble propostio: 1) comprobar si el plasmido a usar desmarca
satisfactoriamente las cepas mutantes en este caso un mutante en una ATPasa
tipo P; 2) generalizar un protocolo que pueda ser aplicado a mutantes de la cepa

virulenta.

Por lo tanto, la cepa mutante MtbRa ActpF se transformé con 300ng del plasmido

pCG124 (Protocolo 3),y los transformantes fueron después recuperados en medio
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Middlebrook 7H10 OADC suplementado con kanamicina y ciclohexamida. La cepa
mutante MtbRa ActpF debe estar desprovista del plasmido pJV53 (confiere

resistencia a kanamicina) para no generar un resultado falso positivo.

Luego de la transformacién se recuperaron 3 colonias que se repicaron a medio
Middlebrook 7H9 OADC suplementado con kanamicina pg/mL. Para comprobar
gue se elimind la resistencia higromicina, las colonias también se repicaron a medio
middlebrook 7H9 OADC con higromicina 100ug/ml (Figura 5-15-A). Los resultados
obtenidos sugieren entonces que las cepas mutantes de MtbRa ActpF perdieron su

cassette de resistencia a higromicina.
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Figura 5-15. Representacion del crecimiento de colonias con diferente tratamiento

a) Colonias 1,2y 3 repicadas a medio liquido Middlebrook 7H9 OADC suplementado con
el antibidtico respectivo kanamicina o higromicina para verificar el desmarcaje en la cepa
mutante MtbRa ActpF. Los tubos marcados con Hyg (flecha roja) demuestran que las
colonias obtenidas después de la transformacién con el plasmido pCG124 no crecieron en

este antibiotico.

La ausencia del gen de resistencia a Hygromicina (Hyg) también se comprobo

mediante PCR utilizando iniciadores que anillan en este gen (Figura 5-15- B).
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Figura 5-15 (Continuacién). B. Esquemarepresentativo del mutante de MtbRa ActpF
y su posterior desmarcaje. Laimagen muestrael esquemade la insercion del cassete
de higromicina entre las secciones Ay B del gen ctpF flanqueado por las secciones dy
resolvasa del vector pYUB854, se muestran también los iniciadores para hacer las
comprobaciones por PCR del genotipo desmarcado.

Los analisis por PCR se realizaron usando la pareja de iniciadores Adir2013/Hyg
dir out y compdownctpF/primer pYUB. La primera pareja amplifica para una seccion
del cassete de higromicina y la segunda amplifica para parte de la seccién
resolvasa, (Figura 5-15- C). Se observé amplificacion para el control (mutante sin
desmarcar), mientras que las tres colonias desmarcadas no muestran amplificacion

para ninguna de las parejas deiniciadores.
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Figura 6-15 (Continuacién). C. PCR de confirmacion de colonias desmarcadas del
mutante MtbRa ActpF con el plasmido pCG124. Lafiguramuestra el andlisis por PCR
de colonia a las tres colonias obtenidas, en los carriles 2 de ambos geles se muestra un
control negativo de los reactivos de la PCRy los carriles 3 muestran el control negativode
la PCR, se usa la cepa silvestre (carente de gen de resistencia a higromicina). El carril 4
de ambos geles corresponde al mutante MtbRa ActpF que contiene el cassette de
higromicina; en los carriles 5,6 y 7 se muestran los extractos de los hervidos delas colonias
1,2 y 3. Para la amplificacion del control positivo del gen de la derecha se uso DMSO al
10%.

Una de las tres colonias (la colonia 1) fue seleccionada para corroborar el genotipo
mutante mediante secuencia de ADN (Anexo B-5). Esta misma colonia fue
sometida a cultivo de diluciones seriadas con el objetivo de retirar el plasmido
pCG124 del mutante MtbRa ActpF. Para retirar el plasmido de desmarcaje es
necesario hacer tres pases sucesivos de la colonia mutante ya desmarcada en
medio Middlebrook 7H9 OADC suplementado con ciclohexamida (CHX), cada uno
de estos pases necesita de 20 a 30 dias de crecimiento. La (Figura 5-15-D) muestra

los tres pases realizados a la colonia 1 del mutante MtbRa ActpF desmarcado.
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Figura 5-15 (Continuacion). D. Pases sucesivos pararetirar el plasmido pCG124 del
mutante MtbRa ActpF. Los pases se hicierontomando 1L de cultivo de lacolonia mutada
y desmarcada, que se diluyé en 10 mL de medio liquido 7H9 OADC suplementado con
CHX 10pg/mL.
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Se propone a partir de este paso hacer diluciones seriadas desde 100 hasta 10-°
en medio Middlebrook 7H10 OADC suplementado con CHX 10 pg/mL, esperando
tres 0 cuatro semanas su crecimiento. Una vez obtenidas las colonias se repicarén
en medio Middlebrook 7H9 OADC suplementado con CHX y con Km para
comprobar si alguna de las colonias mutantes y desmarcadas abort6 el plasmido
pCG124. Finalmente se corrobora por PCR utilizando las parejas de iniciadores
Tm903A/Tm903B que amplifican dentro del cassette de resistencia a kanamicina

si las colonias obtenidas expulsaron el plasmido pCG124.

Toda la anterior estrategia también se utilizO para desmarcar una cepa de Mtb
H37Ra delecionada en el gen CtpH, que codifica para una ATPasa tipo P

encargada del eflujo de Na*/K+ en Mtb.

La Figura 5-16 muestra el esquema del genotipo mutante de MtbRa ActpH junto
con los iniciadores utilizados para comprobar la presencia del AES, y la eliminacién
del cassette de resistencia a Hygromicina (Hyqg).

AES MtbRa
ActpH
Lomp Up ctpH ctpH pYUB & By & ctpH pYUB € Comp Down ctoH
Up_ctpH Sec A HygR SecB Down_ctpH
ctpH pYUB B l Hyg dir ctpH pYUR D
out
Primer
pYUR
Sec A I SecB I
Mutante
desmarcado

Figura 5-16. Esquema de la cepa mutante MtbRa ActpH mostrando los iniciadores
empleados para hacer las comprobaciones sobre las cepas transformadas con el plasmido



Resultados y Discusion 109

pWM19 El esquema muestra la insercidn del cassete de higromicina entre las secciones A
y B del gen ctpH flanqueado por las secciones &y resolvasa del vector pYUB854.

Luego de transformar el mutante MtbRa ActpH con el plasmido pWM19 las células
se plaguearon en medio Middlebrook 7H10 OADC suplementado con kanamicina

(Km) 20pg/mL y genamicina (Gm) 10ug/mL respectivamente.

Los analisis por PCR se realizaron en 9 colonias usando la pareja de iniciadores
ctpH pYUB D/ Hyg dir out y ctpH pYUB A/ primer pYUB (Figura 38-b). La primera
pareja amplifica para una seccion del cassete de higromicina y la segunda pareja

amplifica parte de la seccién resolvasa.

La imagen 34b muestra que existe amplificacion para el mutante control (que
contiene la higromicina), mientras que las nueve colonias obtenidas no muestran

amplificacion para ninguna de las parejas de iniciadores.

B.
MP.(=) = + 1 283 4 5 6 7 8 9
MPIE) = 4+ 1 2838 4iEbiL 6007 . 8.9
H20 Wt ADN
H20 WT ADN ActpH
ACtp: 7.0 9 31659 o003 G/ ORIl 38816419 .- 20 23
Colonias e Colonias
ctpH pYUBD/ “
H;ggdrg out ctpH pYUBA/
1000 £ oo primer pYUB
750 el 750 770PB

500
500

250 250

Figura 5-16 (Continuacion). B. PCR de confirmacién de colonias desmarcadas del
mutante MtbRa ActpH con el plasmido pWM19. La figura muestra el andlisis por PCR de
colonia de las 9 colonias obtenidas, en los ambos geles se muestra un control negativo
(H20) y otro control negativo que consiste en la cepa silvestre. Los carriles del 1 al 9
muestran los extractos de los hervidos de las colonias obtenidas después de la
transformacion.

De acuerdo con este resultado, se escogié la colonia 6 para hacer una nueva

verificacion de control de desmarcaje por lo que fue necesario hacer una extraccion
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de plasmido (Protocolo 6) haciendo PCR con los mismos iniciadores. En la (Figura

5-16-C) se muestran los resultados de este nuevo analisis.

Figura 5-16 (Continuacion). C. PCR sobreel plasmido extraido delacolonia6producto delatransformacién
del mutante MtbRa ActpH con el plasmido pWM19. En los carriles 5de ambos geles se muestra como no hay
amplificacion paralosiniciadores que anillan en el cassette dehigromicinay en las secciones resolvasa como
si semuestra para el control positivo correspondiente para el ADN gen6mico del mutante MtbRa ActpH..

Como los resultados fueron positivos para la colonia 6 se almaceno en medio de
conservacion y se hizo secuenciacion de su extracto de ADN.

Los resultados anteriores demuestran que ambos plasmidos pCG124 y pWM19
tienen actividad &y resolvasa, escindiendo el marcador antibiético higromicina
incorporado al genoma de las bacterias mutantes, lo que los hace Utilies para
desmarcar resistencia antibiotica en mutantes de Mtb, para nuestro caso, en genes
gue codifican para ATPasas tipo P.

La eliminacion de la marcacién antibiética supone un avance para comprobacion
de los genotipos mutantes que se quieren incorporar en la creacion de vacunas
vivas atenuadas; sin embargo, se hizo complicada la expulsion de los plasmidos
de desmarcaje en los mutantes construidos, ya que se requieren pases sucesivos
de las colonias obtenidas en medios que no contengan los antibiéticos de seleccion
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de estos plasmidos. Para la expulsion del plasmido pCG124, se hace necesario
suplementar el medio de crecimiento Midelbrok 7H9 OADC solo con CHX y hacer
4 o 5 pases sucesivos, lo que conlleva mas de 2 meses de experimentacion, ya
gue la cepa Mtb es de lento crecimiento. Por otro lado, la expulsion del plasmido
pWM19, requiere condiciones experimentales diferentes a las planetadas por el
plasmido pCG124, ya que para su expulsion se hace necesario suplementar el
medio de crecimiento Midelbrok 7H9 OADC con CHX y sacarosa debido a que este
plasmido tiene un marcador de contraseleccion sacB y un replicon termosensible
gue necesita incubarse a 39°C, bajo estas condiciones, se aseguraria su expulsion,
sin embargo, debido al tiempo de crecimiento de Mtb, los tiempos de
experimentacion prolongan mas la investigacion.

Para la construccion de cepas doblemente mutadas, cada mutacion debe tratarse
por separado en cuanto a la eliminacién de los marcadores de seleccion antibiotica,
ya que la presencia de diferentes marcadores ( tanto del AES, como de la cepa de
recombineria, como de los plasmidos de desmarcaje) supondria errores en la
metodologia de eliminacion de marcadores de seleccion debido a la cantidad y la
variedad de antibiéticos necesarios para en un primer momento retener los
plasmidos en las cepas mutantes y mantener la estructura del AES en el esqueleto

del vector lanzadera que contiene el gen de resistencia a Hygromicina.






6.Conclusiones y perspectivas

6.1 Conclusiones

La construccion de utiles génicos para obtener cepas mutantes de Mtb es una
herramienta sencilla y eficaz para delecionar genes relacionados con la
patogenicidad y la virulencia de estas bacterias. Por lo tanto, la construccién de
sustratos de intercambio alélico (AES) permite no sélo ensamblar los genes dentro
de un vector lanzadera que se integra al genoma sustituyendo el gen de interés por
un marcador de seleccidn, sino que estos Utiles amplian el espectro de modificacion
génica actuando no sélo en cepas atenuadas como H37Ra sino que también
pueden usarse en cepas virulentas como H37Rv, lo que facilita su construccion y
manipulacion en condiciones de bioseguridad tipo III.

La obtencion de un mutante MtbRv ZmmpL7 se hizo posibles gracias la técnica de
recombinacion, demostrando que es una técnica sencilla y aplicable para modelos
de lento crecimiento como Mtb y que permite la manipulaciéon del genoma de las

bacterias para la generacion de cepas mutantes.

Por otro lado, la ventaja de construir el AES sobre un vector como pYUB854 que
ofrece sitios con actividad resolvasa es que el marcador de seleccidon antibiética
higromicina puede ser delecionado con plasmidos que tengan actividad dy
resolvasa como se comprobd con los mutantes tanto de Mtb H37Ra (MtbRa ActpF
y MtbRa ActpH) como con el mutante mc2155 Amsmeg_5014 de Mycobacterium
smegmatis. Los mutantes demostraron a través de pruebas genotipicas que los
plasmidos pGH542, pCG124 y pWM19 tienen la capacidad de escindir los mutantes
marcados con higromicina, permitiendo en primera instancia dejar mutantes listos

para recibir una segunda mutacion, esto en caso de hacer el tratamiento para la
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expulsion de los plasmidos de desmarcaje antes de introducir una segunda

mutacion.

6.2 Perspectivas

A corto plazo demostrar que el mutante obtenido MtbRvZmmpL7 presenta
deficiencia en la translocacion y biosintesis de PDIM, un lipido extraible asociado
con la patogenicidad de Mtb, estos ensayos permitirAdn establecer si el mutante

puede ser usado para la construccion de cepas doblemente mutadas.

A mediano plazo se pretende implementar la metodologia de eliminacion del casete
de resistencia antibidtica en las cepas mutantes construidas en nuestro grupo de
investigacion, incluyendo el mutante MtbRvZmmpL7 para plantear una estrategia
gue permita la construccién de cepas sin resistencia antibiética que puedan ser

usadas en ensayos de modelosin vivo.

A largo plazo se espera construir un mutante doble de Mtb en el gen mmpL7
implicado en el transporte y biosintesis de PDIM y una ATPasa tipo P implicada en
la homeostasis iGnica que podria ser candidato de estudio en fases preclinicas y

clinicas durante el desarrollo de una vacuna atenuada contra la TB.



7. Anexos: Material suplementario

Figura7-1. Mapas de plasmidos usados en el desarrollo de latesis.
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Figura 7-2. Mapeos in silico delos plasmidos trabajados en lainvestigacion A.
Digestién in silico del plasmido pVVG3 B. Digestién in silico del plasmido pVVG4
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Figura 7-3. Informacion de marcadores de peso molecular.
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Figura 7-4 Alineamiento del resultado de secuenciacién de p VVG2 y la secuencia
esperada. El primer resultado es la secuencia obtenida al usar el iniciador Up Dir

T GARCEEEECCACTCRGGTTTOGT CACCGA T G CARRATCTTCATCATOGETOGE>E1 Secuencia
TRRGRRACEGEECOGACTCAGGTTTOGTC CCGAIIGGCAAAATGTTCATCATCGG CGG<4557 Esperado

* * * * * * , , , ,
AATCARRGATCT OO T A T TG T GTACGEACGCARCCACT COCCOGRCGRCA T CGRAGECARACGAT CCAGEAGA T CACCCGLGEEOGCTGOGOGEOGATCTOG 151
ZAITCAAAGATCTCCIAATTGTGTACGG G AR AT OO OO GACGACAT CGAGECARCGAT CCAGEAGAT CACCOGOGEEUGCTGUGIGEOGATCTOG 4458

x x x x x x X X X A
GTTCCCGETGRCCGCAGCACCS. GCTGGTOGCCATTATCGARCT CA LG GOGT GEOGACT CAGRAT CAGGACGOGATGECTAGRCT GEGOGCTATTA>258]1
GITCCCGEETGACCECAGCACCG. GCTGETCGCCATTATCGARCTCARGA RGO T ECOGACT CAGAT CAGGACGCGATGECTAGACTGEGOGCTATTAC4358

x x x x x x X X X A

ALCGCGARGTCACGTOGECTTT AT CGAGT TG ACGET CTCAGCGTOGOGEAT CTGET T T GG T TGO T GG LT CGAT CCCCATTACCACCAGCGEERAR 351

CGCGARAGT AT OGGCTTTATCGAGT TOGC AT CTCAGC G T OGO GEAT CTGEI TCIGE T TGOGUCTGECTCGAT COCCAT TACCACCAGCOGGGARC4258

x x x x x x X X X A
CRAGGAGR TGTGTCGAGCARTATCGACAGGATCARTTCGCCCGCTTGEATGOCTAGTCOGET GICTACACAGARTTOGGTATATCOG>48]1

P CORRrTE Gar
IJL'IT ATTTT AT L AT T
GETCAGGRGAGEGECGIGTGTCGAGCART AT CGACAGGATCAR T TCGCCCGCTIGEAT GUCTAGTCCEECTGECCGT CTACACAGARTTOGGTATATCOG<4158

* * * * * & & & &
TITTGARAAGTCCTCCCCEEETACCAGRGCTCACCTAGETATCTAGE A CCGET G- ————— TATCCTARATCARA TATCEEACARGCAGTGTCTGTTATAR>5TS
TTTGRRRRLETOC CCCCGggtaccagagctcacctaggtatctagaaccggtg@tatcctaaatcaaatatcggacaagu:agtgtctgttataacnlﬂss

* * * * * * * * * *
CRLRA R TOGACT TR AT AL AR AT TR R A G CTGT T T T T AT G T GT GOGAT AR TTTAT AR TR T TTOGEACGET TGCTAGTGAGGTCTGECTCGTGAAGR »675
:caaaaaatcgacttaataaacacattaacagcactgtttttatgtgtgcgataatttataatatttcggacggttgctagtgaggtctgc-!tcgtgaagaﬂﬁs8
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Figura 7-5 Alineamiento del resultado de secuenciacién de p VVG2 y la secuencia
esperada. El primer resultado es la secuencia obtenida al usar el iniciador Down rev
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|||||||||||||||||||||||||||||||||||||ﬂ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
GEECGCCET OGO ARG T GAACT CAGGEOGERARATCGG UG CGEAT TTCGLCCT CAGT GCACGCTCGGUACCGGTTTAACT TCACGUGGTCRACGTGA 1900

x x x x * * * x x x

* x x x x * * * * x

ACTCGGRACACGTCGAGETCATCCTTIGGECAGCGT GEARACGUCCAT CAT CCARRGRCCTCGRACCCTACCOCGEECARCGEOGCGCOGRCCACTCRCCT 367
(AR R N NN R R RN R R RN R R RN RN R R RN R R RN RN RN NN RN R RR NN
ACTCGGRCACGT CGAGETCATCCT T TGGECAGCGT GEARACGUC AT CAT CCARRGAC T CGRARCCCTACCCOGEEIRACGELGOGUCGRCOCACT CACCC 2000

x x x x * * * x x x

* & & & & * * * * &
GGOCARCALCTGEC AR CCCTACCARGTGTGETGT CTGUGATGEEGGATCETCET OGO CAGLCGAGCGTGECATGEECTCTUGALCAGECGETCARCGL 467
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIEIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

GECCARCA A CTGEC AR CCCCTACC ARG T T GET T CTGOGAT GGET GAT CoTCGTOGGUCAGCCGAGCGT GECAT GHEETCTCGARCAGEOGETCAACEE 2100
& & & & J. J. J. X & &

J. X & & & J. J. J. & &
CECCCTGECETGET ARG CACGCTOGC T GCACCGT GAT CRGCACGCCCAGACCGAGCACARCARCOGTGUCRATCTGACT GAGCACGCTGARARGET 567

PEerrerrerr e e e e e e e e e et e e et et et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e
CECCCTGECETGET CREARGCCRCGCT OGO T GrACCET GAT CAGCACGLCCAGRCCGRGCACRRCARCOGTGUCARTCTGACT GAGCRCGCTGRAzaget 2200
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Figura 7-6 Alineamiento del resultado de secuenciaciéon de MtbRa ActpF y la secuencia

esperada. El primer resultado es la secuencia obtenida al usar el iniciad or Fmc2Dir

gccgagatcgocttogacgaggeatogogocgoggogtggacttggtggocgotgcacgcgtggagcgacatgggcococtogactttocotaggotoaatt 500
& & * * * * * * & &

gggcgccgatcgaatggagaaacctogaagacgagoagyagasaatgctogocogycygtotgagoggatggcaagacocggtatcoogatgtogtogtygca 600
& & * * * * * * & &

ggcatgcatctocggoctcagtcagcagagoggtggtcaattooggtcaggctooggttatcgtcgoocgaatcoccoccaagatococggcagtgocggcctgag 900
& & x x x * * * & &

ggcctgtgogatctgoctogggtggtycoccacocogogogyaaagcocccgtcogaaceghgattgggcaacgtoggycocgggoccagcagogoetggacegtag 900
* * * * * * * * * *

gtcocctgcagtggatgacttacggocctgatocacacocggegacecgttaggecagggttgagecaacegtegyttgagogtetggetgogaggtgaggtga 1000
& & X X x x x x & &

* & & x x

_________________________ CGGCTCAT AT GG T TG G A AT G A G T GO TG TG TG T GG R r o e ru ru e e o v s et i e e raru w rw raraew. 515

[ [NUNNNCNCNNRRUCRUCNNNNNNNNNNONNGNNNNNNNANAAARRR] 00 |

ttgtcggogtocagtgtoctgocacgacggoctocatcatggocttgocagoacatgaagtggtgotgetgoctggagagegateccatatcacgggeotgteocgacg 1100
* * * * * * * & * *

Secuencia
Esperado
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Figura 7-7. Alineamiento del resultado de secuenciacién de MtbRa ActpH y la secuencia
esperada. El primer resultado es la secuencia obtenida al usar el iniciador Hrevl

gtcatggtaatacgactcactagtgggcagatcttogaatgeatogogogoaccgtacgtoctogaggaccoggttgtggtggttatttgeccaagatatgt 3099
& & & & & & & & & &

coggtggogataaccagggogaccggoccagtogatgagttcgagygcagogagtgcocgocagacctoogtagtaggccaggtgctotggcocgoggaatet 2999

* * * * * * * * * *

* * * * * *
———————————————————————————————————————— CECTTOGOGEATCTTAGCCACGGUCTCACGCTGRAGRAT GTOGCTOGRCGCETATTICTITIC 69

tcacttggocgcagatogggaggttoatcacaatagtotocgottogoggatottagoccacggoctcacgctgagatgtogotogacgogtattotttte 2899
* * * * * * * * * *

* * * * * * * * * *
GECCATCATTITGCCTTICAGTALCGARGEETTTGLCGT TG TGCAGEGTGET GOGETCACCGTCGGEEETAT G TCGACGAGGACCGATGCGCTGAUGGACT 169
FEEEEEE e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
ggccatcatttgcctttcagtaacgaagygtttgccgttgtgcagggtggtgcgytcaccgtocgygygtatgtegacgaggaccgatgegotggoggace 2799

* * * * * * * * * *

* * * * * * * * * *
CITIGECTTCGTCGTITIGCCITGTIGCTGRACGETGCCT TTACTGGAGCTTTACGCCGTGLT ST GECGCGTCGECGTCGTOGAGETCCGGEGEGLGLACCE 269
FEEEEEE e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
ctttggcttocgtocgtitgocottgttgotgacggtgcctitactggagoctttacgcogtyctgtgycycgtogyegtogtocgaggtoccgggggyocgcaccy 2699

* * * * * * * * * *

* * * * * * * * * *
GEEERACGOGTCGOGEEAR AGCGCATCGETCTCGEETIGETTGOGEGT ICGECTIGECCCOGATTTGTCCCGRCCOGT CAGCACROGETRAGCTTCOCCATGETG 369
NN R R R N RN N R R R R RN R R RN NN R NN RN NN RN
ggggacgogtogogggaaagogcatoggtotogggtggttgogggttoggotggococgatttgtoocgaccogtcagoacacggtaagottoccatggty 2599

* * * * * * * * * *

* * * *
CECGTGCTAGCAACCETCOGAART AT TATARRT TAT — — ———m—m - —m—mmm e 405

cgcgtgotagoaaccgtocgaaatattataaattatcacacacatagaaacagtyctgttaatgtgtotattaagtcgattttttgttataacagacact 2499

Secuencia
Esperado
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7.2 Divulgacion y presentaciones en eventos
cientificos

Los resultados de la presente investigacién han sido dados a conocer en instancias

nacionales e internacionales con una aceptacién muy positiva. Los resultados de la

investigacion han sido presentados en eventos y reuniones cientificas:

Presentacion tipo expocision en el X Reunion de la Sociedad
Latinoamericana de Tuberculosis y otras Micobacteriosis, realizada entre el
28- 30 de abril de 2021 (Sesion virtual)

Titulo: Unmarked Mycobacterium tuberculosis strains defective in P-type
ATPases as potential live attenuated vaccines”

Autores: Vanessa Vasquez Godoy, Carlos Yesid Soto Ospina.

Presentacion tipo Poster en el XXIV Congreso Latinoamericano de
Microbiologia, realizado en Santiago de Chile entre el 13y el 16 de noviembre

de 2018.
Titulo: Construccién de un mutante de Mycobacterium tuberculosis defectivo

en el transporte de dimocoseroto de ftiocerol y producciéon de un mutante no
marcado de Mycobacterium smegmatis.
Autores: Vanessa Vasquez Godoy, Carlos Yesid Soto Ospina.



DESARROLLO DE UTILES GENICOS PARA LA OBTENCION DE UN DOBLE MUTANTE DE

Mycobacterium tuberculosis DEFECTIVOENPROTEINAS DE MEMBRANA MMPL7Y
ATPasas TIPO

Presentacion tipo poster en el lll Congreso Colombiano de Bioquimica y
Biologia Molecular, realizado en Bogota entre el 1 y el 3 de noviembre de
2018.

Titulo: Desarrollo de utiles génicos para la obtencion de un doble mutante
de Mycobacterium tuberculosis.

Autores: Vanessa Vasquez Godoy, Andrés Felipe Ledn Torres.






7.3 PROTOCOLOS

Protocolo 1. Electroforesis de agarosa

a. Disolver por calentamiento la cantidad adecuada de agarosa en el buffer TBE 1X
(entre 0,7y 2,5 %).

b. Enfriar la agarosa hasta 55-60 °C.

c. Anadir 1,5 uL de HydraGreenTM.

d. Verter la agarosa fundida sobre el molde y colocar inmediatamente el peine.

e. Retirar cuidadosamente el peine y los tapones o cinta adhesiva.

f. Colocar el gel en la cAmara de electroforesis llena del buffer TBE 1X.

g. Mezclar las muestras de ADN con 0,2 volimenes de buffer de carga 6X y
sembrar en los pozos del gel.

h. Conectar los electrodos y aplicar un voltaje constante de 100 V durante 35 a 60
min, dependiendo del tamafio del fragmento esperado.

i. Visualizar el gel bajo luz UV (254 - 366 nm). Cuando se requiera extraer el ADN
de un gel de agarosa se usa un kit de extraccion de banda, siguiendo las
instrucciones del proveedor.

Nota: Se usan los marcadores de peso molecular GeneRuler 1 kb ADN ladder y

100 bp ladder de Thermo scientific.

Protocolo 2. Ligacion de ADN

a. Mezclar por pipeteo los fragmentos de ADN usando diferentes relaciones
molares de vector e inserto (usando 15-30 fmoles de vector), calentar la mezcla a
45°C durante 5 min y luego enfriar inmediatamente.

b. Adicionar el buffer de la ligasa a una concentracion final de 1X, 1 U de T4 ADN
ligasa y agua necesaria para completar el volumen de reaccion de 10 pL.

c. Incubar durante 2 h a 22 °C.

d. Adicionar 2 volumenes de etanol absoluto e incubar durante 15 min o mas a -
20°C.
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e. Centrifugar a 13000 rpm durante 10 min.

f. Dejar secary resuspender en 20 L de agua desionizada.

g. Proceder inmediatamente a la transformacion.

Nota: Los controles usados son: una mezcla de reaccién sin inserto (Control de
ligacion), una mezcla de reaccion sin inserto y sin ligasa (Control de digestion), vy
una mezcla de reaccion sin vector (Control de inserto, para ver si lo reactivos no se

encuentran contaminados). Se usa agua para sustituir los reactivos mencionados.

Protocolo 3. Transformacion de células

o Electroporacion:
Al igual que en la preparacion de las células, el procedimiento para E. coli debe
hacerse
en hielo, por lo que las cubetas de electroporacion deben ser pre-enfriadas y las
mezcla mantenidas en hielo. En el caso de Mtb todo el procedimiento se hace a
temperatura ambiente.
a. Mezclar suavemente la alicuota de células con 2-10 uL del ADN a introducir (10-
100 ng de ADN). EI ADN debe ser previamente desalado para evitar corto circuito.
b. Transferir la mezcla al fondo de la cubeta de 1 mm de diametro e insertar en el
electroporador.
c. Pasar un pulso controlado de corriente:
E. coli: 25 pF, 2,5 kV y 200Q), entre 4 y 5 ms
Micobacterias: 25 uF, 2,5 kV y 1000Q entre 15-25 ms
d. Tan pronto como sea posible, agregar a la cubeta 1 mL de medio de cultivo
liguido a temperatura ambiente (SOC o LB para E. coliy 7H9-OADC para Mtb).
e. Transferir a un Falcon de 15 mL e incubar a 37 °C por 1,5 h para E. coli, 2 h para
M. smegmatis y toda la noche para Mtb.
f. El producto de transformacion es plaqueado en el respectivo medio sélido
suplementado con el antibidtico de seleccion (plaguear 100-200 pL). Incubar a 37
°C hasta obtener colonias.
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Protocolo 4. Preparacion de células electrocompetentes

Es importante tener en cuenta que las células de E. coli deben ser mantenidas todo
el tiempo en hielo y se debe usar glicerol al 10% frio. Para Mtb se debe usar glicerol
al 10% con Tween 0,05% vy trabajar a temperatura ambiente. Esto mejora la
eficiencia de transformacion.

a. Preparar un cultivo hasta fase logaritmica en el medio adecuado teniendo en
cuenta que 50 mL de cultivo inicial generan aproximadamente 20 alicuotas de
células competentes.

b. El cultivo es transferido a tubos de centrifuga.

c. Las células son colectadas por centrifugacion a 8500 rpm por 15 min; el
sobrenadante es descartado cuidadosamente.

d. Lavar las células con 1/2 del volumen inicial de cultivo con glicerol al 10%,
pipeteando suavemente o con golpes moderados.

e. Centrifugar como en c; lavar las células con 1/4 del volumen inicial de cultivo con
glicerol al 10%.

f. Centrifugar como en c; lavar las células con 1/8 del volumen inicial de cultivo con
glicerol al 10%.

g. Centrifugar como en c; lavar las células con 1/10 del volumen inicial de cultivo
con glicerol al 10%.

h. Centrifugar con en c; lavar las células con 1/25 del volumen inicial de cultivo con
glicerol al 10%.

i. Alicuotar las células (40 pyL de E. coli, 100 pL de micobacterias). Usar
inmediatamente o guardar a -80 °C (Las células electrocompetentes de Mtb se

deben usar en el menor tiempo posible)
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Protocolo 5. Extracciéon de ADN plasmidico

a. Cultivar durante una noche, a 37 °C con agitacion, las células en 50 mL de medio
LB suplementado con el antibiético adecuado.

b. Centrifugar el cultivo a 8500 rpm durante 5min.

c. Desechar el sobrenadante con la ayuda de pipeta.

d. Resuspender el pellet en 400 pL de solucion | fria.

e. Anadir 800 pL de solucion I, mezclar suavemente por inversion y mantener
durante 5 min en hielo o hasta que se obtenga una solucién viscosa debida a la
lisis celular.

f. Afadir 600 pL de solucion lll, mezclar por inversion e incubar durante 5 min en
hielo hasta que se observe un precipitado blanco.

g. Centrifugar a 8500 rpm por 10 min. Transferir la fase acuosa a un falcon limpio.
h. Afadir 1,8 mL de IPA e incubar en hielo durante 10 min y centrifugar a 8500 rpm
por 10 min.

I. Eliminar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 400 uL de TE 1X.
Adicionar 400 pL de LIiCl 5M e incubar a -20C durante 15 min, si se puede mas
tiempo mejor. Centrifugar a 8500 rpm por 10 min. Transferir y dividir el
sobrenadante en dos tubos eppendorfs limpios.

J. Adicionar 1 mL de etanol absoluto a cada tubo, mezclar e incubar durante 10 min
a - 20 °C. Centrifugar a 13000 rpm por 10 miny desechar el sobrenadante.

k. Hacer un lavado del pellet con 1 mL de etanol al 70% (Centrifugar a 13000 rpm
por 2 min y desechar el sobrenadante).

|. Secar el pellet y resuspender en 50-100 pL de agua desionizada estéril
precalentada a 45°C. Guardar a -20°C.

Nota 1: En la extracciéon de pladsmido partiendo de la cepa de E. coli HB101 en el
paso i. Antes de adicionar el LiCl se agregan 4 pL de SDS 10 % y proteinasa K (1
ML/mL concentracion final), se incuba la mezcla durante 1 h a 37°C, y luego si se
continua con la purificacion usando el LiCl.

Nota 2: Componentes de las soluciones de extracciéon de plasmido:

Solucion I: Glucosa 50 mM, Tris-Cl 25 mM (pH 8,0), y EDTA 10 mM (pH 8,0).
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Solucion 1l: NaOH 0,2 Ny SDS 1 %.

Solucién 1lI: Acetato de potasio 3 M, y acido acético 11,5 %.

Protocolo 6. Digestion y mapeo de ADN con enzimas de restriccion [74].

o Digestion:
a. Mezclar por pipeteo el ADN a cortar en una concentracion de 0,2-1 ug (por
reaccion), el buffer de la enzima a una concentracion final de 1X, la enzima de
restriccion entre 1-10 U y la cantidad de agua necesaria para alcanzar el volumen
final de 10 pL.
b. Incubar entre 2 h a 37 °C, en la mayoria de los casos, aunque existen enzimas
con temperaturas optimas de trabajo diferentes.
c. Analizar el producto de digestion por electroforesis de ADN.
Nota: En el caso de una doble digestion se usa el programa Doubledigest de
Thermoscientific para conocer las condiciones de reaccion.

Mapeo:

El mapeo de restriccion permite determinar la secuencia de un ADN conociendo
los sitios que reconocen las diferentes enzimas y los tamafios producidos. Para
conocer las enzimas a seleccionar se usO el programa de construccion de
pldsmidos ApE (A Plasmid Editor). En el caso de las clonaciones lo ideal es usar
enzimas que permitan diferencia facilmente entre el vector y el plasmido
recombinante, es decir, que corten tanto en el inserto como en el vector. El
protocolo es el mismo de una digestibn con una sola enzima, pero el andlisis

consiste en usar varias enzimas por separado en un mismoADN.

Otros protocolos implementados en el desarrollo de lainvestigacion
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Protocolo 7. Extraccion de ADN gendmico de micobacterias. Usando el
meétodo del CTAB-NaCl/proteinasa K [75].

a. Partir de 5 mL de cultivo de micobacteria en medio 7H9-OADC crecido hasta
fase logaritmica, centrifugarlo a 8500 rpm por 10 min. Se desecha el sobrenadante
y se resuspende el pellet celular en 400 uL de solucién TE 1X (25 mM Tris-HCI pH
8.0, 10 mM EDTA).

b. Transferir a un tubo eppendorf e inactivar a85°C por 30 min.

c. Adicionar 50 pL de lisozima 10 mg/mL y mezclar suavemente.

d. Incubar a 37°C toda la noche.

e. Agregar 72,5 uL de SDS al 10% y mezclar suavemente.

f. Adicionar 2,5 pL de proteinasa K 20 mg/mL y mezclar suavemente.

g. Incubar a 65°C por 10 min.

h. Agregar 100 yL de NaCl 5My mezclar.

I. Luego adicionar 100 yL de CTAB (precalentado a 65°C), mezclar suavemente e
incubar a 65°C por 10 min.

j. Adicionar 750 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), mezclar con vortex
durante 10 segundos y centrifugar durante 5 min a 13000 rpm.

k. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo.

|. Repetir la extraccion con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y transferir la fase
acuosa al tubo nuevo.

m. Adicionar 1 volumen de isopropanol, mezclar suavemente por inversion e
incubar a - 20°C durante 30 min.

n. Centrifugar durante 15 min a 12000 rpm.

0. Aspirar y descartar el sobrenadante.

p. Adicionar 1 mL de etanol al 70% para lavar el pellet de ADN.

q. Mezclar suavemente por inversion y centrifugar durante 5 min,

r. Aspirar el sobrenadante y dejar secar el pellet al aire durante 15min.

s. Resuspender en 70 uL de H20 desionizada e incubar a 37°C para disolver el

pellet. Guardar a -20°C.
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t. Cuantificar el ADN y comprobar su integridad por electroforesis de ADN.

Protocolo 8. PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)

a. Agregar al tubo eppendorf (cuyo tamafio depende del termociclador a usarse)
cada uno de los componentes en las cantidades que permitan alcanzar las
concentraciones adecuadas en un volumen final de 25-30 pL el cual se ajusta con
agua desionizada. La concentraciones finales de cada reactivo son: El buffer de la
polimerasa 1X, la enzima polimerasa 1U, cloruro de magnesio 1,5 mM, dNTP’s 100
MM, los oligonucledtidos 1 uM y el molde de ADN de 1 pg a 1 ng.

b. Mezclar exhaustivamente por pipeteo.

c. Introducir en el termociclador y someter a un programa adecuado, que incluye
generalmente: una denaturacion inicial del molde (10 min a 94 °C), 35 ciclos de
reaccion que constan de un paso de denaturacién (30 s a 94 °C), un paso de
anillamiento (3 s al Tm de los oligonucleétido), un paso de extensién (1 min por
cada 1000 bp a 72 °C) y una extension final (10 mina 72 °C).

d. Analizar el producto por electroforesis.

Nota 1. Para productos de tamafio mayor a 2000 bp se usa las enzimas Dream
Taq Polimerasa o True start polimerasa de Thermo scientific. Para productos de
menor tamafo ADN Taq polimerasa de Thermo scientific.

Nota 2: Se debe incluir un control negativo, que es simplemente una reaccion
adicional con agua en lugar de ADN o agua en lugar de enzima.

Nota 3: Para realizar la PCR de colonia, se prepara la reaccion de PCR normal
solo que en lugar de adicionar ADN en solucion como molde, se puede: 1) Tomar
con un palillo estéril la colonia que se desea evaluar e introducirla en el eppendorf
de la reaccion; o 2) Partir de un cultivo liquido derivado de una colonia Unica,
centrifugar 1 mL de cultivo, resuspender en 100 yL H20 y calentar a 85 °C por 20
minutos (para micobacterias calentar durante 50 min), centrifugar nuevamente y

tomar 2 uL de sobrenadante como molde.

Protocolo 9. Determinacién de secuencia de ADN.
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Para determinar la secuencia de ADN se contrata un servicio de secuenciacion
prestado por el Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia. Los
resultados de la secuencia son comparados con las secuencias consignadas en la
base de datos NCBI, teniendo en cuenta las variaciones esperadas.

Las muestras se preparan segun las especificaciones particulares del servicio de
secuenciacion. Generalmente: los plasmidos o productos de PCR se purifican
usando el kit AxyPrep™ Plasmid Miniprep Kit (Axygen) y AxyPrep™ PCR Clean-
Up respectivamente, permitiendo un secado eficiente antes de eluir (para eliminar
cualquier traza de etanol). Los plasmidos o productos de PCR a secuenciar son

eluidos con agua desionizada y la concentracion se ajusta entre 30 y 100 ng/puL.

Protocolo 10. Comprobacion del genotipo mutante

La verificacion del genotipo mutante se hara en las colonias obtenidas en el medio
7H11- OADC-kan-hyg, luego del proceso de recombinacién homdloga. Primero se
hara un subcultivo de las colonias mutantes en medio 7H9-OADC-kan-hyg a 37°C
durante 4-5 semanas. Luego, se extraera el ADN genomico de las posibles cepas
mutantes y se analizard dicho ADN mediante PCR y luego el amplimero por
secuenciacion, usando oligonucledétidos que se unan a las regiones corriente arriba
y abajo del gen objetivo y a la parte central del casete de resistencia a higromicina,
para analizar los diferentes tamafos de banda esperados entre la cepa mutante y

la cepa silvestre

Protocolo 11. Construccién del sustrato de intercambio alélico (AES) de
mmpL7

En la construccion del sustrato de intercambio alélico (AES), que se utilizar4 para
producir una mutacién defectiva en el gen mmpL7 de Mtb H37Ra mediante la
técnica de recombinacién, se amplificaran segmentos génicos de
aproximadamente 500 bp conformados por secuencias que flanquean el gen
mmpL7 de Mtb corriente arriba y abajo. Para la construccion del AES de mmpL7se
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usara como marcador de seleccion un cassette de resistencia a Hyg (HygR). La
construccion se buscara siguiendo la siguientes estrategia:

Doble clonacién de las regiones flanqueantes del gen mmpL7en el vector pYUB854
gue posee un cassette HygR flanqueado por sitios y resolvasa y MCSs. En la
obtencién del AES por este método es necesario producir dos plasmidos, donde el
primero tenga la clonacion de la seccion corriente abajo del gen mmpL7 entre los
sitios Xhol y Hindlll del vector pYUB854 y el segundo tenga la clonacion de la
seccion corriente arriba del gen mmpL7entre los sitios BSPHI y Kpnl del plasmido

construido.

Protocolo 12. Obtencién de la cepa recombinante de M. tuberculosis H37Rv
Siguiendo el esquema general de la técnica de recombinacion una vez obtenido el
AES del gen mmpL7 es necesario construir la cepa en la cual se llevara a cabo la
recombinacion, para ello se transforma por electroporacion a Mtb H37Ra con el
plasmido pJV53 que permite la expresion de las proteinas Gp60 y Gp61 del
micobacteriofago Che9c bajo el estricto control del promotor acetamidasa.

Luego de la transformacién se deberan seleccionar las colonias transformantes por
PCR en colonia, usando los cebadores Tm903 A y Tm903 B que amplifican un
fragmento de 846 pb correspondiente a una parte del cassette de resistencia a Km.
Como control de transformacion se usara el vector esqueleto pLAM12 sobre el cual
se construy6 pJV53.

La expresion de las proteinas recombinantes es inducida con acetamida, que
funciona como fuente de carbono del medio de cultivo. El medio de cultivo de la
cepa recombinante usado para preparar las células competentes para la
transformacion del AES, se llama medio de induccion. Este, contiene succinato en
lugar de ADC, el cual puede interferir en la expresion de las funciones de

recombinacion.
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