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Whereof one cannot speak, thereof one must
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Resumen y Abstract IX

Resumen

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es el agente etiolégico de la tuberculosis (TB), una
enfermedad infecciosa que caus6 1,3 millones de muertes en el afio 2017 (de acuerdo con
la Organizacién Mundial de la Salud, WHO), de las que 0,3 millones correspondieron a
pacientes coinfectados con VIH. Diversos compuestos quimioterapéuticos y la vacuna
BCG son utilizados para el tratamiento de esta enfermedad, pero el surgimiento de cepas
multirresistentes y extra-resistentes a los medicamentos ademas de la eficacia variable de
la vacuna han dificultado su control, haciendo a la TB una de las 9 causas de muerte mas

frecuentes a nivel mundial.

La respuesta del sistema inmune a la infeccion con Mtb comprende su confinamiento en
macrofagos al interior de los que el bacilo es sometido a distintas condiciones de estrés
como el aumento en la concentracion de iones metalicos, reduccién de la tension de
oxigeno y la presencia de especies reactivas de nitrégeno y oxigeno. De manera
interesante, el comportamiento transcripcional de los 12 genes de ATPasas tipo P
codificados en el genoma de Mtb se ve afectado por una o varias de estas condiciones.
CtpF, el homologo micobacteriano de la SERCA Ca?*-ATPasa de eucariotas superiores,
es la ATPasa que responde a un mayor niamero de condiciones de estrés, especialmente
condiciones de hipoxia; ademas ctpF es uno de los genes regulados por DosR, regulador
global en la adaptacion del bacilo tuberculoso al ambiente anaerébico del macréfago y la
entrada al estado de latencia.

A través de andlisis bioinformaticos y estudios in vitro se ha logrado asociar la actividad
ATPasa de CtpF con el transporte de calcio. La evidencia muestra que la hidrélisis de ATP
es estimulada por el Ca?* y, de manera indirecta, se ha observado que contribuye a la
tolerar la intoxicacion con el metal. No obstante, hasta el momento no ha sido posible
verificar la especificidad i6nica de CtpF, dado que los experimentos también permiten
postular a Na* y a K*, ademas de Ca?", como posibles cationes transportados. En este

sentido, el objetivo de este trabajo fue comprobar la especificidad i6nica de CtpF, a través
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del estudio de la acumulacién de calcio en células completas y vesiculas de membrana de
M. smegmatis expresando CtpF de M. tuberculosis de forma heteréloga. Como vector de
expresion se utilizé pMV261, un vector lanzadera de micobacterias basado en el promotor
de choque térmico de Mycobacterium bovis Hsp60. También se analiz6 el comportamiento
de la ATPasa Pmal, homélogo de CtpF en Mycobacterium smegmatis, con el fin de
comparar su respuesta en los ensayos de acumulacion y asi inferir si sus funciones son

equivalentes.

Los resultados muestran que las células de M. smegmatis wt y de un mutante defectivo en
el gen pmal, transformadas con recombinantes de CtpF y Pmal, acumulan menos calcio
que las cepas silvestres o mutante transformadas con el vector pMV261, sugiriendo que
las ATPasas estan involucradas en el eflujo de este ion desde la cara citoplasmatica de la
membrana. La intoxicacién con Na*y Na*/K* de estas células no muestra una acumulaciéon
significativa de estos iones en las cepas recombinantes, lo que da soporte a este hallazgo.
La acumulacion en vesiculas de membrana confirmé la direccién del transporte, toda vez
que esta ha sido mayor en las vesiculas sobre expresando el transportador. Durante la
preparacion de las vesiculas se favorece una configuracion inside-out que expone los
dominios citoplasmaticos al exterior de estas. Esta evidencia experimental corrobora que
CtpF es una ATPasa calcio-dependiente que esta involucrada en la homeostasis de calcio

al transportarlo desde el interior hacia el exterior celular.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, ATPasas tipo P2A, CtpF, Absorcién

Atdmica, Acumulacion.
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Abstract

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) is the etiologic agent of tuberculosis (TB), an infectious
disease that caused 1,3 million deaths during 2016 among which 0.4 million were from
patients coinfected with VIH. Different strategies that include chemotherapy and the BCG
vaccine are currently employed to treat and limit the spread of the disease. Unfortunately,
the evolution of multidrug resistant and extra resistant Mtb strains plus the wide variability
of the vaccine’s efficiency and poor effectivity against pulmonary TB have affected its

control, making it the ninth human death cause worldwide.

Immune system’s response to the Mtb infection includes its engulfing by macrophages
which in turn put it in an environment with severe stress conditions like a high load of heavy
metal ions, a reduced oxygen tension and different ROS and NOS. Interestingly, the
transcriptional behaviour of 12 putative ATPase genes coded in the bacillus genome is
affected due to those unfavourable conditions. CtpF, the closest mycobacterial homologue
to the eukaryotic ATPases, specifically the SERCA Ca?*-ATPase, is shown to respond to
more stress conditions than any of the other ATPases, especially hypoxic conditions. In
addition, the ctpF gene is part of the DosR regulon, involved in the adaptation of the
bacteria to the anaerobic conditions inside the macrophage and its transition to the latency

State.

Using bioinformatic tools and in vitro assays, it has been possible to associate the ATPase
activity of CtpF to calcium transport. Experimental evidence suggests that ATP hydrolysis
is calcium-dependent and its role in calcium homeostasis has been indirectly observed as
it provides cells with tolerance against this metal. However, the ionic specificity of this
transporter has not been fully stablished yet because it has also shown to be stimulated by
K* and Na'. Consequently, the main goal of this work was to confirm the ion specificity of
CtpF through metal accumulation assays on whole cells and membrane vesicles from M.
smegmatis, enriched with CtpF expressed under the control of the Hsp60 heat-shock
promoter of the mycobacterial shuttle vector pMV261. Pmal, the Mycobacterium
smegmatis homologue of CtpF was included in these assays to compare its response and

thus infer whether their functions are equivalent or not.
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The results show that M. smegmatis and M. smegmatis APmal recombinant cells
expressing CtpF accumulate less calcium than the respective wild-type strain and mutant
strain, suggesting that CtpF is involved in the Ca?* efflux from the cytoplasmic side of the
membrane. Na*® and Na*/K* intoxication showed no preferential accumulation in the
recombinant or wild-type cells, which supports this affirmation. Calcium accumulation in
membrane vesicles is also in agreement with those results as CtpF-enriched, inside-out
vesicles accumulate more calcium than their wild-type and mutant counterparts. This
experimental evidence allows the association of CtpF with calcium homeostasis in the

mycobacterial cell.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, P2A ATPases, CtpF, Atomic Absorption,

Accumulation.
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Figura 5-18. A. Modelo planteado para la orientacion de CtpF en las vesiculas de
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Acumulacién de calcio en vesiculas de membrana de M. smegmatis transformadas con
pLNA29, normalizada respecto a la acumulacién de la cepa wt transformada con pMV261.
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duplicado biolégico. Los asteriscos indican el resultado de una prueba de comparacion t
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Figura 5-19. Porcentaje de acumulacién de calcio en vesiculas de membrana de M.
smegmatis A3926 transformada con pMV261 o el recombinante de CtpF. Se definié como
100% la cantidad de calcio acumulada por las vesiculas control (pMV261) en ausencia de
vanadato de sodio y los demas valores fueron normalizados respecto a esta. Los puntos
representan el promedio + desviacion estandar (n=3) de un triplicado técnico para cada
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Figura 5-20. A. Acumulacién de calcio en células completas de M. smegmatis A3926
transformadas con pLNA29 (CtpF) o pCAT3 (Pmal), normalizada respecto a la
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estadisticamente significativa entre las medias. Una comparacion de la cantidad de calcio
absoluta acumulada por cada cepa silvestre y mutante se presenta en la Figura C-1 (anexo

Figura 5-21. A. Actividad Ca?"-ATPasa de las vesiculas de membrana utilizadas en el
ensayo de acumulacion. B. Acumulacion de calcio en vesiculas de membrana de M.
smegmatis A3926 transformadas con pLNA29 (CtpF) o pCAT3 (Pmal), normalizada
respecto a la acumulacién de la cepa mutante transformada con pMV261. En ambas
gréficas, las barras representan el promedio + desviacién estandar (n=3) de un duplicado
biolgico. Los asteriscos indican el resultado de una prueba de comparacién multiple de
DUNNETE, O 0,005. euiniitiiii ittt ettt e ettt et et e et ea e s e e s e e e s ea e ea e s et ssnseneenseneenaannas 96
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Introduccioén

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es el agente etiol6gico de la tuberculosis (TB), una
enfermedad infecciosa que de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (WHO)
causo 1,3 millones de muertes en el afio 2017, y de las cuales 0,3 millones correspondieron
a pacientes coinfectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (1). En la
actualidad, la TB es una de las causas mas frecuentes de muerte a nivel mundial y tiene
una alta incidencia en regiones como el sureste asiatico y el sur de Africa, donde el
contexto socioecondmico dificulta el acceso y adherencia al tratamiento. A pesar de que
existen varios tratamientos para la TB, su control se ha dificultado debido a la aparicion de
cepas multirresistentes (MDR) y extra-resistentes (XDR) a los farmacos antituberculosos,
la eficiencia variable de la vacuna BCG (bacilo Calmette-Guerin), la coinfeccién con VIH y
el hecho de que la mayoria de los tratamientos estan dirigidos contra el bacilo en su estado
activo, pero no funcionan durante la etapa de latencia donde no se presentan
manifestaciones clinicas de la enfermedad. La mortalidad de la TB ha venido disminuyendo
a una tasa del 3% anual pero aun es necesario sumar esfuerzos para cumplir con la
primera de las metas de la estrategia para el fin de la TB (1) por lo que la investigacion y
desarrollo de nuevas vacunas y medicamentos antituberculosos cobra especial
importancia. Una forma de contribuir a la bisqueda de soluciones para esta problemética
es a través del estudio de marcadores biolégicos relacionados con la virulencia, latencia y

viabilidad del bacilo tuberculoso.

Durante la infeccién con Mtb, el bacilo se enfrenta a las condiciones hostiles del ambiente
intrafagosomal tales como un pH &cido, presencia de especies reactivas de nitrégeno y
oxigeno (ROS y NOS) y concentraciones toxicas de cationes de metales pesados (2). Mtb
debe poseer entonces un repertorio de estrategias que le permitan contrarrestar el efecto
de estas condiciones de estrés y garantizar asi su supervivencia durante largos periodos
de latencia (3). De manera interesante, el genoma de Mtb codifica 12 ATPasas tipo P que
segun estudios de su comportamiento transcripcional, responden en diferentes

proporciones a las condiciones de estrés (4). De estas 12 ATPasas, CtpF, una posible
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Ca?"-ATPasa, exhibe una respuesta transcripcional a un mayor nimero de condiciones de
estrés, especialmente a condiciones de hipoxia, en comparacion con las demas ATPasas
tipo P. CtpF de Mtb es el homologo micobacteriano més cercano a las ATPasas tipo P de
eucariotas. Analisis bioinforméticos han revelado una considerable similitud estructural
entre CtpF y la SERCA ATPasa de eucariotas superiores, por lo que inicialmente su
actividad se asocia al transporte activo primario de Ca?*. En nuestro grupo de investigacion
se ha trabajado en la construcciébn de un mutante de Mtb defectivo de CtpF para su
caracterizaciéon. Diferentes experimentos in silico e in vitro realizados por nosotros han
sugerido que CtpF es una ATPasa tipo P vanadato-sensible y calcio-dependiente, ademas
de ser capaz de sensibilizar la célula a condiciones de estrés oxidativo cuando es

delecionada del genoma de las micobacterias.

Hasta el momento no ha sido posible verificar la especificidad idnica de CtpF, dado que los
experimentos también permiten postular a Na* y a K*, ademas de Ca?*, como posibles
cationes transportados. En este sentido, el objetivo principal de este trabajo es aportar
evidencia que permita corroborar el papel de CtpF como transportador de calcio a través
de la membrana plasmatica. La estrategia experimental utilizada para abordar este
problema se basa en la construccion de un recombinante de CtpF con el fin de lograr su
expresion en Mycobacterium smegmatis (Msm), una bacteria que al ser no virulenta y tener
un tiempo de generacion considerablemente menor que el de Mtb, es un modelo mas
adecuado para estudiar proteinas recombinantes de micobacterias, ademas de ofrecer una
maquinaria para su produccién mas similar a la de Mtb, comparada con la de otros
organismos comunmente utilizados para tal fin como Escherichia coli. Este modelo se
empleara para estudiar el efecto de la sobreexpresion del transportador sobre la
acumulacion de calcio tanto en células completas como en vesiculas de membrana.
Ademas, se compara la respuesta de Pmal, el homélogo de CtpF en Msm, en los ensayos
de acumulacion con el fin de inferir si su funcion en esta micobacteria ambiental es

equivalente a la de CtpF.

Este trabajo aporta una metodologia para cuantificar la acumulacion de metales
alcalino/alcalinotérreos en células completas y vesiculas de membrana basada en
espectroscopia de absorcion atémica, utilizada generalmente para la cuantificacion de
metales pesados (5). En su desarrollo se introducen cambios en la manera que se cultivan

las células, se intoxican, se recolectan y se digieren, ademas de una prueba de viabilidad
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gue garantiza que éstas no mueren durante la intoxicaciébn. Estos ensayos son
complementarios a los ensayos de actividad ATPasa en tanto que permiten evidenciar si
el enriquecimiento con un transportador tiene algin efecto sobre la concentracién
intracelular del catién hipotéticamente transportado, lo que da un indicio de su direccion de
flujo.

A continuacién, se presentara una revision de los conceptos importantes involucrados en
el desarrollo de este trabajo, seguida de la hip6tesis experimental y el objetivo general.
Posteriormente se hara una descripcion detallada de la metodologia experimental usada
para lograr los objetivos propuestos, los resultados obtenidos y una discusion de estos a
la luz de la teoria en que se basé el disefio de los experimentos. Finalmente, se
presentardn las conclusiones que se siguen de la discusién y se pondra al trabajo en
perspectiva, respecto a las preguntas que surgieron al responder las que se plantearon en

el desarrollo de esta tesis.






1.Marco teodrico

1.1 Latuberculosis

La tuberculosis (TB) es la novena causa de muerte mas frecuente a nivel mundial y la
principal causa de muerte por un agente infeccioso. Se estima que durante el afio 2017
hubo alrededor de 1,3 millones de muertes de las cuales 0,3 millones fueron pacientes
coinfectados con el virus VIH. Aproximadamente 10,0 millones de personas adquirieron la
enfermedad durante el mismo afio, siendo el 90% de ellos en personas adultas (215 afos).
Dos terceras partes de los casos se presentaron en la India (27%), China (9%), Indonesia
(8%), Filipinas (6%), Pakistan (5%), Nigeria (4%), Bangladesh (4%) y Sudafrica (3%). A
nivel global, la proporcion de enfermos que murieron de TB fue cercana al 16%, por lo cual
aun sigue siendo necesario sumar esfuerzos con el fin de reducir esta tasa al 10%, de

acuerdo con los objetivos de la estrategia End TB (1).

La enfermedad TB es causada por la bacteria patégena Mycobacterium tuberculosis (Mtb),
un bacilo acido-alcohol resistente (resistente a la tincion de Gram), con un largo tiempo de
generacion (24 horas), una pared celular compleja, altamente hidrofébica (6), con la
capacidad de entrar en largos periodos de latencia y con diversos sistemas de eflujo y
resistencia (enzimas tipo beta-lactamasa) que dificultan la accion de muchos
medicamentos antimicrobianos (7). Este bacilo es transmitido por via area en pequefias
gotas que al ser aspiradas se depositan los alveolos pulmonares (Figura 1-1). Mtb es una
bacteria intracelular que, a pesar de poder infectar distintos tipos de célula, infecta a los
macréfagos de los alveolos pulmonares de manera preferencial. Los estadios iniciales de
la enfermedad se caracterizan por una respuesta inmune innata que involucra el
reclutamiento de células inflamatorias en los pulmones. La induccién de una respuesta
inmune adaptativa ocurre posteriormente, luego de que Mtb se disemina hacia los ganglios
linfaticos. Alli, la presentacién de antigenos bacterianos por células dendriticas da lugar a

la expansién de células T antigeno-especificas, que se diferencian en células T efectoras
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y migran al pulmén infectado junto a otros leucocitos que estimulan la formacion de
granulomas donde se confina a la bacteria. Dentro del granuloma, formado por

macréfagos, linfocitos y fibroblastos, se cree que los macréfagos activados son quienes

restringen la dispersion y replicacion del bacilo (8).

Figura 1-1. Ciclo infeccion por Mtb (8).
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La mayoria de los bacilos de Mtb son eliminados en los granulomas caseosos y el progreso
de la enfermedad se detiene. Sin embargo, el patégeno no se erradica completamente en
ciertos individuos pues el bacilo ha desarrollado estrategias que le permiten evadir el
sistema inmune y sobrevivir en lo que se conoce como estado de latencia. Durante la
infeccidn activa, bacteria es capaz de resistir los mecanismos bactericidas del macréfago
al prevenir la fusion del fagosoma y el lisosoma, multiplicarse en su interior y producir su
necrosis. Diferencias en la respuesta inmune de distintos individuos dan lugar a lesiones
granulomatosas fisiologicamente distintas; algunas son capaces de suprimir la viabilidad
del bacilo mientras que otras promueven su persistencia (9). Los destinos del estado de
latencia pueden ser una activacion de la enfermedad en la que se observan los sintomas

caracteristicos, ocasionada cuando el sistema inmune del paciente se debilita y por ende
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mas probable en pacientes coinfectados con VIH, una infeccion asintomética que puede
perdurar durante toda la vida del hospedero o la erradicacion completa del bacilo (10, 11).

La transicion del estado de latencia al estado activo de la enfermedad se ha asociado con
los niveles de oxigeno a los que estd expuesta la bacteria una vez ingresa al hospedero.
Las infecciones con Mtb se presentan normalmente en los sitios mas ricos en oxigeno del
cuerpo, sugiriendo que la concentracion de oxigeno es uno de los factores que restringe
el crecimiento de la bacteria in vivo. Mientras que el numero de bacterias es
considerablemente alto en lesiones que se localizan cerca de aperturas de aire en los
pulmones de pacientes infectados, las zonas que no poseen un contacto directo con el aire
poseen una baja cantidad de bacilos. Otra pieza de evidencia que soporta esta idea es el
hecho de que la reactivacion desde latencia ocurre frecuentemente en la zona mas rica en
oxigeno del cuerpo, o sea, los I6bulos superiores de los pulmones. Ademas en algunos
modelos animales las lesiones tuberculosas también predominan en zonas con alta tension

de oxigeno (12).

Dado que algunos modelos animales no poseen un verdadero estado de latencia (12), los
estudios son complementados con modelos in vitro. Un ejemplo de estos es el modelo de
hipoxia de Wayne, en el que un cultivo sellado con una proporcion aire/medio definida se
incuba por varios dias, dando lugar al agotamiento de oxigeno con el paso del tiempo que
conduce a un estado no replicativo del bacilo (3). La evidencia experimental hallada sugiere
gue, durante la anaerobiosis, hay un cambio hacia una actividad metabdlica reducida en
la que los genes que estan involucrados en sintesis de proteinas, sintesis de DNA, division
celular y sintesis de aminoacidos o lipidos, entre otros, son reprimidos. Parte de la
resistencia de Mtb al tratamiento con antibiéticos se ha asociado a que todos los
medicamentos de primera linea estan dirigidos contra bacterias aerobias y

metabdlicamente activas (13).

El tratamiento de la enfermedad se basa en el uso de medicamentos antituberculosos que
se agrupan como medicamentos de primera y de segunda linea. El tratamiento estandar o
de primera linea consiste en una fase de induccion de 2 meses con isoniazida, rifampicina
y pirazinamida que puede ser complementado con etambutol si pudiera existir resistencia
a alguno de los tres primeros, seguido de una fase de consolidacién de 4 meses con
isoniazida y rifampicina. Durante los dos primeros meses se observa una curva de muerte

bifasica que indica la existencia de al menos dos subpoblaciones bacterianas que difieren
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en su susceptibilidad intrinseca a los medicamentos. Esta diferencia puede ser explicada
tanto por la baja susceptibilidad de los bacilos en estado no replicativo, como por la
dificultad que poseen ciertos medicamentos para difundirse hasta el interior de los
granulomas. A pesar de que en la mayoria de los casos 2 meses son suficientes para que
dejen de aparecer bacilos en el esputo, se ha observado que la suspension del tratamiento

en ese punto puede dar lugar a recaidas dentro de los siguientes 12 meses (14).

Figura 1-2. Sitios y mecanismos de accion de algunos agentes anti micobacterianos (14).
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Los medicamentos de segunda linea se hacen necesarios durante la infeccion con cepas
gue causan TB-MDR, definida como aquella en que las bacterias son resistentes tanto a
rifampicina como a isoniazida. El tratamiento es complicado y debe ser planeado con base
en resultados de pruebas de susceptibilidad de aislados de Mtb obtenidos del paciente y
ensayados en cultivo o con métodos basados en DNA. La WHO recomienda que la fase
de induccion se lleve a cabo con cuatro de los medicamentos a los cuales el aislado sea
susceptible ademas de pirazinamida, durante un periodo de 6 a 8 meses. Dentro de este
grupo de medicamentos se encuentran tioamidas como etionamida y protionamida, la
bedaquilina, aminoglicsidos como la kanamicina, amikacina y la estreptomicina, y
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fluoroquinolonas como la moxifloxacina y la levofloxacina, entre otros. En casos extremos,
la TB puede ser causada por cepas extra-resistentes (XDR), resistentes a rifampicina,
isoniazida, alguna fluoroquinolona y al menos uno de los medicamentos inyectables como
kanamicina, capreomicina o amikacina. Para su tratamiento pueden ser efectivos
medicamentos como el &cido para-aminosalicilico, la estreptomicina y la bedaquilina (15).
El mecanismo de accion de varios de estos medicamentos no es compartido y tiene

distintos objetivos celulares (Figura 1-2).

Un gran inconveniente del tratamiento con agentes micobacterianos es la baja adherencia
de los pacientes al mismo. Entre el 16% y el 49% de los pacientes no termina el tratamiento
debido a las reacciones adversas causadas por los medicamentos, el costo y la creencia
de que la cura se logra cuando los sintomas desaparecen y no hay bacilos viables en el
esputo (14). No obstante, las alternativas son limitadas. La vacuna BCG (bacilo de
Calmette-Guerin) ha existido durante 80 afios y es aln una de las vacunas mas usadas,
con mas de un 80% de infantes vacunados en paises donde es parte del programa de
inmunizacién de la infancia, grupo en el que ha demostrado una buena efectividad contra
la meningitis y la TB. Sin embargo, la vacuna no previene la infeccion primaria en adultos
ni la reactivacion de la TB pulmonar latente, la forma mas comun en la que se transmite el

bacilo, por lo que su impacto en el control de la enfermedad es limitado (1).

En la actualidad existen 15 candidatos a vacuna contra la TB, de los cuales 13 se
encuentran en ensayos clinicos. Estos candidatos se han desarrollado bajo estrategias
diferentes: 1) una vacuna preventiva, que sea administrada antes de una primera
exposicion a Mtb; 2) una vacuna que sea aplicada en adolescentes y adultos con TB
latente, luego de haber sido expuestos a BCG; o 3) una vacuna terapéutica que permita
ser coadministrada con los medicamentos quimioterapéuticos (16). Dos de los candidatos
en ensayos clinicos se basan en el uso de micobacterias vivas para estimular la respuesta
del sistema inmune y estan enfocados a ser vacunas preventivas, en reemplazo de BCG.
El primero, denominado VPM1002 (fase IlIb), fue construido a través de una modificacion
en el genoma de M. bovis que le permite perforar la membrana del fagolisosoma y asi
facilitar la liberacién de antigenos micobacterianos en el citosol de los macrofagos(17) . El
segundo, denominado MTBVAC (fase I), es una cepa de Mth atenuada por medio de la
delecion de los genes phoP y fadD26, involucrados en la regulacion transcripcional de
genes asociados con virulencia y lipidos de pared (18). En términos generales, se ha

logrado un gran progreso en el desarrollo de vacunas contra TB, pero los candidatos
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presentan ciertas limitaciones que deberan ser superadas a través de un mejor

conocimiento de la patogénesis de Mtb y su interaccion con el hospedero.

Respecto a los medicamentos antituberculosos, tres de los medicamentos mas
promisorios recientemente aprobados para su comercializacion son la bedaquilina, un
inhibidor de la enzima ATP sintasa, la delamanida, un inhibidor de la sintesis de la pared
celular micobacteriana y la rifapentina, un inhibidor de la actividad DNA-dependiente de la
enzima RNA polimerasa. A pesar del avance significativo en el desarrollo de este tipo de
medicamentos, aun se puede innovar en nuevos tipos de compuestos que se conviertan
en la base para la busqueda de una nueva ola de antituberculosos, haciendo uso de los
conocimientos adquiridos sobre la biologia de Mtb y el surgimiento de nuevas dianas
terapéuticas (19).

Teniendo en cuenta este panorama, la busqueda de herramientas que permitan lograr un
control mas efectivo de la enfermedad cobra especial importancia, teniendo en cuenta
tanto las limitaciones de los medios actuales como las metas trazadas por la estrategia
End TB (1). Para ello es util revisar algunas de las caracteristicas principales de Mtb
relacionadas con su resistencia a los medicamentos y su supervivencia en el hospedero,
como la estructura de su envoltura celular y su comportamiento al interior del fagosoma y

durante el estado de latencia.

1.1.1 Envoltura celular de Mycobacterium tuberculosis

La alta hidrofobicidad de la envoltura celular de las micobacterias (6), responsable por su
baja permeabilidad, les confiere caracteristicas Unicas como su resistencia a la tincion de
Gram, y la baja difusion de medicamentos hacia su interior. Adicionalmente, algunos de
los componentes de la pared al parecer estan involucrados con la forma en que la bacteria
es fagocitada y su interferencia en la respuesta inmune del hospedero, que finalmente

logra favorecer la supervivencia del bacilo durante la infeccion.

A través de estudios de microscopia electrénica de transmision ha sido posible determinar
gue la estructura de la envoltura celular micobacteriana esta organizada en capas (Figura
1-3) y que comparte una semejanza mas cercana con la envoltura de bacterias
gramnegativas, como los miembros de la division Proteobacteria, que con la envoltura de
bacterias grampositivas como Micrococcus. Los componentes que se han logrado

identificar son la membrana plasmatica, una pared celular y una capa externa o capsula.
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Figura 1-3. Representacion esquematica de la envoltura celular de Mtb (20).
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La membrana plasméatica estd compuesta de lipidos con extremos hidrofilicos y

compuestos de cadenas lipidicas basadas en mezclas de cadenas saturadas, insaturadas
y monoetil ramificadas de menos de 20 atomos de carbono. Los mayores constituyentes
de las membranas aisladas son el acido palmitico (Cis.0), €l acido oleico (Cis:1) Y €l &cido
10-metiloctadecanoico. Por su parte, los principales fosfolipidos son el fosfatidilinositol
mandsido (PIM), el fosfatidilglicerol, la cardiolipina (CL) y la fosfatidiletanolamina (PE).
Adicionalmente, contiene lipoglicanos como el lipomanano (LM) y el lipoarabinomanano
(ManLAM) y una variedad de isoprenoides que tienen un rol importante en las funciones
celulares como el decaprenil fosfato (Dec-P) que esta involucrado en el transporte de
azucares activados para la sintesis de polimeros esenciales como el PG, AG, LM vy el
ManLAM o como las menaquinonas, componentes esenciales de la cadena respiratoria
(20).
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La pared celular consiste en un esqueleto unido covalentemente, varios tipos de lipidos
asociados a la pared y algunos polipéptidos. El esqueleto se define como el material
remanente luego de la remocién de todas las sustancias asociadas a la pared de manera
no covalente como proteinas solubles, lipidos y glicanos. Los elementos unidos
covalentemente son el peptidoglicano (PG), el arabinogalactano (AG) y los &acidos
micélicos. El peptidoglicano se compone de unidades de N-acetilglucosamina y acido N-
acetil/glicolilmuramico, entrelazados por péptidos cortos. El arabinogalactano consiste en
un complejo heteropolisacéarido de 3 cadenas de D-arabinano que alternan uniones tipo 5-
y 6-D-galactofuranosilo. En comparacion con otras micobacterias, dos terceras partes de
los extremos no reductores de los motivos pentaarabinosilo se encuentran formando una
unién covalente tipo éster con acidos micdlicos en Mth mientras que especies como M.
leprae y M. bovis forman una union tipo éter. Finalmente, los acidos micélicos son acidos
grasos de cadena larga (hasta 90 atomos de carbono) a-ramificados y B-hidroxilados que
se encuentran unidos a través de uniones tipo éster con los cuatro hidroxilos de la posicién

5 en los motivos terminal y 2-D-arabinosil de los residuos pentaarabinosilo (21).

En conjunto, esta region de la envoltura suele denominarse micomembrana (MM) debido
a su conformacién de tipo bicapa lipidica, en la que la capa interior corresponde al
esqueleto y la capa exterior a los lipidos unidos de manera no covalente, comiunmente
denominados lipidos extraibles pues pueden ser removidos facilmente con solventes
organicos. Dentro de este grupo se encuentran los monomicolatos de trehalosa (TMM), los
dimicolatos de trehalosa (TDM), el fosfatidilinositol mandsido (PIM), los sulfolipidos (SLs)
y el dimicocerosato de tiocerol (PDIM) (22). Estos lipidos han intrigado a los investigadores
durante décadas, en tanto que estan involucrados en eventos de sefalizacion, en la
patogénesis y en la respuesta inmune. El TDM, conocido como cord factor, ha mostrado
ser toxico en ratones y su mecanismo de accién se basa en la estimulacion de la actividad
NADasa, reduciendo los niveles de NAD en el hospedero, lo cual puede llegar a disrumpir
el flujo de electrones en la membrana de las mitocondrias. Los SLs por su parte son de
relevancia en algunas cepas virulentas en tanto que las cepas atenuadas de Mtb suelen
carecer de ellos, y estan implicados en la inhibicion de la fusion fagosoma-lisosoma (23).
Asimismo, el PDIM parece ser exclusivo de las micobacterias patogénicas y aunque no es
necesario para el crecimiento in vitro de Mtb, el hecho de que es esta presente en todas
las cepas virulentas lo hace muy relacionado con la patogenicidad. De manera interesante,

cepas mutantes de Mtb que han perdido la capacidad de sintetizar ambos lipidos (PDIM y
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SL) son negativas al test de virulencia con rojo neutro; la ausencia de uno solo de estos

lipidos u otros metil ramificados no implica atenuacion (20).

La regibn mas externa de la envoltura celular micobacteriana estd compuesta en su
mayoria por polisacaridos, proteinas y una pequefia cantidad de lipidos en el caso de
especies patogénicas como Mtb, mientras que en especies no patogénicas se compone
principalmente de proteinas (22). En especies patogénicas se denomina cipsula y en ella
se encuentra de forma mayoritaria un glucano constituido por unidades repetidas de 50 6
residuos tipo (1->4)-a-D-glucosilo, sustituidos en la posicién 6 con residuos mono- u
oligoglucosilo. Los materiales expuestos a la superficie también incluyen al D-arabino-D-
manano, el cual posee una estructura similar a la porcién de tipo carbohidrato presente en
LAM, con un extremo no reductor enlazado a oligomanésidos. En cuanto a los lipidos, s6lo
representan entre un 2% y un 3% de los materiales expuestos a la superficie, la mayoria
de ellos provenientes de la parte interior de la capsula. El componente proteinico consiste

principalmente de una mezcla compleja de polipéptidos (21).

La relacion que existe entre la virulencia de Mtb y su contenido lipidico fue establecida
hace varias décadas (24). Estos estudios dieron lugar a la identificacion de SL, TDM y
PDIM como lipidos de potencial importancia en la patogénesis de la TB. Posteriormente,
estudios realizados a nivel genémico, a través de la caracterizacion fenotipica de mutantes
de Mtb deficientes en proteinas involucradas en su biosintesis dieron soporte a esta
hipétesis. Muchos aspectos del proceso de infeccion del bacilo estan relacionados con
estos lipidos. La entrada de Mtb al interior de los macréfagos es mediada por receptores
fagociticos especializados, que interaccionan con glucolipidos como el PIM, el TDM vy el
ManLAM. Una vez en su interior, los bacilos son capaces de prevenir la unién del fagosoma
con el lisosoma, fenémeno que ha sido asociado con la accién de isoprenoides, ManLAM,
TDM, PDIM, SL y DAT. Asimismo, en el interior de las células del hospedero, Mtb libera
distintas cantidades de estos lipidos, lo que interfiere en los mecanismos de trafico celular
y produce un impacto sobre la secrecién de citoquinas pro- y antinflamatorias, la apoptosis,

la formacion del granuloma, y la unién del fagosoma con el lisosoma (20).

1.1.2 Supervivencia de Mtb en el fagosoma

Uno de los pasos iniciales mas importantes de la respuesta inmune innata es la

internalizacién del patégeno por los macréfagos. Los patégenos fagocitados son
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confinados en vacuolas y procesados a través de una serie de interacciones con vesiculas
endosomales tempranas y tardias, en un evento conocido como maduracion del fagosoma.
Durante el proceso de maduracion, los fagosomas adquieren sus propiedades
degradativas y microbicidas, fusionandose en Gltima instancia con lisosomas para dar lugar
al complejo conocido como fagolisosoma (25). Esta unién se caracteriza por el
establecimiento de un ambiente acido en el interior, producido por la localizacion de

ATPasas tipo V en el fagosoma, favoreciendo la actividad de las enzimas lisosomales (26).

El éxito del bacilo tuberculoso reside en su habilidad para interferir con los procesos de
trafico intracelular de los macréfagos infectados; especificamente, Mtb es capaz de
bloquear la biogénesis del fagolisosoma (27). Las caracteristicas mas notables del
fagosoma conteniendo Mtb son una acidificacién incompleta del lumen y la ausencia de
hidrolasas lisosomales, consecuencia del arresto en su maduracion que limita la capacidad
hidrolitica de la vacuola, lo que facilita el acceso del bacilo a los nutrientes internalizados
por la célula hospedero, debido a que se conserva el acceso al sistema de reciclaje
endosomal, y evita la exposicion del patégeno a la maquinaria de procesamiento y

presentacion de antigenos del macréfago (28).

Uno de los modelos que explican el bloqueo de la unién del fagosoma y el lisosoma postula
que el bacilo tuberculoso es capaz de inhibir el aumento de la concentracion de Ca?*
citosdlico, un evento que ocurre normalmente en los macréfagos durante la opsonizacién
de otros patdgenos, particulas artificiales como esferas de latex e incluso bacilos muertos
de Mtb (29). El efecto inhibitorio de la micobacteria ha sido atribuido al glicolipido
manosilado lipoarabinomanano (LAM), el que presuntamente interfiere con la sefializacion
de una esfingosinquinasa que media el aumento transitorio de la concentracién de calcio,
asociada normalmente con la fagocitosis de particulas no virulentas (27, 28). Esta habilidad
para bloquear la maduracion del fagosoma es compartida con otras micobacterias
patogénicas como M. avium y M. marinum, las que producen ManLAM, pero sucede lo
mismo con micobacterias no patogénicas, como M. smegmatis, la que produce fosfatidil-
myo-inositol (PILAM) (30). Se ha demostrado que el bloqueo ocurre entre los estados
mediados por las GTPasas Rab5 y Rab7, involucradas en el trafico transmembranal v,
especificamente, tiene un efecto sobre el reclutamiento de EEAL, una proteina efectora de
Rab5 esencial para la incorporacién de la hidrolasa Catepsina D y la subunidad VO de la

H*-ATPasa al fagosoma. Esta observacion también ha sido lograda con esferas recubiertas
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de ManLAM, confirmando asi la asociacion de este glicolipido con el bloqueo de la
maduracion del fagosoma (31).

A pesar de que la micobacteria previene la uniéon del fagosoma con el lisosoma como
estrategia de supervivencia al interior del macréfago, debe enfrentar otras condiciones
hostiles como un pH ligeramente &cido, el aumento en la concentracion de iones de
metales pesados y la presencia de NOS y ROS (2). Estudios de la composicién de iones
al interior del fagosoma han permitido establecer que en las primeras horas de la
internalizaciéon del bacilo ocurren ciertos cambios en la concentracién de algunos iones.
Durante la primera hora, hay una reduccién de iones Ca? y K*, seguida por su
reaprovisionamiento al cabo de 24 horas. Al mismo tiempo, se da un aumento en la
concentracion de azufre y cloro, junto a un aumento de Zn?*, 24 horas después de la
fagocitosis. Otros iones como Cu?* y Fe?* también sufren cambios en su concentracion
durante este periodo y luego de la activacién de la célula por citoquinas antiinflamatorias
como el TNF y el INFy (32).

El aumento en los niveles de Cu?" y Zn?* son relevantes tanto desde la perspectiva del
macréfago como la de la micobacteria. EI macréfago utiliza ATPasas tipo P con el fin de
aumentar las concentraciones de estos iones a modo de estrategia microbicida. Este hecho
ha sido corroborado a través de estudios del proteoma de macréfagos activados por
diversas citoquinas, incluido el INFy (33). Por otra parte, la micobacteria posee ATPasas y
otras proteinas encargadas del eflujo de estos iones como CtpV (cobre) y CptC (zinc) o la
porina MtcB (cobre). De manera interesante, un mutante defectivo en CtpV presenta una
notable sensibilidad a iones Cu?* (34). En este sentido, la micobacteria, a través de
proteinas especializadas en el eflujo de metales pesados, enfrenta la estrategia del

macrofago de aumentar la concentracion de estos iones hasta niveles téxicos.

La producciéon de NOS y ROS en el ambiente fagosomal es considerada otra de las
estrategias de defensa de los macréfagos en contra de diversos patégenos, sin embargo,
su relacion directa con la muerte del microorganismo internalizado es discutible (2). A pesar
de ello, Mtb posee diversas proteinas como KatG, SodA y SodC, encargadas de la
detoxificacion de ROS, como el peroxido de hidrogeno y radicales libres relacionados, que
incluso han demostrado influir sobre su virulencia in vitro y en modelos animales (35, 36).
Estudios del perfil transcripcional de Mtb han demostrado que, tras la infeccion del

macréfago, existe una regulacion positiva de la expresion de los genes bacterianos
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asociados con el estrés oxidativo y nitrosativo. Un aspecto importante de esta regulacion
es el cambio de pH de 7,4 (condiciones normales) a 6,4 (fagosoma temprano) pues se
constituye como una de las sefiales ambientales méas relevantes en la induccion de esta
respuesta transcripcional; se ha observado que la ausencia de este cambio de pH suprime
cerca de un tercio del cambio en la expresion del perfil (37). Algunos de estos genes
corresponden a proteinas ATPasas tipo P (4), razdn por la que seran abordadas con detalle

mas adelante.

La escala de tiempo en que la micobacteria debe enfrentar estas condiciones corresponde
a las primeras horas de la infeccion e inicia con la internalizacion del bacilo. No obstante,
como se ha mencionado previamente, la micobacteria es capaz de sobrevivir en el
hospedero por largos periodos de tiempo en un estado de latencia, lo que puede
considerarse también como una estrategia de supervivencia. Algunos de los genes que se
sobreexpresan tras la infeccion del macréfago estan relacionados con este estado de

latencia, en el que una de las principales caracteristicas es el bajo nivel de oxigeno.

1.1.3 Regulador DosR y estado de latencia

Mtb es capaz de sobrevivir por varios afios en los tejidos de individuos infectados en un
estado no replicativo, pero con el potencial para reestablecer su crecimiento y producir TB
activa. Una de las aproximaciones experimentales al estudio del estado de latencia,
denominado NRP (non replicating persistence) (3), consiste en el uso de modelos in vivo
gue simulan una de sus principales caracteristicas: un ambiente con una baja tension de
oxigeno, propio de las lesiones tuberculosas humanas y de algunos animales como los
conegjillos de indias y los conejos. Se ha demostrado que, para responder a estas
condiciones, Mtb cuenta con un conjunto de por lo menos 48 genes que son inducidos por
hipoxia, NO y CO, el cual ha sido denominado DosR (Dormancy survival regulator). El
regulén DosR es controlado por un sistema de tres componentes constituido por dos
histidinquinasas, DosS y DosT, capaces de detectar y unirse a los gases NO y CO, y el
regulador de la respuesta, DosR (38). A pesar de que la mayoria de los 48 genes del
regulon no han sido caracterizados, su induccién concertada bajo las condiciones descritas
sugiere que juegan un papel importante en la adaptacion del bacilo al ambiente del
hospedero (39).
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La importancia de DosR en la infeccion latente y la persistencia del bacilo tuberculoso ha
sido sugerida mediante estudios donde se afirma que seres humanos contagiados con TB
latente tienen una mayor probabilidad de producir células T especificas contra las proteinas
codificadas por el reguléon DosR, en comparacion a pacientes con enfermedad activa, lo
gue indicaria que su expresion se da durante el estado de latencia (40). No obstante,
algunos estudios con mutantes han demostrado que la inactivacion genética del gen dosR
no posee un efecto tan drastico sobre la viabilidad in vitro de la micobacteria en condiciones
de hipoxia y que las respuestas in vitro dependen significativamente del modelo

seleccionado (41).

DosR esta relacionado con la supervivencia en el estado de latencia en tanto que es
necesario para la viabilidad de la micobacteria en condiciones anaerébicas y para la
transiciobn desde el crecimiento en ausencia de oxigeno o un estado no respiratorio
inducido por NO, hacia el crecimiento en condiciones aerobias (38). No obstante, se ha
llegado a proponer que su efecto sobre la habilidad que tiene la micobacteria para
adaptarse a las condiciones de hipoxia en el hospedero esta limitado a las etapas iniciales
de esta adaptacién y que, en el largo plazo, es reemplazada tanto por una respuesta mas
extensa y compleja (Enduring hypoxic response, EHR) (42), asi como por otros

reguladores transcripcionales (43).

Los genes comprendidos por el regulén DosR estan involucrados en mdltiples procesos
gue incluyen al metabolismo central, la generacion de energia y la regulaciéon génica (41,
44). De manera interesante, el gen ctpF (Rv1997) de Mtb y el gen pmal de M. smegmatis,
gue codifican ATPasas tipo de metales alcalino-alcalinotérreos, se encuentran dentro de
los genes que son inducidos bajo condiciones de hipoxia, controlados por DosR, por lo que
se podria sugerir una relacion entre su funcién y la adaptacion del bacilo a condiciones
anaerdbicas (45) y por lo tanto serian objetos de estudio interesantes en el marco de la

bldsqueda de dianas terapéuticas para el control de la TB.

1.2 Transporte atraves de la membrana plasmatica

La membrana plasmatica es una barrera natural que se opone al paso de solutos desde y
hacia el interior de la célula. Debido a su caracter hidrofébico, las moléculas apolares
encuentran menor resistencia para atravesar la membrana que las polares y es

virtualmente impermeable a los iones (Figura 1-4). No obstante, al estudiar el contenido
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celular se observa que su composicion es definida y que existe un control estricto en la
concentracion de distintos cationes, aniones y solutos polares. Surge el interrogante de
como algunas de éstas logran atravesar la bicapa lipidica, teniendo en cuenta que su
coeficiente de difusion es tan bajo que no podrian hacerlo en la corta escala de tiempo en
la que se llevan a cabo los procesos celulares. La respuesta esta en que el transporte de
solutos a través de la membrana plasmatica es ejecutado, en su mayoria, por proteinas

especializadas embebidas en la bicapa (46).

La diferencia de concentracién que existe entre el interior y el exterior celular para un soluto
dado da lugar a un gradiente que posee un componente de potencial quimico y, en el caso
de solutos cargados, uno de potencial eléctrico. La combinacién de estos dos componentes
establece la direccién energéticamente favorable en la que el soluto se difundiria, dadas
las condiciones para hacerlo. Dependiendo de si la proteina especializada en el transporte
de un soluto lo transporta en esa direccion o en sentido contrario, su mecanismo de accién
se denomina transporte pasivo o difusion facilitada (en favor del gradiente) o transporte
activo (en contra del gradiente). Mientras que la difusién facilitada no requiere de energia
para llevarse a cabo, el transporte activo involucra la transduccion de energia almacenada
en enlaces quimicos, especificamente el enlace fosfoanhidrido de una molécula de ATP,
la luz o en el gradiente electroquimico de otra especie. La Tabla 1-1 presenta los

requerimientos basicos para cada mecanismo de transporte.

Figura 1-4. Permeabilidad de una bicapa lipidica pura a distintos solutos (46).

Gases

CO, Ny, O >
= Permeable f“ﬁ
-
Small .
uncharged Ethanol Permeable (- "
polar
molecules
Water, urea 7-‘"4 =

Slightly (%
permeable (

Large

(o
uncharged (A{
;
polar 5
molecules Glucose, fructose (®

Impermeable [~

b

lons

K*, Mg2*, Ca2*, CI-,

HCO4~, HPO, 2~
Charged . .
polar Amino acids, ATP,
molecules glucose-6-phosphate,

proteins, nucleic acids e
Impermeable r:“\



Marco Teodrico 19

Tabla 1-1. Mecanismos de transporte a través de la membrana (46).

Mecanismos para el transporte de iones y moléculas pequefias a través de la membrana plasmatica

] Difusién Simple Trar!slporte Transporte A.ctlvo Transp.orte :Qctwo
Facilitado Secundario Primario
Requiere de una No si si si
proteina especifica
Transporte en . .
N N
contra del gradiente ° ° Si S
Acopladoa la No No No 5

hidrdlisis de ATP

Acoplado a un
gradiente No No Si No
electroquimico

Glucosa Glucosay
0,, CO,, hormonas N y aminoacidos lones, moléculas
. . aminoacidos . . B - .
Ejemplos esteroideas, algunos ) ) (simporte); varios hidrofilicas, lipidos
. (uniporte), ionesy X
medicamentos ionesy sacarosa (ATPasas)
agua (canales) :
(antiporte)

Las proteinas involucradas en el transporte se pueden clasificar de manera amplia como
transportadores y canales. Los transportadores se unen de manera especifica al soluto y
a través de varios cambios conformacionales exponen los sitios de unién a uno u otro lado
de la membrana plasmatica. Estos cambios estan acompafiados de una variacion en la
afinidad del sitio por el sustrato, siendo alta en la cara desde la que se transporta y baja
en la cara hacia la cual se transporta. Por otra parte, los canales no tienen una afinidad tan
alta por su soluto como los transportadores y, en lugar de poseer un sitio de union, su
estructura es similar a la de un poro que traviesa la membrana de extremo a extremo. La
apertura del canal permite el paso de solutos, a una velocidad mucho mayor que la de los
transportadores (47). La Figura 1-5 resume los tipos de transportadores presentes en la

membrana plasmatica.

Figura 1-5. Tipos de transportadores de la membrana plasmatica. Los transportadores
pueden ser divididos en dos grandes clases: Transportadores pasivos o transportadores
activos. Dentro de los transportadores pasivos se encuentran los carriers y canales, en los
cuales el proceso de transporte es soélo una difusién facilitada. Por otra parte, los
transportadores activos pueden ser de dos tipos principales: primarios, en los que se utiliza
energia para transportar el soluto (luz o ATP) o secundarios, en los que se usa el gradiente
electroquimico de otro soluto para energizar el transporte (47).
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A continuacion, se revisaran las principales caracteristicas de los dos tipos de proteinas
transportadoras.

1.2.1 Canales

Los canales transportan agua, iones especificos o moléculas hidrofilicas pequefias a favor
de su gradiente electroquimico. Su estructura terciara da forma a un canal acuoso a través
del cual los solutos difunden a altas velocidades, entre 107 y 108 iones/s. La mayoria de
ellos regulan el paso del soluto con una “compuerta” que se abre en respuesta a una sefial
biolégica y que los clasifica como voltaje-dependientes, ligando-dependientes o mecano-

dependientes, de acuerdo con la naturaleza de la sefial (48).

Los canales voltaje-dependientes, como el de Na* o K* presentes en células nerviosas y
musculares detectan cambios de voltaje a través de amino4cidos cargados. Un cambio en
el potencial genera un cambio conformacional que abre la compuerta del canal y permite
el flujo de los iones hasta que otra sefial induce su cierre o el gradiente electroquimico se
disipa. En el caso de los ligando-dependientes, es la unidon de una molécula al canal la que
induce el cambio conformacional que resulta en la apertura del poro. Un ejemplo clasico

es el receptor acetilcolina nicotinico, que tras la union del ligando acetilcolina permite la



Marco Teodrico 21

entrada de iones Na* y K* en células nerviosas. Este influjo de iones da lugar a un aumento
del potencial de membrana que, a su vez, se constituye como una sefial que induce la
apertura de canales de sodio voltaje-dependientes. Los canales mecano-dependientes
responden a distintos estimulos que deforman la membrana en que se encuentran
embebidos, como tensidon o cambios en el grosor y curvatura. Estan presentes en todas
las formas de vida y suelen regular procesos tales como la respuesta al desbalance
osmoético. En bacterias, por ejemplo, la familia de canales MscL funciona como valvula de
emergencia cuando la célula se expone a una solucion hipoténica. La entrada de agua
ocasiona un aumento en el volumen de la célula y estimula la apertura de los canales, que
permiten la salida de iones y proteinas pequefias, contrarrestando el influjo de agua y

evitando asi que la célula estalle (49).

1.2.2 Transportadores

Los transportadores se unen a sus sustratos con una alta estéreo-especificidad y los
transportan, en consecuencia, a una velocidad considerablemente menor que la velocidad
de transporte de los canales, entre 10° y 10* iones/s. Dependiendo de la fuente de energia
gue utilizan, se subclasifican como transportadores de tipo activo primario si hidrolizan ATP
o aprovechan la energia de los fotones, y de tipo activo secundario o cotransporte si
emplean la energia almacenada en el gradiente electroquimico de otra especie. De esta
clasificacién se excluye a los transportadores de tipo uniporte, que no requieren de energia
para llevar a cabo su funcion pues transportan el soluto a favor de su gradiente y se
denominan colectivamente, junto con los canales, transportadores facilitadores de la

difusion.

El proceso de transporte se asemeja a una reaccién enzimatica con la diferencia de que el
sustrato, en este caso la especie transportada, no sufre ninguna modificacion durante el
mismo. Cada tipo de transportador posee uno 0 mas sitios de unién cuya afinidad por el
sustrato cambia segun el paso del proceso, siendo mayor cuando estan expuestos hacia
la cara donde inicia el transporte. A través de varios cambios conformacionales reversibles,
el transportador alterna entre estados abiertos hacia una de las caras de la membrana y
uno ocluido, en el que el soluto es inaccesible desde cualquier cara (Figura 1-6). Cuando
el transportador se satura todos los sitios de uniébn estan ocupados en un instante

determinado y la velocidad de transporte es maxima (47).
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Figura 1-6. Esquema de la alternancia entre estados en un transportador de tipo uniporte
(47). A diferencia de los canales, estas proteinas sufren cambios conformacionales durante
el evento de transporte en los que existe diferente afinidad por los solutos transportados.
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Los transportadores que utilizan el gradiente electroquimico de otra especie para
transportar su sustrato lo pueden hacer en la misma direccién o en direccion contraria a
dicho gradiente. El primer tipo se denomina simporte y uno de los ejemplos mas conocido
es el transportador de Na*/glucosa, presente en células renales y del intestino, el cual
acopla la difusién de Na* hacia el interior de la célula con el influjo de glucosa. El segundo
tipo se denomina antiporte y tiene como uno de sus representantes al intercambiador
Na*/Ca?*. Esta proteina se encuentra en la membrana plasmatica de las células
musculares del corazén, donde el calcio es utilizado como un agente de sefalizacion
necesario para inducir la contraccion muscular. Una vez el evento de sefializacion termina,
es necesario reestablecer la concentracién intracelular de calcio, lo cual se logra acoplando

la salida de Ca?* al influjo de Na* (49).

Por otra parte, los transportadores que utilizan la energia almacenada en el ATP o la luz
suelen denominarse bombas. El miembro més prominente de las bombas energizadas por
luz es la bacteriorodopsina, que genera y mantiene un gradiente electroquimico de H* a
través de la membrana plasmética de las halobacterias. Fue descrita por primera vez en
Halobacterium salinarum por Walther Stoeckenius y Dieter Oesterhelt en el afio 1971, tras
el aislamiento de parches de membrana color parpura que luego mostraron poseer una
Unica proteina asociada al croméforo retinal, presente en el pigmento visual de humanos
y otros animales conocido como rodopsina. Es justamente la unién del retinal como base

de Schiff protonada a la cadena lateral de un residuo de lisina el elemento responsable por
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la transduccion de la energia proveniente de los fotones. Estos inducen un cambio
conformacional que tiene como consecuencia final el transporte de un ion H* desde el
citoplasma hacia el exterior celular. El gradiente electroquimico generado por esta proteina
es utilizado en distintos procesos celulares, siendo uno de los més importantes la sintesis

de ATP, llevada a cabo por una bomba tipo ATPasa.

La primera ATPasa fue descrita en el afio 1957 por Jens Skou, un investigador danés
gue intentaba comprender el funcionamiento de ciertos anestésicos locales y que, a
través de experimentos realizados sobre extractos homogeneizados de nervios
provenientes de piernas de cangrejo, encontr6é una relaciéon entre el transporte de Na*-K*
y la hidrdlisis de ATP, descubriendo asi la Na*/K* ATPasa (50). Desde entonces, la
investigacion enfocada al estudio de las ATPasas ha progresado significativamente y se
han reconocido cuatro clases principales denominadas ATPasas tipo F, tipo V, tipo P y
tipo ABC (

Figura 1-7), importantes no sélo por estar involucradas en muchos de los procesos que
garantizan la viabilidad celular sino también porque su mutacién o delecién, en el caso del

ser humano, ocasiona multiples enfermedades (51).

Las ATPasas tipo ABC constituyen la superfamilia mas grande de ATPasas; su
designacion esta basada en el hecho de que poseen un casete de union a ATP altamente
conservado (ATP binding cassette). Cada transportador del tipo ABC es relativamente
especifico para un tipo de sustrato; no obstante, los sustratos corresponden a una amplia
variedad de moléculas entre las que se incluyen aminoacidos, azlcares, iones inorganicos,
polisacaridos, péptidos e incluso proteinas. Poseen diversas funciones a nivel celular
dentro de las que se encuentran la toma de nutrientes, lo que influye en la habilidad para
crecer y competir de las bacterias, el transporte de proteinas, como en los casos en que
procariotas 0 eucariotas sintetizan proteinas marcadas con un péptido-sefial que las
direcciona hacia la membrana plasmatica, o la resistencia a medicamentos y antibiéticos,
gue se manifiesta cuando estos compuestos son bombeados hacia el exterior de la célula

a través de un transportador de este tipo (52).
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Figura 1-7. Tipos de ATPasas (46).
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Las ATPasas tipo V, al igual que las ATPasas tipo F, estdn compuestas por mas de 10
subunidades ensambladas de tal forma que permiten diferenciar un sector encargado de
la transduccién energética y un sector asociado al transporte del H* a través de la bicapa
lipidica. En las células eucariotas, estan asociadas con las rutas de secreciéon y su
actividad, en contraste con la actividad ATP-sintasa de la ATPasa tipo F, esta relacionada
con el transporte de H*. Poseen un rol muy importante en procesos fisioldgicos necesarios
para la viabilidad de las células y se ha demostrado que mientras varias células animales
pueden sobrevivir sin ATPasas tipo F, la ATPasa tipo V es esencial para su supervivencia
(54).

1.3 ATPasas tipo P

Las ATPasas tipo P constituyen una superfamilia de proteinas presentes en todos los
dominios de la vida, involucradas en distintos procesos vitales como el crecimiento y la
proliferacion celular, la transduccion de sefiales, la desintoxicacién de iones de metales
pesados y el establecimiento de la asimetria de la bicapa lipidica. Una de sus funciones
principales es generar y mantener gradientes electroquimicos utilizados por las células
para energizar otros procesos. No obstante, sus sustratos no se limitan a iones de metales
alcalino/alcalinotérreos y pesados, e incluyen también protones y fosfolipidos (55). Los
miembros de la superfamilia se organizan en cinco clases que a su vez se dividen en varias

subclases, de acuerdo al sustrato que transportan y en una estrecha relacion filogenética;
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las ATPasas de una misma clase suelen ser mas similares entre miembros de la misma
clase, a pesar de que éstos provengan de organismos distantemente relacionados, que a
otras ATPasas en un mismo organismo (56). A pesar de la gran variedad de funciones que
pueden tener estas enzimas, cabe resaltar que toda la superfamilia comparte un

mecanismo, del cual recibe su nombre, y los rasgos generales de su estructura.

1.3.1 Dominios estructurales

Las ATPasas tipo P se componen de cuatro dominios estructurales (Figura 1-8), tres
distribuidos en la regién citoplasmaética de la proteina y el dominio restante embebido en
la bicapa lipidica. Los tres dominios citoplasmaticos se denominan dominio N o de unién a
nucledétido, dominio P o de fosforilacion y dominio A o actuador. EI dominio N reconoce el
grupo y-fosforilo del ATP, que sufre el ataque nucleofilico, mientras que un residuo
conservado de aspartato presente en el dominio P acepta el grupo fosforilo, dando lugar a
un intermediario aspartato-fosforilo de alta energia. Un residuo de glutamato del dominio
actuador posiciona una molécula de agua para su subsecuente hidroélisis, lo que resulta en
la liberacion del grupo fosfato. Estos dominios se encuentran unidos al dominio T o
transmembranal que esta conformado por entre 6 y 12 hélices (varian de acuerdo a la
subclase, siendo de 6 a 8 en P1, 10 en P2, P3y P4, y 12 en P5; ver seccion 1.3.3)
conservadas a nivel topoldgico y donde reside la especificidad por el soluto transportado,
ademas de motivos caracteristicos de subclase. Ciertos elementos estructurales pueden
estar presentes en forma de hélices adicionales (domino de soporte), dominios solubles o

proteinas que donan o aceptan al sustrato (57).

Mientras los dominios A y N no tienen una homologia estructural considerable con otras
proteinas, el dominio P es similar a las fosfatasas de la familia haloacido-deshalogenasa
(HAD) (58). El dominio A posee actividad fosfatasa, mientras que el dominio N actividad
guinasa. De los tres, el mas variable es el dominio N y el mas conservado el dominio P.
Los motivos caracteristicos de las ATPasas se presentan en el dominio A, como TGE, en
el dominio P, como DKTG que contienen al residuo de aspartato conservado y al TGDN y
GDGXND, involucrados en la coordinacién de Mg?* asociado con la unién del ATP en el
sitio de fosforilacion. El dominio T presenta una alta variabilidad entre las distintas ATPasas
salvo por la regién donde se encuentran los aminoacidos responsables de la coordinaciéon
del sustrato. Se encuentra unido directamente al nacleo del dominio P a través de las

hélices 4y 5, y es lo suficientemente flexible como para sufrir cambios en su conformacion
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durante el progreso del ciclo catalitico. Estos cambios conformacionales le permiten tomar,
ocluir y exponer al sustrato, con el resultado neto de su transporte a traves de la membrana
(59).

Figura 1-8. Dominios estructurales de las ATPasas tipo P (55).
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1.3.2 Ciclo catalitico

Para lograr el transporte activo de sustratos en contra de su gradiente electroquimico, el
transportador debe prevenir la formacion de un conducto abierto a través de toda la
membrana en tanto que esta situacion daria lugar a la disipacion del gradiente. En este
sentido, el ciclo catalitico de las ATPasas tipo P se basa en un mecanismo de acceso
alternante en el que los caminos de acceso a ambas caras de la membrana se encuentran
cerrados transitoriamente antes de abrirse hacia cualquier lado de forma alternante. La
traslocacion del ion se logra en dltimas a través de cambios conformacionales

significativos, energizados por medio de la hidrolisis del ATP (55).

Al inicio del ciclo (Figura 1-9), el ion a ser transportado establece una interaccién con el
sitio de unién de alta afinidad en el estado conformacional E1, a través de un canal de
acceso que se extiende desde la cara citoplasmatica y, en este proceso, desplaza un
contraion diferente al ion transportado, que presumiblemente abandona el sitio por el
mismo canal. La unién de ATP coordinado por un cation Mg?* al dominio N causa un

cambio conformacional en las hojas 8, que favorece el acercamiento al dominio P. Es la
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coordinacion del ATP la que permite que su y-fosfato, cargado negativamente, se acerque
al residuo de Asp que seguidamente es fosforilado durante la transicion hacia el estado
E1-P, superando la repulsion electrostatica. Este hecho es significativo teniendo en cuenta
que la interaccién del catién Mg?* con el dominio P sélo ocurre cuando los sitios de unién

transmembranales se encuentran ocupados con el ion a transportar (60).

La fosforilacién del dominio P causa el debilitamiento de la interaccion mediada por la
molécula de ATP con el dominio N, ocasionando su movimiento de tal manera que el
puente entre el segmento M3 y el domino A se estira. Esto crea tension en la estructura de
la bomba, considerada la fuerza motriz para la reaccion de desfosforilacion que marca la
transicion del estado E1-P al estado E2-P. El domino A rota en paralelo al plano de la
membrana, acercando al loop que contiene el motivo TGE al sitio de fosforilacién, lo que
da lugar a que las cadenas con grupos carbonilo e hidroxilo del motivo desplacen al Asp
fosforilado de la esfera de coordinacion del Mg?*. De manera concurrente, los sitios de alta
afinidad por el ion transportado se debilitan y se abre un canal de salida hacia la cara extra
citoplasmatica de la membrana; a través de este canal el contraion ingresa al interior del
dominio transmembranal e induce su cierre. La unién del contraiéon y su oclusién estan
ligadas al movimiento del loop y la reorganizacién de la esfera de coordinacién del Mg?*
cuya consecuencia final es favorecer el ataque nucleofilico de una molécula de agua sobre

el residuo Asp fosforilado. Esta transicion es el paso limitante del mecanismo (59).

En el estado defosforilado de la enzima, E2, el contraidn se encuentra en el centro del
dominio de transporte. Como consecuencia de la salida del grupo fosfato, el dominio A se
aleja del dominio P, lo que permite que la enzima regrese a su conformacion relajada en
el estado E1. Este movimiento ocasiona el cambio conformacional de las hélices en el
dominio T, lo que destruye el sitio de alta afinidad por el contraién y abre un canal hacia la
cara citoplasmatica de la membrana. Durante esta apertura, el ion a transportar puede

ingresar y el ciclo catalitico inicia nuevamente (60).

Figura 1-9. Esquema del ciclo catalitico de las ATPasas tipo P (60).
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1.3.3 Clasificacion de las ATPasas tipo P

A pesar de que comparten el ciclo catalitico, las ATPasas tipo P pueden subdividirse en
cinco clases (P1 a P5) cuyas caracteristicas difieren notablemente, en especial respecto
al sustrato que transportan. Esta clasificacion fue introducida por Axelsen y Palmgren en
1998 (61) y esta basada en el analisis filogenético de 159 miembros de la superfamilia

provenientes de diferentes especies.

La clase P1 esta conformada por las que se cree son las bombas mas antiguas de la
superfamilia y comprende dos subclases. La subclase P1A es representada por la bomba
KdpB de E. coli, la ATPasa mas pequefia conocida con una masa de apenas 72 kDa y sélo
6 hélices transmembranales. A pesar de poseer los dominios funcionales caracteristicos
de la superfamilia, la evidencia experimental sugiere que no transporta por si sola ningan
catién y que en su lugar hace parte de un complejo de varias subunidades, KdpFABC, en
el que la subunidad KdpA, que se asemeja al canal bacteriano KscA, es la encargada de
transportar iones K*, la subunidad KdpC quien media la actividad de hidrélisis de ATP de
la subunidad KdpB y el transporte en KdpA y finalmente la subunidad KdpF, encargada de

dar estabilidad al complejo (62). Por otra parte, las bombas que pertenecen a la subclase
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P1B estan involucradas en el transporte de iones de metales pesados como Cu*, Zn?,
Cd?*, Ag*, Pb?"y Co?* con el fin de llevar a cabo funciones de desintoxicaciéon o metalacion
de proteinas, esenciales para la viabilidad celular (57, 63-65). Se componen de 8
segmentos transmembranales de los cuales 2, ubicados en el extremo amino terminal,
corresponden a dominios MA y MB, que junto a un dominio de uniéon a metal HMBD,
presente en algunas enzimas, se asocian con la deteccion y transporte del ion (59).
Mutaciones en los genes que codifican estas proteinas estan relacionadas con patologias
en los seres humanos como la enfermedad de Menkes (66) y la enfermedad de Wilson
(67)

La clase P2 incluye a las ATPasas transportadoras de metales alcalino/alcalinotérreos y
se considera el grupo mas diverso. Se divide en 3 subclases: P2A, P2B y P2C. El
representante mas importante de la subclase P2A es la Ca?-ATPasa del reticulo
sarcoendoplasmaético de células musculares en animales, SERCA, que sera descrita con
mas detalle en la siguiente seccion. Otros miembros incluyen a las proteinas involucradas
en las rutas de secrecién, conocidas como SPCAs (secretory-pathway ATPases).
Especificamente, se encargan de favorecer la acumulacién de calcio en el aparato de
Golgi, donde ademas de servir como activador de diversos procesos citosoélicos, es
esencial para la traslocacion, plegamiento y procesamiento de proteinas; el Ca?* luminal
del aparato de Golgi es empleado para mediar el transporte en el interior del organelo, el
transporte hacia el reticulo endoplasmatico y la fusion de endosomas. Una caracteristica
importante de estas ATPasas es su capacidad de transportar iones Mn?*, la cual no es

compartida por otras Ca?*-ATPasas (68)

En la subclase P2B se encuentra clasificada la PMCA (Plasma membrane Ca?*-ATPase),
bomba encargada de reestablecer el gradiente de concentracion de iones Ca?" luego de
eventos de sefalizacién en que un aumento abrupto de la concentracion citosélica de este
ion es usado como mensaje (59). Este trabajo es llevado a cabo en conjunto con un
intercambiador de Na*/Ca?*, el que tiene una baja afinidad por el calcio, pero es capaz de
transportarlo rapidamente; en contraste, a pesar de que la bomba no transporta el ion a
una velocidad tan alta como la del intercambiador, tiene una alta afinidad por él (69). PMCA
presenta una topologia esencialmente igual a la de SERCA, aunque en comparacién con
ella sélo posee un sitio de unién a Ca?* y no dos. Adicionalmente, unas de sus
caracteristicas Unicas es que posee una regién auto inhibidora en el C-terminal (animales)

o el N-terminal (plantas) que previene la activacion de la enzima hasta cuando a ella se
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une la calmodulina, una proteina de unién a calcio involucrada en la sefializacibn mediada

por este ion (59).

La Na*/K*-ATPasa, la primera ATPasa en ser descrita (50), hace parte de la subclase P2C
y es responsable de establecer y mantener gradientes electroquimicos de los iones Na* y
K* a través de la membrana plasmética. Este gradiente electroquimico es usado por la
célula en distintas funciones como la formacion del potencial de membrana, energizar
procesos de transporte secundario, la sefializacion y la regulacién del volumen celular. La
bomba exporta al exterior de la célula 3 iones Na* e importa 2 iones K*, generando asi una
carga neta negativa en la cara citoplasmatica (70). Otro miembro importante de esta
subclase es la H*/K*-ATPasa, encargada de la secrecién de 4cido gastrico. Esta enzima,
caracterizada por ser a, B-heterodimérica, acidifica el estbmago por medio de un
intercambio electroneutro de iones H* por iones K*, a expensas de la energia almacenada
en el ATP. La subunidad catalitica a, que posee la actividad ATPasa y de transporte, se
compone de diez dominios transmembranales de los cuales cuatro, TM4, TM5, TM6 y TM8
poseen los residuos que constituyen el sitio de unién al ion, conformado principalmente por
un cluster de aminoacidos carboxilicos. La subunidad 3 posee sitios de N-glicosilacion y

estd involucrada en el ensamblaje, maduracién y localizacién del complejo (71).

Mientras que en las células animales el gradiente electroquimico que es utilizado para
llevar a cabo procesos de transporte energéticamente desfavorables es generado por la
Na‘/K*-ATPasa, en hongos, plantas y bacterias esta enzima esta ausente y el rol de
generar una separacion de carga a través de la membrana plasmatica es asumido por las
bombas H*-ATPasas, miembros de la clase P3, subclase P3A. Esta enzima lleva a cabo
un transporte electrogénico de un ion H* por cada ATP hidrolizado y posee una region
extendida en su extremo C-terminal que funciona como un dominio de regulacién auto
inhibitorio. Su estructura es similar a la de las Na*/K*- y Ca?*-ATPasas, lo que sugiere un
mecanismo de transporte comun, aunque el sitio de uniéon al catién esta basado en
residuos de arginina e histidina ampliamente conservados entre miembros pertenecientes
a distintos organismos (72). Por otra parte, la clase P3 también se subdivide en una
pequefia subclase denominada P3B donde se agrupan a Mg?-ATPasas de bacterias (60).
Recientemente, se ha reportado que un miembro de esta subclase participa en la
formacion de complejos multiméricos de ATPasas cuyo fin es hiperacidificar el interior de

vacuolas en células eucariotas (73).
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La clase P4 es conocida por agrupar ATPasas que transportan fosfolipidos en lugar de
iones, usualmente denominadas flipasas. Dos funciones principales se asignan a este tipo
de enzimas: la formacion y mantenimiento de la asimetria de la bicapa lipidica y su
participacion en la formacién de vesiculas transporte para las rutas de secrecion y
endocitosis (59). Algunos de sus sustratos pueden ser fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina
y fosfatidilcolina, los que se transportan desde el exterior hacia el interior de la membrana
plasmética. Los fosfolipidos transportados activan la desfosforilacion de la enzima en el
estado E2-P de manera analoga a como lo hace el ion K* durante el ciclo catalitico de la
Na'/K*-ATPasa. La mayoria de las P4-ATPasas forman un complejo con proteinas de la
familia CDC50, que al igual que las subunidades 3 de otras clases es importante para la
funcién y maduracién de la enzima. Esta subunidad posee un segmento transmembranal
y un ectodominio N-glicosilado que se cree funciona como chaperona asistiendo a la
subunidad a durante su salida del reticulo endoplasmatico, pero también tiene un efecto

sobre las propiedades cataliticas del complejo (74).

Finalmente, la clase P5 corresponde a un grupo mono filogenético de ATPasas presentes
en todos los genomas eucariotas estudiados hasta el momento de las que se desconoce
su especificidad o sustrato transportado. No han sido encontradas en genomas
procariotas, lo que indica que podrian llevar a cabo una funcién adquirida de manera
exclusiva por las células eucariotas durante su evolucion. Se subdividen en la clase P5A,
caracterizada por tener un motivo cargado negativamente en los sitios de union putativos
del segmento transmembranal M4 (PP(D/E)LPXE) y dos segmentos transmembranales
adicionales en el extremo N-terminal, y la subclase P5B, la que no conserva residuos
cargados en M4 (PP(A/V)LPAX) y posee un Unico segmento transmembranal adicional en
el extremo N-terminal (75). A pesar de no conocer su funcién exacta, se ha encontrado
evidencia experimental de que las P5A-ATPasas estan involucradas en la regulacién de la
homeostasis en el reticulo endoplasmatico (59) y que mutaciones de genes que codifican

P5B-ATPasas causan algunos desordenes neuroldgicos en seres humanos (76, 77).

1.3.4 SERCA Ca?**-ATPasa

La SERCA-ATPasa es la representante mejor caracterizada de las ATPasas tipo P2A, en
cuanto se ha resuelto su estructura cristalina en multiples conformaciones. Su secuencia
se encuentra altamente conservada en eucariotas superiores y también han sido halladas

secuencias que comparten un alto grado de homologia con ella en ciertos organismos
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procariotas (78, 79). SERCA es responsable de mantener el gradiente de concentracion
de Ca?" que existe a lo largo de la membrana plasmatica de ciertos organelos y de las

células.

Durante cada ciclo funcional de SERCA, una molécula de ATP se hidroliza por cada dos
iones de Ca?" transportados. Dependiendo del pH, dos o tres protones son cotransportados
desde el lumen del reticulo hacia el citoplasma. La conformacion global de la enzima puede
ser descrita por un estado E1 (forma unida a Ca?*) o por un estado E2 (forma libre de Ca?*,
protonada). En el estado E1, los sitios de union al catidon estan expuestos hacia la cara
citoplasmatica, la afinidad por el Ca?* es alta y la proteina posee una actividad de tipo
guinasa, actuando sobre si misma en el residuo Asp351. En el estado E2, los sitios de
unién estan expuestos hacia el lumen del reticulo, la afinidad por Ca?* es baja y la proteina
funciona como una fosfatasa (80). En cuanto a su estructura (Figura 1-10), SERCA posee
diez hélices transmembranales, TM1 a TM10; asimismo posee dos sitios de unién a Ca?*,
ricos en atomos de oxigeno y con una densidad de carga predominantemente negativa,
denominados Ca-l y Ca-Il. El sitio Ca-l esta formado a partir de residuos presentes en TM5
(Asn-768 y Glu-771), TM6 (Thr-799 y Asp-800) y TM8 (Glu-908), mientras que el sitio Ca-
Il se compone de residuos en TM4 (Val-304, Ala-305, lle-307 y Glu-309) y TM6 (Asn-796
y Asp-800) (80).

En mamiferos, existen tres tipos distintos de SERCA (1-3) los cuales pueden presentarse
como varias isoformas generadas a partir de splicing alternativo: tres de SERCA1 (a-c),
tres de SERCA2 (a-c) y seis de SERCA3 (a-f). Este splicing da lugar a diferencias en la
longitud del extremo C-terminal (Figura 1-11) siendo SERCAla la ATPasa mas corta, con
994 aminoacidos y SERCA3a la mas larga, con 1052. A pesar de que sus diferencias a
nivel funcional no estan completamente establecidas, su predominancia en varios tipos de
tejido sugiere que ciertos ajustes finos en su estructura les permiten llevar a cabo distintas
funciones. Por ejemplo, SERCAla predomina en el musculo esquelético mientras que las
isoformas 2a y 2b predominan en el musculo cardiaco y las isoformas de SERCA3 en

células no musculares, especialmente células hematopoyéticas (79).

Figura 1-10. Estructura de la SERCA-ATPasa y sitios de unién a Ca?* (80).
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Las isoformas de SERCAL son responsables por el reaprovisionamiento con calcio del
reticulo sarcoendoplasmatico luego de un estimulo de contraccion del misculo. De manera
interesante, el musculo esquelético de los recién nacidos expresa las dos isoformas,
SERCAla y 1b, pero durante su desarrollo la Ultima es completamente reemplazada por
la isoforma 1a en el tejido. Una mutacion en la isoforma 1a puede dar lugar a la patologia
muscular conocida como miopatia de Brody (81). Las isoformas de SERCA2, por su parte,
son mas ubicuas y estan encargadas de mantener el calcio almacenado en organelos al
interior de la célula. SERCA2a controla la cantidad de Ca?* almacenada en el reticulo
sarcoendoplasmaético de las células cardiacas, regulando asi tanto su contraccién como su
relajacion. SERCA2b se diferencia de la 2a por poseer una extension en su extremo C-
terminal de 49 aminoacidos, que le otorgan un segmento transmembranal adicional
(Figura 1-11) y mayor afinidad por Ca?*, pero con una tasa de transporte menor (82). La
SERCA2 esta asociada con algunas patologias en seres humanos. Una expresion
reducida de SERCA2a en el musculo cardiaco esta asociada con la condicion de falla
cardiaca (83), mientras que una expresion exacerbada de SERCA2b en el tejido cerebral
se ha conectado al hallazgo de altos niveles de B-amiloide, un marcador reconocido de la

enfermedad de Alzheimer (84). Finalmente, SERCA3 y sus isoformas poseen una afinidad
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mucho menor por calcio que las anteriores y se encuentra principalmente en el intestino y
el tejido linfatico, aunque también en células sanguineas. A diferencia de las otras, su pH
Optimo se encuentra en el rango 7,2 a 7,4y no 6,8 a 7,0 y no es inhibida por fosfolambano.
A pesar de que todas las isoformas comparten un alto grado de similitud, las diferencias
tanto como de tejido en que predominan como el estado de desarrollo en que se expresan,

sugieren que satisfacen diferentes requerimientos homeostaticos en distintas células (85).

La actividad de SERCA puede ser regulada por las proteinas fosfolambano y sarcolipina.
El fosfolambano (PLB) es un mediador de la respuesta B-adrenérgica, constituido por 52
aminoacidos orientados espacialmente en forma de una larga hélice hidrofébica, embebida
en la membrana plasmatica, y un pequefio dominio citoplasmatico. Su contraparte en el
musculo esquelético es la sarcolipina, una proteina de membrana de 31 aminoéacidos que
comparte con él, ademas de un 50% de identidad en la regién de la hélice transmembranal,
su efecto represor sobre la actividad de transporte de Ca?'. La fosforilacién del
fosfolambano en los residuos Serl3y Thrl7, o de la sarcolipina en el residuo Thr5 inducen
su disociacion de la bomba y bloquean su efecto represor. No obstante, se considera que
el mecanismo de regulacion debe ser distinto debido al dominio luminal que presenta la
sarcolipina (Figura 1-12), ademas de otras observaciones, como el hecho de que mientras
una alta concentracién de calcio citosélico puede remover la restriccion del fosfolambano,
no tiene efecto alguno sobre la sarcolipina. Esto puede deberse a la diferencia en la
manera en que interactian ambas proteinas con SERCA. La sarcolipina retiene a SERCA
en un estado conformacional E1, previniendo su transicién hacia E2, entre las hélices M2,
M6 y M9, mientras que el fosfolambano la bloquea en el estado E2, entre las hélices M4,
M5, M6 y M8, disrumpiendo los dos sitios de unién a Ca?* y evitando su transicién hacia
E1 (79, 86).

Figura 1-11. Comparacion de las isoformas de SERCA2, lay 1b (87).
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Ademés de los reguladores ya descritos, la actividad de SERCA puede ser inhibida por
moléculas que poseen diversas estructuras que sélo comparten en muchos casos su
habilidad para inhibir el transporte de Ca?* en el rango de concentraciones de nano a
micromolar. Dentro de los inhibidores mas comunes se encuentran a la tapsigargina (TG),
el &cido ciclopiazoénico (CPA) y la 2,5-di(t-butil) hidroquinona (BHQ), ademas del vanadato,
inhibidor comun a todas las ATPasas tipo P. Los tres primeros bloquean a SERCA en el
estado conformacional E2 y de ellos, TG ha sido el mas utilizado no sélo para evaluar la
actividad in vitro de diversas enzimas tipo SERCA sino también para obtener cristales de
estas en dicho estado conformacional. TG es SERCA-especifico y no tiene un efecto
inhibitorio apreciable sobre la Na*/K+-ATPasa, las PMCA o las SPCA. Asimismo, tiene un
poder inhibitorio diferencial entre las distintas isoformas de SERCA, siendo alrededor de
60 veces mas potente en SERCA1 que en SERCA3.
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Figura 1-12. Comparacion de estructuras de la sarcolipina y el fosfolambano (86).
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En el estado conformacional E2 se crea un surco hidrofébico entre las hélices M1, M2, M3
y M4 al cual pueden acceder los inhibidores BHQ y CPA. Los aminoacidos importantes en
este sitio de inhibicién son el GIn56, Asp59 y Asnl101, que interactian con los grupos
hidroxilos presentes en las moléculas de los inhibidores. La importancia de entender el
modo en que estos inhibidores interactian con la estructura terciaria de SERCA radica en
gue esta informacion puede usarse para el disefio racional de farmacos dirigidos contra
ATPasas tipo SERCA de patdgenos o incluso de las SERCA presentes en las células
humanas (79, 88).

1.4 Transporte de calcio en bacterias

A pesar de que las células bacterianas no necesitan ejecutar una cantidad de procesos
celulares tan variada como la de las células eucariotas, existe evidencia experimental de
gue un buen nimero de estos eventos es regulado por cambios en la concentracién
citosélica de Ca?* libre (89), como el crecimiento (90), la motilidad (91), el quérum sensing
(92), la esporulacion (93) y el desarrollo de diferentes estructuras bacterianas (94), entre

otros.
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Medidas realizadas a través del uso de indicadores fluorescentes (95) o de foto-proteinas
(96) han permitido establecer que la concentracion intracelular de calcio es regulada de
manera estricta y mantenida en niveles muy bajos, comparados con las concentraciones
usuales en distintos ambientes extracelulares. Esto indica que las bacterias invierten
energia en mantener un gradiente de concentracién de Ca*" a través de su membrana
celular y que por ende deben poseer mecanismos especializados para regular su influjo y
eflujo. No obstante, el propésito por el que las bacterias mantienen este gradiente no es

aun del todo claro (97).

La regulacién de la concentracion intracelular de calcio parece ser una caracteristica
adquirida por todas las formas de vida de manera temprana en la evolucion, luego de que
la composicién de los océanos aumentara progresivamente en su contenido de calcio (98).
Se cree estos cambios ambientales dieron origen a la maquinaria homeostatica de este
ion, que comprende transportadores activos y pasivos, asi como otros no proteinicos.
Ademas de estos sistemas, las bacterias deben poseer proteinas objetivo sobre las que
los cambios en la concentracién citosélica de Ca?" libre tienen algin efecto. Una
caracteristica comun a este tipo de proteinas es la presencia de motivos de union a calcio
del tipo EF-hand o Greek-key, hecho que se utiliza para realizar busquedas genémicas e
identificar asi varios candidatos en diferentes bacterias (99). Es probable que estos
sistemas actien en conjunto para posibilitar aguellas funciones celulares que requieran del
Ca?": desde el mecanismo de influjo que tras ser activado por un estimulo da lugar a un
aumento en la concentracion intracelular de calcio, seguido por la unién del ion a las
proteinas objetivo y la unién a su vez de éstas a proteinas que median el evento especifico,
hasta la restauracion de la concentracién de Ca?* realizada por el mecanismo de eflujo
(89).

1.4.1 Transporte pasivo

El analisis de distintas secuencias codificadas en genomas bacterianos ha permitido
sugerir que las bacterias poseen canales de calcio, en algunos casos susceptibles a los
inhibidores de aquellos presentes en la membrana plasmatica de las células eucariotas
(99). Los canales de calcio pueden ser clasificados ampliamente, segun el mecanismo que
media su activacion, como voltaje-dependientes, mecano-dependientes o ligando-

dependientes (100). En bacterias, se ha reportado la existencia de un canal mecano-
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dependiente (101) y de un canal voltaje-dependiente (102); adicionalmente, se ha
reportado la existencia de un canal no proteinico (103).

La proteina MscL de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803 funciona como un canal
mecano-dependiente que responde a la despolarizacion de la membrana plasmética
dando lugar a una liberacién de Ca?* desde el interior celular. Adicionalmente, esta
respuesta se ve inhibida de manera significativa por compuestos que bloquean la actividad
de canales de calcio eucariotas, como el verapamilo y la amilorida, y células mutantes
defectivas en el gen mscL, muestran una deficiencia en la liberacion de calcio en
comparacion con la cepa silvestre (101). Otro ejemplo de canal de calcio bacteriano es la
proteina BsYetJ de Bacillus subtilis, un homoélogo de la proteina hBI-1 (Human Bax
Inhibitor-1) y por ende miembro de la familia de proteinas TMBIM, involucradas en el eflujo
de calcio y otros roles relacionados con la apoptosis. En contraste con su funcién en
eucariotas, en B. subtilis el canal causa un influjo de calcio hacia el interior celular cuando
es sobre expresado o reconstituido en proteoliposomas, de una manera pH-dependiente.
La estructura no exhibe sitios especificos de unién al ion Ca?* por lo que se concluye que
el paso es permitido a través de interacciones transitorias con las cadenas laterales de los
aminoacidos que recubren el poro del canal (102). Finalmente, el polimero lipidico poli-3-
hidroxibutirato (PHB) ha sido reportado como un complejo presente en la membrana
plasmatica de E. coli que es capaz de funcionar como un canal de calcio (Figura 1-13). A
través de estudios de electrofisiologia se ha podido demostrar que posee varias de las
caracteristicas de los canales proteinicos: voltaje-dependencia, selectividad hacia cationes
divalentes sobre cationes monovalentes, permeabilidad al Ca?, Sr** y Ba?, vy

susceptibilidad proporcional a la concentracion de La®", Co?*, Cd?* y Mg?* (103).
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Figura 1-13. Canal PHB (89).
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1.4.2 Transportadores activos

Los transportadores activos de calcio en procariotas comprenden ATPasas tipo P vy
transportadores activos de tipo secundario o energizados por un gradiente electroquimico
(99). A pesar de que la mayoria de las ATPasas identificadas en bacterias son putativas y
sus funciones no estan del todo bien caracterizadas en modelos in vivo, algunos reportes
presentan evidencia experimental de proteinas purificadas que exhiben actividad de
transporte de Ca®" o llevan a cabo una fosforilacion dependiente de Ca?*. Un primer
ejemplo es PMAL1 de Synechocystis sp. PCC 6803, una proteina homologa a SERCA, que
comparte con ella su sensibilidad al vanadato y a varios inhibidores especificos de las Ca?*-
ATPasas, ademas de formar un intermediario fosforilado s6lo en presencia del cation (104).
La proteina Cda de Flavobacterium odoratum (105) es el segundo ejemplo, caracterizada
por comportarse como una subunidad de un complejo oligomérico, similar a las Na*/K*- y

H*/K*- ATPasas que requieren de una subunidad B para su correcto ensamblaje y
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actividad. De manera mas reciente, la Ca?*-ATPasa LMCAL1 de Listeria monocytogenes ha
sido purificada y reconstituida en liposomas, pudiéndose estudiar algunas de sus
caracteristicas funcionales. Entre ellas resalta su baja afinidad por Ca?*, un pH 6ptimo
alcalino, atribuido a una sustitucion de uno de los aminoacidos cargados negativamente
en el sitio de unién por una arginina, y una estequiometria de 1 H* cotransportado por cada

ion Ca?*, dando lugar asi a un transporte electrogénico (106).

Estudios bioinforméaticos han permitido identificar a otras Ca?*-ATPasas tipo P como CaxP
de Streptococcus pneumoniae, YloB de B. subtilus, PacL de Synechococcus sp. y PA2435
y PA3920 de P. aeruginosa. Estos hallazgos han sido corroborados en el caso de los genes
caxP, PA2435 y PA3920 a través de su mutacion y posterior evaluacién del fenotipo
mutante frente a la acumulacion de calcio; en los tres casos se observa que las células
mutantes acumulan mas calcio que las células de cepas silvestres. Un rasgo comdn a
buena parte de las Ca?*-ATPasas identificadas en procariotas es que son mas similares a
SERCA que a PMCA (ATPasa tipo P2B) (99).

Los sistemas de transporte activo secundario de los procariotas se caracterizan por tener
una baja afinidad por calcio. Dependiendo del gradiente electroquimico utilizado para
transportar Ca?*, se han descrito transportadores tanto para su influjo como para su eflujo.
A partir de andlisis filogenéticos de las secuencias de estas proteinas se han logrado
agrupar de acuerdo con el ion utilizado para transportar Ca?*, siendo H*, Na* y PO,*, o
como miembros de la superfamilia de facilitadores de la difusién (MFs, major facilitator
superfamily). Dentro del grupo de los intercambiadores Ca?'/H* se encuentra YfkE de B.
subtilus, a SynCAX de Synechocystis sp. y a ApCAX de A. halophytica; en el grupo
Ca?'/Na* se agrupa a ChaA, de E. coli; en el grupo Ca?/ PO,*, se agrupa a Pit de B.
subtilus y a PitB de E. coli y finalmente en el grupo MFS se encuentran los transportadores
LmrP de L. lactis y PA2092 de P. aeruginosa (99). Estos ocho transportadores tienen en
comun que el transporte de Ca?* se lleva a cabo de manera electrogénica, pero difieren en
otros aspectos claves como su especificidad, y su pH 6ptimo. Por ejemplo, YfkE, SynCAX
y ApCAX son Ca?*-especificos mientras que ChaA exhibe actividad antiporte tipo Na*/H*y
K*/H*; asimismo, mientras ChaA, SynCAX y ApCAX son capaces de transportar calcio en
un pH alcalino, YfkE es activo a pH 7,5 (107, 108).

En términos generales, a pesar de que tanto los sistemas de transporte activo primario

como secundario han mostrado ser capaces de transportar Ca?* en estudios in vitro, la
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delecién de sus genes no ha tenido un efecto marcado sobre la homeostasis de calcio in
vivo. Esto permite sugerir que existe una redundancia funcional de los transportadores de
calcio en los genomas procariotas, hipétesis para la cual existe evidencia experimental
basada en el modelo P. aeruginosa, cuyo genoma codifica al menos 13 transportadores
de distintos tipos involucrados en la homeostasis de calcio intracelular, incluyendo dos

ATPasas tipo P putativas, un canal mecano-sensitivo y un transportador de tipo MFS (109).

1.4.3 Proteinas de unién a calcio

Un aspecto complementario del estudio de la homeostasis del calcio en procariotas es la
identificacion y caracterizacion de proteinas que poseen motivos de unién a Ca?* o CaBPs.
Los procesos regulados a través de sefiales que involucran a este ion como mensajero no
s6lo dependen del cambio transitorio de su concentracién intracelular sino también de la
duracién, frecuencia e intensidad de esta. Las proteinas de unién a calcio son las
encargadas de reconocer y decodificar estas sefiales y transmitirlas por medio de eventos

de fosforilacién, interacciones proteina-proteina, o expresion génica.

Varios de los motivos caracteristicos de las proteinas de unién a calcio de eucariotas,
donde han sido estudiadas de manera mas amplia, han sido identificados en los genomas
procariotas a través de analisis de secuencia (99, 110). Uno de ellos es el motivo EFH (EF-
Hand), que constituye la superfamilia mas grande de proteinas de unién a calcio, y esta
conformado por un loop de unién a Ca?* flanqueado por dos hélices alfa, siendo varios
residuos de acido aspartico, presente en un patron DxDxDG, responsables por la
coordinacion del ion en el loop. Uno de los ejemplos mas notables de proteinas que poseen
un motivo de este tipo es la calmodulina, cuya actividad es importante en la regulacién de
varias enzimas vitales como quinasas, fosfatasas, sintetasas de NO y canales i6nicos
(111). En bacterias, sobresalen la caletrina de Saccharopolyspora erythraea (112), cuya
funcién esta relacionada con la regulacién de calcio libre en el medio citosdlico, y la
calsimina de Rhizobium etli (113), que se expresa de manera exclusiva durante la invasiéon
del hospedero. Ambas comparten una considerable similitud con la calmodulina y su

actividad de union a Ca?* ha sido demostrada in vitro.

Otro motivo notable es el B-roll, presente en proteinas que no comparten una funcién
especifica. Estas proteinas poseen en su extremo C-terminal una region denominada RTX

(repeats-in-toxin), caracteristica que permite agruparlas en una familia de mas de 1000
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miembros. El dominio RTX estad conformado por nonameros de la secuencia
GGXGXDXUX, donde U representa un aminodcido alifatico y X cualquier aminoacido. Los
primeros seis aminoacidos son responsables por la unién a Ca?* mientras que los Ultimos
tres forman una hoja B. Al igual que en el motivo EFH, el residuo de Asp, que se encuentra
altamente conservado, es el responsable de la coordinacion del metal y en su ausencia la
estructura B-roll no puede formarse; asimismo, el cation es esencial para su plegamiento
(99). Las proteinas de este tipo son secretadas por bacterias Gram negativas a la region
extracelular y a pesar de que histéricamente fueron identificadas como toxinas hemoliticas,

la familia RTX también comprende varias proteasas y lipasas (114).

De manera interesante, una familia de proteinas relacionada con RTX comprende cerca
de 100 genes encontrados de manera exclusiva en el genoma de M. tuberculosis y otras
micobacterias (115). Estos genes, que representan entre un 4% y un 5% del total del
genoma en micobacterias patogénicas, comparten una secuencia altamente homologa
caracterizada por poseer una firma PE (Pro-Glu) en su extremo N-terminal, conectada con
un dominio denominado PGRS (polymorphic GC-rich repetitive sequence) que al igual que
los miembros de RTX presenta varios motivos de uniéon a Ca?* del tipo GGXGXD/NXUX;
estas secuencias dan a las proteinas una estructura de B-roll paralelo u hoja B paralela,
caracteristica de ciertas CaBPs. Varias de estas PG_PGRS han demostrado estar
asociadas a la supervivencia del bacilo en el interior del macréfago y son importantes para
sSu patogénesis. Se sugiere que una de sus funciones es ser una fuente de variabilidad
antigénica, lo que confiere a Mtb la capacidad de evadir la respuesta inmune (116). La
localizacion extracelular de estas proteinas y su actividad putativa de unién a Ca?* han
permitido sugerir también que poseen un rol en la interaccion hospedero-patégeno
mediada por calcio, al ocasionar una disminucién de la concentracién de Ca?* citosélico,
gue es utilizado en el macréfago como mensajero para promover la fusion del fagosoma y

el lisosoma (117).

Finalmente, otros de los motivos comunes en CaBPs, representados en procariotas, son
el GK (greek key binding domain) y el dominio Blg (immunoglobulin-like binding domain).
GK esta presente en la familia de proteinas By-cristalinas y su caracteristica principal es
un motivo de llave griega doble, constituido por cuatro hojas B antiparalelas adyacentes.
La coordinacion de Ca?* es realizada por una secuencia conservada de la forma N/D-N/D-
#-1-S/T-S, en la que el residuo de la posicién # provee un carbonilo que coordina

directamente al ion, y el residuo apolar | contribuye al nicleo hidrofébico del dominio (118).
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Proteinas con este motivo se han reportado en Myxoccoccus xanthus, Clostridyum
beijerinckii, Flavobacterium johnsoniae y Methanosarcina acetivornas, todas compartiendo
una version bacteriana de la secuencia caracteristica dada por N/DN/DXXT/SS, que
comprende dos loops cada uno con un sitio de unién a calcio. El motivo Blg posee cierta
similitud estructural con GK y esta presente en una gran variedad de proteinas como
enzimas, chaperonas, transportadores de moléculas y proteinas de superficie. En
procariotas se ha reportado en E. coli y B. circulans. A pesar de que un rol predominante
para este motivo no ha sido establecido, y que sus patrones de coordinacién con Ca?" no
han sido determinados, se ha sugerido su participacion en eventos de interaccion

hospedero-patégeno como la adhesion celular y la invasion (99).

1.5 CtpF es una Ca?*-ATPasa de M. tuberculosis

Dentro del estudio de los diversos sistemas de transporte a través de la membrana y
envoltura celular de Mtb, sobresale el hallazgo de 12 ORFs que codifican para ATPasas
tipo P putativas agrupadas como transportadores de metales pesados, o0 miembros de la
subclase P1B (CtpA, CtpB, CtpC, CtpD, CtpG, CtpJ, CtpV), transportadores de metales
alcalinotérreos de la clase P2 (CtpE, CtpF, CtpH, Ctpl) y un grupo conformado por un
homoélogo de la subunidad B del transportador de K+ procariota, KdpB, de la subclase P1A
(Figura 1-14) (119).

Varios estudios a nivel tanto gendmico como de proteina han logrado establecer que estas
ATPasas comparten un rol predominante en la homeostasis de estos elementos y, en
algunos casos, su delecion tiene influencia sobre cémo responde el bacilo a las
condiciones del interior del macro6fago, durante el proceso de infecciéon (34, 64, 65, 120—
123). De manera interesante, un metaanalisis llevado a cabo por nuestro grupo de
investigacion con resultados obtenidos a través de microarreglos, donde se evalué la
respuesta transcripcional de los genes de Mtb a varias condiciones de estrés, toxicidad y
a su presencia en el interior de macr6fagos humanos y murinos, permitié evidenciar que
estas ATPasas se expresan en diferentes niveles frente a dichas condiciones (Figura 1-15)
(4). Esto permite sugerir que a pesar de que en algunos casos estas bombas pueden
compartir su afinidad por un ion transportado, su funcién no seria redundante y que incluso

se expresarian de manera diferencial durante la infeccion.
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Figura 1-14. Clasificacion de las ATPasas tipo P de Mtb (119).
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De todas las ATPasas, CtpF, el transportador activo micobacteriano mas cercano a las
ATPasas arquetipicas, especificamente a la SERCA-ATPasa, exhibe un comportamiento
transcripcional positivo en la mayoria de condiciones consideradas en los microarreglos
como la hipoxia, el estrés oxidativo y la infeccion de macrofagos, lo cual sugiere que la
expresion de la proteina podria hacer parte de las estrategias que el bacilo utiliza durante
la colonizacion y la alteracion de las funciones de la célula hospedera. En este sentido, es
importante el hecho de que el gen ctpF es uno de los cerca de 50 genes incluidos en el
regulon DosR, relevante para la adaptacién del bacilo a las condiciones de baja tension de
oxigeno y la entrada en el estado de latencia, lo que permite sugerir que al igual que en el
caso de algunas ATPasas de metales pesados, aun cuando existen otras ATPasas
putativas asociadas con el transporte de calcio como CtpH y Ctpl, su funcién
transportadora no seria redundante y estaria reservada casi exclusivamente para la

homedstasis durante la infeccion del macréfago.

A través de estudios in silico, como la obtencién de perfiles de hidrofobicidad y la
identificacion de motivos conservados presentes en la estructura primaria y secundaria de
CtpF, se ha logrado establecer que podria ser una Ca?*-ATPasa tipo P2A Yy, por tanto, estar
involucrada en el transporte de Ca?*. CtpF comparte un 38% de identidad con la SERCA-
ATPasa humana (P98194) y un 34% de identidad con la SERCA-ATPasa de conejo
(P0O4191) y dos de sus caracteristicas mas notables son que posee todos los motivos
tipicos de las ATPasas tipo P y que conserva 10 de los 11 amino&cidos que constituyen
los sitios de unién a Ca?* en SERCA, presentando sélo una sustitucién del residuo Asp-
800 por un residuo de Ala (Figura 1-16) (124).
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Las caracteristicas funcionales de CtpF han sido evaluadas a través de distintas
aproximaciones: ensayos de tolerancia, ensayos de actividad ATPasa, ensayos de
inhibicion, evaluacion del fenotipo mutante (delecion de CtpF) y modelamiento molecular.
Se ha encontrado que la expresion de CtpF desde el vector pMV261 confiere tolerancia a
las micobacterias frente a concentraciones toxicas de Ca?" y Na* (124). Asimismo, se ha
observado que su actividad ATPasa es estimulada por iones de metales
alcalinos/alcalinotérreos y es inhibida por vanadato, el inhibidor comin a todas las
ATPasas tipo P. En cuanto a la evaluacion del fenotipo mutante, a pesar de que no se
observan diferencias en cuanto a la morfologia o la velocidad de crecimiento, respecto a
la cepa silvestre, se observa una mayor susceptibilidad a condiciones de estrés nitrosativo
como las ocasionadas por la presencia de cianuro de potasio, KCN, y nitroprusiato de
sodio. Finalmente, el uso de herramientas computacionales ha permitido construir un
modelo de estructura terciaria y una simulacion de la dinamica molecular de la enzima en
donde ha sido posible identificar las zonas atractoras de cationes, los residuos
involucrados en la coordinacion de Ca?* y los dominios caracteristicos de la sUper-familia
de las ATPasas tipo P en CtpF (124).

Figura 1-15. Esquema del comportamiento transcripcional del gen ctpF de Mtb en
respuesta a condiciones de estrés (4).
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Figura 1-16. Superposicién de los residuos que constituyen los sitios de unién a Ca*en

SERCA y CtpF (124).
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2.Hipo6tesis Experimental

La resistencia de Mtb a las condiciones adversas del ambiente intrafagosomal sugiere que
la micobacteria ha desarrollado estrategias que le permiten contrarrestar o eludir la
respuesta de las células inmunitarias. CtpF podria estar involucrada en tal mecanismo de
defensa pues se ha observado su sobreexpresion bajo distintas condiciones de estrés que
simulan el ambiente al interior del fagosoma. De manera notable, CtpF ha demostrado
conferir resistencia a concentraciones toxicas de Na*, K* y Ca?* ademas de poseer una
actividad ATPasa vanadato-sensible y Ca?*-dependiente, lo que coincide con los estudios

in silico que sugieren su relacién con el transporte activo de Ca?*.

En este sentido, CtpF es una posible transportadora de Ca?* a través de la membrana
plasméatica y su sobreexpresion en la membrana de M. smegmatis permitiria el eflujo de
Ca?" y menor acumulacién de este metal en el interior celular con una cepa silvestre. El
fendmeno contrario sucederia en vesiculas de membrana preparadas a partir de la cepa
recombinante, las que acumularian Ca?* en su interior. Esto concuerda con el hecho de
gue la proteina confiere resistencia a concentraciones téxicas de Ca?*y que su actividad

es dependiente de ATP, estimulada por el cation e inhibida por vanadato de sodio.

Por tanto, la pregunta de investigacion a resolver en este trabajo fue ¢Esta CtpF
involucrada en el eflujo de calcio en Mtb, como respuesta a un gradiente de concentraciéon
de Ca?*?






3.0bjetivos

3.1 Objetivo General

Confirmar el papel de la ATPasa tipo Pya CtpF de Mycobacterium tuberculosis, en el eflujo
de iones Ca?*, desde el interior de las células de micobacterias.

3.2 Objetivos especificos

1. Sobreexpresar la proteina CtpF de Mycobacterium tuberculosis de forma
heteréloga en la membrana plasméatica de Mycobacterium smegmatis.

2. Evaluar el efecto de la sobreexpresion de CtpF en la membrana plasmatica de
Mycobacterium smegmatis sobre la acumulaciéon de Ca?* en vesiculas de
membrana.

3. Evaluar el efecto de la sobreexpresion de CtpF en la membrana plasmatica de
Mycobacterium smegmatis sobre la acumulaciéon de Ca?* en las células bacterianas

completas.






4.Materiales y métodos

4.1 Comparacion in silico de CtpF y Pmal

Con el fin de encontrar similitudes en las secuencias de CtpF y Pmal respecto a otras
Ca?*-ATPasas de micobacterias y organismos eucariotas, que permitieran inferir que su
funcion es similar y que se comportarian aproximadamente de la misma manera en los
ensayos de acumulacién, se decidié realizar un alineamiento multiple de 12 ATPasas
pertenecientes al grupo P2. Las secuencias fueron obtenidas de la base de datos UniProt
(125) y todas corresponden a la clasificacion “revisada”, lo que garantiza la fidelidad de la
informacion. El software Jalview 2.10.5 (126) fue utilizado para organizar las secuencias y
rotularlas y el archivo sirvi6 como entrada para el programa MEGA 10 (127). En él se llevo
a cabo el alineamiento multiple utilizando la herramienta MUSCLE (128) y posteriormente
fue visualizado en Jalview. MEGA 10 fue utilizado posteriormente para con base en el
alineamiento obtenido construir un arbol filogenético que permitiera analizar la relacion
evolutiva entre las ATPasas seleccionadas. El mejor modelo fue seleccionado con base en
el criterio de informacién Bayesiano (BIC), siendo un modelo tipo Whelan y Goldman
(WAG) con una funcién de distribucion Gamma discreta (+G) y la suposicién de que una
fraccion de los sitios es evolutivamente invariable (+1, 2,53% de los residuos). Finalmente,
se obtuvo el alineamiento utilizando la estimacion de maxima verosimilitud con base en el
alineamiento preparado con MUSCLE vy utilizando 100 réplicas Bootstrap para evaluar el

peso de cada rama (129, 130).

4.2 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las cepas utilizadas en este trabajo se listan en laTabla 4-1. Las cepas de E. coli fueron
cultivadas en medio Luria-Bertani (LB) liquido con agitacién constante a 80 rpm o en LB-
agar, a 37 °C. Dependiendo del caso, el medio se suplement6 con ampicilina (100 pg/mL)

o kanamicina (25 pg/mL) y en los ensayos de seleccion blanco azul se emple6 5-bromo-4-
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cloro-3-indolil-B-galactopiranosido (X-Gal, 80 pug/mL) e Isopropil-p-D-tiogalactopiranosido
(IPTG, 0,5 mM). Las cepas de M. smegmatis mc?155 fueron cultivadas en medio LB
suplementado con Tween 80 (0,05%) o medio Sauton pH 7,4 suplementado con glucosa
(0,2%) y Tween 80 (0,05%), ademas de kanamicina (25 pug/mL) en el caso de las cepas

recombinantes.

Tabla 4-1. Cepas bacterianas utilizadas en el desarrollo de este trabajo.

Cepa Caracteristicas principales Origen/Referencia
. RecA-, endA-, permite seleccion

£ el blise “blanco/azul” sin necesidad de IPTG.

AmpR, endA-, RecA-, araBADC, es

E. coli Top10 capaz de transportar L-arabinosa, pero @ Invitrogen

no metabolizarla.

Micobacteria no patdgena de (131)

crecimiento rapido, ampR, chx®, carR.

Mutante del gen pmal (MSMEG_3926) (124), Construido

M. smegmatis A3926 a partir de la cepa silvestre M. en el WPI, MA,

Life Technologies

M. smegmatis mc2155

smegmatis mc?155. USA.
M. smegmatis mc?155: Expresion del gen ctpF, desde vector Este estudio
pLNA29 basado en pMV261. ’
M. smegmatis A3926: Expresion del gen ctpF, desde vector Este estudio
pLNAZ29 basado en pMV261. '

M. smegmatis A3926: Expresion del gen pmal, desde vector

pCAT3 basado en pMV261. ST EERle.

4.3 Oligonucleodtidos y amplificacion por PCR

Los oligonucledtidos y los programas de PCR utilizados en este estudio se presentan en
laTabla 4-2 y Tabla 4-3, respectivamente. El disefio de los iniciadores tuvo en cuenta las
caracteristicas deseables definidas en trabajos previos de nuestro grupo de investigacion
(124, 132) como un %CG de entre el 50% y el 60%, un Tm en el rango de 55°C a 70°C,
un Unico sitio de anillamiento en el molde, ausencia de auto complementariedad, dimeros
y horquillas. Los iniciadores usados en la clonacién de ctpF contienen ademas sitios de
restriccion y una etiqueta de 6 histidinas en el extremo 3. Asimismo, se disefaron de tal
forma que garantizan la insercién en marco de lectura respecto al sitio de inicio de la
transcripcién asociado al promotor de choque térmico Hsp60, presente en el plasmido

lanzadera de expresion en micobacterias pMV261.

Tabla 4-2. Listado de oligonucleétidos utilizados en las PCR llevadas a cabo durante este
trabajo. La region complementaria a ctpF de los iniciadores Fcm2 Dir y Fpmv Rev se
muestra en mindascula.
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Iniciador Secuencia (5°-3’) Aplicacion Referencia
T7 TAATACGACTCACTATAGGG Comprobacion
direccionalidad
Sp6 TAGGTGACACTATAGAATACTC en pGEMT-
Easy
F-RT Dir CAGTGATCTTCGGTGTGGTG Comprobacion
es del gen
CtpF y RT-
gPCR
F-RT Rev GATTGAGCGTGAACGAGTCA
RIS997 ATCACCTGGACGCTGCCCAC (124)
Comprobacion
es del gen
ctpF.
Rt CGTCGCCTTGCCGATTCTGC
p'\:')vggm CAGCGAGGACAACTTGAGC
Comprobacion
es en pMV261.
pMVCom CGACTGCCAGGCATCAAATA
p Down
Adicién del
sitio de
: restriccion
Fcm2 Dir TTTTGGGATCCAttgtcggcgtcagtgtctg BamHl al
extremo 5’ de
ctpF.

Adicién de una Este
etiqueta de 6 estudio.
histidinas y el

Fpmv His | TTTTTAAGCTTCAATGATGATGATGATG sitio de
Rev ATGtggcggttgcgeccgta restriccion
Hindlll al
extremo 3’ de
CctpF.
Tm903 A CTCGTGAAGAAGGTGTTGCT R (132)

del casete de
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resistencia a

Tmo03 B CCGACCATCAAGCATTTTAT kanamicina.
HEle AT CTCCCGCACAGGTGCTGTGG
Rev1l
Comprobacion
es del gen
PmaLRT GGTGTCGACGGACTACAGGT pmal
(MSMEG_392
6).
ngilr'ZRT' GGCGATGATGTCACCACAC
M. sm
16S RT GTGCATGTCAAACCCAGGTAAGG
Dir
RT-gqPCR
M. sm
16S RT GGGATCCGTGCCGTAGCTAAC
Rev

Por otra parte, la amplificacion por PCR del gen ctpF fue llevada a cabo con la enzima de
alta fidelidad PFU (Thermo Scientific) para minimizar la probabilidad de insercién de
nucledtidos erréneos en la secuencia, mientras que las PCR de comprobaciéon fueron
ejecutadas con la enzima Taq Polimerasa (Thermo Scientific). La temperatura de
anillamiento fue escogida de acuerdo con el Tm de cada pareja de primers mientras que
el tiempo de extension se calcul6é con base en el tamafio esperado del producto, a razén
de 1 minuto/kb. El programa de amplificacion por RT-qPCR se disefié segun protocolos

estandarizados en trabajos previos (124, 132).

Tabla 4-3. Programas de PCR utilizados para las comprobaciones, la amplificacion del gen
ctpF y los ensayos de RT-qPCR llevados a cabo en este estudio.

Programa (Inicial-

Molde Iniciadores Desnaturalizacién-Anillamiento- Targano (/jbel
Extensidn-Final) producto/bp
94°C x 10 min, [94°C x 30 s; 58°C
pLNA24a T7/F-RT Rev  x30's; 72°C X 45 S] x35ciclos, 72°C X 602
10 min.
94°C x 10 min, [94°C x 30 s; 58°C
pLNAZ24b Sp6/F-RT Rev | x 30 s; 72°C X 45 S] x 35 ciclos, 72°C X 620
10 min.
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ADN M. Fem2 Dir/Epmy 94°C x 10 min, [94°C x 30 s;
tuberculosis His Revp 62,6°C x 30 s; 72°C X 3 min] x 35 2757
Ra ciclos, 72°C X 10 min.
Tm903 94°C x 10 min, [94°C x 30 s; 58°C
pMV261 A/TM903 B x30s; 72°C X14O.5I'T?i]nx 35 ciclos, 72°C X 846
Pmal RT 94°C x 10 min, [94°C x 30 s; 58°C
MSMEG 3926 Dir2/Pmal RT x30s; 72°C X 45 S] x 35 ciclos, 72°C X 1843
Revl 10 min.
Pmal RT 94°C x 10 min, [94°C x 30 s; 58°C
MSMEG_3926 Dir2/Pmal RT x30s; 72°C X 45 s] x35ciclos, 72°C X 153
Rev2 10 min.
pMVComp 94°C x 10 min, [94°C x 30 s; 58°C
pLNA29 Up/F-RT Rev x 30 s; 72°C xldcf)S rr?i]nx 35 ciclos, 72°C X 655
pMVComp 94°C x 10 min, [94°C x 30 s; 58°C
pLNA29 Up/RT.1997 X 30 s; 72°C X 45 S] x 35 ciclos, 72°C X 2330
Rev 10 min.
oMVComp 94°C x 10 min, [94°C x 30 s; 58°C
pLNA29 Down/E-RT Dir x 30 s; 72°C x1465 n?i]nx 35 ciclos, 72°C X 690
pMVComp 94°C x 10 min, [94°C x 30 s; 58°C
pLNA29 Down/RT.1997 x 30's; 72°C X 45 S] x35ciclos, 72°C X 2528
Dir 10 min.
CADNM. ' ¢ or DiF-RT- 95°C x 5 min, [95°C x 10 s; 60°C X
smegmatis: Rev 10's; 75°C X 15 §] xas a8
pLNA29 ’ X 49 ciclos
cADN M. M. sm 16S RT R . o Ceo
smegmatis: Dir/ M. sm 16S 95 Cléi.rr;lgéc[:gf 1(35);]10 s,_ 58°C x 156
pLNA29 RT Rev ’ x 49 ciclos

4.4 Construccion del recombinante CtpF en pMV261

4.4.1 Clonacion del gen ctpF en el vector pGEMT-Easy

Amplificacion del gen ctpF

Los iniciadores Fcm2Dir y FpmvHis-Rev fueron utilizados para amplificar el gen ctpF

utilizando DNA genémico de M. tuberculosis H37Ra como molde, de acuerdo con las

condiciones presentadas en la Tabla 4-3, utilizando la enzima PFU polimerasa 5U/uL

(Thermo Scientific). Estas condiciones fueron seleccionadas luego de un proceso de

optimizacion que incluyé la variacion en la concentracion final de DMSO, iniciadores y la

temperatura de anillamiento. Estos iniciadores incorporan un sitio de restriccion para la
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enzima BamHI en el extremo 5’ y un sitio de restriccion para la enzima Hindlll, ademas de
una etiqueta de 6 histidinas en el extremo 3'. La formacion del producto cuyo tamafio
esperado era de 2757 bp fue verificada en un gel de agarosa al 2% y las bandas fueron
cortadas y purificadas con el kit FavorPrep Gel/PCR Purification MiniKit (Favorgen).

Adicion de adenina en 3’ y ligacién en pGEMT-Easy

Dado que la amplificacién con la enzima de alta fidelidad PFU produce extremos sin
adenina extra en 3’, contrario a la amplificaciébn con enzimas como la Taq Polimerasa, fue
necesario afadir una adenina en 3’ con el fin de mejorar la eficiencia de la reaccion de
ligacion con el vector pGEMT-Easy (Promega). Para esto, el producto purificado fue
mezclado con 5 U de Taq Polimerasa, Buffer Taq (NH4)2SO4 1X, 2 mM MgCl, y 0,2 mM
dATP. La mezcla se incub6 a 70 °C durante 30 minutos y el producto fue purificado
utilizando el kit FavorPrep Gel/PCR Purification MiniKit (Favorgen). Este producto fue
utilizado para llevar a cabo una reaccion de ligacion con 50 ng de vector pGEMT-Easy,
segun el protocolo del fabricante, empleando relaciones molares 1:1, 1:2 y 1:3 (vector:
inserto). La reaccion se llevo a cabo en una etapa de 1 hora a 22 °C seguida por una de
18 horas a 4 °C. El producto generado se denomind pLNA24.

Transformacién de los productos de ligacién y seleccién de colonias recombinantes

Los productos fueron transformados por electroporacion (25 pF, 2,5 kV y 200 Q) en células
electrocompetentes de E. coli DH5a, que luego del pulso eléctrico fueron recuperadas en
LB durante 1,5 horas a 37°C. Estos cultivos fueron sembrados en placas agar-LB
suplementadas con ampicilina y X-Gal en una concentracion final de 100 pg/mL y 20
pg/mL, respectivamente; se incubaron a 37 °C durante 22 horas. Las colonias blancas
obtenidas transcurrido este tiempo fueron repicadas en una nueva placa agar-LB-Amp-X-
Gal, e incubadas otras 22 horas a la misma temperatura. Se seleccionaron colonias
blancas, a las que se les verificé la insercion del recombinante mediante una PCR de
colonia utilizando las parejas de iniciadores T7/F-RT-Rev (producto 602 bp) y SP6/F-RT-
Rev (producto 620 bp).

Mapeo de restriccién

Las colonias positivas fueron cultivadas hasta fase exponencial y se realizd una extraccion
de pldsmido utilizando el kit FavorPrep Plasmid Extraction MiniKit (Favorgen). Se llevo a

cabo un mapeo con las enzimas de restriccion BamHlI, Pvull, EcoRl, Pstl y Sall.
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4.4.2 Clonacion del gen ctpF + His tag en el vector pMV261
Digestion doble de pLNA24 y pMV261

El plasmido pLNA24 fue digerido en una reaccion simultdnea con las enzimas de
restriccion BamHI y Hindlll, las cuales flanquean el gen fusionado a una etiqueta de 6
histidinas. La reaccion fue llevada a cabo en el buffer FastDigest y los productos fueron
visualizados en un gel de agarosa al 2%, para ser posteriormente cortados y purificados
utilizando el kit FavorPrep Gel/PCR Purification MiniKit (Favorgen). Paralelamente, el
vector pMV261 fue digerido y defosforilado con las mismas enzimas de restriccion y la
enzima FastAP en buffer FastDigest, se visualizé en un gel de agarosa al 2% y se purificd

de manera similar al inserto. Las reacciones se realizaron durante 1 hora a 37 °C.
Ligacion y transformacién de los productos de ligacién

El vector cortado y defosforilado se ligé con el inserto en relaciones molares (vector:
inserto) 1:1, 1:2 y 2:1, utilizando 30 ng de vector, la enzima T4 DNA ligasa (Thermo
Scientific) y buffer DNA ligasa 1X. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador donde
se programé una rampa de temperatura de 18 °C a 22 °C, a 1 °C/hora, seguido de una
incubacién a 4 °C durante 16 horas. Los productos fueron precipitados con etanol absoluto,
resuspendidos en agua desionizada y transformados por electroporacion (25 uF, 2,5 kV y
200 Q) en células electrocompetentes de E. coli Top10 que luego del pulso eléctrico fueron
recuperadas en medio LB durante 1,5 horas a 37°C. Estos cultivos se sembraron en placas
agar-LB suplementadas con Kanamicina en una concentracion final de 25 yg/mL y estas

se incubaron a 37 °C durante 22 horas. El producto generado se denomina pLNA29.
Seleccién de colonias positivas y mapeo de restriccion

Las colonias observadas luego de 22 horas se ensayaron mediante PCR de colonia
utilizando la pareja de iniciadores pMVComp Up/F-RT-Rev (producto 655 bp), con el
objetivo de comprobar que efectivamente eran recombinantes. Las colonias positivas
fueron inoculadas en medio LB liquido suplementado con Kanamicina 25 pg/mL,
incubando 22 horas a 37 °C. Se realizd una extraccion de plasmido utilizando el kit
FavorPrep Plasmid Extraction MiniKit (Favorgen) que luego fue ensayado en un mapeo de
restriccion con las enzimas BspHI, Ncol, Mfel y Xhol. Finalmente, el pladsmido fue

secuenciado para corroborar la integridad de su secuencia (ver Anexo D).
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Transformacion de cepas wt 'y A3926 (Apmal)

M. smegmatis mc2155 wt y una cepa de la misma especie delecionada en el gen pmal
(MSMEG_3926), homélogo de ctpF, provista por el laboratorio del Dr. José Argtiello (124),
fueron utilizadas para preparar células electrocompetentes que posteriormente se
transformaron con el plasmido pLNA29. Adicionalmente, la cepa mutante (A3926) fue
transformada con el plasmido pCAT3, un recombinante del gen pmal previamente
construido sobre el esqueleto del vector pMV261 (132). Las colonias recombinantes fueron
seleccionadas en placas agar-LB-Km (25 pg/mL) y verificadas a través de PCR en colonia.

4.4.3 Expresion heter6loga de CtpF en Mycobacterium smegmatis

Sobreexpresion de CtpF e inmunodeteccidn

5 mL de medio LB + Km fueron inoculados con las respectivas cepas control y
recombinantes de M. smegmatis y M. smegmatis A3926 y se permitié su crecimiento hasta
fase exponencial. En este punto se determind el OD a 595 nmy con base en eso se preparé
una dilucién de tal manera que el OD inicial fuera 0,02 en 10 mL de LB. Se incub6 a 37°C
durante 24 horas y en este punto los cultivos se indujeron incubando a 45°C durante 3, 6,
9, 12 y 24 horas, preservando un control no inducido. Las células se recolectaron por
centrifugacion a 8500 rpm durante 10 minutos y los pellets se lavaron 2 veces con buffer
de lavado (MOPS 10 mM + 1 mM PMFS, pH=7,4). Los pellets se resuspendieron
finalmente en 500 pL del mismo buffer y se mezclaron con 0,4 g de perlas de vidrio de 0,1
mm de didmetro. Se lisaron de forma mecéanica mediante 8 pulsos de 1 minuto con un
MiniBead Beater (BioSpec Products), incubando 1 minuto a -20°C entre cada pulso. La
mezcla resultante se separé centrifugando 30 minutos a 25000 g y el sobrenadante fue
analizado por SDS-PAGE. La electro-transferencia hacia la membrana de celulosa se
realizé en buffer CAPS 10 mM + 10% Metanol en una camara Mini-Trans Blot (Biorad),
programando 150 mA durante 2 horas. El revelado se realizé utilizando anticuerpo primario
anti-6xHis de conejo (Thermo Scientific) en una dilucién 1:1000, anticuerpo secundario de
cabra anti-conejo acoplado a la enzima peroxidasa de rabano (Thermo Scientific) en una
dilucién 1:1000.

Estimacion de la sobreexpresion por RT-qPCR
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Utilizando las condiciones de cultivo descritas con anterioridad, M. smegmatis mc?155 y
A3926, transformadas con pMV261 o pLNA29 fueron cultivadas en medio Sauton hasta
fase exponencial y sometidas a un proceso de induccién por choque térmico a 45°C
durante 30, 60 y 90 minutos, considerando un control no inducido (0 minutos). Se extrajo
su ARN y se analizé el comportamiento transcripcional de ctpF en funcion del tiempo de
induccién. La extraccion de ARN, llevada a cabo utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen),
estad basada en una metodologia denominada single-step (133) la cudl a través del empleo
de una solucién &cida de tiocianato de guanidinio, acetato de sodio, fenol y cloroformo
logra separar el ARN del ADN gendémico al mantenerlo en la fase acuosa, desplazando a
la mayoria de las proteinas y ADN hacia la interfase y la fase organica. Cuando se remueve

la fase acuosa, el ARN se puede precipitar de ella utilizando isopropanol.

Los pellets celulares se resuspendieron en 700 pL de reactivo TRIzol en presencia de
inhibidor de RNAsas. La solucién fue transferida a tubos de microcentrifuga de 1,5 mL y
fue mezclada con 0,4 g de perlas de vidrio de 0,1 mm de diametro. Las células se lisaron
de forma mecéanica en 3 pulsos de 2 minutos con un MiniBead Beater (BioSpec Products),
incubando 1 minuto a -20°C entre cada pulso. Luego se afiadieron 300 pL de cloroformo,
se dejo en reposo por 10 minutos a 4°C y se centrifugd a 13000 rpm por 10 minutos a 4°C.
La fase acuosa fue separada y el ARN fue precipitado desde ella tras afiadir isopropanol
(IPA) e incubar 18 horas a -20 °C. Transcurrido este tiempo se centrifugd nuevamente a
13000 rpm durante 15 min y 4 °C. Los pellets, que correspondieron al ARN precipitado,
fueron secados en una cabina de extraccion y resuspendidos en 25 pyL de DEPC 0,1%. La
integridad del RNA extraido fue corroborada en gel de agarosa al 2% en buffer TE 0.5X-
DEPC. Posteriormente fue tratado con DNAsa | (Thermo Scientific), durante 30 minutos a
37°C, para eliminar ADN gendmico contaminante. A partir de 2 ug de ARN se construyeron
las librerias de cADN usando el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo
Scientific). EI cADN se almaceno a -20°C hasta su uso.

Los niveles de transcripcion de los genes ctpF y ARN 16S fueron analizados mediante
PCR en tiempo real, utilizando el kit EXPRESS SYBR GreenER gPCR SuperMix
(Invitrogen), en un termociclador CFX-96 (Biorad). El gen ARN 16S fue utilizado como
normalizador y se realiz6 una cuantificacion relativa, determinando la eficiencia de todos

los cADN extraidos y haciendo un analisis por medio del método de Pfaffl (134)
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4.5 Ensayos de acumulacion en células completas

4.5.1 Ensayo de acumulacién de Ca%
Preparacion de las muestras

Las cepas recombinantes y control fueron cultivadas en medio Sauton hasta un ODsgs
aproximadamente igual a 1. Se determind el ODsgs exacto y este valor se utilizd para
calcular la cantidad necesaria de este cultivo para inocular 10 mL de Sauton, de tal manera
gue su ODsgs final fuera igual a 0,02. Los cultivos se incubaron durante 24 horas a 37°C y
80 rpm, para luego ser subdivididos en porciones de 5 mL. Las porciones se denominaron
positiva y negativa. La porcion positiva fue suplementada con CaCl, 10 mM (anexo B) y la
porcién negativa con agua desionizada estéril. Ambas se cultivaron durante 1 hora a 37°C
y 80 rpm para luego ser recolectadas por centrifugacion a 8500 rpm. Se desechd el
sobrenadante y el pellet fue lavado dos veces con buffer de lavado (10 mM MOPS, 140
mM cloruro de colina, 0,5 mM DTT, 250 mM glucosa, pH=7,4), recolectando el pellet por
centrifugacion en cada lavado. Se removi6é todo el buffer y el pellet se dejé secar
aproximadamente 3 dias a 37°C, hasta peso constante. El pellet seco fue digerido en 500
puL de HNO3; 65% ultra puro a 80°C durante 1 hora y a temperatura ambiente durante 18
horas. Se afiadi6 200 pL de H»O; al 30% para detener la digestién y se completé a un

volumen de 10 mL con HNO3 2% en agua ultra pura (18 mOhms*cm).
Analisis del contenido de calcio de las muestras

Para la cuantificaciéon de calcio en las muestras se preparé una curva de calibracién en el
rango 1,00 a 5,00 ppm, realizando diluciones gravimétricas de un patrén primario de CacCl;
1000 ppm. Como diluyente se utilizé6 HNO3; 2% en agua ultra pura (18 mOhms*cm). Las
medidas se realizaron en un espectrofotdmetro de absorcién atbmica en el equipo Perkin-
Elmer AAnalyst 300, utilizando el método de atomizacion con una llama aire-acetileno y
una lampara Ca/Mg (20 mA) a 422.7 nm y un ancho de 0,7 nm. El contenido de calcio se
calcul6 como la diferencia entre la muestra positiva y la muestra negativa para cada cepa
y se expres6 como mg de calcio/mg de pellet seco. La acumulacion se normaliz6 respecto

al contenido del metal registrado en la cepa control M. smegmatis mc2155 wt o A3926.
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4.5.2 Ensayo de acumulacién de Na*y Na*/K*
Preparacion de las muestras

Las cepas recombinantes y control fueron cultivadas en medio Sauton hasta un ODsgs
aproximadamente igual a 1. Se determind el ODsgs exacto y este valor se utiliz6 para
calcular la cantidad necesaria de este cultivo para inocular 10 mL de Sauton, de tal manera
gue su ODsgs final fuera igual a 0,02. Los cultivos se incubaron durante 24 horas a 37°C y
80 rpm, para luego ser subdivididos en porciones de 5 mL. Las porciones se denominaron
positiva y negativa. La porcién positiva fue suplementada con NaCl 240 mM o NaCl 240
mM/KCI 40 mM (anexo B) y la porcion negativa con agua desionizada estéril. Ambas se
cultivaron durante 1 hora a 37°C y 80 rpm para luego ser recolectadas por centrifugacion
a 8500 rpm. Se desechd el sobrenadante y el pellet fue lavado dos veces con buffer de
lavado (25 mM MOPS, 25 mM MgSO., 0,5 mM DTT, 420 mM sacarosa, pH=6,8),
recolectando el pellet por centrifugacion en cada lavado. Se removié todo el buffer y el
pellet se dejé secar aproximadamente 3 dias a 37°C, hasta peso constante. El pellet seco
fue digerido en 500 uL de HNO3; 65% ultra puro a 80°C durante 1 hora y a temperatura
ambiente durante 18 horas. Se afadié 200 uL de H.O- al 30% para detener la digestion y

se completd a un volumen de 10 mL con HNO3 2% en agua ultra pura (18 mOhms*cm).
Anélisis del contenido de sodio de las muestras

Para la cuantificacion de sodio en las muestras se prepar6 una curva de calibracién en el
rango 0,30 a 2,00 ppm, realizando diluciones gravimétricas de un patrén primario de NacCl
1000 ppm. Como diluyente se utiliz6 HNO3; 2% en agua ultra pura (18 mOhms*cm) y tanto
a las muestras como a los niveles de la curva se afiadio CsCl en una concentracion final
de 0,1% p/v, como inhibidor de ionizacion. Las medidas se realizaron en un
espectrofotbmetro de absorcion atémica en el equipo Perkin-Elmer AAnalyst 300,
utilizando el método de atomizacién con una llama aire-acetileno y en el modo de emision.
El contenido de sodio se calculé como la diferencia entre la muestra positiva y la muestra
negativa para cada cepa y se expres6 como mg de sodio/mg de pellet seco. La
acumulacion se normaliz6 respecto al contenido del metal registrado en la cepa control M.
smegmatis mc?155 wt o0 A3926.
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4.6 Ensayos de acumulacion en vesiculas de membrana

4.6.1 Obtencion de vesiculas de membrana

2 L de medio LB suplementado con Kanamicina (25 pug/mL) fueron inoculados con las
cepas recombinantes y control e incubados a 37 °C, 80 rpm, hasta un ODsgs igual a 1,0.
Los cultivos fueron inducidos con un choque térmico a 42 °C durante 1,5 horas y los pellets
fueron recolectados por centrifugacion. Los pellets se lavaron con una solucién de
sacarosa (250 mM en 10 mM MOPS) dos veces, centrifugando en cada paso, se desechd
el sobrenadante y se pesaron. Se resuspendieron en buffer de lisis (1 mM EDTA, 10 mM
MOPS, 1 mM PMFS, 1mg/mL Lisozima, pH=7,4, 2 mL por cada gramo de pellet) y se
incubaron a temperatura ambiente durante media hora. Estas suspensiones fueron
mezcladas con 0,4 g de perlas de vidrio de 0,1 mm y fueron sometidas a 6 pulsos de 1
minuto en un MiniBead-Beater (BioSpec Products), incubando 1 minuto a -20 °C entre cada
pulso. La mezcla se centrifugé a 25000 g durante 0,5 horas a 4 °C y se recuper6 el
sobrenadante. Este sobrenadante fue centrifugado a 100000 g durante 1 hora a 4 °C. Se
descart6 el sobrenadante y el pellet resultante fue resuspendido en solucién de sacarosa
(250 mM en 10 mM MOPS + Brij58 0,05%), su contenido de proteina cuantificado utilizando
el método de Bradford (135) y el método de BCA (136) por medio del kit Pierce BCA Protein

Assay Kit (Thermo Scientific), alicuotado y almacenado a -80 °C hasta su uso.

4.6.2 Actividad ATPasa de las vesiculas de membrana

Con el fin de verificar que las vesiculas de membrana poseian actividad ATPasa
estimulada por Ca?* se llevé a cabo un ensayo para cuantificar el fosfato inorganico (PO4*
o Pi) liberado durante la hidrélisis de ATP producto del transporte del ion metalico mediado
por la enzima ATPasa. Esta cuantificacion se realiza de acuerdo con el método de Fiske-
Subbarow (137), modificado por la adicion de citrato de bismuto para lograr una mayor
sensibilidad (138). El Pi liberado reacciona con molibdato en medio &cido dando lugar al
acido fosfomolibdico que luego es reducido al reaccionar con acido ascoérbico generando
un complejo de color azul, intensificado en presencia de bismuto, con un maximo de

absorbancia alrededor de los 690 nm.

Los ensayos de actividad se realizaron sobre las membranas extraidas de las cepas
recombinantes M. smegmatis mc?155 wt o A3926 transformadas con los vectores pLNA29

(CtpF) o pCAT3 (Pmal), restando la actividad resultante de las membranas de las cepas
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control, que s6lo poseen el vector pMV261 vacio. La reaccion se disefio para llevarse a
cabo en un volumen final de 50 L, utilizando 8 ug de proteina (vesiculas de membrana) y
un buffer de reaccion compuesto por MOPS 10 mM, MgCl, 3,00 mM, ATP 1,00 mM, Brij58
0,05%, KCI 150 mM y sacarosa 250 mM. La reaccién se inicié afladiendo una disolucion
CaCl,-EGTA tal que la concentracién de Ca?* libre fuese 30 uM (124). Las muestras se
prepararon en una placa ELISA y se incubaron durante 30 minutos a 37 °C. La reaccion
se detuvo afiadiendo 100 L de solucién de parada (3% acido ascorbico, 0,5% molibdato
de amonio, 3% SDS, 2 M HCI) y se incubaron en hielo durante 10 minutos. Se afiadi6 luego
150 uL de solucién de estabilizacion (3,5% citrato de bismuto, 3,5% citrato de sodio, 2 M
HCI) y se incubaron 10 minutos adicionales a 37 °C. La absorbancia de cada muestra fue
determinada en un lector de placas iMark Microplate Absorbance Reader (BioRad) a 690
nm. La actividad ATPasa se calcul6 como nmol de Pi liberado por mg de proteina por
minuto de reaccion (nmol Pi*mg**min) y fue normalizada respecto a la actividad ATPasa

de las vesiculas de la cepa control M. smegmatis mc?155 wt o A3926.

4.6.3 Acumulacién de Ca?* en vesiculas de membrana

Con el fin de estudiar la direccién de transporte de CtpF, las vesiculas de membrana fueron
utilizadas en un ensayo de acumulacién en presencia de ATP y Ca?". En este ensayo se
evalla la cantidad de calcio acumulada al interior de las vesiculas de membrana obtenidas
a partir de los recombinantes pLNA29 o pCAT3 respecto a las cantidades acumuladas en
vesiculas control. La cuantificacion se realiza utilizando la técnica de espectroscopia de

absorcion atdbmica bajo la metodologia de atomizacién por llama.

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 100 pL, con 10 pg de proteina'y
en un buffer de reaccién (MOPS 100 mM, MgCl, 3 mM, ATP 3 mM, Brij-58 0,05%, KCI 150
mM, sacarosa 250 mM, pH=7,4). La mezcla se activd con un precalentamiento a 37 °C
durante 1 minuto y se dio inicio a la reaccién afiadiendo Ca?* en una concentracion final
de 100 pM (124). Se incub6 a 37 °C durante 30 minutos y se filtr6 a través de una
membrana de nitrocelulosa de 0,20 um. El filtro fue lavado con 1 mL de buffer de lavado
(MOPS 100 mM, MgCl> 3 mM, EGTA 1 mM, Brij-58 0,05%, KCI 150 mM, sacarosa 250
mM), utilizando EGTA para remover el exceso de calcio, y el filtro fue digerido en 500 L
de HNO365% ultra puro a 80 °C durante 1 hora y a temperatura ambiente durante 18 horas.
Se adicion6 20 pL de H20, 30% y se completd a 1 mL con HNOs al 2% en agua ultra pura
(18 mOhms*cm).
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La cuantificacién de calcio en las muestras se llevé a cabo preparando una curva de
calibracion en el rango 100 a 1000 ppb, realizando diluciones gravimétricas de un patrén
primario de CaCl, 1000 ppm. Como diluyente se utiliz6 HNO3s 2% en agua ultra pura (18
mOhms*cm). Las medidas se realizaron en un espectrofotometro de absorcion atomica en
el equipo ContrAA 700, utilizando el método de atomizacion con una llama aire-acetileno y
una lampara de xendn como fuente de radiacién continua a 422.7 nm. El contenido de
calcio se calculé como la diferencia entre un control negativo y la muestra para cada cepa
y se expres6 como nmol Ca?/mg de proteina. La acumulaciéon se normalizé respecto al
contenido del metal registrado en las vesiculas de membrana de la cepa control M.
smegmatis mc?155 wt o0 A3926.

Acumulacion de calcio en presencia de vanadato de sodio (NasVOa)

Para evaluar el impacto de la inhibiciéon por vanadato sobre la acumulacién de calcio en
las vesiculas de membrana y de esta manera observar su dependencia en el transporte
mediado por ATPasas tipo P, el ensayo de acumulacién se llevo a cabo en presencia de
concentraciones variables de NasVOs (10, 20 y 30 pM). Con el fin de minimizar la
interferencia de Pmal en las vesiculas de membrana obtenidas a partir de M. smegmatis
mc?155 wt, este ensayo se llevd a cabo comparando vesiculas de membrana de M.
smegmatis mc2155 A3926 transformadas con pLNA29 y normalizando respecto a la cepa

transformada con el vector vacio.



5.Resultados y discusion

5.1 Comparacion in silico de las proteinas CtpF y Pmal

5.1.1 Alineamiento multiple

Con el fin de comparar las secuencias de CtpF y Pmal con las Ca?*-ATPasas de la clase
P2 se llevé a cabo un alineamiento multiple que permitié la identificacion de los residuos
conservados caracteristicos de las ATPasas tipo P entre un grupo de ATPasas

seleccionadas, que se listan en la Tabla 5-1.

Tabla 5-1. Listado de 12 ATPasas tipo P2 seleccionadas para el alineamiento multiple.

UniProt ID Nombre Especie Tipo
P04191 SERCA | Oryctolagus cuniculus P2A
Q00804 PMCA Oryctolagus cuniculus P2B
A7L9Z8 SPCA Mus musculus P2A
POWPS9 CtpF Mycobacterium tuberculosis P2A
P63688 CtpF Mycobacterium bovis P2A
AOA2Z5Y9V3 CtpF Mycobacterium marinum P2A
A0QZ77 Pmal Mycobacterium smegmatis P2A
059868 Pmrl Schizosaccharomyces pombe P2A
P96271 CtpH Mycobacterium tuberculosis P2A
POWPS5 Ctpl Mycobacterium tuberculosis P2A
POWPT1 CtpE Mycobacterium tuberculosis P2C
AOR3Y2 CtpE Mycobacterium smegmatis P2C

Dentro de este grupo se incluy6 a las ATPasa SERCA por su relacién cercana con CtpF;
a la ATPasa PMCA por su similitud con SERCA, excepto en que posee un unico sitio de
union; también se incluyd la ATPasa SPCA pues es similar a SERCA, pero presenta la
caracteristica de ser capaz de transportar iones Mn?* ademas de iones Ca?* (68). Como
representante de SPCA en organismos unicelulares se seleccion6 a Pmrl, y como
representantes de CtpF en micobacterias patogénicas se seleccionaron a CtpF de M.

marinum y M. bovis. Finalmente, se incluyeron las otras dos Ca?* ATPasas similares a
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SERCA de Mth, CtpH y Ctpl, junto con CtpE tanto de Mtb y Msm, recientemente asociadas

con el transporte de Ca?* (123).

Como primer paso, en este alineamiento se compararon los motivos caracteristicos TGES

(motivo de defosforilacion) y DKTGT (motivo de fosforilacion que contiene al residuo clave

de &cido aspértico D), como se observa en la Figura 5-1, ademas de los motivos de unién

a nucledtido (KGA) y de bisagra (GDGXND), que se presentan en el alineamiento completo

(anexo A).

Figura 5-1. Alineamiento multiple de 12 ATPasas tipo P2 construido con MUSCLE (128) y
visualizado en Jalview (126). Se utiliza una escala de colores azules para presentar el
grado de conservacion de los residuos en todas las secuencias. Se compararon el (A)
motivo de defosforilacion, TGES, y (B) el motivo de fosforilacion DKTGTLT.
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La figura 5-1 permite observar que los aminoacidos TGE del motivo de desfosforilacion
estan conservados en todas las secuencias y el aminoéacido S esté bien conservado (67%),
siendo distinto sélo en las ATPasas SPCA (V o N) y en las ATPasas CtpE (A). Por su parte,
el motivo de fosforilacion DKTGT es conservado en todas las secuencias, incluyendo
incluso los dos aminoacidos siguientes (LT), con la Unica excepcién de CtpH, para la cual
T es reemplazada con S, un aminoacido de polaridad muy similar. Esta figura también
permite observar la alta conservacion que presentan otros dominios comunes a las
ATPasas como el PAD, perteneciente al loop menor, y el dominio PEGL, caracteristico de
las ATPasas tipo P2. Una vez confirmada esta similitud entre diferentes miembros de la
clase P2, se decidié construir un arbol filogenético que permitiera estimar la posible

relacién evolutiva que existe entre estas secuencias.

5.1.2 Arbol filogenético

Las similitudes de las secuencias analizadas permiten asegurar que existe una relacion
entre ellas y suele asumirse que las diferencias encontradas son consecuencia de la
divergencia evolutiva a partir de una ATPasa comun a ellas. Un &rbol filogenético permite

analizar el alineamiento mdltiple y extraer de él informacion evolutiva de las secuencias.

Con el fin de obtener resultados con una soélida base estadistica, se decidié reconstruir el
arbol filogenético desde el alineamiento usando una estimacién de maxima verosimilitud
gue brindara valores a los parametros para el mejor modelo de proteina, obtenido
utilizando el software MEGA 10 (127), de tal manera que ellos maximizaran la probabilidad
de que se obtuvieran las secuencias analizadas bajo dicho modelo. Este modelo fue
seleccionado utilizando el criterio de informaciobn Bayesiano (Bayesian information
criterion, BIC) mas bajo y resulté ser un modelo tipo Whelan and Goldman (WAG) (129)
con una distribucion tipo Gamma (+G) discreta y la caracteristica de considerar ciertos

residuos de amino&cidos como invariables (+1).

El &rbol fue entonces construido a partir del alineamiento preparado con MUSCLE (Figura
5-1, anexo A) por medio del software MEGA 10 usando el modelo WAG+G+l, con 100
replicaciones Bootstrap que permitieron estimar el peso de cada rama del arbol. La Figura

5-2 presenta la salida del programa.

Figura 5-2. Arbol filogenético obtenido a partir del alineamiento mdltiple de 12 ATPasas
P2 seleccionadas construido bajo una estimaciéon de maxima verosimilitud y un modelo
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tipo Whelan and Goldman. Los valores Bootstrap evidencian el nimero de veces que cada
una de las ramas aparecié durante las 100 reconstrucciones del arbol. La longitud de las
ramas se mide en niumero de sustituciones por sitio.
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Este resultado evidencia que existe una relacion evolutiva cercana entre las ATPasas CtpF
seleccionadas, mientras que las ATPasas CtpE, CtpH y Citpl pertenecen a una
subclasificacién considerablemente distinta. Las proteinas CtpF de las bacterias
patogénicas Mtb y M. bovis son virtualmente idénticas, y la de M. marinum es cercana a
ellas, mientras que la CtpF de M. smegmatis esta un poco alejada evolutivamente, pero
hace parte de la rama originada a raiz del evento de diferenciacién que separé a las Ca?*-
ATPasas SERCA, PMCA y SPCA de éstas.

Por otra parte, previo a ese evento de diferenciacion se dio la aparicién de la rama que dio
origen a CtpH, Ctpl y las CtpE de Mtb y Msm. Esto indica que estas ATPasas no pueden
ser clasificadas como Ca?"-ATPasas convencionales, como ya ha sido descrito
previamente (139), y que este subconjunto de ATPasas podria tener algun tipo de funcion
no redundante, frente a la funcién de CtpF, que ha favorecido su permanencia en el
genoma de Mtb. De manera interesante, las CtpE de Mtb y Msm poseen una alta identidad
y recientemente se ha asociado su funcién con el transporte de Ca?* (123), lo cual ratifica

gue aun cuando su secuencia no es muy similar a las de las Ca?*-ATPasas candnicas de
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la clase P2 su funcion parece estar relacionada con la homeostasis de este ion. Por su
parte, CtpH y Ctpl parecen compartir un ancestro comun y su caracteristica mas notable
es una larga seccién en el extremo N-terminal, de funcion desconocida unida a una mitad
C-terminal que exhibe caracteristicas propias de una Ca?-ATPasa. En ese sentido, existe
evidencia experimental que ha permitido asociar CtpH con el transporte de Ca?* (124).

Un aspecto para resaltar de este arbol filogenético es la region en la que se diferencian las
ATPasas SERCA, SPCA y PMCA. El método Bootstrap permite realizar inferencias a cerca
de la incertidumbre asociada a cada rama del arbol: un valor cercano a 100 permite afirmar
gue la rama no es resultado de un dato atipico, mientras que valores menores no pueden
ofrecer la misma seguridad. Como puede observarse, mientras la distincion entre la
aparicion de PMCA y SERCA/SPCA posee un valor de 88, la diferenciacion entre SERCA
y SPCA es de apenas 38. Esto puede ser una consecuencia de que la muestra utilizada
no representa de manera adecuada a la poblacion de SERCAs y SPCAs y por tanto esta
rama debe tomarse como una sola en este analisis. No obstante, estas ATPasas estan
relacionadas e incluso existen reportes de literatura en los que SERCA puede transportar

Mn?*, uno de los sustratos de las bombas SPCA (140).

En conclusion, este resultado permite sugerir que Pmal es mas cercana a CtpF que a las
otras posibles Ca?*-ATPasas de Mtb, lo que podria indicar que su funcién es comparable
atal ATPasa en Msm y que se comportaria de manera similar bajo las mismas condiciones

experimentales, como lo planteado en la estrategia experimental del presente trabajo.

5.1.3 Sitios de unidn a calcio

Con el fin de profundizar un poco mas en la comparacién de CtpF y Pmal, respecto a las
Ca?*-ATPasas del grupo P2 seleccionadas, se decidi6 analizar la conservacién de los
residuos involucrados en la coordinacién del calcio de SERCA (80), que posee dos sitios
de unién a Ca?* en los que estan involucrados 10 amino&cidos. La Figura 5-3 presenta los
residuos coordinando dos cationes, identificados a partir de las coordenadas atémicas de

un cristal de la proteina en el estado unido a Ca?*/ATP (E1).

Al observar la manera en que cada uno de los residuos que participan en la coordinacion
de los iones Ca?" se observa que mientras unos interactian con ellos a través de grupos
electronegativos ubicados en su cadena lateral (Glu309, Glu771, Asp800, Glu908, Asn768

y Asn796), otros lo hacen a través del carbonilo del esqueleto de la proteina (Val304,
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Ala305, le307). En este sentido, la sustitucion de residuos que no interactian a traves de
su cadena lateral con los cationes por residuos de polaridad y tamafio similar no deberian
tener un impacto grande sobre la conformacion del sitio de unién (141, 142). Por otra parte,
la sustitucién de los residuos acidos o basicos por otros de polaridad invertida o apolares
podria tener consecuencias sobre el sitio de union y en Ultimas sobre la afinidad y la

estequiometria de transporte de la ATPasa, como ya ha sido reportado (106).

Figura 5-3. Comparacion de los residuos involucrados en la coordinacion de los iones Ca?*
en las ATPasas P2 seleccionadas. (A) Aminoacidos pertenecientes a los dos sitios de
unién a calcio del transportador SERCA. Los residuos Asn768, Glu771, Thr799, y Glu908
conforman el denominado sitio |, ubicado mas cerca a la cara citoplasmatica que el sitio I,
conformado a su vez por Val304, Ala305, 11e307, Glu309 y Asn796. El residuo Asp800
participa en la coordinacion de los dos cationes. Tomado de (80). (B). Alineamiento multiple
de las 12 ATPasas tipo P2 seleccionadas en el que se demarcan los dominios
transmembranales TM4, TM5, TM6 y TM8, los que contienen los residuos involucrados en
la union a calcio (flechas negras, la numeracién corresponde a SERCA), basado en el
alineamiento preparado por Faxén y colaboradores (106).
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En el alineamiento se puede observar que tanto CtpF como Pmal comparten varios de los
residuos de los sitios de union con SERCA. Pmal posee una alanina en lugar de Val304 y
una serina en lugar de Ala305, sin embargo, esta diferencia no deberia tener un impacto

tan notorio sobre el sitio de unién pues dichos amino4cidos interactian a través del grupo
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carbonilo y no de la cadena lateral. Asimismo, posee una serina en lugar de Asp800, lo
cual, si bien podria causar un efecto distinto frente a cambios de pH, pues el grupo hidroxilo
de Ser no tiene un valor de pKa relevante en comparacion a la cadena lateral acida del
aspartato, mantiene orientado un grupo aceptor de electrones hacia el cation. Este
fendmeno de sustitucion también ha sido descrito para CtpF, en la que el residuo de
aspartato es sustituido por una Ala, pero a través de simulaciones basadas en dindmica
molecular se ha logrado determinar que el lugar es ocupado por el grupo hidroxilo de una

molécula de agua (124).

Respecto a CtpH y Ctpl se puede apreciar que conservan casi por completo todos los
residuos de SERCA. En lugar de Ile307 poseen un residuo de Val, lo cual representa una
modificacion minima si se considera que las cadenas laterales de estos aminoacidos solo
difieren en un grupo metilo (-CHs). Por otra parte, el Glu908 es reemplazado por un residuo
de glutamina en estos transportadores. Este reemplazo no deberia tener mayor efecto en
el sitio de union |, ya que ambos residuos poseen una cadena lateral del mismo tamafio
(longitud en &tomos de carbono) y como se observa en el caso de Asn796 y Asn768, la
interaccion con el cation se da por medio del grupo carbonilo. En cuanto a las bombas
CtpE es dificil realizar una comparacién de los sitios sustituidos respecto a SERCA pues
presentan modificaciones radicales como Asn796 por un residuo de alanina o Asp800 por
un residuo de isoleucina. Recientemente se ha reportado que CtpE tiene un papel en la
homeostasis de calcio (123), no obstante, es dificil predecir el tipo de interacciones que

existirian entre los residuos modificados y los cationes.

Distintas aproximaciones bioinformaticas ejecutadas en trabajos previos han permitido
caracterizar ciertos aspectos estructurales de CtpF (124) y Pmal (132) como su estructura
terciaria, su topologia en la regién transmembranal o su posible nimero de sitios de unién,
ademas de experimentos cinéticos que han dado luces sobre su afinidad por el calcio y
otros metales alcalinotérreos y experimentos de sensibilidad a altas concentraciones de
los cationes para evaluar su efecto sobre la resistencia de las micobacterias a dichas
condiciones. Esos resultados, en conjunto con este andlisis in silico permiten predecir que
Pmal se comportaria de una manera similar a CtpF bajo las mismas condiciones
experimentales y que su funcién in vitro podria llegar a ser equivalente. En ese sentido, se
decidio realizar una caracterizacion inicial de CtpF en la cepa silvestre de M. smegmatis
para luego de optimizar la metodologia experimental, comparar a Pmal con CtpF en la

cepa mutante de M. smegmatis en el gen que codifica a esta ATPasa (MSMEG_3926).
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5.2 Expresion heterologa de CtpF en Mycobacterium
smegmatis

5.2.1 Clonacién de ctpF en el vector pGEMT-Easy

El gen ctpF (Rv1997) fue amplificado a partir de DNA gendémico de Mtb Ra utilizando los
iniciadores Fcm2 Dir y FpmvHis Rev, de acuerdo con el esquema experimental presentado

en la Figura 5-4.

Figura 5-4. Esquema de amplificacion del gen ctpF desde DNA genémico de Mtb Ra, con
detalle del disefio de los iniciadores para contemplar la inclusién de sitios de corte con
enzimas de restriccién y una etiqueta de 6 histidinas.

Fpmv His Rev ’

PCR/PFU E = 'E
3 E =
‘ Fcm2 Dir
ADN gendmico M. th Ra Producto de PCR
Fcm2 Dir Fpmv His Rev
BamHI CtpF Start Hindlll/Stop CipF 6xHis

El alto contenido de CG del genoma de Mtb Ra favorece la formacion de estructuras
secundarias, lo que dificulta en cierta medida el proceso de amplificacion. Por este motivo
se decidié incluir DMSO, un agente que inhibe la formacién de tal tipo de estructuras, a
pesar de que su uso tiene un efecto negativo sobre la actividad de las polimerasas (143).
En este sentido, se decidié optimizar la concentracibn de DMSO e iniciadores de tal
manera que se generara el menor impacto posible sobre la cantidad de fragmento
generado y se evitara a su vez la formacion de dimeros de iniciadores, los cuales afectan
el rendimiento de la reaccion. Como se observa en la Figura 5-5, las mejores condiciones
se logran al utilizar una concentracion final de DMSO e iniciadores del 10% y 0,15 mM,

respectivamente.

Figura 5-5. Optimizacion de la concentracion de iniciadores y DMSO para la amplificacion
del gen ctpF desde DNA gendmico de M. tuberculosis Ra.
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El producto de 2757 bp fue cortado desde el gel y purificado. El disefio de los iniciadores
incorpor6 ademas de los sitios de restriccion y la etiqueta de histidinas, colas de timina (T)
con el fin de dar soporte a las enzimas de restriccion durante el corte. Sin embargo, las
cantidades de producto obtenidas a través de esta estrategia no fueron lo suficientemente
grandes como para permitir su ligacién directa en el vector de expresion de micobacterias.
Por este motivo se decidié llevar a cabo la sub-clonacion del fragmento en el vector
pGEMT-Easy, un vector de extremos romos, pero con timinas (T) en cada uno de ellos que
mejoran la eficiencia de las reacciones de ligacién (144). Dado que para la amplificacion
se uso la enzima de alta fidelidad Pfu, que posee una actividad de correccion tipo 3'->5’
exonucleasa, el fragmento purificado no posee extremo 3’ con adicién de adenina (A). Por
lo tanto, se decidié preparar una reacciéon de adicion de adenina (145), utilizando la enzima
Tag polimerasa convencional en presencia de dATP. El producto de esta reaccion fue
purificado y usado en la ligacién. Cabe resaltar que la enzima Taq s6lo se usa para la
adicién de la adenina extra en 3, el producto amplificado no sufre ninguna modificacién

pues esta reaccion se lleva a cabo en ausencia de iniciadores.

Al considerar que tanto el fragmento como el vector poseen un tamafio similar se penso
en utilizar relaciones molares 1:1, 1:2 y 1:3 (vector: inserto), excluyendo relaciones en las
gue se usara mas vector para reducir la probabilidad de eventos de re-circularizacion del
vector vacio (146). Esta estrategia de clonacion da lugar a dos productos de ligacién, un
vector en el que el gen es insertado en la direccion contraria al gen de ampicilina de
pGEMT-Easy, denominado en este caso pLNA24a, y un producto en el que el gen esta

orientado en la misma direccion, denominado pLNA24b (Figura 5-6).

Figura 5-6. Mapa de los dos posibles productos de ligacion en pGEMT-Easy del fragmento
de extremos romos de ctpF.
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Los productos de ligacion fueron precipitados con etanol absoluto y resuspendidos en el
volumen necesario para transformar por electroporacién células electrocompetentes de E.
coli DH5a, pues se ha observado que una mayor concentraciéon de DNA da lugar a un
mayor niumero de eventos de transformacion positivos. Dado que el vector posee sitios de
reconocimiento para la enzima RNA polimerasa en marco con una secuencia que codifica
el a-péptido de la enzima B-galactosidasa, obstruida cuando se da la insercién del
fragmento de interés, las colonias cultivadas sobre placas LB-Amp y suplementadas con
X-Gal fueron seleccionadas de acuerdo con su color: las colonias blancas se consideran
recombinantes. Las colonias positivas fueron cultivadas en medio LB liquido y se
sometieron a un proceso de extraccion de plasmido para comprobacion mediante PCR.
Para corroborar la obtencion del recombinante se ensayaron dos juegos de iniciadores,
segun las combinaciones propuestas en la Figura 5-3. Como puede observarse, los dos
vectores se pueden diferenciar segun el producto obtenido, que difiere en 22 pb. La Figura
5-7 presenta los resultados obtenidos al llevar a cabo una PCR de comprobacién con los
juegos de iniciadores indicados, haciendo uso del DNA extraido de las colonias como

molde.

Figura 5-7. Comprobacion de colonias positivas seleccionadas tras la transformacién con
los productos de la ligacién de ctpF en pGEMT-Easy. Las colonias fueron obtenidas a partir
de la relacién 1:3, Unica para la que se obtuvieron colonias blancas.



Resultados y Discusion 75

bp c- €1 &2 G G G cCe C- €1 €2 G G G ¢ce

Se observa que para las colonias seleccionadas s6lo se obtuvo el producto de ligacion
denominado pLNA24a, lo que indica que estas no estaban mezcladas y cada una
corresponde a una unica unidad formadora de colonia. Este DNA plasmidico también fue
ensayado usando algunas enzimas de restriccion para comparar el patron de corte
obtenido con una prediccion in silico del mismo. Los resultados de este mapeo se
presentan en la Figura 5-8. Tanto el plasmido de la colonia 1 (C1) como el de la colonia 6
(C6) dieron lugar a un patrén idéntico al predicho en el programa ApE. Como control se
utilizé el plasmido recombinante sin cortar, lo que permiti6 observar bandas que
corresponden a los topoisdbmeros, seguidos por un carril en el que se sembr6 el plasmido
cortado en un solo sitio con la enzima BamHI. Este carril da evidencia tanto de que se
obtiene una banda en el tamafio esperado al sumar los pesos del inserto y el vector vacio
como también de la insercion del Unico sitio de restriccion BamH]I, afiadido a la secuencia
del gen por medio del iniciador directo Fcm2Dir.
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Figura 5-8. Mapeo con enzimas de restriccion del plasmido pLNA24a obtenido de las
colonias 1y 6, comparado con una prediccion in silico construida en el programa ApE.
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5.2.2 Clonacién de ctpF en el vector de expresion de
micobacterias pMV261
Una vez verificada la obtencion del plasmido pLNA24a se continué con la construccion del
recombinante usando como esqueleto el vector de expresion en micobacterias pMV261.
Para ello, se libero el fragmento del gen ctpF utilizando las enzimas de restriccion BamHI
y Hindlll, cuyo sitio de restriccion fue afiadido durante la etapa de amplificacion. El vector
pMV261 fue también a su vez digerido con estas enzimas y defosforilado para disminuir la
probabilidad de re-circularizacion. La Figura 5-9 esquematiza la obtencién del fragmento
que fue purificado desde un gel de agarosa al 2% y cuantificado para ser usado

posteriormente en la reaccion de ligacion.

Dado que se esperaba que el fragmento liberado desde pLNA24a fuera de 2724 bp, la
banda cortada fue la inferior pues la superior deberia corresponder al esqueleto de
pGEMT-Easy, con un tamafio de 3033 bp. El plasmido pMV261 digerido y defosforilado
fue purificado también desde bandas de gel de agarosa al 2%. Las reacciones de ligacién
fueron ensayadas en relaciones molares 1:1, 1:2 y 1:3 (vector: inserto) y nuevamente
fueron precipitadas con etanol absoluto con el fin de ser concentradas y aumentar asi la
probabilidad de obtener colonias positivas durante la transformacién. La transformacién se
realizo en células electrocompetentes de E. coli Top10 y tras ser recuperadas en medio
LB sin antibiotico para ser luego sembradas en placas LB suplementadas con kanamicina,
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gue es el marcador de resistencia del vector pMV261, sélo se obtuvo colonias en el caso
del cultivo proveniente de la reaccion 1:1.

Figura 5-9. Esquema de la purificacién desde un gel de agarosa al 2% del fragmento que
contiene al gen ctpF, obtenido tras la digestion de pLNA24 con BamHI y Hindlll.
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Las colonias positivas fueron ensayadas a través de una PCR con la pareja de iniciadores
pMVComp Up (pMV261) /F-RT-Rev (ctpF), buscando obtener un producto de 655 bp que

condujera a afirmar que fue el recombinante pLNA29 y no vector recircularizado lo que

Digestion doble BamHI y
Hindlll sobre pLNA24a

permitié a dichas colonias crecer en el medio con antibiético. La Figura 5-10 presenta el
resultado de esta reaccion de comprobacion sobre cuatro colonias seleccionadas,
introduciendo como control positivo al producto de ligacién 1:1. Las colonias C1y C2, que
resultaron positivas al hacer esta comprobacion, fueron cultivadas en medio liquido con el
fin de realizar la extraccion del recombinante. El recombinante extraido de cada colonia
fue nuevamente ensayado por medio de una PCR utilizando la pareja de iniciadores ya
descrita y adicionalmente fue digerido con enzimas de restriccion seleccionadas con el
propésito de comparar el patrén obtenido con uno construido por medio del programa ApE.
La Figura 5-11 presenta el resultado de este mapeo de restriccion para los recombinantes
de la C1l y la C2. En los geles de agarosa utilizados para visualizar los productos de
reaccion se incluyé como control tanto a los recombinantes como al vector pMV261 sin
cortar (circular). Se observa que a pesar de que estos no migran como una banda en el
tamafio calculado de acuerdo con su secuencia, pues pueden adoptar distintas
conformaciones superenrolladas, los cortes que se generan utilizando la enzima BspHI en
cada uno dan lugar a bandas cuya suma total si corresponde a este valor. De manera

interesante, el corte con esta enzima también permite confirmar la insercién de ctpF pues
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se observa una tercera banda debida a un sitio de corte presente en su secuencia.

Finalmente, la integridad de la secuencia fue corroborada por secuenciacion (Anexo D).

Figura 5-10. Mapa del recombinante pLNA29 donde se sefiala la region de anillamiento
de los iniciadores pMVComp Up y F-RT-Rev y el resultado de la PCR de comprobacién
sobre las colonias seleccionadas. Se observa que sélo las colonias C1y C2 presentan una
amplificacién del producto esperado, de manera similar al control positivo.
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Figura 5-11. Mapeo de restriccion del recombinante pLNA29 extraido de las colonias 1y
2, comparado con el obtenido utilizando el programa ApE.
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5.2.3 Transformacion de M. smegmatis mc2155 wt y A3926

Tras haber verificado la obtencién del recombinante pLNA29 se procedié a transformarlo
en células de M. smegmatis mc2155 tipo silvestre y del mutante de pmal (MSMEG_3926),
homologo de ctpF. Tras la transformaciobn por electroporacion de células
electrocompetentes de la cepa silvestre, se seleccionaron seis colonias que crecieron en
LB suplementado con kanamicina y fueron ensayadas a través de PCR utilizando dos
parejas de iniciadores: pMVComp Up / F-RT Rev (producto 655 bp) y pMVComp UP /
RT.1997 Rev (producto 2330 bp). La Figura 5-12 resume los resultados obtenidos para
esta amplificacion.

Figura 5-12. Comprobacion de la transformacién con el recombinante pLNA29 de colonias
seleccionadas de M. smegmatis mc?155 wt utilizando dos parejas de iniciadores.
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Las seis colonias contenian el recombinante pLNA29. Posteriormente, se continud con la
transformacion de la cepa mutante A3926. Como paso inicial se decidio realizar una
comprobacion del genotipo mutante, realizando una PCR con iniciadores dirigidos al gen
pmal sobre DNA gendmico extraido de la cepa. Como control de la amplificacion se
empleé DNA gendmico de M. smegmatis mc?155 wt. Se emplearon los iniciadores Pmai-
RT-Dir2 / Pmal-RT-Revl (153 bp) y Pmal-RT-Dir2/Pmal-RT-Revl (1843 bp). Una vez
realizada esta verificacion se prepararon células electrocompetentes y se transformaron
tanto con el recombinante como con el vector pMV261 vacio, con el fin de preparar un
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control para los experimentos de acumulacién de calcio. La comprobacién de pLNA29 se
realizé con dos juegos de iniciadores, pMVComp Down/ F-RT-Dir (2528 bp) y pMVComp
Down/ RT.1997 Dir (690 bp), mientras que la comprobacién de pMV261 se realiz6 con
iniciadores dirigidos al gen de resistencia a kanamicina, Tm903A/ Tm903B (846 bp). La
Figura 5-13 resume los resultados de estas comprobaciones y la verificacién del genotipo

mutante.

Figura 5-13. A. PCR de comprobacién para verificar la ausencia del gen pmal en el
genoma de la cepa A3926. B. PCR de comprobacion para verificar la presencia del
recombinante pLNA29 o el vector vacio pMV261 en colonias obtenidas a partir de la cepa
mutante.
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5.2.4 Expresion de CtpF desde el recombinante pLNA29 en M.
smegmatis

Tras obtener el recombinante de CtpF en pMV261 y comprobar su correcta transformacion
en las cepas M. smegmatis wt y A3926, se procedio a expresar la proteina en este sistema,
considerando que el gen fue insertado corriente abajo del promotor de choque térmico
micobacteriano Hsp60. Inicialmente, se llevé a cabo un ensayo de induccion de la
expresion a 45°C a diferentes tiempos y los cultivos celulares fueron procesados para
obtener fracciones de proteinas que fueron analizadas por SDS-PAGE y Western Blot. En
la Figura 5-14, no se observa un resultado satisfactorio para la sobreexpresion de CtpF,
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toda vez que no fue posible detectar la proteina a la altura esperada (aproximadamente
100 kDa).

Figura 5-14. Expresion por choque térmico a 45°C de CtpF desde el recombinante
pLNA29, analizado por SDS-PAGE (A) y Western-Blot (B).

M. smwt + M. smwt+ M. smwt + M. smwt+ M. smwt + M. smwt +
pMV261 PLNA29 PLNA29 pMV261 pLNA29 pLNA29
OH 3H OH 3H  kDa 6H 9H 12H 24H OH 3H OH 3H kpa 6H 9H 12H 24H

Los resultados del ensayo de inmunodeteccion de CtpF, aunque muestran que el choque
término fue capaz de promover la expresion de proteinas como la Hsp60 (groEL2), segun
lo evidencia el reconocimiento de su cola de histidinas (HGHGHHHGHAH) representado
por una banda a una altura aproximada de 72 kDa asociada posiblemente a una de sus
formas oligoméricas (147), no ha dado lugar a la formacion de CtpF en niveles detectables,

en las condiciones experimentales utilizadas para este ensayo.

Teniendo en cuenta este resultado, se supuso que la cantidad de proteina producida desde
el vector de expresion no era lo suficientemente alta como para ser detectada utilizando
esta estrategia. Se decidié entonces corroborar que se estaba generando el transcrito de
RNA, lo cual se puede realizar mediante qPCR utilizando iniciadores dirigidos al gen ctpF,
considerando que este gen no esté presente en el genoma de M. smegmatis. De acuerdo
con resultados previos de la literatura y de nuestro grupo de investigacion (124, 132, 148),
se llevé a cabo un protocolo de extraccién de RNA y sintesis de cDNA, que luego fue
empleado como molde para la deteccion de ctpF. Adicionalmente, se opté por realizar
andlisis de DotBlot con las vesiculas de membrana preparadas para los ensayos de
acumulacion. La Figura 5-15 resume los resultados obtenidos de estos experimentos.
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Figura 5-15. A. Expresion relativa del gen ctpF desde el vector de expresion pLNA29 en
M. smegmatis wt y M. smegmatis A3926 en funcién del tiempo de induccién por choque
térmico a 45 °C, respecto a la expresiéon del gen RNA 16S. Las barras representan el
promedio + desviacion estdndar (n=3) de un triplicado técnico. B. Arriba, DotBlot de
vesiculas de membrana (50 pg) de las cepas control y recombinantes, comparadas con 50
Mg de un control positivo de CtpA recombinante marcada con una etiqueta de seis
histidinas; abajo, DotBlot de vesiculas de membrana control para verificar que la
inespecificidad detectada no varia de manera proporcional a la concentracion de proteina.
El DotBlot se llevé a cabo usando un anticuerpo primario dirigido contra la etiqueta de
histidinas (6x-His Epitope Tag Antibody Rabbit, Thermo Fisher Scientific) y un anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa de rdbano (Goat anti-Rabbit IgG Fc, HRP conjugate,
Thermo Fisher Scientific).
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Esta gréafica permite concluir que el transcripto de CtpF es sintetizado de forma basal,
previo a la induccién por choque térmico y que, tras el choque térmico, su maximo de
transcripcion se da alrededor de 1 hora. De manera interesante, la expresion relativa es
unas 1,5 veces mayor en la cepa mutante que en la cepa silvestre en este maximo, lo que
podria sefialar que la presencia de Pmal tiene un efecto represivo sobre la transcripcién
de CtpF, posiblemente debido a que enzimas llevan a cabo funciones similares o porque
existe un limite para el nUumero de monémeros de ATPasa que pueden ser ensamblados
por unidad de area de la membrana. Si se compara el nivel de expresiéon de CtpF
determinado en este trabajo con el nivel de expresion de Pmal, determinado en un trabajo
previo de nuestro grupo de investigacion (132), se observa que el nivel de expresion
relativa de CtpF es aproximadamente un orden de magnitud menor que el de Pmal, su
homdlogo en M. smegmatis, pues en dicho trabajo se encontré que el gen pmal se
transcribe unas 300 veces mas que el gen RNA 16S bajo condiciones experimentales
similares a las que se usaron para estudiar CtpF aqui. Esto da cuenta de que, en términos

generales, CtpF no se expresa en la misma magnitud que Pmal en el modelo
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micobacteriano. Cuando se ha hecho uso de E. coli para la expresién heterdloga de estas
dos proteinas (124), se observa que se obtienen buenos resultados para ambas, lo que
soporta el hecho de que el vector pMV261 no es un sistema 6ptimo para la obtencién de
grandes cantidades de proteina.

Respecto a la deteccion de CtpF en las vesiculas de membrana, la concentracion de
proteina de los extractos de M. smegmatis y el del control positivo, de E. coli, es
comparable pues fueron cuantificados bajo las mismas condiciones usando dos métodos:
Bradford y BCA. Se observa como 50 pg de un extracto de membrana E. coli enriquecido
con CpA (Cu*-ATPasa tipo P1B, (64)) posee mucha més proteina marcada que 50 ug de
los extractos de M. smegmatis, lo que da cuenta de la baja eficiencia de este sistema de
expresion; esto sumado al hecho de que mientras para la obtencién del extracto de CpA
se requirieron 500 mL de medio, los extractos de CtpF se obtuvieron a partir de 2,5 litros.
Por otra parte, se observa que los extractos de M. smegmatis wt o0 mutante transformada
s6lo con el vector vacio, pMV261, presentan una respuesta débil debida a una deteccion
inespecifica o background. Con el fin de desestimar la importancia de esta respuesta y
descartar su influencia sobre la deteccién de CtpF, se sembraron cantidades en
incrementos sucesivos de 25 ug de estos extractos, confirmando que tal respuesta no es
dependiente de la concentracién de proteina, por lo que es probable que se trate de una

interaccion inespecifica del anticuerpo con alguno de los componentes del extracto.

A pesar de que existen reportes en literatura que documentan el uso de pMV261 como
vector de expresién para algunas proteinas de micobacterias (148, 149), los trabajos en
los que este vector ha sido usado para expresar proteinas de membrana, especificamente
ATPasas, han mostrado que su eficiencia no es comparable a otros modelos de expresion.
Es posible que debido a la fortaleza del promotor, el cual da lugar a altos niveles de
expresion en condiciones in vitro (150), este vector no sea apropiado para la expresion de
proteinas de membrana, teniendo en cuenta que en muchos casos su expresion en
grandes cantidades puede resultar toxica para las bacterias (151). Aunque esto podria ser
contraargumentado desde la perspectiva de los ensayos de expresion heteréloga que han
sido exitosos en E. coli, hay que considerar que la fortaleza de los promotores utilizados
en esos casos se puede regular de una manera mas sencilla, variando por ejemplo la
concentracion de arabinosa en el caso del promotor araBAD (152) o la concentracion de
IPTG en el caso del promotor T7 (153).
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Si se desea obtener cantidades significativas de proteina de membrana con fines de
purificacién o cristalizacion desde un modelo micobacteriano, el vector pMV261, basado
en el promotor Hsp60, podria no ser la mejor eleccién en tanto que su fortaleza no es tan
facil de regular. Existen otros vectores de expresion basados en promotores mucho mas
faciles de regular como aquellos que hacen uso del promotor de acetamidasa de Msm
(154, 155), o el promotor T7 para el que incluso se ha desarrollado una cepa optimizada
denominada M. smegmatis mc?4517 (156, 157) y que recientemente utilizé para la
caracterizacién y cristalizacién de una ATPasa tipo FoF1 (ATP-sintasa) (158). No obstante,
todo esto no implica que el uso de pMV261 no sea recomendado cuando se desea realizar
ensayos de actividad en los que la proteina de interés se encuentre embebida en la
membrana, en un ambiente muy similar a las condiciones in vivo, pues estudios previos
han demostrado que es posible trabajar con este tipo de extractos (64, 65, 159) a pesar de
gue su obtencion requiera de cantidades considerables de medio de cultivo. El hecho de
gue pMV261 no permita la expresion de CtpF en cantidades significativas, no impide la
obtencion de vesiculas de membrana micobacterianas en las que CtpF se encuentre
embebida de manera activa. Como se vera en la secciéon 5.4y 5.5, las vesiculas sobre las
cuales se detectd CtpF a través de DotBlot, obtenidas utilizando la expresién por choque
térmico desde el vector pLNA29 bajo la condicion seleccionada con base en el ensayo de
RT-gPCR, fueron usadas exitosamente en los ensayos de acumulacion de calcio. Este
nivel de expresion es favorable pues al ser mayor que el basal, acentla el efecto de la
proteina y produce una diferencia medible, pero al ser bajo permite comparar su efecto con
las condiciones normales en que se expresa desde el genoma de Mtb, ademas de que
permite asumir que el modelo no es afectado de forma considerable y por tanto las
diferencias encontradas son atribuibles a la funcion de CtpF y no a otros fendbmenos que

sean consecuencia de su expresion.

5.3 Efecto de CtpF sobre la acumulacion de calcio en
células completas de Mycobacterium smegmatis

5.3.1 Acumulacién de Ca?

Con el fin de evaluar si la expresion de CtpF desde el vector de expresion en micobacterias
pMV261 previene la acumulacién frente a un cambio abrupto en la concentracion

extracelular de Ca?" en las células de M. smegmatis, estas fueron cultivadas hasta fase
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exponencial en un medio minimo para ser luego sometidas a la condicion de estrés y luego
ser lavadas, recolectadas y procesadas para medir su contenido de calcio total. La Figura
5-16 presenta el modelo planteado y los resultados obtenidos.

De acuerdo con el modelo planteado en este trabajo, CtpF es una proteina Ca?*-ATPasa
involucrada en la homeostasis de calcio. Por esta razon, su sobreexpresion en células de
M. smegmatis deberia conferirle la capacidad de responder de mejor manera a cambios
abruptos en la concentracion extracelular de este cation. Durante este ensayo, la
concentracion extracelular aumento varios ordenes de magnitud lo que implica la aparicion
de un gradiente de concentracion que llevaria al ingreso del cation al citosol de la bacteria.
Como respuesta a este cambio abrupto, se ha reportado que las bacterias poseen distintas
estrategias para reestablecer la concentracion citosélica e incluso que este tipo de
aumento puede ser interpretado como una sefial que desencadena varias respuestas

intracelulares (89).

Figura 5-16. A. Modelo planteado para el funcionamiento de CtpF: La ATPasa se encarga
de regular la concentracion intracelular de calcio utilizando la energia del ATP para
movilizarlo en contra de su gradiente de concentracion. B. Acumulacion de calcio en
células completas de M. smegmatis transformadas con pLNA29, normalizada respecto a
la acumulacion de la cepa wt transformada con pMV261. Las barras representan el
promedio * desviacién estandar (n=3) de un cuadriplicado biol6gico. Los asteriscos indican
el resultado de una prueba de comparacion t student, P<0,05.
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A pesar de que el ensayo es de punto final, la escala de tiempo considerada permitio
observar que existe una diferencia estadisticamente significativa de la cantidad de calcio
gue es removida del citosol entre células transformadas con el vector pMV261 y aquellas

transformadas con pLNA29. Si se asume que la expresion de CtpF no influye en la
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velocidad a la que el calcio ingresa a la célula debido al gradiente de concentracion, lo cual
es razonable teniendo en cuenta que no se trata de una proteina con un poro hidrofilico
sino que posee una compuerta que alterna entre estados abierto y cerrado dependientes
tanto de la unién del cation en el segmento transmembranal desde la cara citoplasmatica
como del ATP en el dominio N, la diferencia detectada indicaria que CtpF esta implicada

en la remocion del calcio desde el interior de la bacteria.

Un aspecto importante del experimento es la metodologia para la recoleccion de las células
y especificamente el buffer de lavado empleado. Durante la optimizacién del protocolo, se
empled un buffer basado en glicerol, que llevo a resultados insatisfactorios en tanto que
no se observaba una diferencia significativa entre ninguna de las cepas. Esto podria
deberse a que en la preparacion del buffer se excluye al calcio para evitar introducir error
en las medidas y en, consecuencia, este abandona las células por difusiéon pasiva. La
solucién fue emplear un buffer con una osmolaridad similar a la que enfrentan las células
en condiciones normales, lo cual llevé al protocolo que se usé para obtener resultados mas
satisfactorios. Esto demuestra que las diferencias observadas en los experimentos no son
totalmente atribuibles al hecho de que ciertas estructuras de la envoltura celular de las
micobacterias puedan quelar el cation, pues como se observé, la difusién simple tenia un
gran impacto sobre los resultados de la cuantificacion de calcio total. A pesar de que la
cuantificacién no diferencia entre el calcio contenido en el citosol del calcio quelado por
lipidos y otros componentes estructurales, se observa que las diferencias estadisticamente
significativas obedecen a cambios en la concentracion de calcio disponible en el citosol, la
gue es susceptible al gradiente de concentracion. Por otra parte, en la preparacion del
buffer se evit6 el uso de ligantes con potencial de union a calcio para regular el pH, con el
fin de excluir el efecto de competencia entre el buffer y la envoltura celular por el catién.
Esto asegura que, si se asume que las diferencias entre la envoltura celular de las cepas
son minimas, en tanto que los genes estudiados no han sido reportados como participantes
de rutas biosintéticas relacionadas con la construccion de la pared, una parte del calcio
utilizado en el experimento sea quelado por la envoltura celular de manera constante en

los experimentos.

5.3.2 Acumulaciéon de Na*

Con el fin de soportar la evidencia obtenida que favorece la hipotesis de que CtpF esta

involucrada de manera especifica en el eflujo de calcio desde el citoplasma
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micobacteriano, se decidio realizar ensayos de acumulacion con sodio, Na*, otro de los
posibles cationes transportados por esta enzima. Si CtpF ademas de estar involucrada en
el eflujo de Ca?* también es responsable por el eflujo de Na*, se esperaria que, de manera
similar a lo observado en los ensayos de acumulacién de calcio, su expresion en la
membrana de M. smegmatis tuviera algun efecto sobre la cantidad de sodio acumulado
cuando las células se someten a un aumento abrupto de la concentracion del cation en el
medio extracelular. De igual manera, considerando los resultados obtenidos previamente
en nuestro grupo de investigacion (132), se decidié modificar el protocolo de acumulacion
de sodio para incluir potasio (K*) pues la actividad sodio dependiente se estimula en
presencia de dicho cation. La Figura 5-17 presenta los resultados obtenidos de los

ensayos de acumulacion de sodio en ausencia y presencia de potasio.

De manera importante, no se observé una diferencia estadisticamente significativa entre
la cantidad de sodio acumulada por la cepa recombinante respecto a la cepa control en
ninguno de los dos escenarios. Esto evidencia que, frente a un cambio abrupto en la
concentracion de sodio en el medio extracelular, las células de M. smegmatis responden

de manera similar sin importar que CtpF se haya expresado en la membrana plasmatica.

Figura 5-17. Acumulacion de sodio en ausencia y presencia de potasio en células
completas de M. smegmatis transformadas con pLNAZ29, normalizada respecto a la
acumulacion de la cepa wt transformada con pMV261. Las barras representan el promedio
+ desviacién estandar (n=3) de un cuadriplicado biolégico. No hay diferencia
estadisticamente significativa entre las medias.

1.5
Bl Nat

Na+/K+

Acumulacion Relativa de Sodio

O\Q



88 Determinacion de caracteristicas funcionales de CtpF

Las bacterias poseen distintos mecanismos de transporte de sodio que pueden responder
al aumento de la concentracion de este ion en el ambiente extracelular. Distintas proteinas
de membrana se encargan de mantener un gradiente de concentracién en el cual la
concentracion al interior de la célula es mas baja que en el exterior. Si CtpF estuviese
encargada del restablecimiento de la concentracion de Na* tras un aumento abrupto en su
concentracion, se esperaria que las células recombinantes exhibieran un menor contenido
de sodio comparadas con la cepa silvestre en un determinado instante de tiempo. Segun
estos resultados, CtpF no influye en la forma en que la célula se recupera del aumento
abrupto en la concentracién de sodio lo cual tiene sentido a la luz de la diversidad de
sistemas de transporte pasivo que se apoyan en el sodio para llevar a cabo su funcién y

gue serian capaces normalizar el gradiente de concentracion.

Por otra parte, considerando que CtpF es una Ca?*-ATPasa y trabajando sobre la hipétesis
de que estaria involucrada en el transporte de sodio, es coherente compararla con las
Na'/K*-ATPasas de la clase P2. Por esta razén también se incluy6é al potasio en los
experimentos pues en este tipo de bombas la presencia de K*, Na*y ATP es indispensable
para que haya lugar a la actividad de transporte. Los resultados muestran que la inclusién
de potasio en los experimentos no tuvo un impacto estadisticamente significativo sobre la
acumulacién de sodio y ratifican que la funcién de CtpF no es reestablecer los niveles de
sodio luego de un aumento abrupto en su concentracién. Esto es coherente si se considera
gue los sistemas de transporte pasivo o de transporte activo secundario poseen una mayor
tasa de transporte que las ATPasas (48), por lo que su efecto seria mas rapido que el de
CtpF. A pesar de que el mismo argumento aplicaria para el calcio, los resultados si
muestran una diferencia estadisticamente significativa en ese caso, por lo que se puede
apreciar que CtpF tiene un impacto sobre la tasa a la cual se expulsa el calcio de la célula

para reestablecer su concentracion.

5.4 Efecto de CtpF sobre la acumulacién de calcio en
vesiculas de membrana de Mycobacterium smegmatis

Al observar que la expresion de CtpF evita la acumulacién de calcio en células
recombinantes, se decidié medir su efecto sobre la acumulacion en un modelo de vesiculas
de membrana en el que se favorece una configuracion invertida, de manera que la

direccion de transporte del cation cambia, y es corroborada.
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5.4.1 Acumulaciéon de calcio en vesiculas de membrana

La fraccién de membrana obtenida a partir del extracto celular lisado de manera mecanica
y separado por centrifugacion diferencial se resuspendié en un buffer que favorece la
formacion de vesiculas de membrana en conformacion invertida (160, 161) al incorporar al
detergente Brij-58, un polioxietilenacil éter cuya cabeza polar posee un tamafio tal que
induce la apertura e inversion de vesiculas de membrana de acuerdo con lo postulado en
la hipotesis de acoplamiento de bicapas lipidicas (162). En su conformacion natural, los
dominios de fosforilacion, actuador y de union a nucleétido de CtpF se encuentran
ubicados en el interior de la célula, expuestos en la cara citoplasmatica de la membrana.
En las vesiculas invertidas, estos dominios estarian expuestos en el exterior de la vesicula,
lo cual permitiria controlar el funcionamiento de la enzima por medio del consumo de ATP

en el buffer de reaccion.

Con el fin de corroborar que las vesiculas obtenidas preservaban a las proteinas CtpF en
una conformacion activa, se sometieron a un ensayo de actividad ATPasa en presencia de
Ca?*, de acuerdo con las condiciones optimizadas en estudios anteriores (124). Una vez
se verific que las vesiculas de membrana presentaban actividad Ca?*-ATPasa se llevo a
cabo un ensayo de acumulacién de calcio con el fin de corroborar tanto la direccién del
transporte del cation como la diferencia de acumulacién entre vesiculas control y vesiculas
recombinantes. La Figura 5-18 presenta el modelo de vesiculas de membrana con
configuracion invertida y los resultados de actividad ATPasa y acumulacién de calcio. Estos
resultados muestran que las vesiculas recombinantes presentan una actividad
aproximadamente dos veces mayor que la actividad de las vesiculas control, lo cual es
coherente con el hecho de que la expresion de las proteinas recombinantes tiene un

impacto sobre la actividad Ca?*-ATPasa de las vesiculas.

Los resultados muestran que las vesiculas de membrana enriquecidas con CtpF presentan
una acumulacion de calcio mayor que las vesiculas control, lo cual es coherente con el
hecho de que CtpF transporta el Ca?* desde el interior de la micobacteria hacia el exterior
celular y que, por tanto, si su configuracion se invierte, esta direccion de transporte
cambiaria en el mismo sentido. En este punto seria posible argumentar que durante la
reconstitucion de las vesiculas de membrana no se incluye al calcio dentro del buffer de
re-suspension por lo que el interior de la vesicula posee una baja concentracion del ion

respecto a la concentracion en el exterior y, por ende, la acumulacién de calcio est4 dada
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por el transporte pasivo del ion hacia el interior de la vesicula. Este argumento es valido,
sin embargo, se debe considerar tanto el ensayo de actividad Ca?*-ATPasa, que sugiere
que las vesiculas de membrana hidrolizan ATP en presencia de Ca?*, como el ensayo de
acumulacion relativa, que muestra que hay una mayor acumulacion del cation en
comparacion con las vesiculas control, es decir, a pesar de que puede que existan
mecanismos que permiten la difusién de calcio hacia el interior de la vesicula, estos son
comunes tanto a las vesiculas control como a las vesiculas recombinantes. La Unica
diferencia radica en la presencia de CtpF, y por tanto se puede responsabilizar a esta por

la acumulacién y la actividad ATPasa adicional observada en las vesiculas recombinantes.

Figura 5-18. A. Modelo planteado para la orientacion de CtpF en las vesiculas de
membrana: Los dominios citoplasmaticos quedan expuestos hacia el exterior de la vesicula
y, adicionalmente, se invierte la direccién de transporte del cation. B. Actividad Ca?*-
ATPasa de las vesiculas de membrana utilizadas en el ensayo de acumulacién. C.
Acumulacion de calcio en vesiculas de membrana de M. smegmatis transformadas con
pLNA29, normalizada respecto a la acumulacion de la cepa wt transformada con pMV261.
En ambas gréficas, las barras representan el promedio + desviacién estandar (n=3) de un
duplicado biolégico. Los asteriscos indican el resultado de una prueba de comparacion t
student, P<0,05.
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Es importante resaltar que el mecanismo de transporte de las Ca?*-ATPasas requiere tanto
de la presencia del cation como de ATP en el medio (80), por lo que el efecto de difusién
no se daria a través de CtpF en ausencia de ATP. Esto se debe a que el cambio
conformacional que termina por exponer los sitios de uniéon de Ca?* hacia la otra cara de
la membrana es inducido precisamente por la unién tanto del cation a ellos, como del ATP
a su sitio en el domino N. Es justamente en ese principio que se basa la relacion entre los
ensayos de actividad ATPasa y los de acumulacién de calcio. Un efecto de inhibicion sobre
la actividad ATPasa debe verse reflejado tanto en la cantidad de fosfato liberado producto
de la hidrdlisis del ATP como en la cantidad de calcio acumulado en el interior de las

vesiculas.

5.4.2 Sensibilidad a vanadato de sodio

Para soportar la hip6tesis de que parte de la acumulacién observada en las vesiculas de
membrana de M. smegmatis se debe a un transporte activo dependiente de Ca?*, mediado
por la ATPasa tipo P CtpF, se decidi6 llevar a cabo un ensayo en presencia del inhibidor
prototipico de este tipo de bombas: el anién ortovanadato, VO,* (163). En principio, el
experimento fue planteado para ser llevado tanto en vesiculas de membrana de Msm wt
como en las vesiculas de la cepa mutante. Sin embargo, al ejecutar los ensayos en la cepa
silvestre no fue posible obtener resultados reproducibles. Es probable que esto se deba a
la presencia de Pmal en dicho modelo, en tanto que su actividad ATPasa podria interferir
con la manera en que el calcio se acumula en la vesicula y que la cantidad de vanadato
utilizada no fuera suficiente para inhibir todo el transporte debido a esta enzima. Cuando

se aumento la cantidad de vanadato para tratar de disminuir este efecto, la cantidad de
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calcio acumulada no fue reproducible entre las réplicas técnicas del ensayo por lo que
infortunadamente este problema experimental no pudo ser solucionado. Es necesario
optimizar este experimento, aunque lo realmente ideal seria ejecutarlo en un sistema de
proteoliposomas con proteina pura que facilite tanto el trabajo como el analisis de los
resultados. De cierta forma el mutante estd un paso mas cerca de esa idealidad pues se
remueve a Pmal, cuya funcion seria redundante en las condiciones del ensayo, y da una
idea del rango de concentraciones de vanadato que podrian usarse, haciendo de este un
experimento de tipo exploratorio. La Figura 5-19 presenta los resultados de acumulacion

de calcio en presencia de diferentes concentraciones de vanadato de sodio.

Figura 5-19. Porcentaje de acumulacion de calcio en vesiculas de membrana de M.
smegmatis A3926 transformada con pMV261 o el recombinante de CtpF. Se definié como
100% la cantidad de calcio acumulada por las vesiculas control (pMV261) en ausencia de
vanadato de sodio y los demas valores fueron normalizados respecto a esta. Los puntos
representan el promedio + desviacion estandar (n=3) de un triplicado técnico para cada
valor de concentracion de NaszVOa.
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En este ensayo se comparé la acumulaciéon de las vesiculas de membrana en presencia
de distintas concentraciones de vanadato de sodio respecto a la acumulacion en ausencia
de este inhibidor. Como puede observarse, mientras que el vanadato no tiene un efecto
importante sobre las vesiculas de membrana control, pues aun cuando los datos presentan
una dispersiéon considerable la acumulacion se ve inhibida maximo en un 10-15%, las
vesiculas enriquecidas con CtpF exhiben una disminucion drastica de la acumulacion de

calcio en funcion de la concentracion de vanadato, llegando a ser hasta un 25-30% menor
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gue en ausencia del inhibidor. De manera relevante, este es el mismo nivel de inhibicion
gue se observa cuando en lugar de acumulacion de calcio se determina actividad ATPasa
basada en la medida de la liberacion de fosfato producto de la hidrdlisis del ATP (124), lo
gue permite reafirmar la relacion cercana que existe entre los resultados de los ensayos
de actividad y los de acumulacion. Estos resultados corroboran la afirmacion realizada
previamente de que si bien un buen porcentaje de la acumulacién de calcio en las vesiculas
enriguecidas es ocasionado por el gradiente de concentracién y la difusion a través de
transportadores pasivos (cerca del 75% para una concentracion de NasVO, de 30 uM),
CtpF actia como un transportador ATP-dependiente y vanadato-sensible del cation,
soportando asi los resultados obtenidos en células completas y que llevan a postular a

CtpF como una proteina de eflujo de calcio desde el interior de las micobacterias.

5.5 Comparacion in vitro del efecto de Pmal y CtpF sobre
la acumulacion de calcio en M. smegmatis A3926

A la luz de los resultados obtenidos tras analizar el efecto de la sobreexpresion de CtpF
tanto en células completas como en vesiculas de membrana y considerando la similitud
gue guarda esta enzima con su homoélogo de M. smegmatis, Pmal, analizada a través de
herramientas bioinformaticas (seccién 5.1), se decidi6 llevar a cabo estos experimentos de
acumulaciéon con Pmal para confirmar la predicciéon de que su funcion respecto al eflujo
selectivo de calcio seria aproximadamente igual a la de CtpF bajo las mismas condiciones
experimentales. Con el fin de facilitar el analisis de los resultados los experimentos se
realizaron en la cepa mutante M. smegmatis A3926, para evitar una posible interferencia

de Pmal, expresada desde el genoma de la micobacteria, sobre la acumulacién de calcio.

5.5.1 Acumulacién en células completas

El primer paso fue evaluar la acumulacion de calcio y sodio en células completas del
mutante, transformadas con los recombinantes pLNA29 y pCAT3. La Figura 5-20 presenta
los resultados de estos experimentos. De forma sorprendente, la acumulacion de calcio en
las células mutantes recombinantes (rotuladas como A3926+CtpF o A3926+Pmal) tuvo
una diferencia estadisticamente significativa respecto a la acumulacion en las células
mutantes transformadas solo con el vector vacio (rotulada A3926). Este resultado favorece

la hipétesis de que Pmal esta involucrada en la homeostasis de calcio en M. smegmatis,
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de manera homologa a CtpF, al encargarse del eflujo del cation hacia el exterior celular en
contra de su gradiente de concentracion y que ambas proteinas son capaces de suplir esta

funcion en las células mutantes.

Si se compara la cantidad de calcio acumulada en las células mutantes respecto a la
acumulada en las células de la cepa silvestre (Anexo C, Figura C-1), se observa que las
células mutantes acumulan cerca de 3 veces mas calcio que las células wt. Esto indica
gue la delecién de Pmal tiene un impacto notorio sobre el eflujo de calcio, lo cual corrobora
gue Pmal esta involucrada en la homeostasis de este ion. Esta grafica también permite
observar que la transformacion de la cepa mutante con los recombinantes ocasiona una
acumulaciéon menor que la cepa silvestre. Es importante notar que aunque en principio la
transformacion de las células mutantes con un vector que expresa Pmal deberia
reestablecer el nivel de acumulacién hasta el obtenido por la cepa silvestre, se debe
considerar el hecho de que pMV261 no es un vector de Unica copia (131) por lo que en
términos generales, se esperaria una mayor poblacién de monémeros de Pmal en la
membrana plasmética de las células mutantes transformadas con el vector de expresion
gue en la membrana de la cepa silvestre, que posee una Unica copia del gen (como se
indicé anteriormente la expresion desde este vector acentla el efecto de la funcién de la
proteina sin ser exageradamente alto, lo cual facilita el andlisis de los resultados). De
manera notable, si se atribuye la funcién de eflujo de Ca?" a Pmal, se observa que el
aumento en la acumulacion en la cepa mutante es compensado por el recombinante
pCAT3 mas un excedente, que coincide de manera cercana con el excedente que otorga
el recombinante pLNA29 tanto a la cepa silvestre como a la cepa mutante
(aproximadamente 0,5 mg Ca?* por mg de pellet). Este resultado soporta la hipétesis de
gue existe un tope para el nimero de monémeros de ATPasa que se incorporan a la
membrana plasmética cuando son expresados de forma basal desde el vector pMV261 y
gue la membrana plasmatica no puede acomodar un exceso de estos transportadores, lo
cual justifica el hecho de que la expresion de CtpF sea mayor en la cepa mutante que en

la cepa silvestre, como se observg anteriormente (seccion 5.2.4).

Por otra parte, se observa que al igual que los experimentos llevados a cabo en la cepa
silvestre, el efecto de CtpF sobre la acumulacién de sodio es indetectable y que Pmal se
comporta de manera similar bajo las mismas condiciones experimentales. Si bien estos
resultados contrastan un poco con estudios previos de estas proteinas (124, 132), en tanto

gue en ellos se observo que la actividad ATP-dependiente de estas enzimas era ademas
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de calcio, estimulada por sodio y potasio, es probable que la diferencia se deba a que las
propiedades in vitro de estos transportadores son considerablemente distintas a sus
propiedades in vivo. Se ha demostrado que los modelos empleados para reproducir los
microambientes membranales dificilmente son reproducibles y que las condiciones de
aglomeracion y estados alejados del equilibrio que se viven en el ambiente intracelular
tienen consecuencias significativas sobre las propiedades de las macromoléculas (164).
Por ende, no seria sorprendente que las determinaciones in vitro, realizadas en soluciones
idealizadas (diluidas) arrojaran resultados diferentes a las determinaciones realizadas in
vivo. Particularmente, los aminoacidos que hacen parte de los sitios de unién al cation
metalico de las ATPasas tipo P2 son compartidos en buena medida por todas las ATPasas
de la subclase (124, 139), por lo que es posible que las condiciones in vitro pudieran
favorecer la interaccién con otros cationes distintos al catién transportado in vivo. El valor
agregado de estos experimentos de acumulacion en células completas es que permiten
contrastar la selectividad de la ATPasa estudiada con los resultados obtenidos a través de
ensayos en que esta se separa de la mayoria de los componentes celulares y se
resuspende en un medio distinto al medio intracelular. A pesar de todo esto, es importante
resaltar que la afinidad por Ca?* de CtpF y Pmal, determinada en dichos modelos
experimentales, es mayor que su afinidad por Na* o K*, aun cuando es estimulada por ellos
(124, 132).

Figura 5-20. A. Acumulacién de calcio en células completas de M. smegmatis A3926
transformadas con pLNA29 (CtpF) o pCAT3 (Pmal), normalizada respecto a la
acumulacion de la cepa mutante transformada con pMV261. Las barras representan el
promedio * desviacion estandar (n=3) de un cuadriplicado biol6gico. Los asteriscos indican
el resultado de una prueba de comparacién multiple de Dunnett, a=0,05. B. Acumulacién
de sodio en ausencia y presencia de potasio en células completas de M. smegmatis A3926
transformadas con pLNA29 (CtpF) o pCAT3 (Pmal), normalizada respecto a la
acumulacion de la cepa mutante transformada con pMV261. Las barras representan el
promedio = desviacién estandar (n=3) de un cuadriplicado biol6gico. No hay diferencia
estadisticamente significativa entre las medias. Una comparacién de la cantidad de calcio
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absoluta acumulada por cada cepa silvestre y mutante se presenta en la Figura C-1 (anexo
Q).
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5.5.2 Acumulaciéon en vesiculas de membrana

Luego de verificar que Pmal se comporta de manera similar a CtpF, respecto a la
acumulacién de calcio, sodio y potasio en células completas de M. smegmatis A3926, se
decidi6 evaluar su efecto sobre la acumulacion de calcio en vesiculas de membrana. Al
igual que en los experimentos realizados con vesiculas de la cepa silvestre, se determiné
la actividad ATPasa de estas vesiculas, con el fin de validar su uso en el experimento de
acumulacion. La Figura 5-21 presenta los resultados de actividad ATPasa y acumulacién

de calcio.

Figura 5-21. A. Actividad Ca?'-ATPasa de las vesiculas de membrana utilizadas en el
ensayo de acumulacion. B. Acumulacion de calcio en vesiculas de membrana de M.
smegmatis A3926 transformadas con pLNA29 (CtpF) o pCAT3 (Pmal), normalizada
respecto a la acumulacién de la cepa mutante transformada con pMV261. En ambas
gréficas, las barras representan el promedio + desviacién estandar (n=3) de un duplicado
bioldgico. Los asteriscos indican el resultado de una prueba de comparacién mdltiple de
Dunnett, a=0,05.
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Estos resultados muestran que las vesiculas de membrana que sobreexpresan CtpF vy
Pmal, obtenidas a partir de la cepa mutante, hidrolizan ATP de forma Ca?*-dependiente.
De manera interesante, si se compara la actividad ATPasa normalizada de estas vesiculas,
respecto al control, con la actividad de las vesiculas que sobreexpresan CtpF provenientes
de la cepa silvestre (Figura 5-18), se observa que la de las primeras es menor. Esto
concuerda con el hecho de que, en la cepa silvestre, Pmal deberia estar presente en la
membrana, por lo que ademds de la contribucién de CtpF a la actividad ATPasa total,
también se debe considerar el aporte de Pmal. Por otra parte, se observa que los niveles
de actividad de las dos proteinas son muy cercanos. A pesar de que estos ensayos no
permiten cuantificar la estequiometria de transporte de Ca?*, como se ha hecho en otros
estudios (106), pues el sistema de reconstitucion proviene de un extracto de membrana y
por tanto posee otras proteinas que podrian hidrolizar ATP, el hecho de que los niveles de
actividad sean similares si indica que la tasa a la cual se hidroliza el ATP es comparable y
dado que esta actividad de hidrélisis es dependiente de la actividad de transporte del
cation, se podria sugerir que las dos proteinas poseen la misma estequiometria. De
acuerdo con el andlisis bioinformatico de las secuencias de estas enzimas (seccién 5.1),
la estequiometria seria 2 Ca?* transportados por cada molécula de ATP hidrolizada; no
obstante, el valor exacto tendria que ser determinado en un modelo de reconstitucién

preparado a partir de proteina pura.

Respecto a los resultados de acumulacion, se observa que tanto Pmal como CtpF
favorecen la acumulacion de aproximadamente dos veces mas calcio del que acumulan

las vesiculas provenientes de la cepa mutante transformada Unicamente con el vector
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pMV261.Estos resultados son relevantes pues corroboran que ambas proteinas pueden
funcionar como bombas de eflujo de Ca?* desde el interior de las micobacterias, pues
cuando se invierte su orientacion también lo hace la direccion de transporte. También es
importante el hecho de que los niveles de acumulacion sean similares pues ratifica que su
estequiometria de transporte es similar. Cabe resaltar que aun cuando los experimentos
de actividad ATPasa y acumulacidon estan relacionados, no existe una reaccion de
causalidad que determine los resultados a obtener. Si bien los niveles de actividad ATPasa
de las dos enzimas puede ser similares, podria ocurrir, por ejemplo, que una de ellas
transportara solo 1 cation por molécula de ATP hidrolizada. Esto se veria reflejado en una
menor acumulacién de calcio en el experimento con las vesiculas. Otro aspecto notable de
estos dos ensayos es que los resultados son coherentes aun cuando las determinaciones
se hacen por métodos considerablemente distintos; mientras la actividad ATPasa es
calculada a partir de una cuantificacion de fosfato, generado durante la hidrdlisis de ATP,
basada en la formacién de un complejo coloreado, la acumulacién de calcio se mide con

base en la absorcién atémica del metal.



6.Conclusiones y perspectivas

6.1 Conclusiones

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de este trabajo permiten concluir que es
posible lograr la expresién heterdloga de la proteina CtpF en el modelo M. smegmatis, por
medio del vector lanzadera pMV261, en niveles adecuados para la determinacion de
caracteristicas funcionales de la enzima en un sistema de vesiculas de membrana, pero
no con fines de purificacion. La eficiencia del sistema de expresion es baja comparada

con sistemas de expresion disefiados para E. coli.

Es posible concluir también que CtpF evita la acumulacion de calcio en células completas
de M. smegmatis, en comparacion a las células no transformadas de la cepa silvestre. Esta
actividad de transporte es selectiva para Ca?* respecto a Na* y Na*/K*, en tanto que un
aumento abrupto de la concentracibn de estos iones no ocasiona una acumulacion
preferencial en alguno de los dos tipos de células. También se puede concluir que M.

smegmatis es un modelo adecuado para el estudio de ATPasas tipo P de M. tuberculosis.

Asimismo, al reconstituir CtpF en un modelo de vesiculas de membrana en que se favorece
la orientacién invertida de estas, es posible confirmar la direccién de transporte de Ca?*,
en tanto que las vesiculas enriguecidas con la proteina acumulan mas calcio que sus
contrapartes provenientes de la cepa silvestre transformada sé6lo con pMV261. Esta
actividad de transporte es sensible a ortovanadato de sodio (NasVOa,), inhibidor clasico de
las ATPasas tipo P, con lo cual se ratifica que el cation ingresa a la vesicula a través de

esta ATPasa, y representa cerca del 25% del total de la acumulacién de calcio.

Finalmente, es posible concluir que Pmal funciona de manera muy similar a CtpF bajo las
condiciones experimentales ensayadas, lo cual confirma las predicciones bioinformaticas

basadas en su homologia. Adicionalmente, los resultados indican que poseen una
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estequiometria de transporte muy similar; el valor exacto s6lo puede ser determinado

utilizando un modelo de reconstitucion a partir de proteina purificada.

6.2 Perspectivas

A corto plazo, se espera evaluar el efecto de la delecidén del gen ctpF en M. tuberculosis
sobre la acumulacion de calcio en células completas, basandose en la metodologia
desarrollada durante este trabajo. Asimismo, se pretende evaluar si la complementacién
de esta cepa mutante con el recombinante pLNA29 es capaz de revertir el efecto de la

mutacion.

A mediano plazo, se planea evaluar el efecto de la deleciéon del gen ctpF sobre la
resistencia de M. tuberculosis a diversas condiciones de estrés, incluidas las
experimentadas durante la infeccion en macréfagos, y determinar si la complementacién

de la cepa mutante con pLNA29 recupera la funcion de CtpF.

A largo plazo, se espera que los resultados obtenidos durante el desarrollo de este trabajo
faciliten la caracterizacion de otras ATPasas tipo P2 y que el conocimiento adquirido sobre
CtpF permita avanzar en el desarrollo de nuevos compuestos antituberculosos con el fin

de mejorar el control sobre la enfermedad.
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A. Anexo: Alineamiento multiple de
12 ATPasas tipo P2 seleccionadas

Figura A-1. Alineamiento multiple de 12 secuencias de ATPasas tipo P2 construido con
MUSCLE (128) y visualizado en Jalview (126) utilizando el agrupamiento por color tipo
Clustal X: azul (hidrofébicos), rojo (cargados positivamente), magenta (cargados
negativamente), verde (polares), rosado (cisteinas), naranja (glicinas), amarillo (prolinas),
cian (aromaticos), blanco (no conservados). Se incluyen las regiones transmembranales
de SERCA (80) y los motivos conservados de las ATPasas tipo P (56).
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B. Anexo: Viabilidad de células de
Mycobacterium smegmatis frente a
altas concentraciones de Ca®*y Na*

Este ensayo se llevé a cabo para verificar que las concentraciones de calcio y sodio usadas
en los experimentos no afectaron la viabilidad de las células. Se cultivaron las cepas
recombinantes y control en medio Sauton hasta un ODsgs aproximadamente igual a 1 y una
cantidad medida este cultivo se usé para inocular 10 mL de Sauton a un ODsgs final de
0,02. Se incubaron durante 24 horas a 37°C y 80 rpm, para luego subdividirse en dos
porciones de 5 mL. Una de ellas, denominada positiva, fue suplementada con 10 mM Ca?*
0 240 mM Na* y la otra, negativa, con agua desionizada estéril. Se incubaron durante 1
hora a 37 °C y 80 rpm y luego una alicuota de 200 uL fue cultivada sobre placas agar-LB
suplementadas con Kanamicina 25 pg/mL. Se incubaron finalmente durante 3 dias a 37
°C.

Considerando los ensayos adelantados previamente (124), las concentraciones escogidas
fueron 10 mM Ca?" y 240 mM Na*, de manera que se garantizara que habria un gradiente
de concentracién con direccion hacia el interior de la célula, presionandola asi a utilizar
sus mecanismos de regulacion de la concentracién citosélica de estos iones. El
experimento fue llevado a cabo de la misma manera en que se ejecutaron los experimentos
de acumulacion, pero antes de la recoleccion de las células se tom6 una alicuota de 100
pL del medio y fue sembrada en una placa LB suplementada con kanamicina. Se observo
gue, en todos los casos, el tratamiento con el catidn (positivo) no condujo a una diferencia
en el crecimiento de las células comparadas con el tratamiento con agua desionizada
estéril (negativo). La Figura B-1 presenta las imagenes de las placas donde se sembré

cada muestra de cultivo.
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Este resultado sugiri6 que aun cuando las concentraciones seleccionadas con base en
estudios previos y de tal manera que superan las concentraciones extracelulares a las que
normalmente se ven expuestas las células (47, 89) son altas, no tienen efecto alguno sobre
la viabilidad o el crecimiento de las bacterias durante el tiempo de incubacion pues aun
cuando las placas no mantienen estas condiciones, si la viabilidad se viera afectada, se
esperaria que el crecimiento de los ensayos positivos cambiara respecto al crecimiento de
los ensayos negativos. Por tanto, todos los resultados de acumulacion, determinados como
fraccion de calcio total respecto al peso seco del pellet, corresponderian al catién

internalizado por células viables.

Figura B-1. Ensayo de viabilidad de las células de M. smegmatis mc?155 wt transformadas
con pMV261 (a) o CtpF (b) y las células de M. smegmatis mc2155 A3926, transformadas
con pMV261 (c), CtpF (d) o Pmal (e), frente a las concentraciones a ser usadas en los
ensayos de acumulacion de A. Ca?* y B. Na*. Los positivos corresponden al tratamiento
con catién y los negativos al tratamiento con agua desionizada estéril.




C. Anexo: Comparacion de
acumulacion y actividad ATPasa en
M. smegmatis A3926 respecto a M.
smegmatis wt

Figura C-1. Acumulacion de calcio en células completas de M. smegmatis y M. smegmatis
A3926, transformadas con pLNA29 o pCAT3. Las barras representan el promedio *
desviacion estandar (n=3) de un cuadriplicado biolégico. Los asteriscos indican el resultado
de una prueba de comparacion multiple de Dunnett, a=0,05, en que se tomé a M.
smegmatis wt como grupo de referencia.
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mg Ca®*Ig pellet
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—
1

Figura C-2. Actividad Ca?*-ATPasa (A) y Acumulaciéon de calcio (B) en vesiculas de
membrana de M. smegmatis wt y M. smegmatis A3926 transformadas con pLNA29 (CtpF)
o pCAT3 (Pmal). En ambas graficas, las barras representan el promedio + desviacion
estandar (n=3) de un duplicado biolégico. Los asteriscos indican el resultado de una prueba
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de comparacién multiple de Dunnett, a=0,05, en que se tom6é a M. smegmatis wt como
grupo de referencia.

A = B
E -
" 40 - 104 %%
g *EEE E
" o
& e 304 o o kK 2
se T 5
E __E__ 20 &%k g
Za ** +7
2= “
S B o
< E 104 g
o c
£
= Ay
.ﬂ' W ot o
"bqq’ rhd}




Aldgry with:
4 OCYS_17-002-1
4 OCYS_17-002-3
= OCYS_17-002-4
 ©5_18-001-5
B4 €5_18-001-6
4 €5_18-001-F
B €5_18-001-8
B4 €5_18-001-%
B €5_18-001-10
B4 €5_18-001-11

Meva: A

Abgred Sequences
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b CS_18-006-12
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D. Anexo: Secuenciacion de pLNA29

Figura D-1. Alineamiento de los resultados de la secuenciacion de pLNA29 comparados
con la secuencia esperada, construido por medio del software SnapGene (GSL Biotech).
Se visualizan los motivos caracteristicos de las ATPasas tipo P, los residuos involucrados
en la union a calcio y las regiones de inicio y finalizacion de la transcripcion.
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= ACGAGTCAGCACTTACCOGCOAGTCYACGCCEETTCACAAGGACGAGGTOGCOTTOCCOGAGGOCACACCOOTCOCTOATCOTCGCAATATCGLAGTATTCCGACACATI
= ACGAGTCAGCACTTACCGGCGAGTC]ACGCCEGETTCACARAGGACGAGETGECETTGCCGBAGGECACACCEGTCGCTGATCETCGCAATATCGCGTATTCCGGCACAT




112 Determinacion de caracteristicas funcionales de CtpF

Al with:

B4 0Cys_17-002-1
] 0CYs_17-002-3
B4 ocys_17-002-4
[ €5_18-001-5
[ c5_18-001-6
O €5_18-001-7
k] C5_18-001-8
O c5_18-001-9
& cs_18-001-10
[ cs_18-001-11

© 7110bp

5200 5210 S220

TM 4

5260 5270 5280

cgetgegategegetggeggteggggeaatteccgaaggtetgeccacegeegtgaccateacettggecateggeatggeceggatggecaagegeegegeggteat)
1 L L 1 L 1 L L L L L

gcgacgctagocgcgaccgocagococcgttaagggottccagacgggtggeggeactggtagtggaaccggtagocgtaccgggecctaccggttcgoggogeogocagtai

__280 285 80 295 300 305 310 315

mve: 1 I A A I A L A W G A [ P E G L P T A w T 1 T L A 1 G M A R ™M A K R R _ A W |
Algned Sequences -

original Sequence L”:“L cgetgegategegetggeygtegagycaattcecgaaggtetgeecacegecegtgaccatcacettiggecateggeatggeceggatggecaagegeegegeggteat:

¢ C5_18-D01-8

Abgn vtk

A DC¥s_17-002-1
[ 0CYS_17-002-3
b 0CYs_17-002-4
B4 £5_18-001-5
B4 £5_18-001-6
B4 £5_18-001-7
B4 £5_18-001-8
[ c5_18-001-9
[ £5_18-001-10
B £5_18-001-11

- CGCTECHATCGCGCTHECHETCOGEECAATTCCCGAAGGTCTGCCCACCHCCGTEACCATCACCTTGECCATCGECATGECCCEEATGHCCARGLGCCGCECGGTCAT”

© 7210 bp
w | > [ > | [
- 5330 L340 S350 E3E0; 5300 530 5350 5400 5410 5420 541
Sitio de fosforilacion

cacggtcatc tgcgccbacaagaccggaacu:t+:cgagaut cagatgacggtccagtcgatctggacaccocacggtgagatccgggegaccggaacggactatygei
L i i L I L i L i L i | i L i L L L i i i
L] L] L} L] L L] L] 1 L)

320 235 240 45 250 il 50
LU R R il ki
Migned Sequences -
Original Sequence cacggtcatetgocgecgacaagaccggaacget ccgagaatcagatgacggtccagtegatctggacaccecacggtgagatccgggcgaceggaacgggetatge:

=B

b OCYS_17-002-4 ACAAGACCEGAACGCTHACCGAGAATCAGATGACGGTCCAGTCGATCTGBACACCCCACGETGAGATCCGEGCGACCGGAACGEGCTATES)
b C5_18-001-7 = CACGETCATCTGCGLCBACAAGACCGEAACGCTHACCEAGAATCAGATGACGETCCAGTCHATCTGGACACCCCACGGETGAGATCCGEGCEACCGGAACGEGLTATEE)
b C5_18-001-8 - CACGOTCATCTOCOCCBACAABACCOGAACHCTHACCOAGAATCAGATGACOBTCCAGTCOATCTOOACACCCCACOOTOAGATCCOOOCOACCOGAACGOOCTATEC)
© 721000

Aigrs withe x| 0 I 1| |
b4 IDCys_17-002-1 ~ 5600 B4 5300 5710 5720 5730 S740 5750 780 8370 STa0
B4 0CYsS_17-002-3

t4 oCvs_17-002-4 Motivo de unidn a

B €5_18-001-5 i

4 C5_18-001-6 nucleotido

& €5_18.001-7

Eg—::g}g tcocgagcoggcaatacatggecaccctgeategegacgggacgpatcatgtggtgetgogocchagggtgefgtggagegcatgetegacctgtgoggocaccgagatggac
) ce18.001.10 + f + f ; i i f t f ! i : i + f t ! : : i |
ljﬁ-:lﬂ-&l}l-u . B9gctcgocgttatgtaccggtgggacgtagegetgccctgectagtacaccacgaccggfteccacggcacctogogtacgagetggacacgocgtggctctaccoy
i 448 ., 4s0 ., . ., ., 4s& ., ., . ., 460 , . ., ., lass - 470 P T L -
wve B B 5 E R ¥ M A T L H R D G T D H v v L alk 6 alv E R M L D L €© G T E M G

Algred| Sequences -

original Sequence BDT tcegageggeaatacatggecaccctgeategegacgggacggatcatgiggtgetggechagggtgefgiggagegeatgetegacctgigeggeacegagatggge
b DCYS_17-002-3 =+ TCCGAGCOGCAATACATGGCCACCCTECATCGCGACGGGACGEATCATGTGGTGCTEGCCRAGEGTEC Y GTEOAGCECATECTCGACCTOTGCAGCACCEAGATBGEE
b DCYS_17-002-4 %= TCCGAGCOGCAATACATGGCCACCCTECATCOCGACEGGACGOATCATGTGETECTGGCChAGEGTEC GTOOAGCECATECTCOACCTOTGCOGCACCOAGATBGEE
b C5_18-001-7 #= TCCGAGCOGCAATACATGGCCACCCTECATCGCGACEGGACGOATCATGTGGTGCTEGCCRAGEGTECY GTOOAGCECATECTCGACCTOTGCAGCACCGAGATBGEE

L _______________________________________________________ja
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Abgn with: x
[ cs_18-
[J c5_18-001-7

[0 cs_18-001-8

[ cs_18-001-¢

[0 cS_18-001-10

[J cs_18-001-11

[0 cs_18-006-9

& €5_18-006-10

£ CS_18-006-11

i cs_18-006-12 >

Move: | 4 v
Aigred Sequences v

Original Sequence ‘EJ D |L
» CS_18-006-10 -

g vith: ®

k] €5_18-001-6 -
B €5_18-001-7

€5_18-001-8

B4 €5_18-001-9

B €5_18-001-10

B €5_18-001-11

[ €5_18-005-9

O cs_18-005-10

[ €5_18-005-11

[] c5_18-005-12 =

Move: | b

Algred Sequences -

Original Sequence  [4|[ ]

b €5_18-001-10 -—
Al x
[ £5_18-001-7 "
[] £5_18-001-8
[ €5_18-001-9

[ cs_18-001-10

[] €S_18-001-11

[+] £S_18-006-9

] €5_18-006-10

f £5_18-006-11

[ €S5_18-006-12

b 0CYs_17-002-5 w

Move: | 4 i

Algned Seguences -

Original Sequence 4 ||:I|_n‘
F OCYS_17-0:02-7 —

© 7210 bp
[ > [ > e ————
6230 6240 6250 6250, 6270 6280 6290 6300 6310 6320 6330

Motivo de bisagra

(gcaageattgcaggccagggggcacgthtcgcgu+ccggcgacggcgtcaacga gcceccggecttgegteaggecaacattggegtegegatgggecgeggtge
' ' 3 ' 5 L . 3 ' 3 ' 3 ' . ) 4 ' 3 ' " L
+ { + } + 4 + t } + $ + + t t } + 1 + +

3
T

v

acgttcgtaacgtccggtcceccgtgeageagegetactggecgetgecgecagttgetjcggggecggaacgecagtecggttgtaaccgecagegetacceggegecace
650

tgcaagcattgcaggccagggggcacgtcgtcgcgatgaccggcgacggcgtcaacgafgccccggecttgecgtcaggccaacattggecgtcgegatgggecgeggtygy

TGCAAGCATTGCAGGCCAGGGGGCACGTCGTCGCGATHACCGGCGACGGCGTCAACGARGCCCCGGCCTTGCGTCAGGCCAACATTGGCGTCGCGATGGGCCGCBGTGY

© 7210 bp
[ . I 1| ]
6410 6420 6430 6440 6450 6460 6470 6480 6490 6500 6510,

gaggaaggccgcggcgtattcgacaatctgaccaagttcatcacctggacgeoctgecccaccaaccteggtgagggecctagtgatcttggocgecateogotgttggegtey
+ } + } t } + t + 1 + } t } + } t } + } + }
ctocttocggeogeegeataagetgttagactggttcaagtagtggacctgegacggotggttggagecacteccggatcactagaaccggoggtagegacaaccgeag:

650 - ] 700 703 710 713 720
E E G R G W F D N L T K F I T W T L P T N L G E G L W I L A A 1 A VW G W

T T T T T T T

gaggaaggccgcggegtattegacaatctgaccaagttcateacctggacgetgeccaccaaccteggtgagggectagtgatettggecgecategetgttggegter

GAGGAAGGCCGBCGECEGTATTCGACAATCTGACCAAGTTCATCACCTGGACGCTGCCCACCAACCTCGGTGAGGGCCTA

© 7210 bp
e — N ]
10 6520 6530 6540 &550/ 6560 B570/ 6580 E550) S600 &510

™ 6

cgtocgocttgocgattotgoccacccaaattotgtggatcaacatgaccacagegategogoteggactcatgetegogttogagoccaaggaggccggaatcatgacs
F ) ) | ’ ! ' ! L ) L

¥ L L] ¥ L L T ¥ Ll L L] ¥ ¥ Ll L] ¥ ¥ Ll L] ¥ T u
gcagcggaacggctaapacpgggtgggtttaagacacctagttgtactggtgtcgctagocgcgagcctgagtacgagcgcaagctcgggttcctocggoecttagtactgy
T - s L 73 L 735 L T4D . 745 L , 75 L 755 L
A P T F

L 1 T I L W I H M T I A L G L L A E L3 E A G 1 T

cgtegecttgecgattctgeccacccaaattetgtggatcaacatgaccacagegategegeteggactcatgetegegttcgageccaaggaggccggaatcatgac:

CETCGCCTTGCCGATTCTGCCCACCCAAMATTCTGTGGATCAACATGACCACAGCGATCGCGCTCGGACTCATGCTCGCETTCHGAGCCCAAGGAGGCCGGAATCATGACH
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Algr withe

[ cs_18-001-7
[ c5_18-001-8
[J c5_18-001-9
[] c5_18-001-10
[ c5_18-001-11
4 C5_18-006-9
C5_18-006-10
B cs_18-006-11
A c5_18-006-12

Original Sequence
b OCYS_17-002-7

Abgr weith:

O 7210 bp
® [ [ ._________________________________________ia
A &710 BX20 730 &340 [ M0 8770 ATAG &0 BAH0 &810

gegtggtggetgtttgeatgggagetegacaatggegegggectgeatgaggegegeacggeggegetgaacetgttegtegtegtegaggegttetatetgticaget
I L 3 1 3 1 I L 1 Il 3 1l n 'l i L i l i 1 1 L
T L T T T L] T L] T T T T T T T T T L T T

t t

, cgcaccaccgacaaacgtaccctegagetgttaccgegeccggacgtactecgegegtgeegecgegactiggacaageageageagetecgeangatagacaagtegs

L. ™0, L L L 7958 L L . B, L L . #0s i " P - i P ) | ] az0
A wW W L F A w E L D N G A G L B E A R T A A L N L F W ¥ W E A F ¥ L F 5§

mDF gocgtggtggotgtttgoatgggagotcgacaatggogoegggecctgoatgaggcgcgocacggcggecgctgaacctgttogtogtecgtogaggcgttctatetgttcaget

= GCGTGETEECTGTTTGCATGGEAGCTCGACAATGECGCEEGCCTGCATGAGECECOCACGECHECECTOAACCTETTCGTCGTCATCEAGGCGTTCTATCTGTTCAGEY

O 7210 bp
T — | ]

[] cs_18-001-7
[] cs_18-001-8
[] cs_18-001-9
[ cs_18-001-10
[ €5_18-001-11
[ c5_18-006-9
[ €5_18-006-10
[ €5_18-006-11
[ €5_18-006-12
[ 0CYS_17-002-5

= S ————

Mave: | 4p o

Algned Sequences

Original Sequence
¥ OCYS5S_17-002-7

Ao with:

O cs_18-001-7
0O cs_18-001-8
[ cs_18-001-%
[ cs_18-001-10
[ c5_18-001-11
A €5_18-006-9
A ©5_18-005-10
k] C5_18-006-11
[ C5_18-006-12
£ 0CYS_17-002-5

Moves | 4| [k

| | F020 7030 70401 7050 FOBO; 7070 7080 7090 7100 7110 7120

Penultimo codon de ctpF/6xHIS/STOP

tAacCcgAcCACOCctgCctgCcCcgagAaAtacgggc g:aaccg}:cnt‘:ATcATCATCITtlI‘CAT'I'GAﬁtl(‘.'TTatcgatgthncgtagt taactagcgtacgatcgactgccagg
1 1 } L 4 ' n L I Il ' L 4 1 1

Ll L L] LI T
FceAAtagctacagetgecatcaattgategeatgetagetgacggtee

EIDIE raccgacacgctgotgoccgagaatacgggocgcaaccgecaCATCATCATCATCATCATTGARGCTTatcgatgtcgacgtagttaactagogtacgatcgactgccagy

- ACCOGACACGCTGCTOCCOAGAATACGGECGCAACCELCACATCATCATCATCATCATTGARGCTTATCGATGTCGACBTAGTTAACTAGCGTACBATCGACTGCCAGE

Q 7210 bp
x [ [ — ]
|l 7110 7120 7130 7140 7150 7160 7170 7180 7190 7200 7210

Secuencia de terminacion de la transcripcion

igtacgatcgactgccaggealcaaatasancgaaaggetcagtcgaaagactgpgcctttegttttatdtgttgtttgteceggecatcatggccgeggtgatea :
4 4 4 4 'l & 'l " s & L n 4 4 4 ' & 'l " L

T T ] L] L] Ll T T L] L] Ll
. lcatgctagctgacggtccgtdgtttattttgetitccgagicagettictgacccggaaagcaaaatagacaacaaacaggecggtagtaccggcgecactagt .

i T1 terminator

Algned Ssquences

Original Sequence
b OCYS_17-002-7

uD v igtacgatcgactgccaggca

= GTACOATCGACTGBCCAGGCA

caaataaaacgaaaggetcagtcgaaagactgggectttegttttat

CAAHTR..HR.&CBAAAGGCTCAGTCG.IH{RGACIGBGCCTTICGTTTTAI{

tgttgtttgtecggecateatggecgeggtgatca

CCATCATGOCCOCOGTGATCA
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