CARACTERIZACION GENETICA Y EVALUACION DE LOS GENES DE
FOSFOLIPASA C DE Mycobacterium tuberculosis COMO FACTOR DE
CRECIMIENTO INTRACELULAR EN UNA LINEA DE MACROFAGOS

RESUMEN

La tuberculosis es causada principalmente por M. fuberculosis. En M.
tuberculosis se han identificade tres genes arreglados en tandem que codifican
para fosfolipasa C, tos que han sido nombrados p/cA, plcB y plcC. Enzimas de
este tipo han sido demostradas como factor de virulencia en bacterias
intracelulares por su capacidad de destruccion del fagolisosoma, y escape a los
mecanismos de destruccion, sin embargo aun no se conoce su importancia en la
patogenia de ia tuberculosis. Aislados clinicos de M. {uberculosis presentan la
presencia de variaciones en ¢l patron de RFLP de los genes picA y picB (Vera-
Cabrera, et al, 1997. J. Clin. Microbiol. 35:1190-1195). En el presente trabajo se
investigo el origen de este polimorfismo por analisis de secuencia de la region de
fosfolipasa de doce aislados clinicos polimorficos. Mediante PCR larga se
amplificé un fragmento de 5,131 pb que contiene los genes picA y picB completos
y parte del gene picC. Los aislados estudiados produjeron un amplicon de =1,400-
pb mas grande de lo esperado. El analisis de secuencia nucleotidica de los
productos de PCR indicaron la presencia del elemento de insercidn 1S67710
ingertado en cualquiera de los tres genes plic, siendo el gene plcB el de mayor
incidencia (5 de 10 aislados). En dos cepas el elemento de insercidon se encontrd
en el gene picA en la misma posicion nucleotidica. En todos los casos, IS67710
estaba insertado en la misma orientacion. El alto indice de transposicion en la
region de fosfolipasa puede llevar a la excisidn de fragmentos de ADN gendmico
por recombinacidn de elementos IS671710 cercanos como lo demuestra la
existencia de dos cepas con una delecion de 2,837-pb que incluye p/cA y 1a mayor
parte de p/cB. El efecto de la transposicion de 1S67170 en la region de las
fosfolipasas de cepas de M. (fuberculosis con genotipos picA: 156110,
picB::1S6110, plcC:1S6110, ApicA-picB y ApicA-picB-picC sobre la actividad
enzimatica y su capacidad citotaxica in vifro también fue estudiado. La actividad de
fosfolipasa C se determindé usando como sustrato 1, 2 dipalmitolil-3-giiceril-
fosfatidil-[’"H]-colina. La separacién del producto de hidrolisis se realizé por
cromatografia de capa fina. La radioactividad correspondiente a cada compuesto
se determind en un contador de centellec liquido. La actividad enzimatica
mostrada por las cepas de M. tuberculosis polimdrficas presentd variaciones sin
mostrar un decremento significativo. La cepa con la delecciéon de 2,837-pb y la
carente de la region de fosfolipasa (ApicA-picB y ApilcA-picB-picC
respectivamente), mostraron menor actividad enzimatica de PLC. Para determinar
la capacidad citotdxica se usaron células humanas de la linea THP-1
transformadas a macrofages con forbol-12-miristato-13-acetato (6.25 pg/ml) en ”
microplacas de 24 pozos. Los cuitivos se infectaron con diferente multiplicidad de
infeccion (MDI). La citotoxicidad se monitoreo por microscopia alas 24 h, 48 hy
72 h después de la infeccion. La citotoxicidad de las cepas polimarficas se vio
disminuida. Esta citotoxicidad fue menor con las cepas carentes de 10s genes de
PLC. Estos resultados confirman (a importancia de las PLC para Ia virulencia de
M. tuberculosis.



INTRODUCCION

La tuberculosis es una infeccion bacteriana cronica causada por
Mycobacterium tuberculosis y en menor porcentaje por M. bavis, la cual
sa caracteriza por la formacidn de granulomas en los tejidos. Se trata
principalmente de una enfermedad pulmonar pero también puede afectar
a otros organus. Aunque esta enfermedad es bien conocida desde la
antigiedad, can [a aparicion det SIDA, ha cambiada su epidemiologia y
existe una enorme preocupacion en todo el mundo por su resurgimiento y
por el incremento de resistencia a los firmacos utilizados para su
tratamiento (Brosh et al., 2000). Aunque M. tuberculosis es una de los
patogenos humaﬁos mas importantes, poco se sabe acerca de sus
factores de virulencia y de los mecanismos que e pemmiten resistir la
destruccién por el hospedero y multiplicarse dentro de las céluias
fagaciticas monanucleares.

M. tuberculosis posee una secuencia llamada mip40, la cual es una
region que es parte de un marco de lectura abierta que codifica para una
fosfolipasa C (picA). Este fragmento habia sido utilizado en el diagndstica
de PCR para la identificacion de M. tubercufosis (Sritharan et al., 1994;
Weil et al., 1996). Parra et al, (Parra et al,1991) sugirieron que las
secuencias de DNA que codifican para mfp40 son unicas para M. .
tuberculosis y que no estan presentes en atras especies de Micobacterias.
Ledo ef a/, (Ledo ef al., 1995) describieron (a clonacién y caracterizacion

del gene completo e identificaron un segundo marco de lectura abierto



(ORF) que son homdlogos a los genes PLC de P. aeruginoss. Los
extractos celulares conteniendo este gen clonado en un vector de
expresidon  sobrexpresaron esta proteina y causaron beta hemdlisis,
sugiriendo una actividad de fosfolipasa (Leao ef a/, 1995). Johansen ef
al., (Johansen et al., 1996) otituvieron la secuencia completa del segundo
marco de lectura denominado a estos genes como plcA y picB . Estos
genes micobacterianos estdn arreglados en la misma orientacion
separados por 191 pares de bases. Ambos genes fueron clonados en M.
smegmatis y la actividad fosfolipasa de cada gen fue expresada.
Utilizando los genes plcA y plcB como sondas bajo condiciones de
modarada astringencia se identificaron secuencias homodlogas de M.
bovis, M. bovis BCG y M. marinum, perc no en aotras especies de
Mycobacternum. Los autores encontraron que extractos celulares de M.
tuberculasis contienen actividad de fosfolipasa C {PLC) y de fosfalipasa D
(PLD), pero esta actividad no la encontraron en sgbrenadantes libres de
celulas de estos micrgarganismos. Por esios resuitados ellos asociaron la
presencia de la actividad de PLC con las especies de Mycobactenum de
mayor virulencia (Johansen et al., 1996).

Vera-Cabrera ef al, (Vera-Cabrera ef al, 1997) estudiaron la
distribucion de mip40 por PCR utilizando una coleccidn de aislados
clinicos de M. (uberculosis y observaron que algunas de las cepas no
producian el amplicon (Vera-Gabrera ef al,, 1997). Can el fin de descartar
la presencia de mutaciones o deleciones en los sitios de alineamiento de

los iniciadores que explicaran estos resultados negativos, realizaron un



ensayc de Southern blot usando la enzima de restriccion Pvull y cama
sonda un praducto de PCR correspondiente al gene p/lcA. Obsarvaron
que tanto la cepa H37Rv como la H37Ra presentaron dos bandas: una de
0.75 kpb que corresponde a plcA y una banda de 2.1 kpb que
corresponde a gicB y tiene una hibridacion cruzada con |la sonda para
PIcA. Algunas de las cepas analizadas presentaron variaciones de este
patron, presentando bandas extras o un cambio en el peso molecular de
la banda correspondiente al gene picB de 2.1 a 2.5 kpb, a estas cepas las
agruparon en un grupo denominado O (Vera-Cabrera et a/, 1997). Otros
de los aislados clinicos presentaron cambios en ambos genes o fueron
negativos en el analisis de Southern blot,

Las fosfolipasas son importantes factores de virulencia en bacterias
intracelulares  como, Clostridum  perfingens,  Corynebactenum
pseudotuberculgsis, el patdgena intracelular Listerra monocytogenes y el
patdgeno oportunista Pseudomonas aeruginosa. Ademas considerando
que en aislamientos clinicos de M. tubercuiosis existen diferencias
importantes en esta regidn de PLC, en este trabajo se planted estudiar |a
importancia de estas enzimas en la virulencia de M. tuberculosis.
Analizamos la secuencia nucleotidica de un amplicon conteniendo los
genes picA, picB y parte de picC para determinar el origen del
polimorfismo. Las cepas estudidas presentaron un amplicon de 1,400-pb
mds grande que el esperada de $,131-pb, y al realizar el andlisis de la
secuencia nucleotidica de los productas de PCR indicaron |a presencia de

elementos de insercion 1567 10. Estos elementas fueran encantrados en la



misma direccion e interrumpiendo cualquiera de los tres genes de PLC de
las cepas polimorficas de M. tuberculosis. El alto indice de transposicion
en la region de PLC puede llevar a la excicion de fragmentos de ADN
gendémico por recombinacidon homéloga de dos elementos 1S6110
cercanos , como lo demuestra dos cepas con una delecion de 2,837-pb,
que incluye el gen plcA y parte del gen picB. Esta interrupcién, se
manifestd en cambios de la actividad enzimatica de las cepas y

disminucion del efecto citotdxico en una monocapa de macrofagos de la

linea THP-1.



1.- ANTECEDENTES
1.1 Caracteristicas generales del complejo Mycobacterium tuberculosis

Las especies Mycobactenum bovis, Mycobacterium bovis BCG,
Mycobaclterium africanum, Mycobacterium microti, M. caneltti y Mycobaclenum
tuberctosis sensu stricto, forman el grupo bacteriang denominado complejo
Mycobacterium tuberculosis (lmaeda,1985; O'Reillg y Daborn,19995). Distinguir
entre los miembros del caomplejo Mycobacierium tuberculosis es importante
para realizar estudios epidemiologicos. La diferenciacion entre M. tuberculosis
y M. bovis permite descartar casos praducidas por M. tuberculosis resistentes a
pirazinamida (M. bovis es resistente natural a esta droga), y para identificar
animales infectados que actten como reservorios ¥ que por o tanto constituyan
un riesgo a la salud publica {Mahairas et al.,1990).

Los metodos clasicos para diferenciar M. bovis de M. tuberculosis se
basan en sus caracteristicas fenatipicas, las cuales incluyen morfolagia de la
colonia, tasa de crecimiento y propiedades bioquimicas distintivas. En medios
de cultivo a base de huevo, M, tuberculosis tiene un crecimiento exuberante
junto con una alta produccion de niacina, mientras que M. bovis no produce la
vitamina y su crecimiento es pobre en el mismo media de cultive {Mahairas et
al,,1996). Existen analisis adicionales coma la actividad de la enzima nitrasa,
donde M. tuberculasis reduce las nitratos, mientras que M. bovis no. 6tra
prueba adicional para la diferenciacion es {a determinacion de la resistencia

natural a {a pirazinamida en M. bovis (lmaeda, 1985).
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Por otro lado, la utilizacién de algunos marcadores genéticos, como es la
identificacion de secuencias de insercion tales coma 1S6710, I1S1081, y
secuencias como las DR {repeliciones direclas), MPTR (repeticiones directas
polimérticas en tandem), PGRS (secuencias ricas en GC polimorficas) y MIRU
(unidades micobacteriales repetidas intercaladas) han sido atiles para estudios
epidemioldgicos y para relacionar fuentes de infeccion.

Aunque M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti, M. canelli y
M.  tuberculosis estan designadas como especies separadas, los estudios
clasicas en laxonomia y estudios de sus acidos nucleicos relacionan a todas
ellas como variantes de una sola especie (Lieébana y col. 1996, Moda el
al.,1996), de las cuales sclo se consideran patdgenos importantes para el
hombre M. fubercufosis y M. bovis.

M. tuberculosis es un parasito intracelular que se replica dentro de las
células mononucleares encargadas de la fagocitosis del material extrafio (King
et al,1993; McFadden,1990; Castro-Garza et al.,2002). M. tuberculosis
produce losionos granulurmatusas, principalmente en pulmdn, aungue  tambien
sg ha observado invasion a otros tgjidos, tales como el aparato genitourinano,
los riflones, el aparatu digestivo y el sistema nervioso central (Hopewell, 1994).

M. bovis es el responsable de la tuberculosis en bovinos y otros
animales salvajes. El grado de virulencia de M. bovis se muestra no solamente
para los bavinos sino también hacia el hombre, aunque con M. bovis han sido
reportados, solo un pequefio porcentaje de casos de tuberculosis hum;ana
(Huebner y Castro, 1995; Singer ef al.,1997; Saunders, 1995). Reportes de

problemas de tuberculosis en humanags por M. bovis indican que se tienen una



mayor frecuencia en paises en vias de desarrollo, donde existe una alta
prevalencia de tuberculosis en el ganado, el cual liene una estrecha relacion
can la poblacidon humana y el consumo de leche sin pasteurizacion (Moda et
al.,1996). En los Estados Unidos de Norte América la proporcion de casos de
lubaiculusis hurmany pur M. bovis os del 0.1 hasta gl 3'%., del lulal de los casus
reportados, sobre todo en la frantera con México (Huebner y Castro, 1995). En
Egipto, las proporciones reportadas varian en el orden del 0.41 al 6% (Rook y

Hernandez-Panda, 1996).
1.2 Aspectos Clinicos y Epidemiologicos de la tuberculosis

M. tuberculosis se adquiere por via respiratatia y pasa al tejido alveolar
donde se establece camo una infeccion primaria, que en el 90-95% de los
casos permanece asintomatica, y solo es reconocida por el desarrallo de una
reaccion de hipersensibilidad tardia a un filtrado de cultivo de Mycobacterium,
congcido como PPD (derivado proteico purificado). En el £-10% de los casos
restantes se desarrglla una infeccion de evolucion crénica que se caracteriza
por la produccion de tos, fiebre, pérdida de peso, produccion de esputo
purulento y en ocasiones hemaoptlisis (Hopewell, 1994). La tuberculosis
pulmanar es una enfermedad tratable, sin embargo, se siguen produciendo un
gran numera de casos debido a diversos factores tales comao la falta de
accesibilidad a servicios de salud, la falta de instalaciones adecuadas pa;a

hacer un diagnostico correcto oportuno, por la falta de continuidad del

tratamiento y a la deficiencia de medicamentos en muchos casos. A nivel



mundial, ta wberedlosis produce 3 millones da muertos y la aparicion de
aproximadamente 8 a 12 millanes de casos nuevos por afo; se considera que
dos billones de personas en el mundo se encuentran infectadas con M.
tuberculosis, y que esta canlidad se ha incrementado debido a la diseminacion
de cepas droga resistentes y a la co-infeccion can el virus VIH-1. (Dolin et
al., 1998 :Kusner,2002; Penskivit et al.,2002; OMS, 2002).

A pesar de que M. lubercuigsris fue uno de los primeros organismos
palogenos descritus para el humano (Koch, 1882), hasta ahwra no se han
obtenido métodas adecuados para su contral. El bacilo Calmette y Guerin (M.
bovis BCG) se ha utiizado como vacuna contra la tuberculosis desde 1921
pero el rango de proteccian obtenida varia del 80 al 0% (Clemens et al., 1983;).
Por lo que es importante dilucidar los mecanismos de patogénesis de este
microorganismo para poder desarrullar nuevas y mas adecuadas formas para
su control.

Se han descrito algunos genes que se consideran factores de virulencia en
M. tuberculosis, entre ellos estan el gene kalG que codifica para la enzima
catalasa-peroxidasa (Stoeckle et al.,1993), el gene erp gque codifica a una
proteina repetitiva exportada (Wilson et al.,1998), el gene acr que cadifica la
proteina a-cristalina que inhibe la capacidad para crecer en lineas celulares de
macréfagos (Yuan el al,1998). Por otro lado, una mutacion en el principal
factar sigma (J) causa menor virulencia en cepas del complejo M. tuberculosis
(Collins et ai.,1999), un simple punto de mutacion en la regidon del gene rp.oV
que regula la expresion genica es responsable de la pérdida de virulencia en

M. bovis, y miembros del complejo M. tuberculosis (Steyn et al.,2002). Algunos
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compaonentes lipidicos de la pared cumo el lipoarabinomanano y los sulfolipidos
lienen un papel en |la modulacion de la respuesta inmune y protegen al
organismo de las defensas del hospedero (Chan &f al.,1991). El gene AlpC (
alkyl hydroxiperoxio reduclasa) le conliere mayor resistencia a la isoniazida
(Heym et al,1997). Otros genes codifican proteinas relaciocnadas a
hemoglobina que lo protegen contra el estres oxidativo y el gene himp que le
confiere resistencia al estrés oxidativa o nitrosativo (Hu et a/.,1999).

QOtru factor a considerar son las fosfulipasas presentes en M. tuberculusis.
Eslas enzimas son un faclor imporlanle de virulencia en un gran numero de
bacterias incluyendo Clostridum pedfingens (Ninomiya et af., 1994, Naylor et
al.,1999), Corynebacterium pseudotuberculosis {Titball et af.,1993), el patdogeno
intracelular Listerfa mionucytogenes (Sthwarzer et al ,1998) y el patogeno

- oportunista Pseudomonas aeruginosa (Terada et af,1939).

1.3- Fosfolipasas Bacterianas

Las fosfolipasas bacterianas comprenden un grupo diverso de proteinas
que lienen un amplio espectro de efectos i vivo e in vilro; sus efectos van
desde peyuenas alteraciones en la camnposicion y funcion de la membrana
celular hasta letalidad a bajas concentraciones (Songer,1997). A la fecha han
sido descritas cinco tipos de fosfolipasas (PL), las cuales se clasifican
dependiendc del punto de hidrdlisis en el fosfolipido, como es mastrado en la

siguiente figura:
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Figura 1. Punto de hidrdlisis de las diferentes fosfolipasas

La fosfolipasa que hidroliza el acyl-ester del carbono de |a pasicion 1 del
giceral es designada fosfolipasa As (PLA,) y la que hidroliza el enlace en la
posicion 2 del dglicerol se denomina fosfolipasa A; (PLAg). Aquellas enzimas
que hidralizan el enlace fostodiéster del lado del glicerol se llaman fosfolipasa
C (PLC) y las que cortan el enlace fosfodiéster del lado polar se nombran
fosfolipasas D (PLD) {Dennis, 1983). Las PLC se han clasificado en dos
grupos de acuerdo al principal fosfolipido que hidralizan: un grupo de PLC
hidroliza especificamente al fosfatidilinositol, no requieren de cationes
divalentes para su actividad, su pH optimo es el neutro y tienen un peso
malecular de alrededor de 29-kDa. El segundo grupo o componen las PLC gue
tienen un amplio espectro para hidrolizar diferentes fasfolipidos, son
dependientes de cationes, presentan también un pH optimao neutro ¥ su peso
molecular es de alrededor de 23-kDa (Mei| y Panagta, 1992). i

Las PLC se han descrito como factores de virulencia devido a varias

caracteristicas tales como su capacidad destructiva tisutar (Williamson y Titball,



1993), ¥y a que actuan como factores de sobrevivencia y escape de los
mecanismos fagociticos (Sanger, 1997). Un claro ejemplo ocurre en Listeria
monocylogenes, un patdégeno intracelular que posee dos PLC, una que
degrada especificamente el fostatidilinositol {(FI-PLC 6 PLC-A, codificada nar el
gen picA) y una PLC de amplic espectro (FC O PLC-B codificada par el gen
picB), que puede hidrohizar la mayaria de los fosfolipidos celulares. Su
impartancia en la virulencia de L. rhonocylogenes lue demostrada en un
madelo en ratones con bacterias mutantes con delecion en el marco de lectura
(ORF) en cada una de las PLC y una mutante doble con perdida de ambas
PLC. El mutante sin el gen B (PLC-B) fue 20 veces menos virulento y perdio su
capacidad de diseminarse de célula a celula, aungue no presemtd un efeclo
medible en el escape de la vacuola prmaria fagulisusomica. El mutanie con
. inactivacion de ambos genes (PLC-A y PLCH) fue §00 veces menos virulento
que la cepa ariginal, presentando una notable disminucion es su capacidad
para escapar de la vacuola primaria, y en su capacidad de disemindarse de
célula a celula (Smith et al., 1999).

La actividad de PLC puede ser importante también para la generacion
de diacilglicerol (DAG), el cual es un producto de la hidrolisis de fosfolipidos
que altera los procescs de sefalizacion de la célula a través de la activacion de
la proteina cinasa C de la membrana celular (Sanger,1997; Martin, 1998). A
nivel de la respuesta inflamataria, esta reaccion puede ser ampilificada a través
de la produccion de metabolitos del DAG, tales como los eicosindsidos, y

también puede ser citotoxica o inducir apoptosis, como en el casa de la



fasfolipasa FLC-H de P. aeruginasa (Songer,1997 Costa, 1988, Ostroft et

al.,1989).

1.4- Fosfolipasas C en Mycobacterium tuberculosis

El gene que cadifica para una de las fosfolipasas C de M.
tuberculosis contiene 1a region mip40. Dada |a especificidad de esta secuencia
se habia uliizado en el diagnoastico por PCR para [a identificacion de M.
tuberculosis, aunque existia contraversia en cuanto a su distribucion en M.
tubercuiosis (Liébana ef al.,1996). La secuencia fue clgnada originalmente en
un fragmento BamHi de 3.1-kbp (Parra et al.,1991). Posteriormente, Ledo y col.
(Ledo et al.,1995) obtuvieron la secuencia completa de este fragmento y
reportaran el hallazgu de un marco de lectura abierto (ORF), de 1684-pb , y los
primercs 1004-pb de un segundo ORF, estos autores no reportan actividad de
PLC en E. coli recombinante, pero si detectaron actividad hemglitica al
clanarlo en E.coli; sugiriendo que se codifican proteinas con actividad similar a
las PLC. Hasta esa fecha la actividad de las PL.C no habia sido demostrada
plenamente en M. tuberculosis.

Johansen ef al, (Johansen et af.,1996) describieron el fragmento de
picB yue Tallaba y gue liene un total de 1563-pb, l0 que codifica para un
polipeptido de §21 aminoacidos, que presenta una homolegia del 75% con el
gen picA. Con la publicacion de la secuencia completa del genoma de la cepa
H37Rv de M. tuberculusis (Coule gt al,1998), se identifica otro gen al lado de

plcB en la posicidon 2351 del genoma, el cual se denaming picC; y una cuarta
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secuencia trunca denominada pfcO situada en la posicion 1755 del genoma
(Cole et al.,1998). En la secuencia de |la cepa de M. tuberculosis CDC1551
existen cuatro genes caompletas (pIcA, plcB, picC y picD) para fosfolipasa C
(Fleischmann ef al.,2002). Estos genes codifican enzimas con el 30 al 40% de
homologia en la secuencia de aminoacidos con las fosfolipasas de P.
aeruginosa y una homologia entre ellas del 70% (Raynaud et a/,2002). Los
genegs picA, plcB y picC no estan presentes en M. bovis y M. bovis BCG, a
diferencia del gen picD que si se encuentra presente (Gordon ef al., 1999); par
lo que la actividad enzimatica detectada por Johansen et af., (1996} en M. hovis
podria ser dada por el gen plcD.

Vera-Cabrera et al.(Vera-Cabrera et al,1997), al analizar la presencia
de la secuencia mtpd0d en M. tuberculosis de aislamientas clinicos, encantraron
. que existian cepas que ng amplificaban el fragmento mipd0 por PCR. Para
descartar que la lalla de amplificacion fuera debido a rnulaciones puntuales o
deleciones que interfirieran con un alincamiento adecuado de los iniciadores,
realizaron ensayos de Southern blot utilizando como enzima de restriccion
Pvull y una sonda para el gen mipd4Q (pfcA) (Vera-Cabrera et al ,1997). La
sonda utilizada también hibridd con el gen picB debido a la similitud entre estos
dos genes. Tomando en cuenta las puntos de corte de la enzima Pvull en la
region de fosfolipasa C, el mapa de restriccidn (Figura 2) indica la presencia de
un fragmento de 0.75 y olro de 2.1 Kph carrespondientes a los genes plcA y
plcB  respectivamente. Vera-Cabrera ef al, (Vera-Cabrera et af..199?.)
gnconlrarcn gue la mayoria de las 140 cepas analizadas presentaban el patrdn

normal de Q.75 y 2.1 Kpb, sin embargo el 43% de las cepas mostraran
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variacion en su patran, presentando bandas de hibridacion adicionales de 0.6 o
bien 1.2 kpb, y otras cepas presentaban bandas de 2.5 kpb en el lugar de la de

2.1 kph.

En ol grupo da cepas polimoriicus a la region de fosiglipasa C
denominado por Vera-Cabrera et al,, (Vera-Cabrera ef al.,1997) camo grupao E,
en donde no se presenta un patron definido de bandas de hibridacion cuanda
se utilizo una sonda para el gen plcA y en misma membrana con una sonda
para el gen pic8, observaron diferencias importantes.

Dada la importancia de las fosfolipasas como factar de virulencia en
bacterias intracelulares y que en aislamientos clinicos de M. tuberculosis
existen diferencias importaates en la region de PLC, en este trabajo nos
_ planteamos estudiar la importancia de estas enzimas en la virulencia de M.
lubercuiosis. En la presente tesis de doclorado analizamos las diferencias que
se producen en diversas cepas de M. tuberculosis y que se reflejan en un
polimorfismo en la longitud de fos fragmentos de restriceion de la zona de
fosfolipasa C. Ademas estudiar, si estas diferencias maodifican |a expresidn del
fenatipa en cuanto a la actividad enzimalica de PLC y su capacidad citataxica

en macrofagos humanos,



1.5-Hipotesis

La presencia o ausencia de genes que codifican para fosfolipasa C se
reflejara en un cambio de la actividad enzimatica, y si los productos de estos
genes son imporiantes en la virulencia de Mycobacterium tuberculosis

podremos analizarlo por la capacidad de la bacteria para producir efecto

citotoxico en macrofagos.
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1.6- Objetivos

1. ldentificar las variaciones en la region de plc de cepas de M.

tuberculosis con polimorfismao.

2. Conocer que gen especifico esta alterado en las cepas polimarficas.

3. Determinar si los cambios genéticos en los genes de fosfolipasa C de

las cepas polimérficas se refleja en la actividad enzimatica.

4. Determinar si los cambios genéticos de estos genes altera Ia

citotoxicidad de M. tubercuiosis.



2.- MATERIALES Y METODOS

2.1 Cepas Bacterianas de M. tuberculosis

La mayoria de las cepas usadas en este estudio fueron obtenidas del
Laburatorio Nacional de Relercncia pura la Tuberculusis en Winnipeq, Canada.
Todas las cepas fueran identificadas como M. {uberculosis por meétados
convencionales. Las cepas se mantuvieron almacenadas a -70°C en leche
descremada y fueron subcultivadas en meadio Middlebrook 7H (DIFCO Sparks,
MD). Una caracteristica de 1as cepas incluidas en el estudio fue el polimarfismo
a la region de la fosfolipasa. La maycria de las cepas mostraban un patron de
bandas distinto entre ellas en el andlisis por Soulhern blot cuando se ulilizd
~una sonda para el gene picA y diferente al normal que presenta la cepa H37Rv
Mycobacterium tubercuiosis (Figura 3b). EI ADN genomico de dos cepas que
fueron publicadas como cepas polimorficas en un estudio realizado por Kremer
et al., (1999), y que denominamos RIVM-7 y RIVM-13, fueron gentimente
donadas por la Dra. Kristin Kremer del Instituto Nacional de Salud Publica y

Medio Ambiente en Biithoven (RIVM), Holanda (Kremer ef al.,1999) .

2.2 Extraccion del ADN Genomico

Las bacterias se cultivaron en § mbL de medio Middlebrogk 7H9 (Gibcé‘
‘Sparks, MD) por 14 dias en incubacion a 37°C. Después de la incubacian, el

cultivo se centrifugd (HermLe Z 2160 M, Hersteller Spintron inc, Alemania) a
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Figura 3.-Andlisis por Southern blot de las cepas de M. tuberculosis
estudiadas en este trabajo. Las membranas con el ADN transferido se
incubaron con una sonda de PCR preparada con los iniciadores PT1 y P12,
que amplifica una regioén de 396-pb cercana al extremo 3, del marco de lectura
de plcA. Esta sonda reacciona con el fragmento de 0.75-kbp que contiene
plcA 'y con el fragmento de 2.1 -kbp que corresponde a plcB y parte de plcC.
Como control mostramos en el carril 1 la cepa de M luberculosis 14323 que

muestra el patron normal observado en |a mayoria de las cepas de M.
tuberculosis (>80%).



14,000 rpm durante un min y el sedimento se transfirio a ur tubo de plastico de
2.0 ml que contenia una esfera de ceramica y perlas de vidrio que son parte
del estuche de extraccion Fast DNA-Kit ( BIO101, Inc., Carlsbad, Ca ). FEl
cuitivo ya en el tubo de 2.0 mL se volvio a centrifugar a 14,000 rpm por S min,
y se retiré el scobrenadante dejando aproximadamente 200 yl de medio en el
tubo. Posteriormente se le agrego a cada tubo 1 mL de sclucidn de extraccion
(CLS-TC) para despues procesarlos en el aparato Fast-Prep por 2 ciclos de 30
seg a una intensidad de 5.0, con intervalos entre ciclos de 2 min en hielo. Al
final los tubos se colocaron en hielo por § min y después se ¢entrifugaron de
nuevo a 14,000 rpm por 10 min.  Posteriormente, se transfirieron 600 pL del
sobrenadante a un tubo nuevo donde se le agregd 600 pL de solucion de
captura del estuche de extraccion (Binding Maitrix), los tubos fueron mezclados
- suavemente por inversion e incubados a temperatura de laboratorio por § min.
Luego los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm por un min y se elimind el
sobrenadante. La pastilla fue resuspendida en 5§00 plL de cotra solicidn det
estuche de extraccion denominada SEWS-M y se centrifugo huevamente a
14,000 rpm por un min para pasteriormente eliminar el sobrenadante y
centrifugar par otrus 10 seg para remover toda el liquide residual. Para eluir el
ADN de la matriz de union, se resuspendid en 100 pL de la solucion DES del
estuche de extraccion y se dejo incubar por 3 min a temperatura de laboratorio;
se centrifugd a 14,000 rpm por un min, y el sobrenadante obtenido (que

contiene el ADN), fue guardado a —20°C hasla su cuantificacion y uso.



2.3 Cuantiticacion del A[IN gendémico de [as cepas de

M., tuberculosis

El ADN extraido se cuantificd por medio de comparacion con estandares
de masa (ONA Quantitation Standards Phage 1 DNA, GibcaBRL, Gaithersburg,
MD, EUA). Para ello se colocd1 ul de ADN de cada una de las cepas y 6 pl
de cada estandar de masa (figura 4), preparados de acuerdo al fabricante en
un gel de agarosa al 1% y se visualizaron con bromuro de etidio { GibcoBRL,

Piscataway, N.J. EUA).

2.4 Determinacion del polimorfismo en la region de PLC

Para determinar los cambios genéticos que canducen al polimorfisma en la
regidn de las fosfolipasas de las cepas en estudio, se diseflaron un par de
iniciadores localizados 1000-pb fuera de los genes plcA y plcB | lo cuales se
muestran en la Tabla 1. El disefio de |0s iniciadores solo contempld los genes
plcA vy plcB ya que en el momento en que fueron disefiados tedavia no se
conocia que existiera el gen picC. El tamano esperado para el amplicon fue de
85,131 pb. El ensayo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
realizé con 100 ng de ADN gendmico en un termociclador PTC-200 (MJ
Research, Watertown, Massachussets, EUA) utilizando el sistema de XL P R
Kit, de Perkin Elmer (Roche Molecular Systerns, Inc, Branchburg, New Jersay,
EUA) en un valumen de reaccion de 50 uylL, con las siguientes condiciones:

94°C por 2 min, seguidos por 10 ciclos de 94°C por 15 seg, 60°C por 30 min y
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68°C pour 4 min, Enseguida se dio una segunda ronda de 20 ciclos a
temperaluras de: 94°C por 15 sey, 60°C por 30 seg y 68°C por 4 minutos,
afiadiendo a este pasa 20 seg en cada ciclo. Al final se aplico un paso de
extension a 68°C por 10 min, Los producios de PCR se separaron por
electroforesis en un gel de agarysa al 0.8% (L.M.P. Agargsa, Life
Technologies, Grand [sland, N.Y. EUA) de bajo punta de fusion. Después de la
electrofaresis, se localizaron las bandas del producto amplificado y fueron
cortadas para su purificacién. El fragmento de gel conteniendo el praducto
amplificado fue cortado y pueslo en un tubo eppendorf de 1.5 mL donde se le
agrego 10 pL de amortiguador de captura por cada 10 mg de gel cortado. Para
la purificacion, los tubos se pusieron a bafie maria a una temperatura de 60°C
por 10 min. El contenido de los tubos se aplicd a las calumnas del estuche de
. purificacion (DNA and Gel Band Purification Kit, Amersham Pharmacia Biétech
Inc, Piscataway, N.J. EUA) en un ubo nuevo y centrifugados a 14,000 rpm por
30 seg. Pasteriormente se les agregd 500 pL de una salucidon de iavado
contenida en el estuche de purificacion y se volvieron a centrifugar a 14,000 .
rptn par 30 seg. Por dltimo, la columna se paso a tubos nuevos de 1.5 mbL y se
le agregd 30 yl de agua milliQ para recuperar gl amplicon purificado despues
de centrifugar a 14,000 rpm por un min. Los amplicones purificados se

refrigeraron a 4°C hasta su secuenciacion.

2.5 Sintesis de los oligonucledtidos iniciadores y analisis

de secuencia de los amplicones
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Los oligonucleotidos utilizadgs en este estudio fueron preparadgs en ' n
sintetizador 392 DNA-RNA (Applied Biosystems, Foster City, Cal. EUA)
mediante el métodd estandar de 1a fosforoamidita. La secuencia de los
productos de PCR fue determinada con el sistema de secuenciacion Prism Dye
Terminator (Applied Biosystems) en un secugnciador autamatico ABI377 en el
DNA core facility del Federal Laboratories far Health, en Winnipeg, Canada.

Cuando se realizd la secuenciacion del amplicon de una de las cepas del
estudio, la secuencia de una de los extremas del amplicon TB2G-TB21
correspondia a la de un elemento (6110, Con la finglidad de que ¢l analisis
fuera mas simple, se disefiaron otros iniciadgres denaminados TB25 y el TB26
{Operon Technoloyies, Inc, Alameda, CA. EUA), situadas en la posicion 90-71
Y poéicién 1272-1293 de la secuencia de insercion IS67110, respectivamente
(Thierry et al,1990) (Tablal). Estos iniciadores se alinean a una regién
cercana al final del elementa IS6770 y estan dirigidos hacia fuera del elementa,
por lo que al realizar esta amplificacion se detectd el sitio exaclo de insercion
con una sola corrida, como se muestra en la siguiente figura:

Figura 1a

Localizacion de los iniciadores TB-29 y TB-26 ¢n la posicion 71-90-
pb y 1272-1283-pb de la secuencia del elemento movil IS6170 de
Mycobacterium tuberculasis { Thierry y col, 1980)
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Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para las PCR realizadas en el

presente trabajo.

INICIADQR SECUENCIA TAMANQ
ESPERADO
D {pb) |
PT1* |5-CAA CGC GCC GTC GGT GG-3'
PT2* |5~ CCC GCC ACG GCA CCG C-3 391
INST* |5 - CGT GAG GGC ATC GAG GTG GC-3'
INS2™ |5 - CGT AGG CGT CGG TGA CAA A3’ 243
TB20 |5 - CGC AGC AAC CTT ATC AAG T-3'
N * ik [ T 51 31
TB21 5-GTG ATT GTC GGC GAA ATG AAG T-3
TB25 |5 - CTGC CGG CGG GTA CCT CCT CG-3 Final brazo
|lzq. IS6110
TB26 |5 —AGG CTG CCTACT ACG CTC AAC G-3' |Final brazo
Der. iS6110

*  Del Portillo y cal., 1991 *** El presante estudio

** Van Embden ¥ col.,1993




2.6 Preparacion de la sonda del brazo derecho de IS6770.

La sonda utilizada fue amplificada por PCR con los iniciadares INS1 y
INS2 (Tabla 1) en un volumen de reaccion de 50 pL. Estos iniciadores
amplifican un fragmento de 243-ph del brazo derecho de [S6770. El amplican
obtenido se corrig por electroforesis en un gel de agarosa de bajo punto de
fusion (LMF’) al 1% a 60 volts por 40 min. Después de identificar la banda de
243-ph, esta fue cortada del gel y depositada en un tubo eppendorf de 1.5 mL
para ser purificada mediante el kit de purificacion (DNA and Gel Band
Furification Kit, Amersham Pharmacia Bictech Inc,) Piscataway, N.J. EUA)
siguiendo el mismo procedimiento explicado ya en el punto 2.4 Su
cuantificacion se realizd por comparacion con estandares de masa (ONA
- Quantitation Standards Phage A DNA, GibcoBRL, Gaithersburg, MD. EUA) en
un gel de agarasa al 1% ( GibcoBRL, Grand Istand, N.Y. EUA). Para el
marcaje de la sonda se colocaron 6 pL del amplicon (100 ng/pL) en tubo de
1.5 mL eppendorff. Al tubo se Ile agregaron 44 pl de agua miliQ estéril y se
centrifugo a 14,000 rpm por 30 seg en una centrifuga 5417 Eppendaorf
(Brinkmann [nstruments, Inc. Westbury, NY. EUA). El tubo se calenly hasta
ebullicion durante 5 min para desnaturalizar el amplican. Después de este
tiempao el tubo se paso a hielo inmediatamente para conservar las cadenas del
ADN abiertas, y se dejd ahi por b min. El tubo se centrifugd otra vez por 30
seq, se le agregaron 50 pL del reactiva de marcaje (peroxidasa) y se mezc[ﬁ
vigorosamente. Se le agregaron 50 pL de glutaraldehido, se mezcld bien y se

centrifugd brevemente en la microcentrifuga para colectar el contenide en el
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fondo del tubo. Despues se incubé a 37° € por 10 min, La sonda marcada se

agrego a los tubos de hibridacion comu se menciana ensegquida.

2.7 Determinacion de la clonalidad de las cepas en estudio

Para determinar el origen clonal de las cepas se utilizaron 2 ug de ADN
genamico que fueron digeridos con SU de la enzima Pvull (Stratagene, la
Jolla, Cal. EUA) por 4 h a 37%C. La separacion electroforetica de los
fragmentos digeridos se realizd en un gel de agarosa al 0.8% a 30 Volts
durante toda la noche. Al dia siguiente el gel se sumergio en HCI 0.25 M por un
tiermpo de 10 min con agitacion suave y constante. El exceso de HCI 0 25 M se
elimnd mediante lavados con agua bidestlada. Posteriormente el gel se
calocd en un recipiente conteniendo NaOH 0.25 M y se incubd por 30 min con
agitacion constante. Después de los lavados del gel, el ADN, fue transferido &
una membrana de nylon usando el sistema turbablotter (Schleicher & Schuell,
Keene, NH. EUA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para pre-
hibridizar, 1la membrana se hurmedecio con SSC 2X (citrato de Naz al 0.3 M,
NaCl al 3M con pH 7.0} ¥ se coloco en una malla. La membrana y la malla se
colocaran en un lubo de hibridacion en donde se agregaron 80 mlL de SSC 2X
para pegar la malla a la pared del tubo de hibridacion y después se retirg el
SSC 2X. Se ariadieron 10 mL de solucion de hibridacion precalentada y el tubo
se ¢aloco en el horno a 42°C cuidando que nag se farmaran burbujas. Despué;s

de una hara de incubacion se agreqo la sonda (ver la preparacidon en el punto

2.6), para lo cual se tomaron 0.5 mL de solucidn de hibridacion y se mezcld con
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la sonda, la mezcla se agrego al se tondo del tubo de hibridacion sin tocar el
filtro, se lavo |la puntilta en la solucidn de hibridacion 1 6 2 veces. La membrana
sg incubo toda la noche a 42°C en un horno de hibridacion Autoblot (Bellco,
Glass. Ing, Vineland, N.J. EUA), con ia sonda marcada con peroxidasa de
acuerdo al estuche ECL (ECL, Amersham, LIFE SCIENCE, Buckinghamshire,
Inglaterra). La hibridacibn,' lavado y el revelado de las membranas se

realizaron de acuerdo a las instrycciones del fabricante.

2.8 Preparacion de los extractos celulares micobacterianos

Las cepas de M. tuberculgsis fueron sembradas en tubos con 5 mL de
medio Middlebrook 7H3 (DIFCO, Sparks, MD. EUA) ennquecido con OADC
_ (Becton Dikinson and Co. Sparks, MD. EUA) y gliceral e incubadas por 14 dias
a 37°C . los cultivos se cosecharon por centrifugacion a 3,000 g por 15 min y se
concentraron para lograr una masa de aproximadamente 800 my (peso
himedao); los cuitivos fueron irradiados con rayos gamma por espacio de 48 h
en un aparato Gammacell 3000 (Elan, Nordion, International Inc., Kanata,
Ontario, Canada). Posteriormente los tubos fueron centrifugados a 14,000 rpm
(Hermbe Z 160 M), y los botones celulares fueron lavados dos veces con 1T mL
de PBS con 0.5 % Triton X-100 y pasados a tubgs de 1.5 mL para luego sert
centrifugadas a 14,000 rpm por 5 min y resuspendidos en 1 mL de un coctel
de inhibidor de proteasas libre de EDTA (Ac. Ethyienediamino tetracetico)
(Roche, Mannheim, Alemania ) disuelto en TBS 100 mM, pH 7.4, con 0.5 %

Triton X-100. Cada suspension bacteriana se transfirid a tubos BiaPulverizer
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{Q-BlOgene, Carlsbad, CA, EUA) con tapa azul y se sometieron a 2 ciclos de
45 seg cada uno a una intensidad de 6 en un aparato FastPrep, FP120
(Bio101, SAVANT), con intervalos de 2 min cada uno, en los cuales las
muestras se colocaron en hielo. Los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm por 8
min y el sobrenadante se repartid en alicuotas de 200 L. que se almacenaron

a-70 °C hasta su usqQ.

2.9 Guantificacion de proteinas en los extractos celulares de las

cepas de Mycobacterium tuberculosis

La concentracion de proteinas en los extractos bialdgicos de las
diferentes cepas polimdrficas usadas en este trabajo y de la cepa de M.
tubercuiosis H37Rv (usada como control) fue determinada mediante el método
‘ de Lowry {Lowry et al,1951), el cual se realizo de la siguiente manera: en
tubos de ensayo de 13 x 100 mm se colocaron 0.2 mL de las muestras que
contenian entre 6 y 14 pg de proteinas totales mas 1 mbL de reactivo C (1 mL
de tartrato de sodio y potasio al 1% y sulfato de caobre al 0.5%, diluido en 50
mL de carbonato dg sadio 2% en hidroxido de sodio al 0.1 N). Las muestras
fueron agitadas con un vortex e incubadas par 10 min a temperatura ambiente;
despueés de este tiempo, a cada tubo se le afadid 0.1 mL de reactivo de Folin-
Ciocalteau 1N, diluido en HCI 1 N; los tubos se agitaron inmediatamente
después con un vortex, y las muestras se incubaron por 30 min a temperatura
ambiente. Después de este tiempo, se determind la densidad dptica de cada

muestia a 760 nm {DOrsg) en un espectrofotometro Zeiss, modelo PMQ i
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(Jena, Alemania). La cantidad de proteinas de las muestras de las diferentes
cepas de M. tuberculosis se calculé mediante la interpolacidon de los datos en
una curva estandar de seroalbimina bovina fraccion V (Sigma Chem. Co. S L.
M. EUA). La curva estdndar fue calculada para cada una de las

determinaciones realizadas.

2.10 Deteccion de la actividad fosfolipasica del tipo C de cepas
polimdrficas de M. fuberculosis y de la cepa H37Rv de
M. tuberculosis

Para la deteccion de la actividad de PLC en los extractos celulares de
las cepas polimdrficas de M. tuberculosis y ia cepa H37Rv, se utilizdo un metodo
de radioensayo que consistid en lo siguiente: para cada cepa polimarfica y la
H37Rv se mezclaron en tubos de borasilicato de 15 x 15 mm (Bellco Glass [nc.
Vineland, NJ. EUA}, 10 pL de la mezcla de ensayo 2X (Tris-base, pH 7.5;
CaClp, 5 mM; Triton X 100 0.4%; y 1.5 pCGi/mL de 1,2 dipalmitoil [colina-metil-
*Hi-fostatidilcolina ([*H)-FC; que contenia 62 Cifmmol) y 10 pl del extracto
celular total de cada cepa. Se ensayaron tiempos variables de incubacidon y
concentraciones diferentes de proteinas (segun el ensayo). Al final de la
incubacion lgs tubos se pasaron a un bafio con hielo para despues aplicar cada
mezcla de reaccion en las placas cromatograficas de silica gel (Wathman de
borosilicato, 100 x 100 x 1 mm, Bellco Glass Inc. EUA) y se les aplico calor
para secar las muestras. Las muestras se eluyémn en las cromatoplacas con

una mezcla de disolventes para lipidos polares (cloroformo, acido acética,
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Figura 4.- Cuantificacion de ADN por medio de estandares de
masa. En la parte izquierda se encuentran los estandares de masa de
una concentracion de 500, 250, 125, 63, 31 y 15 ng/6 ul.A la derecha
se encuentra el AND extraido de las cepas polimorficas a la region de
PLC. :

Figura 5.- Placa de silica gel después de ser eluida con disolventes
no polares. La placa fue eludia con una mezcla de Cloroformo, acido
aceético, metanol y agua (10.6, 2.5, 1 y 0.5 v/v). Las marcas de la parte
inferior corresponden al fosfatidil-["H]-colina que representa el sustrato
hidrolizado por la fosfolipasa C. Estas marcas son reveladas con
vapores de yodo.



metanol, agua; 10.6, 2.5, 1, 0.5 mL). Una vez que los disolventes alcanzaraon la
parte superior de las placas, estas se retiraron de la camara y se secaron a
temperatura de laboratorio para después colocarlas en una camara saturada
con vapores de yodo, con lo cual las manchas lipidicas se revelaron como
puntos amarillos o cafés sobre el fondo blanco de la placa (Figura 5).
Finalmente, la mancha lipidica correspondiente a la [*H]-fosforilcalina fue
raspada. Esta mancha se sitia en el punto de aplicacian en la cromatoplaca,
teniendo un Rf= 0.0, mientras que la [°H]-FC migra con un Rf = 0.43 (Figura 6).
El sustrato utilizado (1,2 dipalmitoil [colina-metil->H]-fosfatidiicolina, [*H]-FC)
tiene el hidrogeno del grupo metilo de fa colina substituido por tritio. Si la
radioactividad se localizaba en las manchas cromatograficas correspondienies
a [PHi-fosforil-colina y no en 1,2-dipalmitoil-glicerol, la enzima serta una
fosfolipasa del tipa C especificamente.

Una vez raspadas, (a silica gel correspondiente a cada mancha se
colocd en un vial de borogsilicata de 20 mL conteniendo 5 mbL de coctel para
centelleo liquido (2,5-difeniloxasale PPQ al 6%; 2.2'-p-fenilen-bis-5-feniloxasole
al 0.6% en 1 It de tolueno). La cuantificacidon de la radiaactividad se realizd en
un espectrofotdometro de centelleo liquido (Tri-Carb, Packard, madelo 1600 TR,

Canberra, EUA) a una eficiencia para el tritio del 47,56%.
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Rf=0.43

Rf=0

Figura 6.- Relacion de frente (Rf) de fosfatidilcolina en una
cromatoplaca. En la placa cromatogréfica de silica gel, en el carril 1, 20
ML de Fosfatidil colina [1 mg/mL], carril 2, 20 pl de Fosforil colina
[1ug/mL], carril 3, 5 pL de Colina [20ng/mL] y en el carril 4, 10 pL de
Glicero Fosforil Colina [Smg/mL]. Los disolventes utilizados fueron:
Cloroformo:metanol: Ac. Aceético: agua (10.6,2.5,1 y 0.5 v/v)) y revelada
por saturacion de vapores de Yodo.



2.11 Cuantificacion de la actividad de fosfolipasa C en el extracto
de la cepa HI7TRv de M. tuberculosis con respecto al tiempo
de incubacién

La radioactividad presente en las manchas de las cromatoplacas eluidas
que corresponden a los productos de hidrolisis (fosforil-[*H]-colina) y al sustrato
no hidrolizado [*H]-FC, se determinéd a tiempos variables de incubacion a 37 °C
(entre 0 y 150 min). La mezcla de ensayo (160 pg del extracto total de
proleinas de la cepa de M. tuberculosis H37Rv y 1.5 pCi de [*H]-FC) se colocé
en hielo para detener la reaccion y posteriommente cada mezcla se aplicd a las
cromatoplacas. La cuantificacion de la radivactividad se realizo tal como se

describid en el inciso 2.14Q.

212 Curva dosis respuesta de los extractos de las cepas

polimorficas y la cepa de M. tuberculosis H3TRv

La actividad de fosfolipasa tipo C de los extractos de las cepas
polimorficas y la cepa de M. tuberculosis H37Rv se determind usando 10 ul de
la mezcla de ensayo con concentraciones de 0 a 160 uyg de proteina total de
cada extracto. Los tubos se agitaran por 15 seg en un vértex, se incubaron a
37 °C por 150 min, y se cuantifico la radioactividad.

Las cepas de Mycobacterium tuberculosis polimarficas con  sus
respectivos genolipos que se utilizaron fueron las siguientes: Dr-651

(PicA:1S6110), Dr-342 (picB:iS6110),, Dr468 (picC:186110),, Dr-426 (ApicA-



picB), y Dr~689'(Apch-pIcB-p!cC) y como control se utilizo la cepa M.

tuberculosis H37Rv que posee un locus PLC intacto,
2.13 Lineacelular THP-1

La linea celular THP-1 proviene originalmente de la sangre de un nifio
de un arfic de edad con leucemia monacitica aguda (Tsuchiya S, 1980,
Tsuyashi y cal.-1998). Esta linea celular es inducida a transformarse en células
con caracteristicas de macréfagos en presencia de acetato de 12-forbol-13-
miristato (PMA) (Asseffa A, 1993) y ha sido ampliamente utilizada en estudios
de interaccion con M. tuberculosis (Shattock et al.,1993; Friedland et al.,1993;
Zhang et ai.,1993; Lee y Horwitz, 1995; Tchou-Wang et al,1999; Agranff et
al,,1999; Kusner y Adams, 2000; Miller.y Shinnick, 2000; Armitige et al.,2000Q;
Lopez y ¢ol,2003 Riendeau y Kornfeld, 2003). El mantenimiento de la linea
celular se realizd en medio RPMI 1640 (No. cat. Gibco BRL, Grand Island,
N.Y.} con 2 mM L-glutamina, 1.5 g de bicarbonato de sodio, 4.4 g de glucosa,
1.0 mM piruvato de sodio, 50 uM 2-mercaptoethanal y 10% de Suero bovino
fetal (SFB). Los cultivos se incubaron a 37°C por 4 dias en una atmdsfera de
5% de CO; y se resembraron cada 4 dias con una densidad de indculo de 3.5

X10° célutas / mL.
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2.14 Transformacion de células THP-1 a macrofagos

Para transfarmar las células THP-1 en macréfagos, los cultivos se
crecieron en ausencia de piruvalo de sodio por 4 pases en las mismas
condiciones de cultivo mencionadas anleriormente. Al final del cuarto pase, los
cullivos se lavaron con medio campleto precalenlado a 37°C vy la densidad
celular se ajustad a 5 X 107 células por mL en medio RMPI + 10% SFB. Luego.,
se distribuyd 1 mbL por pozo en microplacas de 24 poazas (Costar, Corning Sc.
Products, Acton, MA, EUA). A cada pozo se le adiciond 1 gL de acetato de 12-
forbol-13-miristato { CALBIOCHEM, Biosciences, inc, La Jolla, CA, EUA) a una
cuncentracion final de 6.25 ng/mL y las microplacas se incubaron a 37 °C en
5% CQ;. Cada 48 h se realizd un cambio de medin, luego del segundo cambio

l[as células eslaban listas para ser inlecladas.

2.15 Infeccion de la linea THP-1 con Mycobacterium tuberculosis

H37Rv y cepas polimorficas de Mycobacterium tuberculosis

Despues del sequndo cambio de medio en los cullivos colularas, los
cullivos celulares se infectaron cun la cepa control M. {uberculosis H37Rv y
con la cepa M. tuberculosis DR-689 (genotipo AplcA-plcB-plcC), ambas a una
multiplicidad de infeccion de 0.1 (10 celulas:1 bacteria). Como control negativo
se dejaron algunos pozos sin infectar. Las placas se incubargn por 72 h a una
temperatura de 37°C, con una atmosfera de 5% de CO;. A las 24 h de

incubacion, 3 pozos de cada grupo se les retird ¢l medio y se les agregd 1 mL
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de formalina al 10% para fijar la monocapa, este mismo procedimiento se
realizd con otras tres pozos a las 72 h de incubacian.

En otro ensayo de infeccion, los cultivos celulares THP-1  fueron
infectados con las cepas M. tuberculosis polimarficas a una multiplicidad de
infeccion de 1 (1 celula: 1 bacteria) y como control negativo se dejaron alguncs
pozos sin infectar. Las placas se incubaron por 72 h a una temperatura de
37°C, can una almoslera de 5% de CO,. Cada 24 h de incubacion, 3 pozos de
cada cepa se les retird el medio vy se les agrego 1 mb de formalina al 10% para
fijar ta monocapa. En olro ensayo similar al anternior, donde solo se utilizaron
las cepas DR-689, H37Rv las observaciones fueron hechas hasta las 144 h de
infeccion. Todas las placas con los cultivos fijados en formalina fueron
observadas en un microscopio de contraste de fases (Zeiss, Axiovert 29, Jena,
Alemania) para observar en la monocapa el dano citologico producido por la

infeccion de las micobacterias.
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3.- RESULTADOS

3.1 Analisis de los amplicanes producidas por [os Iniciadores TB20-TB21

Al realizar PCR larga del ADN gendmico de {as cepas polimdrficas con
los iniciadores TB2¢3-TB21, que amplifican la reyion comprendiendo los genes
plcA vy plcB campletas y parie de plcC. se observo la presencia de amplicones
mas grandes que los producidas por la cepa M. tubercuiosis H37Rv (Figura 7);
dos cepas presentaron un amplicon menor al esperado {Figura 8). Algunas
bandas de menor intensidad también fueron visualizadas en los geles de
agarosa junto con los productos principales. Al secuenciar algunas de estas
bandas de baja intensidad, se observd que carrespondian a sitios internos de
la secuencia menos especificos gue permitian el alineamiento de los
iniciadores.

Los amplicones se comenzaran a secuenciar utilizando los iniciadores
TB20 y TB21. En uno de los extremos del amplicon TB20-TB21 de una de las
¢epas, se encontrd una secuencia que no pertenecia a los genes de fosfolipasa
y que al ser analizada con el sistema BLAST del Nacional Center for
Biotechnology [nformation  (http:wwwa . nchi nim.nin.gov/BLAST) resultd la
secuencia de un elemento de insercion 1S67710. Dadao que el aumento de
tamano de los demas amplicones podia ser debido a este mismo fenomeno, se
gontinud el andlisis de secuenciacion utilizando los iniciadores r:fue
denominamos TB25 y el TB26 (Tabla1). Estos iniciadares se alinean a una

region cercana al final del elemento IS67170 y estan dirigidos hacia fuera del
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Figura 7.- Amplicones de PCR larga obtenidos con los iniciadoresTB20 y
TB21 a partir de ADN genémico microbiano de cepas polimoérficas para
los genes de fosfolipasa C. Carriles:1 y 10, marcadores de 1-kb (Gibco); 2,
Cepa RIVM-7; 3, Cepa Dr-169; 4, Cepa Dr-170; 5, Cepa Dr-342; 6, Cepa Dr-
351, 7, Cepa Dr-561; 8, Cepa Dr-468; 9, M. tuberculosis H37Rv.
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Figura 8.- Amplicones de menor tamaiio al esperado en las cepas
de M. tuberculosis polimérficas para los genes de fosfolipasa C
con iniciadores TB20 y TB21. En el analisis de secuenciacién
mostraron un elemento IS6770 insertado y una pérdida de 2.8-kpb.



elemento, de tal forma que al realizar esta amplificacion se puede detectar el
sitio de insercion en .una sola corrida (ver Figura 1a) En todos las ¢cepas con
aumento de tamafio del amplicon TB20-TB21 encontramos elementos 1S6710.
En la Figura 10a se describen las secuencias y la lacalizacion del punto de
transposicion de los elementos de insercion en el ADN genomica bacteriano,
en €l cual se observa Ia duplicacion de 3 0 4 nucledtidos tipica de estos
mecanismos de integracion (Figura 9).

En el caso de la cepa de M. tuberculosis RIVM-7, gbservamos la
duplicacion de solo dos nucledtidos. Al alinear las secuencias laterales de
tudas las cepas observamos que en el brazo izquierdo de la insercion 1S61710
parece haber una secuencia consenso SSNNNS (S = C ¢ G), excepto en las
cepas c¢onde el elemenlto esta insertado en plcB.

Las cepas polimarficas de M. tuberculosis Dr-494 y Dr-426 produjeran
un amplicon de menor tamafio que &l esperado (Figura 8). El andlisis de
secuencia reveld que la secuencia repetida imperfecta del ladg derecho de
IS6770 estaba anclada en el nucledtido 20569 que corresponde al gene picB
y que el lado izquierdo se encontraba en el nucledtido 23406 correspondiente
al gene picA de la region de fosolipasa, perdiendose por tal motivo un
fragmenta de 2837-pb. En lus extremos de 1567110 no se observaron la

duplicacion de 105 nucledtidos.
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3.2 Digestion con Pvull de los amplicones TB20-TB21 obtenidos de las

cepas de Mycobacterium tuberculosis polimorficas para el locus
pIcABC

Para confirmar que los cambios en los patrones observados en los
analisis de Southern blot se debian unicamente a |la insercidn del elemento
1IS6110, se realizd la purificacidn de los amplicones y posteriormente fueron
digeridos con [a enzima de restriccion Pvull. La figura 10 muestra el mapa con
los cambios posibles asi como [a separacion por electrofaresis en un gel de
agarosa a 1 % de los amplicones digeridos. En todos los casos, se abserva

concordancia entre los fragmentos esperados y los obtenidos.

3.3 Anadlisis de RFLP para IS6770 en cepas de M. tuberculasis

polimdrficas que presentaron el mismo sito de insarcién

Al observar que los sitios de insercion del elemento 1S6110 se repetian
entre algunas cepas polimarficas, y para descartar de que esla seleccion del
mismo sitio de insercion pudiera ser debidc a que las cepas utilizadas tuvieran
un mismo origen, se analizd el polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP) para [S6110 en aquellas cepas que mostraron sitios
insercion idénticos. En la Figura 11, se presentan cuatra cepas de M.
tuberculosis analizadas por este método; en el |lado izquierdo, se muestra <l
analisis por Southem blot de dos cepas aisladas en [a provincia de Columb‘la

Bntanica, Canada, que muestran nueve bandas similares y € bandas
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Figura 10.- Digestion amplicones con la enzima Pvull producidos
por PCR con los iniciadores TB20 y TB21 . La digestion es separada
por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. En el carril 1, cepa de M.
tuberculosis H37Rv, carril 2, marcador de peso molecular de 100-pb
(Gibco), los carriles del 2 al 8, son cepas de M. tuberculosis
polimorficas que corresponden a DR-468, DR-170, DR-342, RIVM-7,
DR-169, DR-561 y DR-352, respectivamente.
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Figura 11.-. Analisis por Southern blot de algunas de las cepas polimérficas
que mostraron sitios de insercion idénticos. Las membranas se incubaron con
una sonda para el brazo derecho de la secuencia de insercion 1S61170. Lado
izquierdo, Carril 1, Dr-169, carril 2, Dr-170. Lado derecho, carril 1, Dr-561, y carril

2, RIVM-7.



diferentes, por lo que se concluyd que no corresponden a la misma cepa pero
pueden haber tenidc un mismo origen. Mientras en el lado derecho de la
Figura 11, la cepa de M. tuberculosis RIVM-7 proveniente de Mongolia y [a
cepa de M. tuberculosis Dr-561 aislada en Alberta, Canada muestran un patron
de bandas totalmente diferente concluyendo que estas cepas no tienen
relacion clonal,

En todas las cepas de M. tuberculosis analizadas, el elemento 156770

se encontrd insertado en la misma orientacion como lo muestra la figura 10a.

3.4 Concentracion de proteinas totales en los extractos celulares

de las polimdrficas de M. tuberculosis

La concentraciéon de proteina fotal que se obtuvo de los extractos totales

de los genotipos de M. tuberculosis se encuentra en la Tabla 2.

3.5- El extracto total de la cepa de M. tuberculosis H37Rv presento
actividad de fosfolipasa C. dependiente tanto del tiempo de incubacion

como de [a dosis

Al incubar a 37°C las muestras por tiempos variables con 160 pg de
proteinas totales, se observd que la liberacion de fosforil-[*H]-colina (medido
por las desintegraciones por minuto del sustrato radioactivo, dpm) se
incrementd en funcidon del tiempo de incubacion, entre 0 y 150 min. Lo que

sugirid que la actividad presente en el extracto total de la cepa de M.

tuberculosis H37Rv correspondia a la aclividad de una fosfolipasa del tipo C
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¢ TB26

DR-351
RIVM-13
R-468
DR-116
DR-169
DR-170
DR-342
DR-494

DR-426
Dr-561

RIVM-7
DR-194

Figura 10a.-

GGCATGATG
GCGGCC
GCGCCGEEA
ACCGTCGEGET
ACCGTCGEGT
ACCGTCGCGT
ACCGTCGCGT
ACCGTCGCGT

ACCGTCGCGT

GGACGGGTG
CGGACGGGG
GGCGCGACGG

ATGCGCCAG plcC 19589

CACCCTTGA
GCAGCCAGC
GEGTCCCGCC
JTCCCGCC
chrcccecc
GEGTCCCGCC
CGGCGACGCG

CGGCGACGCG

GIGTGGTTTC
GTGTGGTTTC

plcC 19645
plcC 19848
plcB 20569
plcB 20569
plcB 20569
plcB 20569
plcB 20569
plcA 23406
plcB 20569
plcA 23406
plcA 22124
plcA 22124

ACGGCGTGGT plcA 22334

estas cepas tienen una pérdida de su secuencia de 2.8-kpb

Localizacion de los elementos I1S6770 insertados en la
region de fosfolipasa C de las cepas de M. tuberculosis polimérficas
estudiadas en el presente trabajo. Se observa la duplicacion de nuclettidos
en los extremos. En las cepas DR-494 y DR-426

, no se observa la
duplicacion de nucleétidos en el punto de insercion del elemento 1S6110,
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(Figura 14). No se detecté radioactividad en las regiones correspondientes a
1,2-dipalmitoil-glicerol ni a las regiones intermedias entre las manchas
cromatograficas, En las curvas dosis-r‘espuesta la radioactividad en las
manchas correspondientes a fosforil-["’H]-colina se incrementaron
proporcionalmente con cancentraciones crecientes de las proteinas totales de
la cepa H37Rv (Figura 15), donde las dpm correspondieron a 4,770 con 160 ug

de proteinas totales.

3.6 Comparacion de (a actividad de fosfolipasa C de las cepas
polimdrficas y la cepa H37Rv de M. tuberculosis

En este trabajo se utilizaron varias cepas de M. tuberculosis polimorficas
que presentaran interrupciones en (os genas de fosfolipasa C, las cuales son

mostradas en la siguiente tabla:

———— e e ———— e

Cepa de N pichA picl picC
. Genotipo
___u_ufercu!os:s
H3I7Rv plcA-plc8-plcC + +
DR-561 | plcA:1S6110 ' * *
DR-342 | picB:1S6110 * i *
“+ + -
DR-582 pPlcClIS6 110
- - +
DR-425 ApicA-picB .
DR-689 | ap/cA-preB-picC - - -
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DESINTEGRACIONES POR MINUTO
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Figura 14. Relacian temporal de la actividad de fosfolipasa de M.
tuberculosis cepa H3I7TRv. Extractos totales de M. tuberculosis con una
concentracion de 160 mg/mL fueron mezcladas con 1,2 dipalmitoil-3-gliceril-
fosfatidi-[*H]-colina e incubadas par tiempos variables. Luego de {a incubacion, |a
radiactividad presente gn las manchas correspondiente al producto de hidrdlisis, la
fosfatidil-[*H]-colina, fue cuantificada en un espectrofotometro de centelleo liquido

y determinada como desintegraciones por min.
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Figura 15. La actividad de fosfolipasa C de M. tuberculosis es dependiente
de la dosis. Determinamas la actividad enzimatica de los extractos
micobacteriangs usando cantidades variables de proteina total a un tiempo de

incubacion de 150 min.



Se encontrd que todas las cepas polimorficas presentaron actividad de
fosfolipasa del tipo C (Figura 16), mostrando variaciones con respecto a la
cepa de M. tuberculosis H37Rv. La cepa de M. {ubercufosis DR-651 presenta
un periodo lag (0-25 wg) en que no existe liberacion de radioactividad en la
mancha correspondiente a fosforil-’H]-colina. después de este periodo las dpm
encontradas presentaron una tendencia sigmoide alcanzando la maxima
actividad de 3,543 dpm cuando se utilizd 160 ug de proteinas totales, valor muy
cercana al maximo encontrado en la cepa H37Rv (Figura 15). La ¢epa de M.
tuberculosis DR-342 presentd un incremento lineal desde O hasta 100 pg de
proteinas totales; a un mayor aumento de proteina (160 pg) se observd que las
dpm disminuyen un 18 % con respecto al maximo (Figura 16). Con las cepas
de M. tubercuiosis DR-468, DR-426 y DR-689 se encontrd que estas
presentaron su maxima actividad a los 25 yg de proteinas totales, alcanzando
1872, 3,009 y 3,256 dpm respectivamente (Figura 16). Se observd que a
mayores aumentos de proteina en estas cepas Nno incrementaron la
acumulacion de radioactividad en las manchas correspondientes a fosforil-[*H]-

cglina.

3.7 Capacidad citotoxica en la monocapa de macrofagos THP-1

El ensayo para observar la capacidad citotOxica de la cepa de M.
tuberculosis H37Rv y la cepa de M. fuberculosis DR689, carente en forma
natural de los gene de fosfolipasa C {ApicA-plcB-picC), fue realizado en placas

de 24 pozos a una multiplicidad de infeccion de 0.1 (10 celula; 1 bacterias) y se
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observaran micrascdpicamente cada 24 h. La cepa de M. tubercuiosis H37Rv
utilizada como conirol produjo dafie celular desde las 24 h de incubacion,
mientras que la cepa DR689 no causo el efecto a ese mismo tiempo (Figura
18). La citotoxicidad observada en la copa de M. tuberculosis H37Rv suyiere
que los genes de fosfolipasa contribuyen al dano de los cultivas celulares.
Aunque a las 144 h de infeccidn de la monocapa (a la multiplicidad 1:1), se
observa un dafio similar por las dos cepas de M. tuberculfosis (Figura 19).
Mientras que en el ensayo de infeccidn donde se ufilizaron el resto de las
cepas polimorficas, los efectos citotdxicos de cada cepa muestran grados
variables de dafo en Jla monocapa de macréfagas, sugiriendo una participacion
diferencial de los genes de PLC que depende del gene que se encuentra

interrumpido por el elemento 1567710 (Figura 20).
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Figura 18. La ausencia de los genes plc inhiben el efecto citotéxico de M.
tuberculosis. Células dé la linea THP-1 fueron infectadas con M. tuberculosis
con una multiplicidad de infeccion de 1:10 (bacteria:célula). Las fotos
corresponden a cultivos con 72 h de incubacion observados por microscopia de
contraste de fases. (A) Células control sin infectar; (B) Células infectadas con la
cepa H37Rv; (C) células infectadas con la cepa 689 (AplcA-plcB-plcC).
Amplificacion 250 X.
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Figura 19.- Células de la linea THP-1 infectadas con M.
tuberculosis a una multiplicidad de infeccion 1:1 ( bacteria:
célula). Las fotos corresponeden a cultivos de 48, 72, 92 y 144 horas
de incubacion. Fotos 1y 2 células control sin infectar. Fotos 3,5,7y 9
celulas infectadas con la cepa H37Rv. Fotos 4,68 y 10 células
infectadas con la cepa DR-689.



