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RESUMEN

La tercera parte de la poblacion mundial estd infectada con Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis), el cual es el patégeno que provoca la tuberculosis y causa
la muerte de 1.5 millones de personas cada afio; por esta razén es necesario diagnosticar
oportunamente los casos de enfermedad causados por este microorganismo e iniciar el
tratamiento de manera inmediata y eficaz. Sin embargo, la eficacia de los tratamientos
con farmacos de primera linea ha empezado a disminuir debido a la aparicién de cepas
resistentes a dichos farmacos, las cuales estin comprometiendo seriamente el control de
la tuberculosis y el resurgimiento de ésta en todo el mundo. Por lo tanto se requieren
desarrollar nuevos farmacos con actividad anti-tuberculosis (anti-TB) para generar otras
alternativas de tratamiento y limitar la transmisiéon de estas cepas. Nuestro grupo de
investigacion ha realizado estudios preclinicos de nuevos compuestos sintéticos con
actividad anti-TB (UCI, No. Patente P200800797). Los compuestos UCI han mostrado
una excelente actividad in vitro e in vivo contra cepas de M. tuberculosis sensibles y
multifirmacorresistentes con una minima toxicidad in vitro en un modelo murino
(BALB/c). Sin embargo, el mecanismo celular y molecular de los compuestos UCI en
M. tuberculosis aun se desconoce, por lo que el objetivo del presente proyecto es
analizar los perfiles de expresion genética de cepas sensibles y multifarmacorresistentes
de M. tuberculosis expuestas a nuevos compuestos (UCI-05 y UCI-14) contra
tuberculosis pulmonar. Para llevar a cabo este andlisis se aislaron clonas a partir de una
cepa sensible (H37Rv, ATCC 27294) y del aislado clinico multifoirmacorresistente
CIBIN:UMF:15:99 (CIBIN99). Las clonas se -caracterizaron fenotipicamente
determinando su perfil de sensibilidad por medio del sistema Bactec 960 y por la
realizaciébn de una cinética de crecimiento en ausencia y en presencia de una
combinacién de 4 farmacos de primera linea (estreptomicina, isoniazida, rifampicina y
etambutol). También se realiz6 un andlisis genético de las cepas mencionadas por medio
de spoligotyping y RFLP-IS6110. Se determind la concentracién minima inhibitoria
(CMI) de los compuestos UCI mediante el método de microdilucién en placa utilizando
el compuesto alamar azul. Las clonas se trataron por 4 h con los compuestos UCI de
manera independiente utilizando la CMI durante la fase de crecimiento logaritmica
(McFarlando 3.0-4.0). Se llevé a cabo la extraccién del RNA total de los cultivos
tratados, la retrotranscripcion y la hibridacion en microarreglos gendmicos de M.
tuberculosis (Affymetrix). Los datos obtenidos fueron confirmados por PCR cuantitativa
utilizando sondas TagMan. Los resultados de PCR cuantitativa mostraron que durante el
tratamiento con el compuesto UCI-05 se observd la induccion del gen gltAl y una
represion del gen rpsO en las clonas sensibles; asi como una induccién en el gen IprQ en
las clonas multifarmacorresistentes. Por otro lado, durante el tratamiento con el
compuesto UCI-14 se observé la induccién del gen gltAl en las clonas sensibles y dicho
gen no se alter6 en las clonas multifirmacorresistentes. La funcion de los genes
modificados y los mecanismos moleculares que acontecen en las cepas sensibles y
multifirmacorresistentes de M. tuberculosis durante el tratamiento con los compuestos
UCIT son discutidos. Como conclusién, los compuestos UCI-05 y UCI-14 modifican la
expresion de genes en M. tuberculosis.
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ABSTRACT

One-third of the world population is infected with Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis), the main causal agent of tuberculosis. Tuberculosis disease causes 1.5
million deaths per year. It is very important to timely diagnose tuberculosis and
implementing the treatment. However, treatment efficacy with first line antituberculosis
drugs has decreased due to the emergence of drug-resistant strains, which are
compromising the disease control and its resurgence worldwide. Therefore, the
development of new antituberculosis drugs is necessary to generate alternative
treatments in order to detain the transmission of these strains. Our research group has
performed preclinical studies of new antituberculosis synthetic compounds named UCI
(Patent P200800797). UCI compounds have shown an excellent in vitro and in vivo
activity against sensitive and multidrug-resistant strains, and they had minimum in vitro
toxicity in the murine model BALB/c. Nevertheless, cellular and molecular action
mechanisms of UCI compounds on M. tuberculosis remain unknown. The aim of this
study was to analyze the gene expression profile of sensitive and multidrug-resistant
strains of M. tuberculosis exposed to UCI-05 and UCI-14 compounds. For this purpose,
sensitive and multidrug resistant clones were isolated from the H37Rv sensitive strain
and from the clinical CIBIN:UMF:15:99 (CIBIN99) multidrug-resistant isolate. Drug-
resistant characterization of clones was performed using Bactec 960 system and by
mycobacterial growth kinetics either in presence or absence of antituberculosis first-line
drugs (streptomicyn, isoniazid, rifampicin and ethambutol). Subsequently, the genetic
characterization by spoligotyping and RFLP-IS6110 methods was carried out. The
minimum inhibitory concentration (MIC) of UCI compounds was determined by the
Microplate Alamar Blue assays. Afterward, clones were cultured until log phase (3-4
McFarland units) and treated with the MIC for each UCI compound for 4 h. Total RNA
was extracted from the cultures, and reverse transcription and hybridization assays were
performed on M. tuberculosis genomic microarrays (Affymetrix). Validation assays
were carried out by quantitative PCR (qPCR) using TagMan probes (Applied
Biosystems). We found that UCI-05 treatment upregulated gltAl gene expression in
H37Rv sensitive clones, while rpsO expression was downregulated. Also, UCI-05
compound increased lprQ gene expression in clinical CIBIN99 multidrug-resistant
isolate. On the other hand, UCI-14 treatment upregulated gltAl gene expression in
sensitive clones but not in clinical multidrug-resistant clones. The role of the modified
genes and the molecular mechanisms that could happen in sensitive and multidrug-
resistant strains are discussed. As conclusion, UCI-05 and UCI-14 compounds modify
gene expression in M. tuberculosis.
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1. INTRODUCCION

La tercera parte de la poblacion mundial estd infectada por Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis), el cual es el principal agente causal de la tuberculosis
(TB) en humanos. La TB es una enfermedad infectocontagiosa y crénica, la forma
mds comtn es la TB pulmonar pero puede afectar otros sitios (conocida como TB
extrapulmonar). En 2011 se reportd una incidencia de 8.7 millones de nuevos casos y
1.4 millones de muertes en todo el mundo, incluyendo pacientes positivos para el
virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), manteniéndose una prevalencia de 12
millones de casos (rango entre 10 millones y 13 millones), equivalente a 170 casos
por cada 100,000 habitantes. Aunque los paises mds afectados con esta enfermedad
son Afganistan, Bangladesh, Brasil, Camboya y China (WHO, 2012), en México en

los ultimos afios se han ido incrementado los casos de tuberculosis pulmonar.

La aparicion de cepas resistentes a medicamentos anti-tuberculosis (anti-TB)
asi como la co-epidemia de TB con HIV ha complicado el control de esta

enfermedad en todo el mundo (WHO, 2012).

Recientemente se ha generado un gran interés por estudiar la farmacogenética
de MTB utilizando la tecnologia de microarreglos. Esta herramienta permite
identificar simultineamente modificaciones en los genes a nivel transcripcional, los
cuales estarian relacionados con la acciéon de un farmaco y/o vinculados con sus
efectos toxicos (Fu, 2006). Estas plataformas permiten tener informaciéon mas precisa

de como los microorganismos responden a la exposicién farmacolégica.

En el presente proyecto se pretende proponer el mecanismo de accién de dos
nuevos compuestos con actividad anti-TB (UCI-05 y UCI-14) usando un andlisis de
expresion genética simultdnea y su posterior confirmacion por una prueba molecular

mas sensible y especifica.



2. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La tercera parte de la poblacion mundial estd infectada con M. tuberculosis y 1.4
millones de personas mueren cada afio en todo el mundo por causa de este patégeno.
Los tratamientos con farmacos de primera linea han mostrado una baja eficacia en el
tratamiento de infecciones causadas por cepas de M. tuberculosis resistentes. Este
evento ha comprometido el control de la TB y el resurgimiento de la enfermedad en
todo el mundo por lo que existe una urgente necesidad de generar nuevas alternativas

de tratamiento para reforzar el control de la TB.

La generacion de nuevos farmacos anti-TB y el conocimiento de sus mecanismos
de accién permitirdn proponer esquemas de tratamiento mds efectivos para combatir

la tuberculosis.



3. HIPOTESIS

Los nuevos farmacos UCI-05 y UCI-14, con uso potencial y eficacia contra
tuberculosis pulmonar, modifican la expresion de genes en cepas de M. tuberculosis

sensibles y multifirmacorresistentes.



4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar los perfiles de expresion genética de cepas multifirmacorresistentes de

Mycobacterium tuberculosis expuestas a nuevos compuestos contra tuberculosis

pulmonar.

4.2.1.

4.2.2.
4.2.3.

4.24.

4.2.5.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Aislar y caracterizar clonas de M. tuberculosis a partir de una cepa
pansensible y un aislado clinico multifirmacorresistente.

Determinar la cinética de crecimiento de las clonas aisladas.

Determinar la concentracién minima inhibitoria de los compuestos UCI-05 y
UCI-14 en las clonas sensibles y multifirmacorresistentes.

Identificar los genes cuya expresion se haya alterado por efecto del
tratamiento con los compuestos UCI-05 y UCI-14 en clonas sensibles y
multifirmacorresistentes.

Proponer un mecanismo de accién de los compuestos UCI-05 y UCI-14 en M.

tuberculosis sensible y multifirmacorresistente.



S.  ANTECEDENTES

5.1. Definicion de la Enfermedad y Etiologia

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa que se caracteriza por una
destruccion tisular progresiva circunscrita a las zonas infectadas (Smith, 2003). Es
considerada por la Organizacién mundial de la salud como un problema de salud
publica que afecta a aproximadamente un tercio de la poblacién mundial,
reportandose en el afno 2011, 8.7 millones de casos (Figura 1) y 1.4 millones de
muertes. Esta enfermedad se ha convertido en la segunda causa de muerte atribuible

a una enfermedad infecciosa (WHO, 2012).
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Figura 1. Incidencia estimada de tuberculosis en 2011. Las diferentes intensidades de
color azul representan el rango de casos de tuberculosis por cada 100,000 habitantes (WHO
2012).
El principal agente causal de la tuberculosis en humanos es M. tuberculosis
(WHO, 2012), una bacteria de forma bacilar, inmoévil, no esporulada, de crecimiento
lento con un tiempo de generacién de 15 a 20 h que mide de 2 a 4 um de longitud por

0.2 a 0.5 um de ancho. Esta es una bacteria aerobia estricta, condicién que favorece

su localizacion en los alvéolos pulmonares al inicio de la enfermedad (Todar, 2012).



5.2. Resistencia a Farmacos Antituberculosis

El tratamiento convencional de la TB implica el uso de 4 farmacos en un
esquema supervisado por 6 meses. Estos farmacos, conocidos como de primera linea,
son isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol (WHO, 2012). Sin embargo,
pocos ainos después de haberse iniciado su uso como farmacos anti-TB se report6 el
surgimiento de cepas de M. tuberculosis resistentes a los dos medicamentos mas
eficaces  (rifampicina e  isoniazida). [Estas cepas se denominaron
multifirmacorresistentes (MFR, Figuras 2 y 3). Ademads, la resistencia a rifampicina
generalmente estd asociada a la resistencia de otros fairmacos de primera linea. Esta
situacion ha comprometido el control de la TB y ha contribuido al resurgimiento de
la TB en todo el mundo (Rattan et al., 1998), debido a que los pacientes portadores
de cepas MFR tienen escasa probabilidad de curarse. A pesar de la seriedad de la
TB-MFR, este problema atn no se aborda en una forma adecuada por parte de la

comunidad médica y cientifica mundial (WHO, 2007).
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Figura 2. Porcentaje de tuberculosis multifirmacorresistente por pais en nuevos casos. Las
figuras estdn basadas en el afio mds reciente reportado, el cual puede variar entre paises (WHO
2012).
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Figura 3. Porcentaje de tuberculosis multifarmacorresistente por pais en casos previamente
tratados. Las figuras estdn basadas en el afio mds reciente reportado, el cual puede variar entre
paises (WHO 2012).

Con respecto a México, algunos estudios sugieren que la TB-MFR ha estado
presente en nuestro pais al menos desde los afios 80. Se ha documentado un amplio
rango de farmacorresistencia en casos nuevos de TB (6-18%) y altos niveles de
resistencia en casos previamente tratados (46%-72%) (Laszlo and de Kantor, 1994;
Sifuentes-Osornio et al., 1995; Acosta Bermudez et al., 1998; Garcia-Garcia et al.,
2001; Yang et al., 2001). En el estado de Nuevo Ledn, en una de las dos dreas con
mayor prevalencia en México, se encontr6 que de 142 cepas de M. tuberculosis
aisladas de pacientes derechohabientes del Instituto Mexicano del Seguro Social,
49% eran resistentes a medicamentos anti-TB de primera linea, y de éstas, 17.8%

fueron MFR (datos no publicados).

La respuesta bacteriana a los farmacos puede variar dependiendo del nivel de
resistencia de los microorganismos. Este nivel de resistencia estd relacionado
directamente con el mecanismo de accién de los medicamentos por lo cual su
entendimiento resultaria de gran importancia para la eleccion de la opcidn terapéutica

adecuada (Fu and Shinnick, 2007b).



5.3. Mecanismos de Accion de Farmacos de Primera Linea

Las micobacterias presentan una resistencia natural a diversos agentes
antimicobacterianos debido a que poseen una pared celular compleja, muy hidréfoba,
y por lo tanto con permeabilidad reducida para un gran nimero de compuestos (Coll,
2003). Por otro lado, se ha demostrado que el tratamiento con un solo agente anti-TB
favorece el surgimiento de farmacorresistencia (CDC and ATS, 1993). Debido a
esto, el tratamiento de la TB se debe realizar con al menos 3 agentes anti-TB
administrados en forma combinada y por periodos prolongados (por ejemplo, un

minimo de 6 meses en el caso de cepas pansensibles) (Figura 4) (Coll, 2003).
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Figura 4. Farmacos anti-tuberculosis y sus blancos. Se muestran en rojo cuatro de los firmacos
anti-tuberculosis de primera eleccién para la quimioterapia estdndar de la tuberculosis. Tomado de
(Goldberg et al., 2012).



La estreptomicina es un antibidtico aminoglicésido que interfiere con la sintesis
proteica bloqueando la traduccién del RNAm. Actda sobre la unidad 16S del RNAr
(rrs) y sobre la proteina ribosomal S12 (rpsL). La alteraciéon genética en estos

blancos le confiere a las micobacterias resistencia a este farmaco (Coll, 2003).

La isoniazida es un profirmaco que requiere de su activacién in vivo, llevada a
cabo por la enzima catalasa-peroxidasa codificada por el gen katG (Somoskovi et al.,
2001). La generacién de especies quimico-reactivas y bactericidas inhibe
selectivamente la sintesis de dcidos micdlicos de la pared celular de M. tuberculosis.
Se ha propuesto como sus blancos primarios 2 proteinas involucradas en el sistema
FAS 1I de sintesis de acidos grasos que permite el alargamiento de las cadenas de
meromicolatos (Takayama et al., 2005). Mutaciones en el gen katG producen una
enzima incapaz de activar la isoniazida y por lo tanto se genera la resistencia. Como
mecanismo de salvamento se sobreexpresan los genes como InhA y ahpC en cepas

resistentes a isoniazida (Telenti, 1998).

La rifampicina pertenece a la familia de las rifamicinas, que fueron aisladas de
Nocardia mediterranei por Sensi et al. (Sensi, 1983). Este es un antibidtico
macrolactamico semisintético, derivado de la rifamicina B, el cual interacciona de
manera selectiva con la subunidad beta de la RNA polimerasa (rpoB), inhibiendo la
sintesis del RNAm de la micobacteria y no la del huésped (McClure and Cech,
1978). Somoskovi et al., reportaron que las micobacterias adquieren resistencia al
presentar mutaciones en una region central de 81 pb del gen rpoB (Somoskovi et al.,

2001).

El etambutol (etilen-diamino-dibutanol) es un farmaco de primera linea con una
de actividad de amplio espectro. Inhibe la biosintesis de la pared micobacteriana, y
su resistencia estd asociada con cambios en el operéon embCAB, que codifica para la
enzima arabinosin transferasa (EmbC, EmbA y EmbB). Este operdn esté relacionado
con la sintesis de componentes de la pared celular, tal como el arabinogalactano y el

lipoarabinomanano (Belanger et al., 1996).

La pirazinamida es un compuesto bioisOstero de la nicotinamida, y se considera

un profarmaco convertido en su forma activa (dcido pirazindico) por la enzima

9



pirazinamidasa bacteriana (Somoskovi et al., 2001). La pirazinamida altera la
funcién de la membrana celular y disminuye el transporte de energia. Se ha
propuesto como su blanco potencial a la sintasa de dcidos grasos (Fas) (Zimhony et
al., 2000). Mutaciones provocadas en el gen pncA, responsable de la sintesis de la

pirazinamidasa, inhiben la accién del fairmaco (Scorpio and Zhang, 1996).

5.4. Farmacos UCI

El consorcio Universidad de Salamanca-Centro de Investigacién Biomédica del
Noreste-Instituto Nacional de Nutricién Salvador Zubiran (UCI), ha desarrollado
nuevos compuestos con actividad anti-TB. Las nuevas moléculas sintetizadas fueron
disefiadas como hibridos del etambutol (firmaco anti-TB de primera linea) y de la
esfingosina (metabolito endégeno comun para la biosintesis y estabilidad de la
envoltura de M. tuberculosis) con grupos funcionales similares incorporados a
esqueletos carbonados distintos a este ultimo (Figura 5) (San Feliciano-Martin et al.,

2006; Del Olmo et al., 2009).
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Figura 5. Estructura de etambutol, esfingosina y de
los compuestos UCI-05 y UCI-14. Los compuestos
UCI se disefiaron tomando como base al etambutol y la
esfingosina.
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Los compuestos UCI mostraron actividad contra cepas de M. tuberculosis
sensibles y resistentes a los cinco farmacos de primera linea, donde se observaron
rangos de concentraciones inhibitorias minimas (MICs) contra cepas MFR de 0.8 a
12.5 pg/mL. Tres compuestos UCI (UCI-05, UCI-14, UCI-107) han demostrado ya
su eficacia contra TB-MFR y su seguridad en ratones BALBc, siendo su DLsy >
2,000 mg/kg de peso, tanto en hembras como en machos. La administracion diaria de
25 mg/kg por via intraesofdgica durante 2 meses (equivalente al 8.2% del promedio
de vida para esta especie) no produjeron ninguna muerte ni mostraron alteraciones

macroscépicas ni microscopicas perceptibles en ningtin érgano.

Por otro lado, ratones BALB/c infectados con 1x10° bacterias de la cepa sensible
H37Rv, que habian desarrollado neumonia, se trataron ya sea con los compuestos
UCI-05, UCI-14, mezcla de los farmacos rifampicina (10 mg/kg), isoniazida (10
mg/kg) y pirazinamida, o tratamientos combinados de UCI con los farmacos. Al
grupo de ratones control se les administr6 solucién salina fisiolégica. En
comparacion con el grupo control, se redujo la carga bacilar 3 veces en el grupo que
recibié UCI-14, 15 veces en el grupo que recibié6 UCI-05, 30 veces cuando solo se
administraron los farmacos, 15 veces cuando se administré la mezcla de UCI-014
mas los farmacos, 100 veces cuando se administrd la combinacién de UCI-05 mas

los farmacos (Figura 6).
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Figura 6. Carga bacilar en ratones BALB/c infectados con 1 x
10° unidades formadoras de colonias (UFC) de M. tuberculosis
H37Rv y su posterior tratamiento con firmacos y compuestos
antituberculosis. Ctr representa a los animales control sin
tratamiento y 3F a los farmacos rifampicina, isoniazida y
pirazinamida.
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Los animales tratados con los fairmacos mostraron un drea neumonica afectada
correspondiente al 6 % de la superficie pulmonar; los animales tratados con UCI-14
mas los farmacos mostraron un area afectada del 4 %; los animales tratados con UCI-
05 mas los farmacos mostraron un area afectada del 2 %; los animales tratados con
UCI-14 mostraron un drea afectada similar a los animales control mientras que los
animales tratados exclusivamente con UCI-05 mostraron una reduccién del 20 % de

superficie afectada en comparacién con los animales control (Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de area neumonica afectada observada en el
estudio histolégico realizado en ratones BALB/c después de la
infeccion con M. tuberculosis H37Rv y el tratamiento con distintas
combinaciones de farmacos y compuestos anti-tuberculosis. CTR
representa a los animales control sin tratamiento y 3F a los farmacos
rifampicina, isoniazida y pirazinamida.

En otro experimento con disefio similar, el compuesto UCI-107 fue administrado
en ratones infectados con la cepa sensible H37Rv o MFR CIBIN99 de M.
tuberculosis. Usando una dosis de 0.32 pg/kg/dia, administrada via intraperitoneal
durante un mes, el compuesto redujo ~ 15 % y ~ 40 % la carga bacilar en los ratones

infectados con la cepa sensible y MFR, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Carga bacilar en ratones BALB/c infectados con la cepa
sensible de M. tuberculosis H37Rv y la cepa multifarmacorresistente
(MFR), CIBIN99 y su posterior tratamiento con 0.3 mg/kg/dia del
compuesto antituberculosis UCI-107.

Estos resultados se encuentran protegidos a través de peticiones de patentes en

oficinas de Espana y Europa (San Feliciano-Martin et al., 2006).

5.5. Analisis de la Expresion Génica Usando Microarreglos

El conocimiento de la secuencia completa de M. tuberculosis en conjunto con
el surgimiento de nuevas tecnologias gendémicas, como los microarreglos y PCR en
tiempo real, ha permitido la identificacion de genes de importancia en las
interacciones hospedero-patégeno (Butcher, 2004). Los microarreglos bacterianos
han sido utilizados para: 1) definir el genoma de una cepa o especie en particular en
comparacion con la secuencia de una cepa de referencia por hibridaciéon genémica
comparativa, y 2) monitorear simultdneamente la expresion génica relativa mediante
la comparacién de niveles del RNAm. Se han usado microarreglos para identificar
eliminaciones en el DNA gendmico (Behr et al., 1999; Kivi et al., 2002), para
evaluar la expresion genética en respuesta a condiciones ambientales y farmacos

(Wilson et al., 1999; Betts et al., 2003; Butcher, 2004).

Particularmente, Wilson y cols. utilizaron microarreglos de DNA para analizar el
perfil de expresion génica de M. tuberculosis en respuesta al farmaco de primera
linea isoniazida. Se observé que este farmaco induce genes que codifican para
proteinas fisiolégicamente relevantes para el mecanismo de accién del mismo, entre
estos se encuentran genes del sistema FAS II y fbpC los cuales codifican para

enzimas sintasas de 4cidos grasos tipo II y para una trealosa respectivamente. Sin
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embargo, también se observaron alteraciones relacionadas a consecuencias téxicas

del farmaco (Wilson et al., 1999).

Recientemente ha sido posible la comparacién de los perfiles de expresion génica
entre una cepa sensible y otra resistente a isoniazida utilizando niveles de
concentracion del fairmaco cercana a la concentracién minima inhibitoria (CMI). En
el experimento se observd una concordancia en la induccién de algunos genes
(operén FAS 1II), asi como ciertas diferencias entre ambas cepas: 1) el farmaco
induce una menor cantidad de genes en una cepa resistente que en una sensible, y 2)
los genes Rv0341 y Rv0342 que estdn inducidos en la cepa sensible en respuesta al
farmaco, se encontraron reprimidos 0 no mostraron cambios en la cepa resistente;
concluyendo que el efecto de la isoniazida en una cepa resistente es dependiente de
la concentracién del farmaco y asi como del grado de resistencia de la cepa (Fu and

Shinnick, 2007b).

Por otro lado, también se han evaluado los niveles de expresion génica en cepas
sensibles usando el antimicobacteriano capreomicina, el cual es utilizado
actualmente para el tratamiento de TB-MFR. Se demostr6 que la subunidad
ribosomal 16S es un blanco molecular especifico de la capreomicina, ademas se
observo la expresion diferencial de los genes Rv0054 (ssb) y Rv3715c (recR) y de
genes involucrados en division celular (Rv3260c, whiB2) (Fu and Shinnick, 2007a).

Los antecedentes previamente descritos muestran que la herramienta de
microarreglos permite identificar modificaciones a nivel transcripcional de genes
relacionados con el mecanismo de accion de un farmaco, genes relacionados con la
resistencia y genes vinculados a los efectos téxicos de los mismos. La expresion
diferencial de estos genes podria considerarse un indicador biolégico confiable de la
resistencia a farmacos y permitiria conocer la posible respuesta terapéutica a este
medicamento (Fu, 2006), y por tanto una modificaciéon oportuna del esquema de

tratamiento.

Debido a la necesidad de identificar los mecanismos de accién de los nuevos
compuestos UCI en cepas de M. tuberculosis sensibles y MFR, en este proyecto se

evaluaron los perfiles de expresion de los compuestos UCI-05 y UCI-14 usando la
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tecnologia de microarreglos y validando los resultados obtenidos por medio de PCR

en tiempo real.
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6. MATERIAL Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

4 CIBIN99
Cepas ﬁ (MFR)

H37Rv
(Sensible) ‘

1. Aislamiento de clonas

v
Clonas H37Rv Clonas C\BINQQ

C!

¢ -2 C3

2. Caracterizacion de clonas

ipi 2.2 Genotipica
2.1 Fenotipica .
Pruebas de sensibilidad a - Spoligotyping
farmacos de primera linea ¢ - RFLP-IS6710

3. Determinacion de las Concentraciones
Minimas Inhibitorias de los compuestos UCI

v

4. Tratamiento con compuestos UCI

H37Rv CiBIN99
c1 c-1\/ C1UU e c-\/ 2]
g c-2\/ c2 c2 2\ c2
c3 c3 c-3 c3 c3 c-3
DMSO UcClI-05 uci-14 DMSO UCI-05 UcCl-14

5. Extraccion de RNA

H37Rv CIBIN99
c2 C-2 c-2
C-3 C-3 C-3
DMSO ucl-05 ucl-14 DMSO ucl-0s ucl-14

6. Analisis por Microarreglos Affymetrix

7. Validacion por PCR en tiempo real

v

8. Analisis estadistico

9. Propuesta del mecanismo de accion
de los compuestos UCI

MFR Multifdirmacorresistentes

UCI Consorcio Universidad de Salamanca, Espafia-Centro de Investigaciéon Biomédica del
Noreste del Instituto Mexicano del Seguro Social-Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador Zubirdn

RFLP-IS6110 Restriction fragment lenght polymorphism

MIRU Mycobacterial Interspersed Repetitive Units

VNTR Variable Number of Tandem Repeats
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6.1. Aislamiento de Clonas Sensibles y Multifirmacorresistentes de M.
tuberculosis

A partir de la cepa de M. tuberculosis H37Rv, la cual es sensible a los
farmacos de primera linea, y del aislado clinico de M. tuberculosis
CIBIN:UMF:15:99, multifarmacorresistente (denominado en adelante CIBIN99), se
obtuvieron poblaciones clonales resembrando la poblacion original en medio sélido
Lowenstein-Jensen (LJ, Merck, Darmstadt, Alemania). Los cultivos se mantuvieron a
37° C en una atmoésfera de 5 % de CO, dentro de una incubadora (Nuaire,
Minnesota, EE.UU.). La incubacion se llevé a cabo por 2 a 3 semanas hasta observar
colonias micobacterianas tipicas de M. tuberculosis. Una porcion de estos cultivos
fue transferida a tubos de vidrio estériles de 13x100 mm conteniendo 2 mL de agua
destilada y 6 perlas de vidrio con la finalidad de realizar suspensiones
micobacterianas homogéneas. Las suspensiones se agitaron en vortex por 5 min y se
dejaron sedimentar por aproximadamente 20 min para evitar la propagacion de los
aerosoles generados durante la agitacion; se transfirieron a tubos de vidrio estériles
de 13x100 mm y se ajustaron a una turbidez equivalente al estdndar 1 de McFarland
[1.97 x10° UFC/mL en cultivos de M. tuberculosis H37Rv (Peniuelas-Urquides,
2013)]. Las mediciones de turbidez en unidades McFarland se realizaron utilizando

un nefelémetro BioMerieux (ATB 1550, BioMérieux, Francia)

Con las suspensiones micobacterianas homogéneas y ajustadas al estdndar 1 de
McFarland, se realizaron diluciones seriales (10'] a 10"8) y las bacterias se sembraron
por goteo en placas con medio sélido Middlebrook 7H10 (Difco, Becton Dickinson,
Le Pont de Claix, Francia) conteniendo 10 % de OADC (suplemento que favorece el
crecimiento de M. tuberculosis el cual consta de 4cido oleico, albimina, dextrosa y
catalasa. Becton Dickinson and Company, Sparks, MD. EE.UU.); el inéculo se
extendi6 realizando estrias en el medio s6lido con la finalidad de obtener colonias
aisladas. Los cultivos sélidos en medio Middlebrook 7H10 se incubaron a 37 °C en
una atmésfera de 5 % de CO, por 3 semanas. Se seleccionaron 3 colonias aisladas
provenientes de la cepa H37Rv y 3 colonias provenientes del aislado clinico
CIBIN99. Las colonias seleccionadas se cultivaron cada una por separado en medio
liquido Middlebrook 7H9 (Difco, Becton Dickinson, Le Pont de Claix, Francia)

suplementado con 10 % de OADC. Los cultivos liquidos se incubaron a 37 °C en una
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atmosfera con 5 % de CO; por 3 semanas, y se resembraron nuevamente en medio LJ
para obtener suficiente biomasa para los andlisis subsecuentes. Una porcién de los
cultivos en medio LJ se resuspendié en medio de cultivo liquido Soya-Tripticasa
(Bioxon, Becton Dickinson, Estado de México, México) conteniendo 20 % de
glicerol y se realizaron alicuotas de 200 pL las cuales se conservaron a -70 °C hasta

su utilizacion.

6.2. Caracterizacion Fenotipica y Genotipica de las Clonas H37Rv y CIBIN99

6.2.1. Caracterizacion Fenotipica

La caracterizacién fenotipica de las clonas H37Rv y CIBIN99 se realiz6
mediante la determinacion del perfil de susceptibilidad o resistencia a los farmacos
de primera linea (SIREP: estreptomicina, isoniazida, rifampicina, etambutol y
pirazinamida) utilizando el sistema Bactec 960 y mediante la realizacién de cinéticas
de crecimiento en ausencia y presencia de cuatro fairmacos de primera linea. Ademas,
la confirmacién de la susceptibilidad o resistencia al farmaco pirazinamida se llevo a

cabo mediante la prueba de pirazinamidasa.

6.2.1.1. Determinacion del Perfil de Susceptibilidad o Resistencia a los
Farmacos de Primera Linea.

El perfil de sensibilidad o resistencia a firmacos anti-TB de primera linea
de las clonas H37Rv y CIBIN99 se realiz6 utilizando el sistema Bactec MGIT 960
(Becton Dickinson and Company, Sparks, MD. USA) siguiendo las instrucciones del
proveedor. Para llevar a cabo el ensayo se realiz6 una suspension de cultivos liquidos
de M. tuberculosis en medio Middlebrook 7H9 suplementado con 10 % de OADC y
se ajustd a una turbidez equivalente al estandar 1 de McFarland; una alicuota de 100
pL del cultivo se inocul6 en un tubo MGIT indicador de crecimiento complementado
con el suplemento BACTEC MGIT 960, el tubo se colocé en el equipo hasta que el
cultivo mostré crecimiento indicado como positivo. Una alicuota de 0.5 mL del
cultivo positivo se inoculé en tubos MGIT complementados con el suplemento
BACTEC SIRE mas uno de los farmacos de primera linea utilizando la

concentracion critica para cada uno de ellos, estreptomicina 1.0 pg/mL, isoniazida
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0.1 pg/mL, rifampicina 1.0 pg/mL o etambutol 5.0 pg/mL. (BACTEC MGIT 960
SIRE Kit).

Para la prueba de sensibilidad a pirazinamida se realizé una dilucién 1:5 del
cultivo positivo; una alicuota de la dilucién fue inoculada en un tubo MGIT
complementado con el suplemento MGIT 960 PZA més 100 ug/mL de pirazinamida.
Una vez inoculados, los tubos se colocaron en el equipo Bactec 960 utilizando la
opciéon AST (BACTEC, MGIT 960 PZA Kit) y se incubaron hasta que el equipo

Bactec 960 marco el fin del experimento generando el resultado.

6.2.1.2. Prueba de Pirazinamidasa.

Para confirmar la susceptibilidad o resistencia al farmaco pirazinamida
(PZA) se realiz6 la prueba de pirazinamidasa. Se asume que un microorganismo sin
actividad de pirazinamidasa es resistente a PZA debido a su inhabilidad para
metabolizar dicho fairmaco a dcido pirazinoico (componente activo) y amonio. Para
llevar a cabo el procedimiento, se inoculé una porcién abundante de un cultivo activo
de M. tuberculosis crecido en medio s6lido LJ en la superficie del medio de
pirazinamidasa, el cual se preparé a base de medio Bacto Dubos deshidratado (Difco,
Becton Dickinson), 0.8 mM de pirazinamida (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania),
piruvato de sodio y agar bacteriolégico (Bioxon, Becton Dickinson, Estado de
México, México). Los cultivos se incubaron a 37 °C por 4 dias; posteriormente se
agregd 1 mL de una solucién de sulfato de amonio ferroso 1 % a cada uno de los
cultivos, los tubos se incubaron a temperatura ambiente por 30 min hasta observar la
aparicioén de una banda rosa en la superficie del medio de cultivo. La aparicion de la
banda rosa indica la hidrélisis enzimatica de PZA a 4cido pirazinoico y se considera
como pirazinamidasa positivo y susceptible a PZA. Las pruebas negativas se

repitieron a los 7 dias de incubacion para su confirmacion.

6.2.1.3. Cinética de Crecimiento de Clonas H37Rv y CIBIN9Y9 en Ausencia y
Presencia de Farmacos de Primera Linea.

Las curvas de crecimiento bacteriano de las clonas H37Rv y CIBIN99 se
realizaron en ausencia y presencia de una mezcla de 4 farmacos de primera linea

utilizando la concentracién critica de cada uno de ellos (estreptomicina 2 pg/mL,
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isoniazida 0.1 pg/mL, rifampicina 2 pg/mL y etambutol 2 pg/mL). Las poblaciones
clonales se crecieron en medio liquido Middlebrook 7H9 suplementado con 10 % de
OADC vy se incubaron a 37 °C en una atmdsfera con 5 % de CO, en agitacién
constante a 300 rpm. Se realizaron mediciones de turbidez en unidades McFarland

cada 3 dias por un periodo de 21 dias tomando 1 mL del cultivo para cada lectura.

6.2.2. Caracterizacion Genotipica de Clonas H37Rv y CIBIN99

La caracterizacion genética de las clonas de M. tuberculosis se llevé a cabo
por medio de las técnicas de spoligotyping y RFLP-IS6110 (Kamerbeek et al., 1997;
Supply et al., 2006) a partir de DNA gendmico.

6.2.2.1. Extraccion de DNA Gendémico

La extraccion de DNA gendémico de M. tuberculosis se llevé a cabo

utilizando el método de Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB).

A partir de cultivos sdlidos de 2 a 3 semanas de crecimiento de las clonas
H37Rv y CIBIN99 en medio LJ, se tom6 una porcién y se transfirié a un tubo de
vidrio de 13x100 mm conteniendo perlas de vidrio y 2 mL de buffer TE 1x. Las
muestras se agitaron en vortex por 5 min y se dejaron sedimentar por
aproximadamente 10 min para evitar la propagacion de los aerosoles generados
durante la agitacion. Se realizaron dos alicuotas de 500 pL de las suspensiones y se
incubaron a 80 °C por 60 min para su inactivacion; se agregé un volumen de 50 pL
de lisozima [10mg/mL] y se realiz6 una agitacion en vortex por 10 s, seguido de una
incubacion a 37 °C toda la noche. Al dia siguiente, se agregaron 70 pL. de SDS 10 %
mads 6 puL de proteinasa K [10 mg/mL]; las muestras se agitaron en vortex por 10 sy
se incubaron por 10 min a 65 °C en un termobloque (Labnet, Nueva Jersey, EE.UU.);
se adicionaron 10 pL de 5 M NaCl mas 80 pL de una solucion de CTAB-NaCl (10 %
CTAB y 0.7 M NaCl respectivamente) y se realizo una agitaciéon en vortex por 10 s;
las muestras se incubaron nuevamente 10 min a 65 °C. Para la separacion de los
acidos nucleicos, se adicion6 un volumen de 700 pL de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1); las muestras se agitaron en vortex por 10 s y se centrifugaron a

temperatura ambiente por 5 min a 12,000 rpm. La fase acuosa se transfirié a un
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microtubo de 2 mL estéril y se adicionaron 0.6 volimenes (360 pL) de isopropanol
para precipitar el DNA. La reaccion de precipitacion se incubd a -20 °C toda la noche
y se centrifugd a temperatura ambiente por 15 min a 12,000 rpm. El DNA
precipitado se lavd con etanol al 70 % frio y se centrifugd a temperatura ambiente
por 1 min a 12,000 rpm. El etanol se desechd, y el DNA gendémico obtenido se dejé
secar a temperatura ambiente y se resuspendié en 20 uL de buffer TE 1x. Se
determind la concentracién y pureza del DNA genémico obtenido utilizando el
equipo nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Massachusetts, EE.UU.) y su integridad
se observé mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefiido con 0.5 pL de

bromuro de etidio [10 mg/mL].

6.2.2.2. Spoligotyping

El método de spoligotyping (spacer oligotyping) analiza las variaciones
dentro del locus de repeticion directa (DR) por medio de la presencia o ausencia de
43 de los espaciadores de secuencia unica de este locus. Para este propdsito se utilizo
un kit comercial de Isogen Life Science (Isogen Life Science, De Meern, Holanda).
Se obtuvo una alicuota del DNA gendmico aislado y se ajust6 a una concentracion de
20 ng/uL, el cual se utiliz6 como templado en la reacciéon de amplificacion de
fragmentos de diferente longitud del locus DR utilizando primers complementarios a
las secuencias de repeticion directa. Los componentes de la mezcla de reaccion para
la amplificacion se indican en la tabla 1 y las condiciones de amplificacion se
muestran en la tabla 2. Posteriormente se realiz6 una hibridacién en linea utilizando
los productos amplificados y se siguieron las especificaciones del kit Isogen Life
Science. El DNA hibridado se detecté por quimioluminiscencia utilizando un
conjugado de estreptavidina-peroxidasa (1.25 U/mL). Para el andlisis de la presencia
o ausencia de los espaciadores, los patrones obtenidos fueron convertidos a un
codigo binario y a un cédigo octal de acuerdo a la descripcién de Dale et al. (2001)
(Dale et al., 2001) para su andlisis y comparacion con la base de datos spolDB4

(Figura 9).
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Patrén original | HNEENEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEROOOONEEEEEE
Patrén binario {(1111111111111111111001111111111100001111111

MM p1t 1M1 111 (100 | 111 111 | 111 110 | 000 (111 | 111 (1

o

Bloque octal

Codigo octal | 7 | 7 7 7 o 7 4 7 7 7 6 0 707 |1

777777477760771 1. = Posithio
0 = Negativo

Cdédigo octal

14 sets de 3 digitos + 1 digito adicional
(8 combinaciones)

000=0 100=4

001=1 101=5 +160
010=2 110=6 Espaciador 43
011=3 111=7

Espaciadores 1-42

Figura 9. Analisis de los patrones de spoligotyping. Se muestra un ejemplo de la conversién de
los patrones de hibridacién obtenidos en spoligotyping a cddigos octales. Se indican los 43
espaciadores del locus DR con los s mbolos m y O, los cuales indican la presencia y ausencia del
espaciador respectivamente. A cada uno de los simbolos se les asigna un valor de 1 para el
espaciador presente y O para el ausente; estos valores después son agrupados en bloques de tres
para la asignacién de un valor numérico siguiendo las indicaciones de las 8 combinaciones
sefialadas, los cuales formaran el c6digo octal de cada cepa.

Tabla 1

Mezcla de reaccion para la amplificacion del locus DR

Reactivo Concentracion final
Agua desionizada c.b.p. 50 uL
Buffer Tth 1 x
MgCl, 1.5 mM
dNTPs 0.2 mM
Primer DRa (marcado con biotina) 5 pmol
Primer DRb 5 pmol
Reactivo enhancer 1x
DNA polimerasa Tth 05U
DNA 80 ng

c.b.p. cuanto baste para
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Tabla 2

Condiciones del programa para la amplificacion del locus DR

Temperatura Tiempo Ciclos

96 °C 4 min 1
96 °C 1 min

55 °C 1 min 30
72 °C 30s

72 °C 5 min 1
18 °C Indefinido

6.2.2.2. RFLP-IS6110.

El método de RFLP-IS6110 descrito por van Embden et al. (1993)
analiza el nidmero y localizacion del elemento de insercion IS6110 presente en M.
tuberculosis. Para llevar a cabo esta técnica, 2 ug del DNA genémico de cada
muestra fueron digeridos con la endonucleasa de restriccion Pvull (8 U); la mezcla
de digestion contenia ademds 1 pug de RNasa, Buffer B 1x y agua desionizada en un
volumen final de 10 pL. La digestion del DNA se llevo a cabo a 37 °C por 4 h y ésta
se verific6 mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio (0.5 pg/mL). Posteriormente se adicion6é a cada muestra 5 pL. de
una mezcla 1:1 de los marcadores de peso molecular Lambda/Hind III (Dilucion
1:100) y Phi X174/Hae III (Dilucién 1:100). Los fragmentos de DNA obtenidos
después de la digestion se sometieron a una separacion electroforética en un gel de
agarosa al 0.8 % teflido con bromuro de etidio (0.5 pg/mL). El corrimiento
electroforético se llevé a cabo por 10 min a 85 V seguido de 17 h a 35 V. El gel de
agarosa conteniendo los fragmentos de DNA fue tratado con una solucién de
desnaturalizacién (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH) por 20 min en agitacién constante y
posteriormente se realizo un lavado con una solucién de neutralizacion (1.5 M NacCl,
1 M Tris pH 8) por 20 min en agitaciéon constante. Los fragmentos de DNA se
transfirieron a una membrana de Nylon cargada positivamente mediante un equipo
de transferencia con presion negativa (Bio-Rad, México, D.F., México). La
transferencia se llevo a cabo aplicando una presion de 5 pulgadas de mercurio por 2
h. Una vez transferidos los fragmentos a la membrana, éstos fueron irradiados con

luz UV (1200 x 100 uJ/cmz) para su fijacion por entrecruzamiento usando el equipo
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Ultraviolet Crosslinker (UVP, Cambridge, Reino Unido). Se realiz6 la hibridacién
utilizando como sonda un segmento del elemento de inserciéon IS6110 y su deteccién
se realiz6 por quimioluminiscencia. Finalmente, se determindé el nimero y

localizacion del elemento IS6110 en cada una de las muestras analizadas.

6.3. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de los Compuestos
UCI-05 y UCI-14 en las Clonas H37Rv y CIBIN99

La evaluacion de la actividad anti-TB in vitro de los compuestos UCI-05 y UCI-
14 se realizé utilizando el método modificado de microdiluciéon en placa con el
compuesto alamar azul (Molina-Salinas et al., 2006) con el apoyo de la Dra. Gloria
Maria Molina Salinas. El fairmaco rifampicina se utilizé6 como control para la cepa y
clonas H37Rv (sensibles a los farmacos de primera linea) a una concentracion final
de 0.06 a 2.00 pg/mL, y el farmaco ofloxacina se utilizé como control para el asilado
y clonas CIBIN99 (multifirmacorresistentes) a una concentracién final de 0.50 a
16.00 pg/mL. La cepa H37Rv es sensible a los dos farmacos utilizados como control
mientras que el aislado CIBIN99 es sensible a ofloxacina y resistente a rifampicina.
Para llevar a cabo el procedimiento, los compuestos UCI-05 y UCI-14 se disolvieron
en dimetilsulféxido (DMSO) y se ajustaron a una concentracién de 1 mg/mL. Se
depositaron 4 pL de los compuestos UCI en 196 pl. de medio de cultivo en una
microplaca de 96 pozos y se realizaron diluciones seriales a partir de 1:2 hasta 1:32
para obtener concentraciones finales de los compuestos UCI-05 y UCI-14 de 10, 5,
2.5, 1.25,0.625 y 0.3125 pg/mL. Como parte de los controles en la determinacioén de
las concentraciones minimas inhibitorias se incluyé al farmaco etambutol. A cada
pozo con el compuesto UCI y los controles se adicionaron 100 pL de los cultivos de
M. tuberculosis ajustados al estidndar 1 de McFarland. Las microplacas se incubaron
a 37 °C por 5 dias en una atmésfera con 5 % de CO,; al quinto dia, se afiadié una
mezcla de 1.6:1 (v/v) de alamar azul y tween 80 al 20% (v/v) y se incubaron
nuevamente a 37 °C por 24 h. Para la interpretacion de resultados, el viraje del color
azul a rosa es indicativo de crecimiento bacteriano. La CMI para cada compuesto es
la menor concentracion que inhibe el crecimiento bacteriano (evita el cambio de azul
a cualquier tonalidad de violeta o rosa). En todos los casos, los resultados se
confirmaron por observaciéon del crecimiento micobacteriano a través de un

microscopio invertido de campo claro con un aumento de 100x.
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6.3. Tratamiento de las Clonas H37Rv y CIBIN99 con los Compuestos UCI-05 y
UCI-14

Las clonas H37Rv y CIBIN99 se cultivaron en medio LJ por 2 a 3 semanas a 37
°C en una atm sfera con 5 % de CO, Una vez observado el crecimiento
micobacteriano caracteristico, se tomé una porcidon del cultivo y se realizé6 una
suspension en tubos de 13x100 mm conteniendo 2 mL de agua desionizada estéril y
6 perlas de vidrio. La suspensiéon se agitd por 2 min y se dejé sedimentar por
aproximadamente 5 min. Se inocularon 100 pL de la suspensiéon en 3 mL de medio
liquido 7H9 suplementado con 10% de OADC. El cultivo se incub a 37 °C en una
atmosfera con 5% de CO; hasta alcanzar una turbidez equivalente al estdndar 2.0 a
3.0 de McFarland. Los cultivos se agitaron en vortex cada 3 dias. Se realizaron
cultivos de 15 mL por triplicado para cada una de las clonas C-1, C-2 y C-3 de
H37Rv y CIBIN99; una alicuota de 1 mL del cultivo con crecimiento micobacteriano
entre 2.0-3.0 de McFarland se inocul6é en 15 mL de medio 7H9 suplementado con
10% de OADC. Los cultivos se incubaron a 37 °C en una atm sfera con 5% de CO,
en agitacion constante a 300 rpm hasta alcanzar la fase de crecimiento logaritmica
(i.e. McFarland 3 y 4,). Las replicas de los cultivos de cada una de las clonas se
mezclaron para obtener un cultivo homogéneo y posteriormente se dividieron en
alicuotas de 10 mL para su tratamiento con los compuestos UCIL. A los cultivos se les
adiciono los compuestos UCI-05 y UCI-14 utilizando una concentracion equivalente
a su CMI (tabla 6) con una concentracion final de 0.1% DMSO vy se incubaron a 37
°C en una atmésfera de 5 % de CO; en agitacién constante a 300 rpm por 4 horas. El
tratamiento con DMSO a la misma concentracién se utiliz6 como control.
Transcurrido el tiempo de incubacién se llevo a cabo la extraccion de RNA total en

cada uno de los cultivos.

6.4. Extraccion de RNA Total de las Poblaciones Clonales H37Rv y CIBIN99
de M. tuberculosis

Una vez realizado el tratamiento de las clonas de M. tuberculosis H37Rv y
CIBIN99 con los compuestos UCI y el control DMSO de la manera descrita en la
seccion anterior, se realiz6 la medicion de la turbidez de los cultivos en el
nefelémetro. Posteriormente, los cultivos de 10 mL fueron centrifugados por 20 min

a 3,390 rpm a 4°C, se desechd el medio de cultivo y el RNA total se aislé en cada
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una de las clonas de acuerdo a las instrucciones provistas en el reactivo TRIzol
(Invitrogen, Carlsbad, CA). La pastilla bacteriana se resuspendié en 800 pL del
reactivo TRIzol, la muestra se transfirié a tubos de 1.5 mL y se incub6 por 20 min a
temperatura ambiente, agitando por pipeteo suave cada 10 min; las muestras fueron
transferidas a tubos FastPrep conteniendo una matriz de esferas de silica de 0.1 mm.
Las muestras se agitaron en el equipo FastPrep-24 por 20 s a una velocidad de 6 m/s,
seguido de una incubacién en hielo por 2 min; este procedimiento de agitacion se
realiz tres veces consecutivas. Las muestras se centrifugaron por 3 min a 12,000
rpm a temperatura ambiente, el sobrenadante se transfirié a tubos de 1.5 mL, se
adicionaron 200 puL de cloroformo y las muestras se incubaron 3 min a temperatura
ambiente. Después las muestras se centrifugaron por 15 min a 12,000 rpm a 4 °C.
Posteriormente, se recuperé la fase acuosa y el RNA total se precipitd con
isopropanol (500 pL), se realizaron 2 lavados con 1 mL de etanol frio al 75 %. Se
desech¢ el etanol y se dej6 evaporar el etanol restante a temperatura ambiente. El
RNA total aislado se resuspendié en 20 uL de buffer TE 1x. La cuantificacién y
pureza del RNA total aislado se determiné por espectrofotometria con luz UV y la
integridad se observé mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 % tefiidos con
0.5 pL de bromuro de etidio [10 mg/mL]. El RNA total se almacené a -70 °C hasta

su utilizacion.

6.6. Retrotranscripcion

El RNA total obtenido fue tratado con la enzima DNasa I para digerir el DNA
genomico presente en la muestra. A 2 pug de RNA total se adicion6 1 U de DNasa I

(Invitrogen, Carlsbad, CA) en un volumen final de 5 pL.

La sintesis de cDNA se llevé a cabo utilizando la enzima transcriptasa reversa
M-MLV vy hexdmeros aleatorios como primers (Invitrogen, Carlsbad, CA. USA)
siguiendo las instrucciones del proveedor. Se prepararon dos mezclas de reaccion de
manera independiente; la mezcla de reacciéon 1 contenia 2 pug de RNA total,
hexameros aleatorios (2.5 ng/uL) y dNTPs (0.5 mM de ATP, CTP, TTP y GTP). La
mezcla 2 se prepard con el buffer First Strand 1x, DTT 10 mM, y 40 U de RNasa
OUT® (Invitrogen). La mezcla 1 se incub6 a 65 °C por 5 min y se enfrio en hielo por

5 min. La mezcla 2 se agregd a la mezcla 1 y se incubd a 37 °C por 2 min.
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Posteriormente se adicionaron 200 U de enzima transcriptasa reversa M-MLV vy se
incub6é por 10 min a 25 °C, seguido de una incubacién a 37 °C por 50 min y

finalmente la transcriptasa reversa se inactivé a 70 °C por 15 min.

6.7. Evaluacion de Funcionalidad de RNA Extraido de M. tuberculosis

Para verificar la funcionalidad del RNA, se llev6 a cabo la amplificacién del gen
constitutivo rrs que codifica para la subunidad ribosomal 16S. La mezcla de reaccién
fue preparada con los siguientes componentes: Buffer de PCR 1x, 1.5 mM MgCl,,
02 mM de <cada dNTP, 5 ng/uL del primer 1rs Fl1 (5
GTCAGGATATTTCTAAATACCTTTGG-3"), 5 ng/uL del primer rrs R1 (5™-
CACCTCAGCGTCAGTTACTG-3"), 0.625 U de Tag DNA Polimerasa (Invitrogen)
y 2 uL de cDNA. La amplificaci'n se llev’ a cabo en un termociclador Veriti
(Applied Biosystems, Foster City, CA. USA) utilizando las condiciones de

amplificacién mostradas en la tabla 3.

Tabla 3

Condiciones de amplificacion del gen rrs de M. tuberculosis

Temperatura  Tiempo Ciclos
95 °C 5 min 1
94 °C 1 min
55 °C 1 min 35
72 °C 1 min
72 °C 7 min 1
18 °C Indefinido

6.8. Hibridacion de Microarreglos y Analisis de Datos

Para los andlisis de expresiéon génica se utilizaron microchips con secuencias
antisentido de M. tuberculosis acoplados a la plataforma Affymetrix. Los chips
fueron sintetizados usando como referencia a la secuencia gendmica completa de la
cepa de referencia H37Rv de M. tuberculosis. El procedimiento de hibridacién de los
microarreglos se realiz6 en el Instituto Nacional de Medicina Gendmica

(INMEGEN) con el apoyo de la M. en C. Laura Uribe Figueroa, el M. en C. Rail
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Mojica Espinosa y el C. Dan Jerzain Gutiérrez Fuentes. El procedimiento se llevo a
cabo de la siguiente manera: La calidad del RNA se evalu6 usando el Bioanalizador
RNA 6000 Nano Assay, Agilent 2100 (Agilent Technologies). La cuantificacién del
RNA se realizé mediante espectrofotometria con luz UV. Para la sintesis del cDNA
se utilizaron 10 pg de RNA total, transcriptasa reversa SuperScript II (Invitrogen,
Carlsbad, CA. USA) y hexdmeros aleatorios (Invitrogen, Carlsbad, CA. USA). La
eliminacion del RNA se realiz6 mediante la adiciéon de NaOH 1N y posteriormente
se adiciond HCI 1N para neutralizar la reaccion. La purificacién del cDNA se llevo a
cabo utilizando el sistema de purificacién MiniElute PCR Purification 96 UF plates
(QIAGEN, Hilden, Germany) y la cuantificacion del DNA se llevd a cabo por
espectrofotometria con luz UV a una longitud de onda de 260 nm. El cDNA fue
fragmentado utilizando la enzima DNasa I (Pierce, Thermo Scientific, Rockford, IL.
USA) y marcado en su extremo 3' usando 60 U de la enzima Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase (Promega, Madison, WI. USA) més 7.5 mM de
reactivo de marcaje (Biotinylated GeneChip DNA Labeling Reagent). El cDNA
marcado se calent6 a 95 °C y se hibrid6 en los chips Affymetrix (GeneChip TB-All
microarrays) a 45 °C en rotacién constante a 60 rpm por 17 h en un horno de
hibridacion Affymetrix GeneChip Hybridization Oven 640. Los chips fueron después
lavados con soluciones de baja y alta astringencia y tefiidos con estreptavidina-
ficoeritrina usando el equipo Affymetrix Fluidics Station 450. Para la medicién de la
sefal de fluorescencia se utiliz6 el equipo GeneChip Scanner 3000 7G mientras que
para la medicion de la intensidad de sefial y los datos de control de calidad de los

arreglos escaneados se uso el equipo Affymetrix GeneChip Expression Console.

El andlisis de datos se realiz6 con el apoyo del Mat. Ivan Imaz Rosshandler y
la Dra. Claudia Rangel Escarefio del Departamento de Gendmica Computacional del
INMEGEN, asi como del L.B.G. José Dévila Velderrain del Instituto de Ecologia de
la Universidad Nacional Auténoma de México. Los datos de microarreglos fueron
pre-procesados usando el algoritmo RMA (Irizarry et al., 2003), en el cual los
valores crudos se normalizaron mediante una correccién de fondo, transformacién a
logaritmo base 2 y el calculo sintetizado de la sefial. Para la identificacién de
expresion diferencial se utiliz6 un modelo lineal limma (limma package, Smyth,
2004). Finalmente se crearon listas de genes expresados diferencialmente para cada

una de las condiciones de tratamiento mediante la selecciéon de los genes con
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significancia estadistica de acuerdo a dos pardmetros: 1) tasa de cambio en escala

logaritmica mayor a 1 (log fold-change > |1| 6 log-Fch > |1|) y 2) estadistico B > 0
(log odds > 0); en donde log-Fch representa el valor de cambio en logaritmo base 2
entre dos condiciones para cada gen. Los valores de log-Fch positivos (log-Fch > 0)
indican un incremento en la expresion del gen y los valores negativos (log-Fch < 0)
indican una disminucién en la expresién. Por otro lado, los valores del estadistico B
(log-odds) representan la posibilidad de que un gen este diferencialmente expresado,

de tal manera que un valor de B=0 indica que existe la misma posibilidad (50 %) de

que el gen este o no expresado diferencialmente.

6.9. Ensayos de PCR en Tiempo Real

Para estos ensayos se utilizo la misma muestra de RNA usada en los ensayos
de microarreglos. Las secuencias de los genes seleccionados se enviaron a la
compafifa Applied Biosystems para el disefio y sintesis de primers y sondas

TagMan® especificas (Tabla 4).

Los ensayos de PCR cuantitativa se llevaron a cabo utilizando el equipo 7500
Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems). La reaccion de PCR se realiz6 en
un volumen final de 25 pL conteniendo la mezcla maestra de PCR para ensayos
TagMan® 1x (Applied Biosystems) mads 400 mM de iniciadores/sondas y 3 pL de
cDNA como templado. La amplificacion se realizé en el modo estandar utilizando
las siguientes condiciones: una incubacion inicial a 50 °C por 2 min, seguido por 95

°C por 10 min; posteriormente 40 ciclos a 95 °C por 15 s y 60 °C por 1 min.

Se establecié una curva de rango dindmico para cada gen, en la cual se
realizaron diluciones seriales de cDNA a partir de 1:16 hasta 1:1024; se incluyeron
ademads triplicados técnicos y controles negativos en todos los ensayos. Se utiliz6
como control endégeno el andlisis de la expresion del gen rrs en paralelo. Se
utilizaron los valores del umbral de deteccion (Ct) para el andlisis mediante el
método comparativo (2744CT) propuesto por Livak y Schmittgen (Livak and

Schmittgen, 2001).
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Tabla 4

Iniciadores y sondas TagMan® para los genes de M. tuberculosis utilizados en
los ensayos de PCR en tiempo real

Gen Primers (5°-3°) Sondas (FAM 5°-3° NFQ)

F- TCG AGT CCA ACA CGT GAT GAA G

desA2 CTG CGT GTA CTT CTC G
R- CGC TCG TAG AAC GCC ATG TA
F- CGG CTC AGG CGT TTC AC

esxG CCG CCG ACG ACT CC
R- CCG CCG CCA CAA ACC
F- CAG GCC GCG TTG CA

esxH CCC TGC CAC GCA CTC
R- CTG CCA CGC CTG ATA CGT
F- GAC CGC GAG TGA CTT TTG G

esxl CAG GCC GCC GAA CCG
R- GCT CGT AGA TCA CCT GGA AGT TAC
F- CGG TTA TGC GCA GAA CTT CCT

gltAl ACC TCC CCG AAG CAC
R- CAC GAC GGC GGT TTC G
F- GGA GGG CAC CGT CGT T

groES CTC GCC GTC CTC GTC C
R- GTC ACC CTC CGC AAC GT
F- GTC CGC GAT GGT CAG CT

hspX ACC GTC GAA GTC CTTC
R- CGA AGG AAC CGT ACG CGA AT
F- CCT GCC CAA TGC CAT GTT C

infA CCT TGT GGC CGT TCT C
R- ACG CAT CTT GCC GCT GAT
F- GCT AGC CAG ATC GGT GTC T

iniB CCG CCG AGC CCA CCA C
R- CAG GCC GCT GAC ATT GC
F- TCG ACG CGA TGG GAC AC

11dD2 TTG ACC ACC GAA CCG C
R- GGC CAG CGA TCC AGT GAA
F- GCG TCC TCG GGA GTA CTA C

IprQ TCG ACG CCA AGC TGT
R- CCG AAC GGC AGC CCA T
F- GAC CGG ATT GTG TCG ATC GAA

mmaA4 TCG TGC CCG AAG TGC
R- CGC TTG AAG AAG TCG TCG TAG TT
F- AAG GTT GAT ATC AGC CTG GAT TCC

nrdH CCC AGC GCC ATC ACG T
R- CGA CGG GTG CTT GTA GGT AA
F- CGG TAC CGG CAA GAT CGT

rpml ACG GTT GGC CTT CTG C
R- CGG GTG CTC GGC TTG T
F- ATC GCG TTG CTG ACC AAA C

psO CAT CGC CGA CCT CAC C
R- CGA ATG ATG GTC GTG CTT GTG
F- CGC TGT CGT GGT GAT CGT

tatA CTT GGC ACC GAA CAA C
R- TCG GAC TTA AAG ATT CGC AAT GAC T
F- GCC CGG TCA CCA CAG A

whiB1 CTG GGC ACT GAA TAC C

R- CAG ACG CCC GAG TCC TG
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6.10. Analisis Estadistico

El anélisis estadistico de los valores promedio obtenidos por PCR en tiempo
real se realiz6 con el apoyo de la Dra. Fabiola Castorena Torres del Tecnoldgico de
Monterrey. Los resultados de PCR en tiempo real se conjuntaron y se presentaron
como la media de las replicas bioldgicas y técnicas con su respectiva desviacion
estandar. Las comparaciones estadisticas se realizaron utilizando la prueba t de
student y el criterio de significancia se establecié en un valor de p < 0.05 en todos los
casos. Los andlisis se llevaron a cabo utilizando el software STATA version 8.1

(Stata Corporation, College Station, TX, USA).

6.11. Analisis del Mecanismo de Accion de los Compuestos UCI en M.
tuberculosis

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos de expresion génica se
realizé la identificacion de los procesos celulares y las rutas metabdlicas
posiblemente afectadas durante el tratamiento de M. tuberculosis con los compuestos
UCI-05 y UCI-14. El anélisis se llevo a cabo utilizando la base de datos gendmica

Tuberculist, y la plataforma integral de tuberculosis TBdatabase.
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7. RESULTADOS

7.1. Aislamiento y Caracterizacion de Clonas de M. tuberculosis

Debido a que los aislados clinicos y cultivos en el laboratorio estdn compuestos
de poblaciones heterogéneas, las cuales pueden interferir en el anélisis de expresion
genética por efecto de un tratamiento, se realizd el aislamiento de poblaciones
clonales para cada fenotipo de farmacosensibilidad o firmacorresistencia. Se aislaron
3 poblaciones clonales a partir de la cepa H37Rv, la cual es sensible a farmacos anti-
TB de primera linea, y 3 poblaciones clonales del aislado clinico CIBIN:UMF:15:99
(denominada en adelante como CIBIN99), el cual es resistente a estreptomicina (S),
isoniazida (I), rifampicina (R), etambutol (E) y pirazinamida (P). El proceso de

obtencion de clonas estd sefialado en la seccion de Materiales y Métodos.

Para llevar a cabo la caracterizacion fenotipica de las clonas aisladas se
determind la sensibilidad a los farmacos de primera linea (SIREP) por medio del
sistema Bactec 960 y por medio de cinéticas de crecimiento en presencia y ausencia
de 4 de los farmacos de primera linea (SIRE). Respecto a la caracterizacion con el
sistema Bactec 960, se determiné que las tres clonas aisladas a partir de la cepa
sensible H37Rv mostraron sensibilidad a los 5 farmacos de primera linea mientras
que las tres clonas obtenidas a partir del aislado multifirmacorresistente CIBIN99

mostraron resistencia a 4 de los farmacos de primera linea (SIRE) (Tabla 5).

Con la finalidad de confirmar la resistencia o sensibilidad a pirazinamida de
las cepas y las clonas aisladas se realiz6 la prueba de pirazinamidasa. Después de
realizado el ensayo como se describe en la secciéon de Materiales y Métodos, se
observé la aparicion de una banda rosa en la superficie del medio de cultivo de la
cepa y clonas H37Rv, lo que indica la hidrélisis enzimética de pirazinamida a dcido
pirazinoico (componente activo), y por lo tanto se considera como positivo para la
actividad de pirazinamidasa, lo cual hace susceptible a la cepa y clonas H37Rv al

farmaco pirazinamida. La ausencia de la banda de color rosa observada en los
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cultivos de la cepa y clonas CIBIN99 indica la ausencia de actividad de

pirazinamidasa, por lo tanto son resistentes a la pirazinamida (FiguralO Tabla 5).

Tabla 5

Perfiles de sensibilidad y resistencia a farmacos de primera linea en cepas y
clonas de M. tuberculosis

Cepa/Clona S I R E P

H37Rv cepa s s S S s
H37Rv C-1 s s s S s
H37Rv C-2 s s s S s
H37Rv C-3 s s s S s

CIBIN99 cepa r r 1 r r
CIBIN99 C-1 r r r r r
CIBIN99 C-2 r r r r r
CIBIN99 C-3 r r r r r

La denotacién C-1, C-2 y C-3 hace referencia
a cada una de las clonas obtenidas de la cepa
respectiva. S, estreptomicina; I, isoniazida; R,
rifampicina; E, etambutol; P, Pirazinamida; s,
sensible; r, resistente.

Para confirmar los perfiles de sensibilidad y resistencia a los farmacos, se
realizaron cinéticas de crecimiento en presencia y ausencia de 4 farmacos
(estreptomicina, isoniazida, rifampicina y etambutol, SIRE); pirazinamida no se
incluy6 en la combinacién de farmacos debido a que se ha reportado que tanto la
pirazinamida como el dcido pirazinoico (componente activo) tienen accion anti-TB
solamente a pH acido (Zhang et al., 2003). Las cinéticas de crecimiento mostraron
que la cepa y clonas H37Rv sensibles fueron capaces de crecer en ausencia de los
farmacos pero no en presencia de estos (Figura 11, Panel A). La cepa y clonas
CIBIN99 multifarmacorresistentes mostraron crecimiento tanto en ausencia como en
presencia de los farmacos, aunque en estos ultimos se observé a partir del dia 27

(Figura 11, Panel B).
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Figura 10. Determinacién de la sensibilidad o resistencia a
pirazinamida mediante la prueba de pirazinamidasa. En el
panel A se muestran los resultados de la cepa y clonas H37Rv y en
el panel B los correspondientes a la cepa y clonas CIBIN99. Como
controles positivo y negativo de la actividad de pirazinamidasa se
utilizaron las cepas M. avium y M. bovis, respectivamente. La
aparicion de una banda rosa (flecha) en la superficie del medio de
cultivo indica la hidrdlisis enzimdtica de pirazinamida a su
componente activo, el acido pirazinoico, y se considera como
positivo a la actividad de pirazinamidasa, lo cual lo hace
susceptible al farmaco. La ausencia de la banda de color rosa
indica la inhabilidad para metabolizar dicho farmaco, y por lo
tanto se considera resistente al mismo.

34



5.5
5 —o—Cepa
4.5
T —a-C1
c
<35 —A—C-2
T 3
Sy -—(3
2
I 15 —o—Cepa+SIRE
21
1 —5—C-1+SIRE
0.5 A
00 - S . -~ ——(C-2+SIRE
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 ——C-3+SIRE
Dias
B CIBIN99S
5.5
5 -
» 4.5 —o— Cepa
c 4 —-C1
L35
© 3 —h— -2
S
s 2-; ——(3
S 15 —o— Cepa=SIRE
1
0.5 —5—C-1 + SIRE
0 —A— (-2 + SIRE
3 7 32
0 6 9 12 15 18 21 24 2 0 €3+ SIRE

Dias

Figura 11. Determinacion de la cinética de crecimiento de la cepa
y clonas H37Rv sensibles y CIBIN99 multifarmacorresistentes en
ausencia y presencia de 4 farmacos de primera linea. Se
utilizaron las concentraciones criticas de cada uno de los farmacos
(SIRE: estreptomicina, 2pg/mL; isoniazida, 0.1ug/mL; rifampicina,
2ug/mL; y etambutol, 2ug/mL). Las lecturas del crecimiento
bacteriano se realizaron cada 3 dfas utilizando unidades de turbidez
mediante estdndares de McFarland. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-
3 se refieren a las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis,
respectivamente. Los simbolos cerrados (e¢mAe) representan
cultivos de las cepas H37Rv y CIBIN99 y sus clonas cultivadas sin
farmacos de primera linea; los simbolos abiertos (00A©) representan
cultivos de las cepas H37Rv y CIBIN99 y sus clonas cultivados en
presencia de los formacos de primera linea.

Con la finalidad de realizar la caracterizaciéon genotipica de las clonas
aisladas se analizaron dos regiones del genoma de M. tuberculosis: 1) la presencia y
ausencia de espaciadores de secuencia tUnica ubicados en el locus de DR, y 2) el
nimero y localizacion del elemento de insercion IS6110 mediante los métodos de
spoligotyping y RFLP-IS6110, respectivamente. Los resultados obtenidos por
spoligotyping mostraron que la cepa H37Rv y sus clonas carecen de los espaciadores
20y 21, mientras que la cepa CIBIN99 y sus clonas carecen del espaciador 18. Todas

las cepas y clonas analizadas carecen de los espaciadores 33 al 36 (Figura 12, panel
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A). Los patrones de spoligotypig fueron comparados con los de la base de datos

mundial de marcadores de genotipificaciéon para M. tuberculosis provista por el

Instituto Pasteur de la Guadeloupe http://www.pasteur-

guadeloupe.fr:808 1/SITVIT_ONLINE/index.jsp] Demay et al., 2012) y se observé

que la cepa y clonas H37Rv coinciden con el patrén reportado para la cepa de
referencia H37Rv, mientras que la cepa y clonas CIBIN99 coincide con el patrén

reportado para la familia X1 (Figura 12, panel B).
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Figura 12. Spoligotyping de cepas y clonas H37Rv sensibles y CIBIN99
multifirmacorresistentes. Panel A, imagen de los patrones de spoligotyping obtenidos, donde
se muestra que la cepa H37Rv y sus clonas carecen de los espaciadores 20 y 21, y la cepa
CIBIN99 y sus clonas carecen del espaciador 18. Se muestra ademds que todas las cepas y
clonas analizadas carecen ademads de los espaciadores 33 al 36. Panel B, se representa el c6digo
binario y familia a la que pertenecen las cepas y clonas segiin la base de datos mundial de
marcadores de genotipificacion para M. tuberculosis.

El andlisis por medio de RFLP-IS6110 demostrd la existencia de 15 copias
del elemento de insercion IS6110 en la cepa H37Rv y sus clonas (Figura 13, Panel
A), mientras que el aislado multifirmacorresistente CIBIN99 y sus clonas

presentaron 4 copias de este mismo elemento (Figura 13, Panel B).
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Figura 13. Patrones de RFLP-IS6110 de cepas y clonas H37Rv
sensibles y CIBIN99 multifarmacorresistentes. La cepa H37Rv y sus
clonas presentan 15 copias del elemento de insercién IS6110 (Panel A),
mientras que la cepa CIBIN99 y sus clonas presentan 4 copias de este
elemento (Panel B). Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a las
clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis.

7.2. Determinacion de las Concentraciones Minimas Inhibitorias de los
Compuestos UCI-05 y UCI-14

Con la finalidad de determinar la CMI de los compuestos UCI en cada una de
las cepas y clonas sensibles y multifAirmacorresistentes, y utilizar dicha concentracién
en los ensayos de expresidon posteriores, se utiliz6 el método de alamar azul en
microplaca para determinar las CMIs de los compuestos UCI-05 y UCI-14 en las
cepas y clonas H37Rv y CIBIN99. La CMI del compuesto UCI-05 fue de 5 pg/mL
en la cepa H37Rv y sus clonas, y de 2.5 pg/mL en la cepa CIBIN99 y sus clonas.
Para el compuesto UCI-14, la CMI fue de 5 pg/mL en la cepa H37Rv y 2 de sus
clonas (C-2 y C-3), y para la clona H37Rv C-1 la CMI fue de 10 pg/mL. Para el
mismo compuesto UCI-14, la CMI en la cepa CIBIN99 y sus tres clonas fue de 5
pg/mL (Figura 4, tabla 6).
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Figura 14. Determinacion de la CMI de los compuestos UCI-05 y UCI-14. Imagen
representativa de los resultados obtenidos por el método de microdilucién en placa utilizando el
compuesto alamar azul para la obtencién de las concentraciones minimas inhibitorias de los
compuestos UCI-05, UCI-14 utilizando el farmaco etambutol (EMB) como control. El panel A
representa las CMIs obtenidas en la cepa H37Rv, y en el panel B se muestran las CMIs obtenidas
en el aislado clinico CIBIN99 multiformacorresistente.

Tabla 6

Concentraciones minimas inhibitorias de los compuestos UCI-05 y UCI-14 en
cepas y clonas de M. tuberculosis

CMI (ug/mL)
Cepa/Clona Geros ucr1a

H37Rv cepa 5 5
H37Rv C-1 5 10
H37Rv C-2 5 5
H37Rv C-3 5 5
CIBIN99 cepa 2.5 5
CIBIN99 C-1 2.5 5
CIBIN99 C-2 2.5 5
CIBIN99 C-3 2.5 5

CMI: Concentracion minima inhibitoria
C-1, C-2 y C-3 se refieren a las clonas
1, 2y 3 de cada cepa de M.
tuberculosis.

7.3. Estandarizacion del Método de Extraccion de RNA Total en M. tuberculosis

Con la objetivo de obtener RNA total de M. tuberculosis con una concentracion
y pureza apropiadas para su utilizacion en los ensayos de microarreglos y PCR en
tiempo real, se utilizaron diferentes protocolos de extraccion en cultivos liquidos de

la cepa H37Rv (Tabla 7).

38



Tabla 7

Métodos utilizados en este estudio para la extraccion de RNA total de

M. tuberculosis
Protocolo utilizado Obtencion de RNA Referencia
TRIzol + Kit de purificacién de RNA TRIZQI Pl.us RNA
. No Purification Kit.
Invitrogen . L
Invitrogen. Hoja técnica.
TRIzol No _TRIzol Reagent.
Invitrogen. Hoja técnica.
Cloroformo:metanol No Mahenthiralingam, 1998
TRIzol + solucidn de lisis No Este estudio
TRIzol + SDS + Lisozima + Proteinasa K No Este estudio
Kit Qiagen + Fast-Prep No Este estudio
RNAlater + TRIzol + Fast-Prep Si Fu L. and Shinnick T.

2007. Con modificaciones.

RNA later. Ambion.

RNAlater + PBS 1x + TRIzol + Fast-Prep No reproducible Hoia técni
oja tecnica.

TRIzol + Fast-Prep Si Este estudio

El método que brindé los mejores resultados fue utilizando el reactivo TRIzol
en combinacién con el sistema de agitacion FastPrep, el cual demostré ser
reproducible (Figura 15 y Tabla 8). La integridad del RNA total aislado de la cepa M.
tuberculosis H37Rv se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa (Figura 15)

y se determind la concentracion y pureza por espectrofotometria con luz UV (Tabla

).
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Figura 15. Imagen del RNA total
obtenido a partir de cultivos de las cepas
H37Rv y CIBINY99 en ausencia y
presencia de dimetilsuféxido (DMSO).
Carriles 1,3: Cepa H37Rv sin tratamiento,
carriles 2,4: Cepa H37Rv tratada con
DMSO, carriles 5,7: cepa CIBIN99 sin
tratamiento, carriles 6,8: cepa CIBIN99
tratada con DMSO, carril 9: muestra
control de RNA total de M. tuberculosis.
Del lado derecho de la imagen se sefialan
las subunidades del RNA ribosomal 23S,
16Sy 5S.

Tabla 8

Valores de cuantificacion y pureza del RNA total aislado a partir de las cepas
H37Rv y CIBIN99 en ausencia y presencia de DMSO

Muestra Concentracion Pureza
(ng/mL) (A260/280 nm)
H37RV sin tratamiento (1) 2.54 1.99
H37RV DMSO (1) 2.521 2.0
H37RV sin tratamiento (2) 2.43 2.01
H37RV DMSO (2) 2.44 1.98
CIBIN99 sin tratamiento (1) 2.82 1.89
CIBIN99 DMSO (1) 3.27 1.86
CIBIN99 sin tratamiento (2) 2.35 1.86
CIBIN99 DMSO (2) 2.73 1.86

Los nimeros entre paréntesis corresponden al primero (1) y
segundo (2) ensayo independiente.
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7.3.1. Funcionalidad del RNA Total Obtenido de la Cepa H37Rv

Para verificar la funcionalidad del RNA total de M. tuberculosis obtenido por
el método mencionado, se llevo a cabo la amplificacién del gen constitutivo rrs por
PCR. El RNA total aislado se traté con DNasa I con la finalidad de eliminar el DNA
genémico presente en la muestra; posteriormente se realizd una reaccién de
transcripcion reversa para la obtenciéon de DNA complementario (cDNA). A partir
del cDNA sintetizado se llevd a cabo la amplificacion del gen constitutivo rrs,
obteniendo un producto de 805 pb (Figura 16, carril 1). Las muestras que no fueron
tratadas con DNasa I generaron un producto de amplificacion (Figura 16, carriles 3 y
4). Con estos resultados se demostré que la amplificacion del gen constitutivo se

genera a partir RNAm.

DNasa 4 4+ - -
RT

805ph

Figura 16. Amplificacién del gen constitutivo
rrs de M. tuberculosis por PCR. Se observé la
obtencion de un producto de amplificacion (805
pb) proveniente del RNA mensajero del gen
rrs. Los simbolos + y - se refiere a la adicioén o
no adicion de las enzimas DNasa I o
transcriptasa reversa (RT); MPM significa
marcador de peso molecular y (-) PCR
representa al control negativo del ensayo.
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7.4. Extraccion de RNA Total de Clonas de M. tuberculosis Tratadas con los
Compuestos UCI-05 y UCI-14

Con la finalidad de obtener el RNA total de las clonas de M. tuberculosis
tratadas con los compuestos UCI, las clonas H37Rv y CIBIN99 se sembraron en

medio liquido y se cultivaron hasta alcanzar la fase logaritmica a una turbidez de

entre 2.8 y 4 unidades de McFarland (Tabla 9, Pefiuelas-Urquides et al., 2013).

Tabla 9

Condiciones del cultivo de las clonas H37Rv y CIBIN99 utilizadas para la
extraccion de RNA total

Clonas Dias de incubacion Turbidez McF)
H37Rv 9 2.8-32
CIBIN99 11 33-34

Posteriormente los cultivos fueron tratados por 4 h con los compuestos UCI-
05 y UCI-14 utilizando las CMIs obtenidas previamente (Tabla 6); como control las
clonas fueron tratadas con 0.1% de dimetilsulféxido (DMSO), vehiculo en el cual
estan resuspendidos los compuestos UCI. El RNA total extraido de cada muestra
presentd una integridad, concentracion y pureza adecuadas para su utilizacioén en la
hibridacion de microarreglos Affymetrix (Figura 17 y Tabla 10). Ademas, la
funcionalidad del RNA total fue evaluada mediante la amplificacion por PCR del gen
constitutivo rrs, obteniendo una banda de amplificacién de 805 pb en todas las

muestras (Figura 18).
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A H37-Rv B CIBINSS

Figura 17. Imagenes representativas de los geles con el RNA total extraido de los cultivos
de las clonas de M. tuberculosis tratados con UCI-05, UCI-14 y dimetilsulf6xido (DMSO).
En el panel A se observan las muestras de RNA total de las clonas H37Rv y el panel B se
observan las muestras correspondientes a las clonas CIBIN99. Se sefialan las subunidades
ribosomales 23S, 16S y 5S. C-1, C-2 y C-3 se refieren a las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa.

Tabla 10

Concentracion y pureza del RNA total extraido de los cultivos de clonas de M.
tuberculosis tratados con dimetilsulféxido (DMSO), UCI-05 y UCI-14

Concentracion Pureza

Clona Tratamiento (ug/mL) (Azgor250 o)

DMSO 1.368 2.00

H37Rv C-1 UCI-05 1.30 1.95
UCI-14 1.42 1.97

DMSO 1.31 1.91

H37Rv C-2 UCI-05 1.35 2.00
UCI-14 1.12 1.97

DMSO 1.42 2.07

H37Rv C-3 UCI-05 1.51 1.90
UCI-14 1.92 1.89

DMSO 1.60 2.01

CIBIN99 C-1 UCI-05 1.734 2.20
UCI-14 1.62 1.99

DMSO 1.53 1.99

CIBIN99 C-2 UCI-05 1.84 1.93
UCI-14 1.64 1.99

DMSO 1.51 2.03

CIBIN99 C-3 UCI-05 1.88 1.99
UCI-14 1.67 2.02
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Figura 18. Amplificacién por PCR del gen constitutivo rrs de las clonas
H37Rv y CIBIN99 de M. tuberculosis tratadas con UCI-05, UCI-14 y
dimetilsulféxido (DMSO). Se muestra el producto de amplificacion por PCR
correspondiente a un fragmento del gen rrs de 805 pb. Las abreviaciones C-1,
C-2 y C-3 se refieren a las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. El
simbolo (-) PCR se refiere al control negativo de la PCR y MPM al marcador
de peso molecular.

7.5. Microarreglos Genémicos de M. tuberculosis

Las muestras de RNA total extraidas de cada ensayo fueron enviadas al
INMEGEN para su marcaje e hibridaciéon en microarreglos gendémicos utilizando la
plataforma Affymetrix. Los resultados de la hibridaciéon generaron patrones de

intensidad de sefial para cada uno de los microarreglos (Figura 19).
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Figura 19. Imagen de los rangos de intensidad de seiial de los microarreglos. (A) Paneles
que representan los datos de intensidad de sefial en cada una de las muestras después de la
hibridacién, (B) Rango de intensidad de sefial.

Se llevé a cabo el pre-procesamiento de las muestras que consiste en la
correccién de fondo, normalizacién y cdlculo sintetizado de la sefial mediante la
aplicacion del algoritmo MASS y rma [robust microarray analysis;(Irizarry et al.,
2003)]. Las diferencias entre posicion y dispersion de intensidad de sefial, asi como
la dispersion de los datos en los estadisticos de los resultados arrojados por
microarreglos quedaron ajustadas después del pre-procesamiento (Figura 20). Se
visualiz6 la variabilidad de los datos obtenidos mediante graficas MvA, las cuales
permiten una comparaciéon de la sefial de los microarreglos mostrando el
comportamiento de los datos respecto a una referencia definida, y para este caso se

utiliz6 la media de intensidad de sefal de los datos totales (Figura 21).
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Figura 20. Imagen de la distribucion de la intensidad de sefial de los microarreglos antes
y después de la normalizacién de datos. El panel A muestra la distribucién de la intensidad
de sefial para cada uno de los microarreglos antes y después de la normalizacién, y el panel B
muestra el comparativo de los andlisis estadisticos por intensidad de la sefial. Las muestras 11,
17 y 5 corresponden a las clonas 1, 2 y 3 de H37Rv tratadas con DMSO; las muestras 13, 1y 7
a las clonas 1, 2 y 3 de H37Rv tratadas con el compuesto UCI-05; las muestras 15, 3 y 9 a las
clonas 1, 2 y 3 de H37Rv tratadas con el compuesto UCI-14; las muestras 12, 18 y 6 a las
clonas 1, 2 y 3 de CIBIN99 tratadas con DMSO; las muestras 14,2y 8 alas clonas 1,2y 3 de
CIBIN99 tratadas con el compuesto UCI-05 y finalmente las muestras 16, 4 y 10 corresponden
alas clonas 1, 2 y 3 de CIBIN99 tratadas con el compuesto UCI-14.
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Figura 21. Graficas MvA de los datos de microarreglos. Cada grifica representa la
relacion de cambio a lo largo del rango de intensidades en escala logaritmica (log2), en
donde M=log2 del microarreglo—log2 de la referencia, y A es la media de todos los datos
(referencia) representada por la férmula A=1/2 (log2 del microarreglo + log2 de
referencia). Los paneles 1-18 representan los datos de intensidad de sefial de los
microarreglos de las clonas H37Rv y CIBIN99 comparados con la referencia.

46



7.6. Expresion Diferencial de Genes en Clonas de M. tuberculosis Tratadas con
los Compuestos UCI-05 y UCI-14

Con el objetivo de identificar diferencias en expresion génica debido al
tratamiento con los compuestos UCI-05 y UCI-14 en M. tuberculosis, los datos
normalizados de microarreglos fueron analizados utilizando el modelo lineal limma
[limma package, (Smyth, 2004)]. Se seleccionaron los genes con diferencia en sus
niveles de expresion de por lo menos 2 veces (log-Fch > 1.0) y con una certidumbre
de al menos 50% (log odds > 0). Siguiendo los parametros antes mencionados, se
realizaron comparaciones de las clonas tratadas con el control (DMSO) vs las clonas

tratadas con los compuestos UCI-05 o UCI-14 (Tabla 11).

Tabla 11

Comparaciones por tratamiento con compuestos UCI-05 y UCI-14

Grupo Clonas Comparacion
H37Rv
1 C-1,C-2yC-3 DMSO vs UCI-05
H37Rv
2 C-1,C-2yC-3 DMSO vs UCI-14
CIBIN99
3 C-1,C-2yC-3 DMSO vs UCI-05
CIBIN99
4 C-1,C-2yC-3 DMSO vs UCI-14

Tomando los pardmetros antes mencionados, al realizar las comparaciones de
las clonas por grupo de tratamiento y graficar los datos obtenidos en graficas MvA y
de volcdn, no se observaron genes expresados de manera diferencial debido al

tratamiento con los compuestos UCI (Figura 22 y 23).
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Figura 22. Graficas MvA de las comparaciones de la intensidad de seiial de las
clonas H37Rv y CIBINY9 agrupadas por tratamiento. Cada grafica representa la
relacién de cambio a lo largo del rango de intensidades en escala logaritmica (log2),
en donde M=log2 del microarreglo — log2 de la referencia, y A es la media de todos
los datos (referencia) representada por la férmula A=1/2 (log2 del microarreglo +
log2 de referencia). En el panel A se muestra la comparacién de las clonas H37Rv
tratadas con dimetilsulféxido (DMSO) vs UCI-05; en el panel B se muestra la
comparacion de las clonas H37Rv tratadas con DMSO vs UCI-14; en el panel C se
muestra la comparacion de las clonas CIBIN99 tratadas con DMSO vs UCI-05; y en
el panel D se muestra la comparacion de las clonas CIBIN99 tratadas con DMSO vs
UCI-14.
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Figura 23. Graficas de volcan de las comparaciones de la intensidad de seial de las
clonas H37Rv y CIBINY99 agrupadas por tratamiento. En el eje de las abscisas se
grafica la tasa de cambio en escala logaritmica (log-FCh) y en eje de las ordenas se grafica
el valor del estadistico B (log odds). El panel A representa la comparacién de las clonas
H37Rv tratadas con dimetilsulféxido (DMSO) vs UCI-05; el panel B muestra la
comparacion de las clonas H37Rv tratadas con DMSO vs UCI-14; el panel C muestra la
comparacion de los datos obtenidos para las clonas CIBIN99 tratadas con DMSO vs UCI-
05; y en el panel D se muestra la comparacion de datos de las clonas CIBIN99 tratadas con
DMSO vs UCI-14.

Con la finalidad de observar las diferencias en expresion génica en cada clona
en particular, se analiz6 la intensidad de sefial de los microarreglos de cada una de
las clonas comparada con el resto (Figura 24). Se observaron diferencias en la
expresion de genes en tres condiciones de tratamiento: condicién 1: clona 2 de
H37Ryv tratada con el compuesto UCI-05; condicion 2: clona 2 de H37Rv tratada con
el compuesto UCI-14; condicion 3: clona 3 de H37Rv tratada con el compuesto UCI-
14. Especificamente, en la clona 2 de H37Rv tratada con el compuesto UCI-05 se
observaron diferencias en la expresion de 71 regiones genéticas, de las cuales 22
corresponden a genes anotados (Tabla 12, Figura 25), 29 a potenciales genes que

codificarian para proteinas hipotéticas, 13 a regiones intergénicas y 7 a genes que
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codifican para tRNAs (Anexo B); en la misma clona al tratarse con el compuestos
UCI-14 se observo la expresion diferencial en 69 regiones genéticas, de las cuales 19
corresponden a genes anotados (Tabla 13, Figura 25), 26 a potenciales genes que
codificarian para proteinas hipotéticas, 17 a regiones intergénicas y 7 a genes que
codifican para tRNAs (Anexo B). En la clona 3 de H37Rv tratada con el compuesto
UCI-14 se observaron 56 regiones genéticas con expresion diferencial, de estas, 25
corresponden a genes anotados (Tabla 14, Figura 25), 12 a potenciales genes que
codificarian para proteinas hipotéticas, 14 a regiones intergénicas y 5 a genes que

codifican para tRNAs (Anexo B).
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Figura 24. Representacion del agrupamiento de datos de microarreglos para cada clona y
condicién de tratamiento y su comparacion con el resto de los ensayos. El mapa de calor
estd representado por recuadros amarillos, que significan una mayor diferencia en la expresién
de genes entre las muestras comparadas, los recuadros grises que indican niveles de expresion
similares entre las muestras comparadas, y los recuadros azules que representan niveles de
expresion idénticos.
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Figura 25. Representacion de los genes con expresion diferencial en
las clonas H37Rv C-2 y C-3 por el tratamiento con los compuestos
UCI. Las gréficas de la izquierda de cada panel muestran con puntos los
genes expresados diferencialmente. Un valor en la tasa de cambio en
escala logaritmica mayor a 1 representa una induccién de al menos 2
veces con respecto al control, y una menor a 1(-1) representa una
represién de al menos 2 veces con respecto al control. Las gréficas de la
derecha muestran los genes expresados diferencialmente con barras. El
panel A representa la comparacién de la clona 2 de H37Rv tratada con
DMSO vs UCI-05; el panel B muestra la comparacién de la clona 2 de
H37Rv tratada con DMSO vs UCI-14; el panel C muestra la comparacién
de la clona 3 de H37Rv tratada con DMSO vs UCI-14.
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Tabla 12

Genes con expresion diferencial observados en la clona H37Rv C-2 por efecto
del compuesto UCI-05

Tasa de cambio

ID? Gen Categoria funcional”
(log)

885837 cspA  Virulencia, detoxificacién, adaptacién 1.2044804
886604 esxG  Pared celular y procesos celulares 2.2663764
886603 esxH Pared celular y procesos celulares 1.1355039
888299 esx  Pared celular y procesos celulares 1.1092253
886132 fbopA  Metabolismo lipidico 1.4612467
888949 gltAl  Metabolismo intermediario y respiracion 1.0731726
887583 groES  Virulencia, detoxificacién y adaptacién 1.1275915
887081 gyrB  Vias de informacién 1.0080694
887325 infA  Vias de informacion 1.973641

887167 IprQ  Pared celular y procesos celulares 1.1469107
888056 mmaA4 Metabolismo lipidico 1.0154067
887724 mpt70 Pared celular y procesos celulares 1.340343

888884 nrdH  Vias de informacién 1.5426636
888345 rplD  Vias de informacion 1.1625807
888531 rplO  Vias de informacién 1.0159246
888421 rplX  Vias de informacién 1.0677359
885919 rpmA  Vias de informacién 1.1366585
886955 rpmE  Vias de informacién 1.2921303
885145 rpml  Vias de informacién 1.1524387
888455 rpsO  Vias de informacién 1.2013342
888086 tatA  Pared celular y procesos celulares 1.0716296
887980 whiB1 Proteinas regulatorias 1.4593367

*De acuerdo al banco de genes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene)
® De acuerdo a la base de datos tuberculist ( http://tuberculist.epfl.ch/)
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Tabla 13

Genes con expresion diferencial observados en la clona H37Rv C-2 por efecto
del compuesto UCI-14

Tasa de cambio

ID* Gen Categoria funcional”
(log)
885837  cspA  Virulencia, detoxificacién, adaptacién 1.2317799
885339 desA2 Metabolismo lipidico 1.2428939
886604 esxG  Pared celular y procesos celulares 2.2118556
886603 esxH  Pared celular y procesos celulares 1.2250868
888299  esxI  Pared celular y procesos celulares 1.1860899
886132 fbpA  Metabolismo lipidico 1.2344693
887583 groES Virulencia, detoxificacién y adaptacién 1.0686743
887325  infA  Vias de informacién 2.0185057
886097 IpqH  Pared celular y procesos celulares 1.0310545
887167 1prQ  Pared celular y procesos celulares 1.1023502
887724 mpt70 Pared celular y procesos celulares 1.0638291
888869 nrdE  Vias de informacién 1.0586911
888884 nrdH  Vias de informaci6n 1.4545398
888345 rpID  Vias de informaci6n 1.0007626
885919 rpmA  Vias de informaci6n 1.0507271
886955 rpmE  Vias de informaci6n 1.1775105
885145 rpml  Vias de informacién 1.1244438
888455 rpsO  Vias de informacién 1.1633809
887980 whiB1 Proteinas regulatorias 1.3630296

*De acuerdo al banco de genes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene)
" De acuerdo a la base de datos tuberculist ( http://tuberculist.epfl.ch/)
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Tabla 14

Genes con expresion diferencial observados en la clona H37Rv C-3 por efecto
del compuesto UCI-14

Tasa de cambio

ID? Gen Categoria funcional®
(log)
888272 acpM * Metabolismo lipidico -1.082755
885339  desA2 Metabolismo lipidico -1.403493
886604  esxG  Pared celular y procesos celulares -2.467824
886603  esxH  Pared celular y procesos celulares -1.090794
888299  esxI  Pared celular y procesos celulares -1.142914
888372 esx]  Pared celular y procesos celulares -1.025387
887579  hspX Virulencia, detoxificacién, adaptacién -1.137043
887325 infA  Vias de informacién -1.615604
886518 iniB  Pared celular y procesos celulares -1.039994
885754 11dD2 Metabolismo intermediario y respiracion -1.22633
887167  1prQ  Pared celular y procesos celulares -1.492553
888056 mmaA4 Metabolismo lipidico -1.225985
888869  nrdE  Vias de informacién -1.096825
888884 nrdH  Vias de informacién -1.257501
888923 rbfA  Vias de informacion -1.076848
888043 rplA  Vias de informacién -1.183853
888341 rplB  Vias de informacién -1.03226
888345 rplD  Vias de informacién -1.555052
888045 rplK  Vias de informaci6n -1.048204
888353  rpIlw  Vias de informacion -1.117305
888421 rplX  Vias de informacién -1.073252
885919  rpmA  Vias de informacién -1.081521
886955 rpmE  Vias de informacion -1.759269
888455  rpsO  Vias de informacion -1.082668
888391 rpsQ  Vias de informaci6n -1.177348

*De acuerdo al banco de genes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene)
® De acuerdo a la base de datos tuberculist (http://tuberculist.epfl.ch/)
*Dato proporcionado por el microarreglo el cual corresponde a acpP
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7.7. Validacién por PCR Cuantitativa de Genes con Expresion Diferencial en
Clonas de M. tuberculosis Tratadas con los Compuestos UCI-05 y UCI-14

Con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos por microrreglos, se
realizaron ensayos de PCR en tiempo real con 17 genes, donde se utilizé otra alicuota
de la misma muestra de RNA total empleada para los ensayos de microarreglos
(Tabla 15). El criterio de selecciéon de los 17 genes fue el siguiente: 1) genes que
estuvieran modificados en las 3 condiciones que mostraron expresion diferencial por
microarreglos, 2) genes que estuvieran modificados unicamente en dos de las
condiciones descritas y 3) genes que estuvieran modificados en una de las

condiciones previamente mencionadas (Tablas 12, 13 y 14).

Tabla 15

Genes seleccionados para su validacion por PCR cuantitativa

No. ID* Gen Categoria funcional”
1 885339 desA2 Metabolismo lipidico
2 886604 esxG Pared celular y procesos celulares
3 886603 esxH Pared celular y procesos celulares
4 888299 esx] Pared celular y procesos celulares
5 888949 gltAl Metabolismo intermediario y respiracién
6 887583 groES Virulencia, detoxificacién y adaptacion
7 887579 hspX Virulencia, detoxificacion, adaptacion
8 887325 infA Vias de informacién
9 886518 iniB Pared celular y procesos celulares
10 885754 11dD2 Metabolismo intermediario y respiracion
11 887167 1prQ Pared celular y procesos celulares
12 888056 mmaAd  Metabolismo lipidico
13 888884 nrdH Vias de informacién
14 885145 rpml Vias de informacién
15 888455 rpsO Vias de informacion
16 888086 tatA Pared celular y procesos celulares
17 887980 whiB1 Protefnas regulatorias

*De acuerdo al banco de genes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene)
® De acuerdo a la base de datos tuberculist ( http:/tuberculist.epfl.ch/)
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Para la normalizacién de los ensayos de PCR en tiempo real cuantitativa se
utilizé6 como control enddgeno el gen constitutivo rrs, el cual codifica para la
subunidad ribosomal 16S. Los resultados obtenidos fueron procesados utilizando el

-AACT
2

método comparativo ( ) propuesto por Livak y Schmittgen (2001) (Livak and

Schmittgen, 2001).

7.7.1 Rango Dinamico de Amplificacion

Con la finalidad de seleccionar la concentracion de cDNA Optima para
observar una induccidn o una represion en la expresion de los genes, se realizé una
curva con diluciones seriales del cDNA de cada muestra (diluciones 1:16, 1:32, 1:64,
1:128, 1:256, 1:512 y 1:1024), cuya concentracion inicial fue de 2 pg del RNA total
extraido de los cultivos de M. tuberculosis. Para la interpretacion de la modificacion
de la expresion genética por PCR cuantitativa se determina una induccion del gen
cuando se visualiza un desplazamiento de la curva de amplificacién a la izquierda de
la referencia (i.e., muestra control), y por lo tanto se observa una disminucién en el
umbral de deteccion (Ct); mientras que una represion en la expresion se visualiza con
un desplazamiento de la curva de amplificacion a la derecha de la referencia, y se
observa un incremento del Ct (Figura 26). El rango dindmico de amplificacién fue
realizado utilizando una muestra de RNA total de H37Rv y el anélisis representativo
que se muestra en la figura 26 fue utilizando al gen esxH como ejemplo. El rango
dindmico de amplificacion se llevo a cabo para los genes desA2, esxG, esxH, esxl,
gltAl, groES, hspX, infA, iniB, 11dD2, IprQ, mmaA4, nrdH, rpml, rpsO, tatA 'y whiB1
(Anexo C). Se selecciond la dilucién 1:128 en todos los casos, ya que ésta permitié
observar el incremento o disminucién del Ct de las diluciones anteriores y
posteriores del cDNA, manifestadas con un desplazamiento en la curva de

amplificacion a la izquierda y derecha, respectivamente.
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Figura 26. Rango dinamico de amplificaciéon para el gen esxH de M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacion de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
esxH (marcada con el fluor6foro FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la interseccion del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.

7.7.2 Eficiencia de la Amplificacion

Con el objetivo de evaluar la eficiencia de amplificacion de los ensayos de
PCR en tiempo real, se llevaron a cabo andlisis de regresion lineal del logaritmo de la
concentracion de RNA vs el umbral de deteccion o Ct. Con los resultados obtenidos
se calculd la pendiente de la curva y la R, Una eficiencia de amplificacién del 100%
+ 10% se ve reflejada por la obtencién de una pendiente de la curva de -3.3 + 10%; y
una R* > 0.99 proporciona un alto grado de confianza en la correlacién de dos
valores. En todas las curvas de los genes analizados se obtuvieron valores de
pendiente y R? dentro de los rangos adecuados, lo cual garantiz6 una eficiencia de
amplificacion cercana al 100% en cada uno de los casos. En la figura 27 se
representan los resultados de este andlisis tomando como ejemplo al gen esxH. Los

andlisis para el resto de los genes se muestran en el anexo D.
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Figura 27. Curva de regresion lineal de la evaluacion de la
eficiencia de amplificacion del gen esxH de M. tuberculosis. Se
muestra el valor de Ct (ciclo umbral) con respecto a la dilucién del
cDNA utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo
de confianza (Rz) indican una eficiencia de amplificacién cercana al
100% y una buena correlacién entre el Ct y la concentracién de
cDNA, respectivamente.

Para la normalizacién de los datos obtenidos es necesario calcular si la
eficiencia de amplificacion tanto del gen de interés (e.g., 11ldD2 figura 28) como del
gen de referencia (i.e., rrs) es aproximadamente igual. Por tal razén, se realizaron
curvas de regresion lineal del logaritmo de la concentracion de RNA vs la diferencia
del Ct (ACt) entre el gen de interés y el gen rrs; el valor de la pendiente de la curva
debe ser < 0.1. En la figura 28 se muestra la comparaciéon de la eficiencia de
amplificaciéon de los genes 11dD2 y rrs obteniendo un valor de la pendiente de

0.0422.
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Figura 28. Curva de regresion lineal de la evaluacion de la
eficiencia de amplificacion del gen 1ldD2 en relacion al gen de
referencia rrs de M. tuberculosis. El valor de ACt representa la
diferencia entre el ciclo umbral (Ct) del gen 11dD2 y el Ct del gen rrs,
y se grafica con respecto a la concentraciéon de cDNA utilizado (Log
[RNA]). Se muestra la pendiente (y) menor a 0.1.

7.8. Cuantificacion Relativa de la Expresion de Genes de M. tuberculosis en
Clonas Tratadas con los Compuestos UCI-05 y UCI-14

Una vez analizados todos los pardmetros de calidad correspondientes, se
llevaron a cabo los ensayos de cuantificacion relativa de los genes desA2, esxG,
esxH, esxl, gltAl, groES, hspX, infA, iniB, 11dD2, IprQ, mmaA4, nrdH, rpml, rpsO,
tatA y whiB1 utilizando el método comparativo 2"**“" (Livak and Schmittgen, 2001).
Con la finalidad de ejemplificar este analisis, en la figura 29 se muestra la expresion
relativa del gen rpml en la clona 1 de H37Rv tratada con el compuesto UCI-14. La
expresion diferencial por microarreglos de los genes mencionados se observé en las
condiciones anteriormente descritas (tabla 12, 13 y 14); sin embargo, la validacién
por PCR cuantitativa se realizé en todas las clonas H37Rv y CIBIN99 en las dos
condiciones de tratamiento (UCI-05 y UCI-14), asi como en las clonas control
tratadas con 0.1 % del vehiculo DMSO. Los resultados del andlisis de la expresion
relativa de los genes seleccionados en cada una de las clonas y sus diferentes
condiciones de tratamiento se representan en la figura 30 utilizando como ejemplo al
gen esxG. El andlisis de los resultados para el resto de los genes se muestran en el

anexo E.
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Figura 29. Expresion de los genes rpml y rrs de M. tuberculosis. En este ensayo representativo
se utilizé el cDNA (dilucién 1:128) obtenido de la clona 1 de H37Rv tratada con el compuesto
UCI-14. Se muestran las curvas de amplificacidn correspondientes a los genes rpml y del gen rrs
(referencia). Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de las sondas que
reconocen al gen rpml o rrs (marcadas con el fluoréforo FAM®) sobre la intensidad de
fluorescencia del control pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde
representa la interseccion del ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos. Los
valores Ct fueron utilizados para realizar el andlisis de la expresiéon genética por medio del
método comparativo 24T,
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Figura 30. Expresion relativa del gen esxG en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M.
tuberculosis. Los cultivos fueron tratados con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-
14 (barras negras) y con dimetilsulfé6xido (DMSO, barras blancas) como control. Los
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa y estdn graficados en unidades relativas
(UR). El simbolo A indica la concordancia con los resultados obtenidos en microarreglos,
mientras que el smbolo V¥ indica una discordancia con aquellos generados por
microarreglos. El resto de las condiciones no mostré expresion diferencial usando los datos
de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a las clonas 1, 2 y 3 de cada
cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el umbral de referencia usando las
clonas 1 de H37Rv y CIBIN99, ambas tratadas con DMSO.

Los datos obtenidos mediante el andlisis de microarreglos fueron comparados
con los resultados obtenidos por PCR cuantitativa, y la concordancia de resultados de

los 17 genes fue de 28%.

Por otro lado, con la finalidad de conocer la expresion diferencial en las cepas
H37Rv y CIBIN99 por efecto de los compuestos UCI, los valores de expresion
génica obtenidos en las clonas H37Rv y CIBIN99 fueron analizados mediante la
obtencion de un promedio de los triplicados bioldgicos (clonas) agrupados por
condicion de tratamiento para cada gen. Este analisis se representa en la figura 31
tomando como ejemplo los resultados obtenidos para el gen esxG. Los resultados

obtenidos para el resto de los genes evaluados se muestran en el anexo F.
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Figura 31. Expresion relativa del gen esxG en las clonas H37Rv y
CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos UCIL. Se muestra el
promedio de expresion relativa de las tres clonas H37Rv (Panel A) y de las
tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con los compuestos UCI-05 (barras
grises), UCI-14 (barras negras) y con dimetilsulfé6xido (DMSO, barras
blancas) como control. Los resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa,
procesados con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en
unidades relativas (UR).

De manera simultdnea a estos ensayos, con la finalidad de identificar si el
DMSO modifica la expresion génica en M. tuberculosis, se analizé el perfil de
expresion de genes de las cepas H37Rv y CIBIN99 sin tratamiento y tratadas con
0.1% DMSO por 4 h utilizando microarreglos Affymetrix (Gonzalez-Escalante,
2011). La validacion por PCR cuantitativa de los resultados obtenidos por
microarreglos estdn referidos en el anexo A. Los resultados muestran que el
tratamiento con 0.1% de DMSO por 4 h no afecta la expresién génica en M.

tuberculosis.
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7.9. Expresion Génica Diferencial Debido al Tratamiento por el Compuesto

UCI-05 en las Clonas de M. tuberculosis H37Rv y CIBIN99

Tomando como base la expresion diferencial promedio obtenida en las clonas
H37Rv y CIBIN99 por PCR cuantitativa, se observaron genes con expresion
diferencial significativa debido al tratamiento con el compuesto UCI-05. En las
clonas H37Rv el gen gltAl mostré un aumento de 2.15 veces en la expresion (p =
0.05, Figura 32, panel A), mientras que el gen rpsO mostré una disminucién en su
expresion del 11.08% (p=0.02, Figura 32, panel B). En lo referente a las clonas
CIBIN99, el gen IprQ present6 una tendencia, mostrando un 20% de aumento en su

expresion (Figura 33).
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Figura 32. Expresion relativa de los genes gltAly rpsO en las clonas H37Rv de M.
tuberculosis expuestas al compuesto UCI-05. Se muestra el promedio de expresion relativa de
las tres clonas tratadas con el compuesto UCI-05 (barras grises) y con dimetilsulf6xido (DMSO,
barras blancas) como control. Los resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados
con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR). En el panel
A se muestran la expresion relativa del gen gltAl y en el panel B la expresion relativa del gen
rpsO. El simbolo * indica una expresion diferencial significativa (p < 0.05).
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Figura 33. Expresion relativa del gen lprQ
en las clonas CIBINY99 de M. tuberculosis
expuestas al compuesto UCI-05. Se muestra
el promedio de expresion relativa de las tres
clonas CIBIN99 tratadas con el compuesto
UCI-05 (barras grises) y con dimetilsulf6xido
(DMSO, barras blancas) como control. Los
resultados  fueron obtenidos por PCR
cuantitativa, procesados con la férmula de
Livak y Schmittgen (2001) y graficados en
unidades relativas (UR). El simbolo A indica
una tendencia en la modificaciéon de la
expresion relativa del gen, la cual no fue
estadisticamente significativa.
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7.10. Expresion Génica Diferencial Debido al Tratamiento por el Compuesto
UCI-14 en las Clonas de M. tuberculosis H37Rv y CIBIN99

La expresion relativa promedio de las clonas H37Rv durante el tratamiento
con el compuesto UCI-14 mostré un incremento significativo del 26% en el gen
gltAl (p=0.04, Figura 34). Las clonas CIBIN99 no mostraron expresién diferencial

en ninguno de los genes evaluados al ser tratadas con este mismo compuesto.
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Figura 34. Expresion relativa del gen gltAl en las
clonas H37Rv de M. tuberculosis expuestas al
compuesto UCI-14. Se muestra el promedio de
expresion relativa de las tres clonas H37Rv tratadas con
el compuesto UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulf6xido (DMSO, barras blancas) como control.
Los resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa,
procesados con la férmula de Livak y Schmittgen
(2001) y graficados en unidades relativas (UR). El
simbolo * indica una expresion diferencial significativa
(p=0.04).
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7.11. Integracion de los Datos para Identificar los Procesos Celulares y Rutas
Metabolicas Modificadas por Efecto de los Compuestos UCI-05 y UCI-14 en

Clonas de M. tuberculosis Pansensibles y Multifarmacorresistentes

En la figura 35 se resume el efecto de los compuestos UCI-05 y UCI-14 sobre
la expresion de genes en clonas de M. tuberculosis pansensible (H37Rv) vy

multifarmacorresistente (CIBIN99).
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Figura 35. Esquema general del efecto de los compuestos UCI sobre la expresion diferencial de
genes en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M. tuberculosis. El tratamiento con el compuesto UCI-05
mostré una sobreexpresion significativa del gen gltAl y una represion significativa del gen rpsO en
las clonas H37Rv, asi como una tendencia en la sobreexpresion del gen lprQ en las clonas CIBIN99.
El tratamiento con el compuesto UCI-14 mostré una sobreexpresion significativa del gen gltAl en las
clonas H37Rv.

Con la finalidad de integrar la informacién generada por los andlisis de
expresion genética, se realizd una busqueda de informacion en las bases de datos
bioinforméticas Tuberculist y TBdatabase, acerca de los genes modificados por

efecto de los compuestos UCL

A continuacién se describe la informacion generada acerca de los genes

diferencialmente expresados.

7.11.1. Gen gitAl

El gen gltAl, cuyo sinénimo es prpC, se localiza en el locus Rv1131 y
pertenece a la categoria funcional del metabolismo intermediario y respiracion segin
la base de datos gendmica Tuberculist (Figura 36) (Lew et al., 2011). Este gen forma
parte del operén Rv1130-1132 (Figura 37) (Reddy et al., 2009).
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Figura 36. Localizacion del gen gltAl (prpC) segiin la base de datos genémicos Tuberculist. En el
panel A se muestra la localizacién del gen dentro genoma de M. tuberculosis. La orientacién de las
flechas indica el sentido de la transcripcion, el color de las flechas indica la categoria funcional del gen, y
pb significa pares de bases. En el panel B se muestra el cédigo de colores para la categoria funcional
génica segtn la base de datos Tuberculist.
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Figura 37. Localizacion del operon Rv1130-Rv1132 segin la plataforma integral de tuberculosis,
TBdatabase. Se muestra la localizacién del operén Rv1130-Rv1132 dentro genoma de M. tuberculosis
La orientacién de las flechas indica el sentido de la transcripcién, el color de las flechas indica la
categoria funcional del gen, y pb significa pares de bases. En el panel B se muestra el cédigo de colores
para la categoria funcional génica segun la plataforma TBdatabase.

El gen gltAl codifica para la enzima citrato sintasa I, la cual participa en el
metabolismo central del carbono en M. tuberculosis. Por un lado, la enzima participa
en el ciclo del 2 metil-citrato, catalizando la conversién de oxaloacetato mas
propanoyl-CoA en (2S, 3S)-2-metilcitrato mds coenzima A. Por ultimo, la enzima
citrato sintasa I estd involucrada en los procesos celulares de respiracion anaerdbica,
fermentacion dcida y en el ciclo del 4cido tricarboxilico (variaciones I y IX), en los

cuales cataliza la conversion de oxaloacetato mas acetil-CoA en citrato mas

coenzima A (Figura 38).
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Figura 38. Reconstruccion bioinformatica de los ciclos del glioxilato y del metilcitrato en M.
tuberculosis donde participa la enzima citrato sintasa I, codificada por el gen gltAl (Tomado de Rhee
et al.,, 2011, con modificaciones). Los recuadros de color rojo sefialan a la enzima citrato sintasa I,
también llamada metilcitrato sintasa.

7.11.2. Gen rpsO

El gen rpsO se localiza en el locus Rv2785c y pertenece a la categoria
funcional de rutas de informaciéon segun la base de datos gendmica Tuberculist
(Figura 39) (Lew et al., 2011). Este gen forma parte de un operén en conjunto con el
gen IppU (Figura 40) (Kendall et al., 2007; Reddy et al., 2009) y codifica para la

proteina ribosomal S15 (Figura 41).
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Figura 39. Localizacion del gen rpsO segiin la base de datos genémicos de M. tuberculosis,
Tuberculist. En el panel A se muestra la localizacion del gen dentro genoma de M. tuberculosis. La
orientacion de las flechas indica el sentido de la transcripcidn, el color de las flechas indica la categoria
funcional del gen, y pb significa pares de bases. En el panel B se muestra el cédigo de colores para la
categoria funcional génica segtn la base de datos Tuberculist.
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Figura 40. Localizacion del operon lppU-rpsO segiin la plataforma integral de tuberculosis,
TBdatabase. Se muestra la localizacién del operén Rv1130-Rv1132 dentro genoma de M. tuberculosis.
El sentido de la transcripcién se indica con la orientacién de las flechas, el color de las flechas indica la
categoria funcional del gen, y pb significa pares de bases. En el panel B se muestra el cédigo de colores
para la categoria funcional génica segtn la plataforma TBdatabase.
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Figura 41. Representaciéon esquematica de la
subunidad ribosomal pequefia de Thermus
aquaticus. Se utiliza como referencia al
microorganismo Thermus aquaticus para
sefialar la localizacién de la proteina ribosomal
S15 debido a que no existe informacién
publicada para M. tuberculosis.

7.11.3. Gen lprQ

El gen lprQ se localiza en el locus Rv0483, pertenece a la categoria de
procesos celulares y pared celular segin la base de datos gendmica Tuberculist
(Figura 42) (Lew et al., 2011). Este gen codifica para la lipoproteina LprQ, la cual no
ha sido completamente caracterizada, y no se encontraron reportes acerca de su

participacion en procesos celulares o rutas metabolicas.
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Figura 42. Localizacion del gen IprQ segin la base de datos genémicos de M. tuberculosis,
Tuberculist. En el panel A se muestra la localizacién del gen dentro genoma de M. tuberculosis. El
sentido de la transcripcidn estd indicado por la orientacién de las flechas, el color de las flechas indica la
categoria funcional del gen, y pb significa pares de bases. En el panel B se muestra el c6digo de colores
para la categoria funcional génica segin la base de datos Tuberculist.
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8. DISCUSION

El aislamiento de clonas de M. tuberculosis sensibles vy
multifirmacorresistentes provenientes de la cepa H37Rv y del aislado clinico
CIBIN99 respectivamente fue realizado para evaluar los perfiles de expresion génica
en respuesta al tratamiento con los compuestos UCI-05 y UCI-14 con la finalidad de
obtener resultados provenientes de individuos independientes ya que se ha reportado
que existe una alta heterogeneidad en poblaciones bacterianas, incluso cuando estas
son poblaciones genéticamente idénticas (Longo and Hasty, 2006). Se ha descrito
que dentro de las condiciones que pueden contribuir a esta variabilidad se encuentran
el ruido y fluctuaciones al azar de la expresion génica, pudiendo estos cambios
enmascarar el comportamiento de células individuales y afectando la identificaciéon
de procesos celulares de importancia bioldgica (Raser and O'Shea, 2005; Longo and
Hasty, 2006). La existencia de la heterogeneidad presente en cepas ha sido descrito
en M. tuberculosis utilizando la cepa de referencia H37Rv (Andreu and Gibert,
2008). En nuestros resultados, la caracterizacion genotipica de las clonas aisladas
mostré que existe una diferencia en los patrones de spoligotyping y de RFLP-1S6110
entre las clonas y cepas sensibles con respecto a las clonas y cepas
multifirmacorresitentes, pero la cepa sensible y sus clonas, asi como la cepa
multifirmacorresistente y sus clonas comparten el mismo patrén genotipico entre si,
conservando el perfil de las cepas de origen. Esto resultados permiten considerar a
las clonas aisladas aptas para su utilizacion en el estudio de expresion diferencial en
respuesta a nuevos compuestos anti-TB. Sin embargo, al determinar las CMIs de los
compuestos UCI en cada una de las clonas, la clona 1 de H37Rv present6 una CMI
para el compuesto UCI-14 de 10 pg/mL mientras que la cepa H37Rv y sus clonas 2 y
3 presentaron una CMI de 5 pg/mL para este mismo compuesto. Estos resultados

confirman la presencia de poblaciones variables existentes en una misma cepa.

Durante la caracterizacion fenotipica de las clonas aisladas, en los andlisis de
determinacion de sensibilidad o resistencia a los farmacos de primera linea mediante
el sistema BACTEC 960, la cepa y clonas CIBIN99 multifirmacorresistentes
presentaron resistencia a los farmacos estreptomicina, isoniazida, rifampicina y
etambutol pero sensibilidad a pirazinamida. Se ha reportado que la resistencia a
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pirazinamida utilizando este sistema algunas veces no es detectada por el sistema
BACTEC 960 (Aono et al., 2002; Zhou et al., 2011), o bien en algunos casos los
resultados no son reproducibles. Una de las posibles razones puede ser el rango de
concentracion del farmaco al cual las cepas presentan resistencia (Werngren et al.,
2011), por tal motivo se realiz6 la determinacién de la sensibilidad o resistencia a
pirazinamida utilizando el método de pirazinamidasa, donde los resultados obtenidos
confirmaronla resistencia a este farmaco en la cepa y clonas CIBIN99, asi como la

sensibilidad a este mismo farmaco en la cepa y clonas H37Rv.

Durante la medicién del crecimiento micobacteriano en cultivos liquidos por
27 dias se observo un crecimiento mds lento en las cepas y clonas CIBIN99.
Previamente se ha reportado que durante el crecimiento las cepas de M. tuberculosis
farmacorresistentes pueden presentar una fase lag més prolongada, esto debido a que
su capacidad para adaptarse a los componentes de un medio sin firmacos es menor
que las cepas sensibles. Una explicacion puede ser que las cepas farmacorresistentes
presentan mutaciones en los genes katG y rpoB, y dichas mutaciones confieren
resistencia a los fairmacos isoniazida y rifampicina. Los genes katG y rpoB codifican
para enzimas con importancia biolégica que podrian alterar su funcionamiento,
dando lugar a un costo de fitness (i.e. reduccion de la tasa de crecimiento en ausencia
de farmaco) (Mariam et al., 2004; von Groll et al., 2010b). Aunque en este trabajo no
se realizé un andlisis de las mutaciones, en un estudio realizado por nuestro grupo se
revel6 que la cepa CIBIN99 posee mutaciones en los genes katG y rpoB (Gonzélez-
Escalante, comunicacion personal), lo que concuerda con la observaciéon de que la
cepa y clonas CIBIN99 mostraron una fase lag de 12-15 dias, la cual fue mayor a la
observada en la cepa y clonas H37Rv sensibles, con una duracion de 9 dias. Ademas,
se ha reportado que el indice de crecimiento es menor en las cepas resistentes que en
las sensibles (von Groll et al., 2010a). Esta disminucién en el indice de crecimiento
puede restablecerse una vez que estas cepas se han adaptado a su ambiente
probablemente debido a la generacion de mutaciones compensatorias (O Sullivan et
al., 2010). Estos hallazgos han sido reportados en infecciones de M. tuberculosis
(Davies et al., 2000; Dave et al., 2009; Gagneux, 2009) asi como en cultivos in vitro
(Mariam et al., 2004). En los resultados de este estudio, la fase logaritmica de la cepa
y clonas H37Rv alcanzaron un crecimiento equivalente a una turbidez de McFarland

entre 4.0 y 5.0, mientras que la cepa y clonas CIBIN99, aunque presentaron una fase
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lag m4s tardia alcanz6 un crecimiento equivalente a una turbidez de McFarland entre
No. 3.5-4.5, mostrando asi una turbidez similar a la observada en los cultivos de

clonas sensibles.

El conocer la densidad bacteriana alcanzada por las clonas durante su
crecimiento permitié establecer la fase logaritmica, que como fase de crecimiento
activa fue la apropiada para realizar los tratamientos con los compuestos UCI. La
fase de crecimiento logaritmica permite observar los cambios en la expresién de por
lo menos la mitad de los genes de M. tuberculosis, los cuales se encuentran activos
(Fu and Fu-Liu, 2007); por el contrario, durante la fase estacionaria, un alto
porcentaje de genes se encuentran reprimidos (Voskuil et al., 2004), lo cual podria
haber enmascarado el posible efecto de los compuestos UCI sobre la expresion

genética.

Por otro lado, debido a la problematica de la tuberculosis farmacorresistente,
diversos grupos de investigacion se han enfocado en la busqueda de nuevas
alternativas de tratamiento. Se ha reportado un nuevo compuesto organico anti-TB
denominado plumbagina, la cual se obtiene de una planta del género Plumbago.
Dicho compuesto tiene una CMI de 2.5 pg/mL en la cepa H37Rv (Ye et al., 2011).
La CMI establecida para la plumbagina es similar a la encontrada en nuestros
resultados para el compuesto UCI-05 en las clonas CIBIN99 multifdrmacorresistente;
mientras que la CMI establecida para las clonas H37Rv sensibles de nuestro estudio
fue mayor para este mismo compuesto (5 pg/mL). En lo que respecta al compuesto
UCI-14, la CMI observada fue de 5 pg/mL para la cepa y clonas CIBIN99, y un
rango de 5-10 pg/mL para la cepa y clonas H37Rv sensibles. Las CMI descritas para
los compuestos UCI se encuentran dentro de las concentraciones criticas establecidas
como pardmetro para la deteccion de cepas resistentes a los farmacos anti-TB de
primera linea utilizando el sistema MGIT BACTEC 960 (estreptomicina 1.0 pg/mL,
isoniazida 0.1 pg/mL, rifampicina 1.0 pg/mL o etambutol 5.0 pg/mL y pirazinamida
100 pg/mL; (BACTEC, MGIT 960 PZA Kit and SIRE Kit). Las CMI de los
compuestos UCI fueron reportadas en el 2009 (como compuesto 3 para el UCI-05 y
como compuesto 4b para el UCI-14), con un valor de CMI de 1.25 pg/mL en ambos
compuestos para la cepa H37Rv, asi como para la cepa CIBIN99 (Del Olmo et al.,

2009). Las inconsistencias presentadas en las CMI reportadas previamente y las
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observadas en nuestros resultados se pueden deber probablemente a la diferencia en

el lote de sintesis de los compuestos UCL

Durante el andlisis del perfil de expresiéon génica de las clonas de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 y UCI-14 utilizando microarreglos,
se observaron diferencias en la expresion de genes en tres condiciones de
tratamiento: para el compuesto UCI-05 se observd una expresion génica diferencial
en la clona 2 de H37Rv y para el compuesto UCI-14 se observé una diferencia en la
expresion génica en las clonas 2 y 3 de H37Rv. De los resultados obtenidos por
microarreglos se selecciond un grupo representativo de 17 genes para su validacién
por PCR cuantitativa. En la comparacion de ambas técnicas moleculares se observo
una concordancia del 28%. La baja correlacion entre los resultados obtenidos por la
técnica de microarreglos y la de PCR en tiempo real evidencia la necesidad de
confirmar siempre los resultados obtenidos por microarreglos con otra técnica
molecular més sensible y especifica como lo es la PCR cuantitativa (Park and

Stegall, 2007; Castorena-Torres et al., 2008).

Los resultados validados mostraron una sobre-expresion significativa del gen
gltAl y una tendencia en el gen IprQ, asi como una represion del gen rpsO. El gen
gltAl sobre-expresado significativamente en las clonas H37Rv sensibles tratadas con
los compuestos UCI-05 y UCI 14, también ha sido reportado durante el tratamiento
de M. tuberculosis con el compuesto natural plumbagina utilizando concentraciones
subinhibitorias (Ye et al., 2011). El gen gltAl codifica para la enzima citrato sintasa
I, la cual cataliza dos reacciones: por un lado, la conversion de oxaloacetato mds
acetil-CoA en citrato mds coenzima A en el ciclo del glioxilato (Reddy et al., 2009) y
por otro lado la conversion de oxaloacetato mds propanoyl-CoA en (2S, 3S)-2-
metilcitrato més coenzima A en el ciclo del metil-citrato. Ambos procesos estan
involucrados en el metabolismo central del carbono de M. tuberculosis (Reddy et al.,
2009; Rhee et al., 2011). Particularmente el ciclo del metil-citrato metaboliza
propionil Co-A (Munoz-Elias et al., 2006), mientras que el ciclo del glioxilato
metaboliza acetil-CoA ambos generados durante la B-oxidacién de dcidos grasos
(Rhee et al., 2011). A partir de los resultados obtenidos en este estudio, sugerimos
que la sobreexpresion del gen gltAl durante el tratamiento con los compuestos UCI-

05 y UCI-14 podria deberse a un mecanismo de respuesta de M. tuberculosis, donde
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se incrementa la actividad en las rutas de degradacion de lipidos con la finalidad de
eliminar el exceso de los mismos y previniendo asi su acumulacidn a niveles toxicos
(Munoz-Elias et al., 2006; Upton and McKinney, 2007), puesto que los compuestos
UCI presentan una cadena lipidica derivada de la dihidroesfingosina (Del Olmo et

al., 2009).

Las clonas H37Rv sensibles tratadas con el compuesto UCI-05 mostraron una
represion significativa del gen rpsO. Este gen se ha reportado como parte del grupo
de los 100 genes mds expresados durante la fase logaritmica de M. tuberculosis (Fu
and Fu-Liu, 2007). El gen rpsO codifica para la proteina ribosomal S15, que
previamente ha sido identificada como parte de la subunidad 16S ribosomal en
Bacillus stearothermophilus, y donde su funcién estd vinculada a la union del
ribosoma al RNAm blanco independiente de su secuencia (Scott and Williamson,
2005). Con la disminucién en la expresion del gen rpsO por efecto del compuesto
UCI-05 encontrado en este estudio, se sugiere que el proceso de traduccion estaria
afectado en M. tuberculosis al ser tratadas con este compuesto como respuesta a una

condicion de estrés.

Las clonas CIBIN99 multifarmacorresistente mostraron una respuesta distinta
en el perfil de expresion génica al presentado en las clonas H37Rv sensibles en
respuesta al tratamiento con los compuestos UCI, ya que al ser tratadas con el
compuesto UCI-05 se observd una tendencia en la sobreexpresion del gen IprQ
(Rv0483) sin llegar a ser estadisticamente significativa. El gen IprQ codifica para
una lipoproteina, la cual pertenece a la familia ErfK/YbiS/YcfS/YnhG (Pfam
PF03734) (Sutcliffe and Harrington, 2004). Previamente se ha descrito a las
lipoproteinas como blancos para nuevos farmacos en bacterias Gram positivas
(Hutchings et al., 2009), y en M. tuberculosis se ha reportado que mutaciones en
genes involucrados en la ruta de sintesis de lipoproteinas reduce el crecimiento
dentro de macréfagos en estudios in vitro, asi como una atenuacion de su virulencia
(Sander et al., 2004). Particularmente se ha descrito que la lipoproteina LprQ posee
una secuencia twin-arginina (Tat) que permite su exportacion celular mediante la ruta
de translocacion Tat (McDonough et al., 2008). Hasta la fecha la lipoproteina LprQ
no ha sido completamente caracterizada y su funcién aun se desconoce (Sutcliffe and

Harrington, 2004; Reddy et al., 2009).
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9. CONCLUSIONES

Los compuestos UCI-05 y UCI-14 alteran la expresioén del gen gltAl, que
codifica a la enzima citrato sintasa I, la cual estd involucrada en el metabolismo
central del carbono. Un incremento en la expresion de la citrato sintasa I permitiria
aumentar la actividad de las rutas del glioxilato y del metilcitrato en las cepas

pansensibles de M. tuberculosis.

El compuesto UCI-05 reprimi6 la expresion del gen rpsO, el cual codifica
para la proteina ribosomal S15. Esta disminucién en la expresion del gen rpsO podria

alterar el proceso de traduccion en cepas pansensibles de M. tuberculosis.
El compuesto UCI-05 redujo la expresion del gen lprQ en las clonas

multifarmacorresistentes. El gen IprQ codifica para la lipoproteina LprQ, la cual no

ha sido caracterizada en M. tuberculosis.
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RECOMENDACIONES

. Evaluar la expresion de los genes gltAl, rpsO y lprQ en otras cepas de M.
tuberculosis con diferentes fenotipos de resistencia y tratadas con los

compuestos UCI-05 y UCI-14.

. Evaluar los niveles de las proteinas citrato sintasa I, S15 y lipoproteina Q en

cepas de M. tuberculosis por efecto de los compuestos UCI-05 y UCI-14.

. Realizar ensayos de represion o sobre-expresion de los genes gltAl, IprQ y

rpsO en cepas de M. tuberculosis, y evaluar el efecto en presencia de los

compuestos UCI y farmacos de primera linea.

. Evaluar in vivo a las cepas de M. tuberculosis modificadas en la expresion de

los genes gltAl, rpsO y lprQ, usando a ratones infectados y tratados con los

compuestos UCI-05, UCI-14 y farmacos de primera linea.
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Anexo A.

Ensayos de RT-PCR en tiempo real en las cepas H37Rv y CIBIN99 de
M. tuberculosis
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Anexo A.

Ensayos de RT-PCR en tiempo real en las cepas H37Rv y CIBIN99 de
M. tuberculosis

Simultdneamente al desarrollo de esta tesis se realizé el andlisis de expresion
genética de las cepas H37Rv y CIBIN99 de M. tuberculosis por medio de
microarreglos usando la plataforma Affymetrix. El cultivo de las cepas se realiz6 en
presencia y ausencia de dimetilsulféxido (DMSO) (Gonzalez-Escalante 2011). Los
ensayos de validacion de todos los genes con expresion diferencial entre las cepas
H37Rv y CIBIN99 de M. tuberculosis fueron realizados por medio RT-PCR en

tiempo real, y fueron ejecutados por la M. en C. Katia Pefiuelas Urquides.
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Figura A-1. Expresién relativa del gen cfpl7 en las cepas H37Rv y
CIBIN99 de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresion relativa
de dos experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con
0.1% de dimetilsulfé6xido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento
(Sin Tx, barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados
fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak
y Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-2. Expresion relativa del gen esxG en las cepas H37Rv y CIBIN99
de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresion relativa de dos
experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con 0.1% de
dimetilsulf6xido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento (Sin Tx,
barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-3. Expresion relativa del gen esxH en las cepas H37Rv y CIBIN99
de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresion relativa de dos
experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con 0.1% de
dimetilsulféxido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento (Sin Tx,
barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la féormula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-4. Expresion relativa del gen esxI en las cepas H37Rv y CIBIN99
de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresién relativa de dos
experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con 0.1% de
dimetilsulf6xido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento (Sin Tx,
barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-5. Expresion relativa del gen fadD2 en las cepas H37Rv y
CIBIN99 de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresion relativa de
dos experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con
0.1% de dimetilsulf6xido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento
(Sin Tx, barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados
fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-6. Expresién relativa del gen glnAl en las cepas H37Rv y
CIBIN99 de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresion relativa de
dos experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con
0.1% de dimetilsulf6xido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento
(Sin Tx, barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados
fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-7. Expresion relativa del gen groES en las cepas H37Rv y
CIBIN99 de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresién relativa de
dos experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con
0.1% de dimetilsulféxido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento
(Sin Tx, barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados
fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-8. Expresion relativa del gen infA en las cepas H37Rv y CIBIN99
de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresién relativa de dos
experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con 0.1% de
dimetilsulféxido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento (Sin Tx,
barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-9. Expresion relativa del gen lipF en las cepas H37Rv y CIBIN99 de
M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresién relativa de dos
experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con 0.1% de
dimetilsulfé6xido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento (Sin Tx,
barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-10. Expresion relativa del gen mkl en las cepas H37Rv y CIBIN99
de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresion relativa de dos
experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con 0.1% de
dimetilsulféxido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento (Sin Tx,
barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-11. Expresion relativa del gen mpt64 en las cepas H37Rv y
CIBIN99 de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresion relativa de
dos experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con
0.1% de dimetilsulf6xido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento
(Sin Tx, barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados
fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-12. Expresion relativa del gen narG en las cepas H37Rv y
CIBIN99 de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresion relativa de
dos experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con
0.1% de dimetilsulf6xido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento
(Sin Tx, barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados
fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-13. Expresiéon relativa del gen ppiA en las cepas H37Rv y
CIBIN99 de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresién relativa de
dos experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con
0.1% de dimetilsulf6xido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento
(Sin Tx, barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados
fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-14. Expresion relativa del gen rpml en las cepas H37Rv y
CIBIN99 de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresion relativa de
dos experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con
0.1% de dimetilsulf6xido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento
(Sin Tx, barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados
fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-15. Expresion relativa del gen rpsA en las cepas H37Rv y
CIBIN99 de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresién relativa de
dos experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con
0.1% de dimetilsulf6xido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento
(Sin Tx, barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados
fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-16. Expresion relativa del gen rpsJ en las cepas H37Rv y CIBIN99
de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresién relativa de dos
experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con 0.1% de
dimetilsulf6xido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento (Sin Tx,
barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-17. Expresion relativa del gen rpsL en las cepas H37Rv y CIBIN99
de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresion relativa de dos
experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con 0.1% de
dimetilsulf6xido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento (Sin Tx,
barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-18. Expresion relativa del gen sseC2 en las cepas H37Rv y
CIBIN99 de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresion relativa de
dos experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con
0.1% de dimetilsulf6xido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento
(Sin Tx, barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados
fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Figura A-19. Expresion relativa del gen thrA en las cepas H37Rv y CIBIN99
de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresion relativa de dos
experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con 0.1% de
dimetilsulféxido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento (Sin Tx,
barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).

88




whiB1

2.5 [ sin Tx
z W DuMso
14
£ 21
=
- X
2 15
Zp
55
B 4 |
5§ I
2 05 1
o
i

0 . : i
H37Rv CIBIN99

Figura A-20. Expresion relativa del gen whiBl en las cepas H37Rv y
CIBIN99 de M. tuberculosis. Se muestra el promedio de expresion relativa de
dos experimentos independientes. Las cepas fueron tratadas por 4 h con
0.1% de dimetilsulf6xido (DMSO, barras negras), las cepas sin tratamiento
(Sin Tx, barras blancas) fueron establecidas como control. Los resultados
fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y
Schmittgen (2001) y graficados en unidades relativas (UR).
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Anexo B
Regiones genéticas que mostraron una expresion diferencial por microarreglos

Tabla B-1. Regiones genéticas con expresion diferencial en la clona H37Rv C-2
por efecto del compuesto UCI-05

ID Descripcion Log fold change
Proteinas hipotéticas

esat6-4352606-4352893_at Sin anotacién 1.3517638
rRNA-1471844-1473380_3_st Sin anotacién -1.421624
Rv0455¢-545373-545819_at Proteina hipotética 1.4980907
Rv0666-759134-759307_at Posible proteina de membrana -1.075464
Rv0796-889393-890331_s_at Transposasa putativa para el elemento de insercién IS6110 1.2539065
Rv1072-1196277-1197113_at Probable proteina transmembrana conservada 1.6728169
Rv1194¢-1337246-1338511_at Proteina hipotética 1.2670697
Rv1463-1650714-1651514_at Proteina de unién a ATP conservada. Transportador ABC. 1.0113884
Rv1520-1711026-1712066_at Probable azicar transferasa -1.038415
Rv1572¢-1779192-1779275_at Proteina hipotética 1.1615437
Rv1588¢c-1789166-1789834_s_at Proteina parcial conteniendo un repetido REP13E12 1.2874472
Rv1987-2231024-2231452_at Posible quitinasa 1.5338832
Rv2015¢-2261814-2263070_at Proteina hipotética 1.0886843
Rv2091c-2348556-2349290_at Probable proteina de membrana 1.1650527
Rv2348¢-2626652-2626978_at Proteina hipotética 1.8059351
Rv2666-2983068-2983871_s_at Transposasa IS1081 truncada 1.0205631
Rv2708c-3021545-3021793_at Proteina hipotética 1.099716

Rv2840c-3147956-3148255_at Proteina hipotética 1.1942626
Rv2876-3187660-3187974_at Posible proteina transmembrana conservada 1.1622057
Rv3407-3826248-3826547_at Proteina hipotética 2.1351659
PE_PGRS-3945790-3950259_2_at  Sin anotacién 1.9420442
PE_PGRS-3945790-3950259_at Sin anotacién 1.4653249
PE-1339001-1339300_at Sin anotacion 1.4222513
PE-1561462-1561770_at Sin anotacién 1.1905216
PE-2651751-2651936_i_at Sin anotacién -1.126312
PE-3894089-3894385_at Sin anotacién 1.0741959
PPE-1339347-1340522_at Sin anotacién 1.1700972
PPE-1561767-1563386_at Sin anotacion 1.4119785
PPE-3501331-3501729_at Sin anotacién 1.0051669

Regiones intergénicas

ig1035-1452946-1453201_at Sin anotacién 1.2030836
ig1357-1960486-1960771_at Sin anotacién -1.010655
1g2284-3239468-3239825_at Sin anotacién 1.214485

1g2516-3594233-3594464_f at Sin anotacién 1.4149626
1g2516-3594233-3594464 _r_at Sin anotacién 1.1284146
1g499-731675-731927 _at Sin anotacion 1.2957627
ig772-1093143-1093358_r_at Sin anotacién -1.19745

rc_igl061-1485277-1485859_at Sin anotacién 1.2331302
rc_igl917-2759487-2759776_at Sin anotacién 1.1769665
rc_ig2200-3119034-3120562_g_at  Sin anotacién 1.3759691
rc_ig2284-3239468-3239825_at Sin anotacién 1.3793912
rc_ig2516-3594233-3594464_f at  Sin anotacién -1.192404
rc_ig2705-3880067-3880281_at Sin anotacién 1.339046

tRNAs
tRNA-2581762-2581835_at Sin anotacién 1.1832273
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Tabla B-1 (continuacion)

ID Descripcion Log fold change
tRNA-2619405-2619477_i_at Sin anotacién 1.0592253
tRNA-2765329-2765402_r_at Sin anotacién -1.225951
tRNA-2794174-2794247 _at Sin anotacién 2.3094485
tRNA-2969750-2969822_i_at Sin anotacién 1.2021879
tRNA-4222578-4222664_f at Sin anotacién -1.107673
tRNA-733522-733594 _at Sin anotacién 1.3666683
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Tabla B-2. Regiones genéticas con expresion diferencial en la clona H37Rv C-2
por efecto del compuesto UCI-14

ID Descripcion Log fold change
Proteinas hipotéticas
esat6-4352606-4352893_at Sin anotacién 1.4495581
rRNA-1471844-1473380_3_st Sin anotacién -1.472669
Rv0094¢-103708-104661_s_at Proteina hipotética 1.1264249
Rv0455¢-545373-545819_at Proteina hipotética 1.6162677
Rv0750-842031-842276_at Proteina hipotética -1.093224
Transposasa putativa para la insercion de la secuencia del elemento
Rv0795-889070-889396_s_at IS6110 (fragmento) 1.0206802
Transposasa putativa para la insercién de la secuencia del elemento

Rv0796-889393-890331_s_at 1S6110 1.630221

Rv1072-1196277-1197113_at Probable protefna transmembrana conservada 1.2049812
Rv1194¢c-1337246-1338511_at Proteina hipotética 1.1464718
Rv1520-1711026-1712066_at Probable aziicar transferasa -1.146826
Rv1572¢-1779192-1779275_at Proteina hipotética 1.2791957
Rv1584c¢-1786305-1786526_at Posible proteina del fago phiRv1 1.0010166
Rv1588¢c-1789166-1789834_s_at Proteina parcial conteniendo un repetido REP13E12 1.6504721
Rv1987-2231024-2231452_at Posible quitinasa 1.309322
Rv2015¢-2261814-2263070_at Proteina hipotética 1.069868
Rv2091c-2348556-2349290_at Probable proteina membrana 1.0852278
Rv2348¢-2626652-2626978_at Proteina hipotética 1.8014061
Rv2666-2983068-2983871_s_at Transposasa IS1081 truncada 1.1845035
Rv3355¢-3769510-3769803_r_at Proteina hipotética -1.278039
Rv3407-3826248-3826547_at Proteina hipotética 2.101444
PE_PGRS-1093359-1094354_at Sin anotacion 1.0777994
PE_PGRS-3945790-3950259_2_at  Sin anotacién 2.0522664
PE_PGRS-3945790-3950259_at Sin anotacién 1.6025854
PE-1339001-1339300_at Sin anotacion 1.1942325
PE-2651751-2651936_i_at Sin anotacién -1.222197
PPE-1561767-1563386_at Sin anotacion 1.2942153

Regiones intergénicas

1g1035-1452946-1453201 _at Sin anotacion 1.3128693
ig1357-1960486-1960771_at Sin anotacion -1.086958
1g2284-3239468-3239825_at Sin anotacién 1.7097508
122516-3594233-3594464 _f at Sin anotacién 1.7148787
122516-3594233-3594464 _r_at Sin anotacién 1.1589003
1g499-731675-731927_at Sin anotacién 1.3806693
1g772-1093143-1093358 _r_at Sin anotacion -1.223922
rc_igl034-1451778-1451994_r_at  Sin anotacion 1.2519345
rc_igl061-1485277-1485859_at Sin anotacion 1.1073563
rc_igl917-2759487-2759776_at Sin anotacion 1.2071324
rc_ig2200-3119034-3120562_g_at  Sin anotacién 1.5498701
rc_ig2284-3239468-3239825_at Sin anotacién 1.76053

rc_ig2325-3336503-3336792_at Sin anotacién 1.1165955
rc_ig2516-3594233-3594464_f at  Sin anotacién -1.257004
rc_ig2516-3594233-3594464_r_at  Sin anotacion -1.169614
rc_ig2705-3880067-3880281_at Sin anotacion 1.215421
rc_ig772-1093143-1093358_i_at Sin anotacion 1.1586368

tRNAs

tRNA-2619405-2619477_i_at Sin anotacion 1.1454259
tRNA-2765329-2765402_r_at Sin anotacion -1.320774
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Tabla B-2 (continuacion)

tRNA-2794174-2794247 _at
tRNA-2969750-2969822_i_at
tRNA-3431837-3431909_i_at
tRNA-4222578-4222664_f_at
tRNA-733522-733594_at

Sin anotacién
Sin anotacién
Sin anotacién
Sin anotacién

Sin anotacion

2.2341573
1.3617506
1.0709795
-1.235702
1.4359943
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Tabla B-3. Regiones genéticas con expresion diferencial en la clona H37Rv C-3

por efecto del compuesto UCI-14

ID Descripcion Log fold change
Proteinas hipotéticas
Rv0250c-301733-302026_at Proteina hipotética -1.088411
Rv0282-342128-344023_at Protefna hipotética -1.325854
Rv0283-344020-345636_at Posible proteina de membrana conservada -1.016107
Rv0455¢-545373-545819_at Proteina hipotética -1.445608
Rv0805-898829-899785_at Proteina hipotética -1.042595
Rv1072-1196277-1197113_at Probable proteina transmembrana conservada -1.15718
Rv1871c-2121493-2121882_at Proteina hipotética -1.573045
Rv1987-2231024-2231452_at Posible quitinasa -1.027873
Rv2159¢-2420629-2421663_at Proteina hipotética -1.019585
Rv2348¢-2626652-2626978_at Proteina hipotética -1.504695
Rv2840c-3147956-3148255_at Proteina hipotética -1.221994
Rv3407-3826248-3826547_at Proteina hipotética -1.353572
Regiones intergénicas
ig1035-1452946-1453201 _at Sin anotacién -1.588157
ig1293-1852034-1852270_at Sin anotacién -1.094866
1g229-341905-342127_at Sin anotacién -1.056194
1g2516-3594233-3594464_f _at Sin anotacién -1.00867
1g499-731675-731927_at Sin anotacién -1.407531
ig501-733324-733521_at Sin anotacién -1.265251
PE-349622-349930_at Sin anotacion -1.136853
PPE-1561767-1563386_at Sin anotacién -1.438719
rc_igl061-1485277-1485859_at Sin anotacién -1.036493
rc_ig2487-3551042-3551277_at Sin anotacién 1.7920592
rc_ig2516-3594233-3594464 f at  Sin anotacion 1.2170469
re_ig2583-3690935-3691136_f at  Sin anotacion 1.0844289
rc_ig2705-3880067-3880281_at Sin anotacién -1.186981
rc_ig863-1205797-1205981 _at Sin anotacién -1.005322
tRNAs

tRNA-1512726-1512809_at Sin anotacién -1.083997
tRNA-2794174-2794247 _at Sin anotacién -1.648411
tRNA-2835492-2835564_i_at Sin anotacion -1.429207
tRNA-731601-731674_at Sin anotacion -1.1437

tRNA-733522-733594_at Sin anotacion -1.049977
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Anexo C

Rango dindmico de amplificacion de genes de M. tuberculosis seleccionados para
su validacion por PCR cuantitativa
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Anexo C

Rango dinamico de amplificacion de genes de M. tuberculosis seleccionados para
su validacion por PCR cuantitativa
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Figura C-1. Rango dindmico de amplificacién para el gen desA2 de M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacién de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
desA2 (marcada con el flur6foro FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la interseccion del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.
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Figura C-2. Rango dindmico de amplificaciéon para el gen esxG de M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacion de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
desA2 (marcada con el flur6foro FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la interseccion del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.
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Figura C-3. Rango dindmico de amplificaciéon para el gen esxH de M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacion de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
desA2 (marcada con el fluréforo FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la interseccion del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.
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Figura C-4. Rango dindmico de amplificacién para el gen esxl de M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacion de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
desA2 (marcada con el fluréforo FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la interseccion del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.
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Figura C-5. Rango dindmico de amplificacién para el gen gltAlde M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacién de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
desA2 (marcada con el flur6foro FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la intersecciéon del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.
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Figura C-6. Rango dindmico de amplificacién para el gen groES de M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacién de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
desA2 (marcada con el flur6foro FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la interseccién del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.
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Figura C-7. Rango dindmico de amplificaciéon para el gen hspX de M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacion de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
desA2 (marcada con el flur6foro FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la interseccion del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.
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Figura C-8. Rango dindmico de amplificacién para el gen infA de M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacion de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
desA2 (marcada con el flur6foro FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la interseccion del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.
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Figura C-9. Rango dindmico de amplificaciéon para el gen iniB de M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacién de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
desA2 (marcada con el flur6foro FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la intersecciéon del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.
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Figura C-10. Rango dindmico de amplificacién para el gen 1ldD2de M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacién de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
desA2 (marcada con el flur6foro FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la intersecciéon del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.
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Figura C-11. Rango dindmico de amplificacién para el gen lprQ de M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacion de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
desA2 (marcada con el flur6foro FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la interseccion del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.
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Figura C-12. Rango dindmico de amplificacién para el gen mmaAd4de M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacion de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
desA2 (marcada con el fluréforo FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la interseccion del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.
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Figura C-13. Rango dindmico de amplificacién para el gen nrdH de M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacion de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
desA2 (marcada con el flur6foro FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la interseccion del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.
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Figura C-14. Rango dinamico de amplificacion para el gen rpml de M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacién de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
desA2 (marcada con el fluréforo FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la interseccién del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.
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Figura C-15. Rango dindmico de amplificacién para el gen rpsO de M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacién de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
desA2 (marcada con el flur6foro FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la intersecciéon del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.

111




10,000

1,000

Delta Rn

0.100

0.010

14 16 16 17 18 19 20 21 22 23 24 26 26 27 28 29 30 31 32 33 34 36 36 37 38 W 0

Numero de ciclo

Figura C-16. Rango dindmico de amplificacién para el gen tatA de M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacién de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
desA2 (marcada con el flur6foro FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la intersecciéon del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.
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Figura C-17. Rango dindmico de amplificacién para el gen whiBl de M. tuberculosis. Se
muestran las curvas de amplificacién de las diluciones seriales del cDNA (de 1:16 a 1:1024).
Delta Rn es el valor obtenido de la intensidad de fluorescencia de la sonda que reconoce al gen
desA2 (marcada con el flur6foro FAM®) sobre la intensidad de fluorescencia del control
pasivo (fluor6foro ROX®) menos la linea basal. La linea verde representa la interseccién del
ciclo umbral (Ct) utilizado para los andlisis cuantitativos.
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Anexo D

Evaluacion de la eficiencia de amplificacion de los genes de M. tuberculosis
seleccionados para su validacion PCR cuantitativa
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Anexo D

Evaluacion de la eficiencia de amplificacion de los genes de M. tuberculosis
seleccionados para su validacion PCR cuantitativa
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Figura D-1. Evaluacién de la eficiencia de amplificacién del gen
desA2 de M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion lineal
que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del cDNA
utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de
confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacion cercana al
100% y una buena correlacién entre el Ct y la concentracién de
cDNA, respectivamente.
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Figura D-2. Evaluacién de la eficiencia de amplificacién del gen
esxG de M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion lineal
que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del cDNA
utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de
confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacién cercana al
100% y una buena correlacién entre el Ct y la concentracién de
cDNA, respectivamente.
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Figura D-3. Evaluacién de la eficiencia de amplificacién del gen
esxH de M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion lineal
que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del cDNA
utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de
confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacién cercana al
100% y una buena correlacién entre el Ct y la concentracién de
cDNA, respectivamente.
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Figura D-4. Evaluacién de la eficiencia de amplificacién del gen
esxl de M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion lineal
que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del cDNA
utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de
confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacion cercana al
100% y una buena correlacién entre el Ct y la concentracién de
cDNA, respectivamente.
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Figura D-5. Evaluacién de la eficiencia de amplificacién del gen
gltAlde M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion lineal
que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del cDNA
utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de
confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacion cercana al
100% y una buena correlacién entre el Ct y la concentracién de
cDNA, respectivamente.
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Figura D-6. Evaluacion de la eficiencia de amplificacion del gen
groES de M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion lineal
que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del cDNA
utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de
confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacién cercana al
100% y una buena correlacién entre el Ct y la concentraciéon de
cDNA, respectivamente.
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Figura D-7. Evaluacién de la eficiencia de amplificacion del gen
hspX de M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion lineal
que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del cDNA
utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de
confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacién cercana al
100% y una buena correlacién entre el Ct y la concentraciéon de
cDNA, respectivamente.
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Figura D-8. Evaluacién de la eficiencia de amplificacion del gen
infA de M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion lineal
que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del cDNA
utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de
confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacién cercana al
100% y una buena correlacién entre el Ct y la concentraciéon de
cDNA, respectivamente.
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Figura D-9. Evaluacién de la eficiencia de amplificacién del gen
iniB de M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion lineal
que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del cDNA
utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de
confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacion cercana al
100% y una buena correlacién entre el Ct y la concentracién de
cDNA, respectivamente.
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Figura D-10. Evaluacion de la eficiencia de amplificacion del gen
11dD2 de M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion lineal
que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del cDNA
utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de
confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacién cercana al
100% y una buena correlacién entre el Ct y la concentraciéon de
cDNA, respectivamente.
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Figura D-11. Evaluacion de la eficiencia de amplificacion del gen
IprQ de M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion lineal
que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del cDNA
utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de
confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacién cercana al
100% y una buena correlacién entre el Ct y la concentraciéon de
cDNA, respectivamente.
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Figura D-12. Evaluacién de la eficiencia de amplificacién del gen
mmaA4 de M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion
lineal que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del
cDNA utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor
predictivo de confianza (Rz) indican una eficiencia de
amplificacién cercana al 100% y una buena correlacién entre el Ct
y la concentracion de cDNA, respectivamente.
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Figura D-13. Evaluacion de la eficiencia de amplificacion del gen
nrdH de M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion lineal
que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del cDNA
utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de
confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacién cercana al
100% y una buena correlacién entre el Ct y la concentracion de
cDNA, respectivamente.
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Figura D-14. Evaluacion de la eficiencia de amplificacion del gen
rpml de M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion lineal
que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del cDNA
utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de
confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacién cercana al
100% y una buena correlacién entre el Ct y la concentraciéon de
cDNA, respectivamente.
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Figura D-15. Evaluacién de la eficiencia de amplificacién del gen
rpsO de M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion lineal
que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del cDNA
utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de
confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacion cercana al
100% y una buena correlacién entre el Ct y la concentracién de
cDNA, respectivamente.
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Figura D-16. Evaluacion de la eficiencia de amplificacion del gen
tatA de M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion lineal
que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del cDNA
utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de
confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacién cercana al
100% y una buena correlacién entre el Ct y la concentraciéon de
cDNA, respectivamente.
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Figura D-17. Evaluacion de la eficiencia de amplificacion del gen
whiBl de M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion
lineal que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del
cDNA utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor
predictivo de confianza (R® indican una eficiencia de
amplificacién cercana al 100% y una buena correlacién entre el Ct
y la concentracién de cDNA, respectivamente.
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Figura D-18. Evaluacion de la eficiencia de amplificacién del gen
rrs de M. tuberculosis. Se muestra una curva de regresion lineal
que conjunta el valor de Ct (ciclo umbral) y la dilucién del cDNA
utilizado (Log [RNA]). La pendiente (y) y el valor predictivo de
confianza (R?) indican una eficiencia de amplificacion cercana al
100% y una buena correlacién entre el Ct y la concentracién de
cDNA, respectivamente.
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Anexo E

Analisis de la cuantificacion relativa de los genes utilizando el
método comparativo 2447
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Anexo E

Andlisis de la cuantificacion relativa de los genes desA2, esxG, esxH, esxl, gltAl,
groES, hspX, infA, iniB, 1IdD2, IprQ, mmaA4, nrdH, rpml, rpsO, tatA y whiBl
utilizando el método comparativo 2**“T. El andlisis se llevé a cabo en las clonas
H37Rv y CIBIN99 tratadas con los compuestos UCI-05 y UCI-14.
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Figura E-1. Expresion relativa del gen desA2 en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras)
y con dimetilsulféxido (DMSO, barras blancas) como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y
estdn graficados en unidades relativas (UR). El simbolo A indica la concordancia con los
resultados obtenidos en microarreglos, mientras que el simbolo ¥ indica una discordancia con
aquellos generados por microarreglos. El resto de las condiciones no mostré expresion
diferencial usando los datos de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a
las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el umbral de
referencia usando las clonas 1 de H37Rv y CIBIN99 tratadas con DMSO.
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Figura E-2. Expresion relativa del gen esxG en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras)
y con dimetilsulfoxido (DMSO, barras blancas), como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y
estdn graficados en unidades relativas (UR). El simbolo A indica la concordancia con los
resultados obtenidos en microarreglos, mientras que el simbolo ¥ indica una discordancia con
aquellos generados por microarreglos. El resto de las condiciones no mostré expresion
diferencial usando los datos de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a
las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el umbral de
referencia usando las clonas 1 de H37Rv y CIBIN99 tratadas con DMSO.
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Figura E-3. Expresion relativa del gen esxH en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras)
y con dimetilsulféoxido (DMSO, barras blancas), como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la formula de Livak y Schmittgen (2001) y
estdn graficados en unidades relativas (UR). El simbolo A indica la concordancia con los
resultados obtenidos en microarreglos, mientras que el simbolo ¥ indica una discordancia con
aquellos generados por microarreglos. El resto de las condiciones no mostrd expresion
diferencial usando los datos de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a
las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el umbral de
referencia usando las clonas 1 de H37Rv y CIBIN99 tratadas con DMSO.
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Figura E-4. Expresion relativa del gen esxI en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras)
y con dimetilsulféoxido (DMSO, barras blancas), como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y
estdn graficados en unidades relativas (UR). El simbolo A indica la concordancia con los
resultados obtenidos en microarreglos, mientras que el simbolo ¥ indica una discordancia con
aquellos generados por microarreglos. El resto de las condiciones no mostré expresion
diferencial usando los datos de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a
las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el umbral de

referencia usando las clonas 1 de H37Rv y CIBIN99 tratadas con DMSO.
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Figura E-5. Expresion relativa del gen gltAl en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras)
y con dimetilsulféxido (DMSO, barras blancas), como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y
estdn graficados en unidades relativas (UR). El simbolo A indica la concordancia con los
resultados obtenidos en microarreglos. El resto de las condiciones no mostré expresion
diferencial usando usando los datos de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se
refieren a las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el
umbral de referencia usando las clonas 1 de H37Rv y CIBIN99 tratadas con DMSO.
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Figura E-6. Expresion relativa del gen groES en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras)
y con dimetilsulféoxido (DMSO, barras blancas), como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y
estdn graficados en unidades relativas (UR). El s mbolo V¥ indica una discordancia con los
resultados obtenidos por microarreglos. El resto de las condiciones no mostré expresion
diferencial usando los datos de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a
las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el umbral de
referencia usando las clonas 1 de H37Rv y CIBIN99 tratadas con DMSO.
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Figura E-7. Expresion relativa del gen hspX en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras)
y con dimetilsulfoxido (DMSO, barras blancas), como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y
estan graficados en unidades relativas (UR). El s mbolo ¥ indica una discordancia con los
resultados obtenidos por microarreglos. El resto de las condiciones no mostré expresion
diferencial usando los datos de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a
las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el umbral de
referencia usando las clonas 1 de H37Rv y CIBIN99 tratadas con DMSO.
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Figura E-8. Expresion relativa del gen infA en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras)
y con dimetilsulféxido (DMSO, barras blancas), como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y
estdn graficados en unidades relativas (UR). El simbolo A indica la concordancia con los
resultados obtenidos en microarreglos, mientras que el simbolo ¥ indica una discordancia con
aquellos generados por microarreglos. El resto de las condiciones no mostré expresion
diferencial usando los datos de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a
las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el umbral de
referencia usando las clonas 1 de H37Rv y CIBIN99 tratadas con DMSO.
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Figura E-9. Expresion relativa del gen iniB en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras)
y con dimetilsulféoxido (DMSO, barras blancas), como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y
estdn graficados en unidades relativas (UR). El s mbolo V¥ indica una discordancia con los
resultados obtenidos por microarreglos. El resto de las condiciones no mostré expresion
diferencial usando los datos de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a
las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el umbral de
referencia usando las clonas 1 de H37Rv y CIBIN99 tratadas con DMSO.
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Figura E-10. Expresion relativa del gen 1ldD2 en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras)
y con dimetilsulféoxido (DMSO, barras blancas), como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y
estdn graficados en unidades relativas (UR). El simbolo A indica la concordancia con los
resultados obtenidos en microarreglos. El resto de las condiciones no mostré expresion
diferencial usando los datos de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a
las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el umbral de
referencia usando las clonas 1 de H37Rv y CIBIN99 tratadas con DMSO.
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Figura E-11. Expresion relativa del gen lprQ en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras)
y con dimetilsulfoxido (DMSO, barras blancas), como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y
estan graficados en unidades relativas (UR). El s mbolo ¥ indica una discordancia con los
resultados obtenidos por microarreglos. El resto de las condiciones no mostré expresion
diferencial usando los datos de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a
las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el umbral de
referencia usando las clonas 1 de H37Rv y CIBIN99 tratadas con DMSO.

144




[] DMsO

mmaAd4 [ ucl-05
; i W ucl-14
o =
E. .
[ '
T2
s
83
@
: 8
=]
B &
2
o
b
11}

H37Rv CIBIN99

Figura E-12. Expresion relativa del gen mmaA4 en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras)
y con dimetilsulfoxido (DMSO, barras blancas), como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y
estdn graficados en unidades relativas (UR). El simbolo A indica la concordancia con los
resultados obtenidos en microarreglos, mientras que el simbolo ¥ indica una discordancia con
aquellos generados por microarreglos. El resto de las condiciones no mostré expresion
diferencial usando los datos de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a
las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el umbral de
referencia usando las clonas 1 de H37Rv y CIBIN99 tratadas con DMSO.
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Figura E-13. Expresion relativa del gen nrdH en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras)
y con dimetilsulfoxido (DMSO, barras blancas), como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y
estdn graficados en unidades relativas (UR). El simbolo A indica la concordancia con los
resultados obtenidos en microarreglos, mientras que el simbolo ¥ indica una discordancia con
aquellos generados por microarreglos. El resto de las condiciones no mostré expresion
diferencial usando los datos de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a
las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el umbral de
referencia usando las clonas 1 de H37Rv y CIBIN99 tratadas con DMSO.
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Figura E-14. Expresion relativa del gen rpml en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras)
y con dimetilsulfoxido (DMSO, barras blancas), como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y
estdn graficados en unidades relativas (UR). El simbolo A indica la concordancia con los
resultados obtenidos en microarreglos, mientras que el simbolo ¥ indica una discordancia con
aquellos generados por microarreglos. El resto de las condiciones no mostré expresion
diferencial usando los datos de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a
las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el umbral de
referencia usando las clonas 1 de H37Rv y CIBIN99 tratadas con DMSO.
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Figura E-15. Expresion relativa del gen rpsO en las clonas H37Rv y CIBINY9 de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras)
y con dimetilsulfé6xido (DMSO, barras blancas), como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y
estdn graficados en unidades relativas (UR). El simbolo A indica la concordancia con los
resultados obtenidos en microarreglos, mientras que el simbolo ¥ indica una discordancia con
aquellos generados por microarreglos. El resto de las condiciones no mostré expresion
diferencial usando los datos de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a
las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el umbral de
referencia usando las clonas 1 de H37Rv y CIBIN99 tratadas con DMSO
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Figura E-16. Expresion relativa del gen tatA en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras)
y con dimetilsulfoxido (DMSO, barras blancas), como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y
estdn graficados en unidades relativas (UR). El s mbolo V¥ indica una discordancia con los
resultados obtenidos por microarreglos. El resto de las condiciones no mostré expresion
diferencial usando los datos de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a
las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el umbral de
referencia usando las clonas 1 de H37Rv y CIBIN99 tratadas con DMSO.
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Figura E-17. Expresion relativa del gen whiB1 en las clonas H37Rv y CIBIN99 de M.
tuberculosis tratadas con los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras)
y con dimetilsulfoxido (DMSO, barras blancas), como control. Los resultados fueron
obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la férmula de Livak y Schmittgen (2001) y
estdn graficados en unidades relativas (UR). El s mbolo V¥ indica una discordancia con los
resultados obtenidos por microarreglos. El resto de las condiciones no mostrd expresion
diferencial usando los datos de microarreglos. Las abreviaciones C-1, C-2 y C-3 se refieren a
las clonas 1, 2 y 3 de cada cepa de M. tuberculosis. La linea punteada representa el umbral de
referencia usando las clonas 1 de H37Rv y CIBIN99 tratadas con DMSO.
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Anexo F

Analisis por RT-PCR en tiempo real de la expresion génica promedio obtenida
de las clonas H37Rv y CIBIN9Y9 tratadas con los compuestos UCI-05 y UCI-14
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Anexo F
Andlisis por RT-PCR en tiempo real de la expresion génica promedio obtenida
de las clonas H37Rv y CIBIN99 tratadas con los compuestos UCI-05 y UCI-14
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Figura F-1. Expresion relativa del gen desA2 en las clonas H37Rv
y CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos UCIL. Se
muestra el promedio de expresion relativa de las tres clonas H37Rv
(Panel A) y de las tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con los
compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulféxido (DMSO, barras blancas) como control. Los
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la
férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades
relativas (UR).
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Figura F-2. Expresion relativa del gen esxG en las clonas H37Rv
y CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos UCIL. Se
muestra el promedio de expresion relativa de las tres clonas H37Rv
(Panel A) y de las tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con los
compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulfoxido (DMSO, barras blancas) como control. Los
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la
férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades
relativas (UR).
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Figura F-3. Expresion relativa del gen esxH en las clonas H37Rv
y CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos UCIL. Se
muestra el promedio de expresion relativa de las tres clonas H37Rv
(Panel A) y de las tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con los
compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulféxido (DMSO, barras blancas) como control. Los
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la
férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades
relativas (UR).
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Figura F-4. Expresion relativa del gen esxI en las clonas H37Rv y
CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos UCI. Se
muestra el promedio de expresion relativa de las tres clonas H37Rv
(Panel A) y de las tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con los
compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulféxido (DMSO, barras
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la
férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades

relativas (UR).
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Figura F-5. Expresion relativa del gen gltAl en las clonas H37Rv y
CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos UCIL Se
muestra el promedio de expresion relativa de las tres clonas H37Rv
(Panel A) y de las tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con los
compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulféxido (DMSO, barras blancas) como control.
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la
féormula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades

relativas (UR).
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Figura F-6. Expresion relativa del gen groES en las clonas H37Rv
y CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos UCIL. Se
muestra el promedio de expresion relativa de las tres clonas H37Rv
(Panel A) y de las tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con los
compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulfoxido (DMSO, barras blancas) como control. Los
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la
férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades
relativas (UR).
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Figura F-7. Expresion relativa del gen hspX en las clonas H37Rv
y CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos UCIL. Se
muestra el promedio de expresion relativa de las tres clonas H37Rv
(Panel A) y de las tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con los
compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulféxido (DMSO, barras blancas) como control. Los
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la
férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades
relativas (UR).
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Figura F-8. Expresion relativa del gen infA en las clonas H37Rv y
CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos UCI. Se
muestra el promedio de expresion relativa de las tres clonas H37Rv
(Panel A) y de las tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con los
compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulfoxido (DMSO, barras blancas) como control. Los
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la
férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades
relativas (UR).
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Figura F-9. Expresion relativa del gen iniB en las clonas H37Rv y
CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos UCI. Se
muestra el promedio de expresion relativa de las tres clonas H37Rv
(Panel A) y de las tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con los
compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulféxido (DMSO, barras
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la
férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades

relativas (UR).
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Figura F-10. Expresion relativa del gen 11dD2 en las clonas H37Rv
y CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos UCIL. Se
muestra el promedio de expresion relativa de las tres clonas H37Rv
(Panel A) y de las tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con los
compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulféxido (DMSO, barras
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la
férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades

relativas (UR).
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Figura F-11. Expresion relativa del gen IprQ en las clonas H37Rv
y CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos UCIL. Se
muestra el promedio de expresion relativa de las tres clonas H37Rv
(Panel A) y de las tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con los
compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulféxido (DMSO, barras blancas) como control. Los
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la
férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades
relativas (UR).
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Figura F-12. Expresion relativa del gen mmaA4 en las clonas
H37Rv y CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos
UCI. Se muestra el promedio de expresion relativa de las tres clonas
H37Rv (Panel A) y de las tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con
los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulféxido (DMSO, barras
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la
férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades

relativas (UR).
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Figura F-13. Expresion relativa del gen nrdH en las clonas H37Rv
y CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos UCIL. Se
muestra el promedio de expresion relativa de las tres clonas H37Rv
(Panel A) y de las tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con los
compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulfoxido (DMSO, barras blancas) como control. Los
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la
férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades
relativas (UR).
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Figura F-14. Expresion relativa del gen rpml en las clonas H37Rv
y CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos UCIL. Se
muestra el promedio de expresion relativa de las tres clonas H37Rv
(Panel A) y de las tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con los
compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulféxido (DMSO, barras
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la
férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades

relativas (UR).
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Figura F-15. Expresion relativa del gen rpsO en las clonas H37Rv
y CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos UCIL. Se
muestra el promedio de expresion relativa de las tres clonas H37Rv
(Panel A) y de las tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con los
compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulféxido (DMSO, barras blancas) como control. Los
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la
férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades
relativas (UR).
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Figura F-16. Expresion relativa del gen tatA en las clonas H37Rv
y CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos UCIL. Se
muestra el promedio de expresion relativa de las tres clonas H37Rv
(Panel A) y de las tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con los
compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulféxido (DMSO, barras
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la
férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades

relativas (UR).
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Figura F-17. Expresion relativa del gen whiB1 en las clonas
H37Rv y CIBIN99 de M. tuberculosis expuestas a compuestos
UCI. Se muestra el promedio de expresion relativa de las tres clonas
H37Rv (Panel A) y de las tres clonas CIBIN99 (Panel B) tratadas con
los compuestos UCI-05 (barras grises), UCI-14 (barras negras) y con
dimetilsulfoxido (DMSO, barras blancas) como control. Los
resultados fueron obtenidos por PCR cuantitativa, procesados con la
férmula de Livak y Schmittgen (2001) y graficados en unidades
relativas (UR).
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