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RESUMEN

Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular. Facultad de Medicina
Universidad Autonoma de Nuevo Leodn.

Presenta: Q.B.P. Yazmin Berenice Martinez Martinez
SECUENCIACION DEL GENOMA DE UNA CLONA DE Mycobacterium tuberculosis
RESISTENTE A TODOS LOS MEDICAMENTOS ANTI-TUBERCULOSIS DE PRIMERA

LINEA

Aln no se comprenden cabalmente las causas de multifarmaco-resistencia (MFR) de
Mycobacterium tuberculosis (MTB). La secuenciacion masiva de genoma completo permite
tener un panorama mas amplio de los cambios que estan ocurriendo en el genoma. Objetivo.
Identificar las mutaciones presentes en la clona MFR de MTB CIBIN:UMF:15:99 (CIBIN-99),
consistentes con los mecanismos de resistencia al conjunto de estreptomicina, isoniazida,
rifampicina, etambutol y pirazinamida (SIREP), aceptados hasta ahora, y proponer un
mecanismo integral que explique la resistencia a SIREP de CIBIN-99. Material y Métodos.
Aislamos y caracterizamos seis clonas de CIBIN-99. De estas clonas, seleccionamos la clona 1
(CIBIN-99-C1), que presentd el fenotipo mas parecido a la cepa progenitora. Secuenciamos el
ADN total de CIBIN-99-C1. Ensamblamos la secuencia completa de CIBIN-99-C1,
determinamos el numero de sitios de origen de replicacion que contenia el ADN total de CIBIN-
99-C1 e identificamos todas las mutaciones en los genes involucrados en las rutas biosintéticas
afectadas por SIREP. Ademas, investigamos la funcién que tiene cada uno de estos genes en
el metabolismo y su papel en la resistencia a SIREP de MTB. Con esta informacion,
propusimos un mecanismo integrado de resistencia de CIBIN-99-C1 a SIREP. Resultados. El
genoma de CIBIN-99-C1 consta de 4.25 x 10° bases. El contenido genético entre H37Rv (cepa
de referencia) y CIBIN-99-C1 es muy parecido. Sélo encontramos un origen de replicacién. Se
analizaron 55 genes que podrian estar involucrados en el mecanismo de farmacorresistencia.
De los 55, 19 genes estaban mutados y10 de ellos confieren resistencia a farmacos de primera
linea. De éstos, cinco presentaron mutaciones sin6nimas, cuatro genes contenian mutaciones
que resultan en cambios de un aminoacido por otro yen alteraciones de la estructura terciaria
de los productos proteicos correspondientes. Estos genes y los medicamentos a los que
confirieron resistencia fueron los siguientes: rpsL a estreptomicina, katG a isoniazida, rpoB a
rifampicina y embB a etambutol. Ademas un gen, pncA, implicado en la resistencia a
pirazinamida, presenté un corrimiento en el marco de lectura, causando, como consecuencia,
una proteina truncada, no funcional. Discusion y Conclusiones. Dado que el fenotipo de
CIBIN-99-C1 es muy parecido a su cepa progenitora, las caracteristicas genotipicas de CIBIN-
99-C1, identificadas en el presente estudio, son las predominantes de CIBIN-99. Concluimos,
por analogia que las caracteristicas genotipicas de CIBIN-99 y de CIBIN-99-C1 son
comparables. El Unico sitio de replicacién identificado en el ADN completo deCIBIN-99-C1
indica que este sitio es el de replicacion del genoma y por lo tanto CIBIN-99no contiene
plasmidos. Por lo tanto, descartamos la posibilidad de que un plasmido esté confiriendo la
condicién de MFR a CIBIN-99. Se sostiene nuestra hipétesis de que la condicién de MFR se
debe a mutaciones en el ADN genomico. El mecanismo integrado de resistencia a SIREP de
CIBIN-99 se debe, a la combinacion de mutaciones en los cinco genes arriba mencionados, los
cuales resultan en alteraciones de la estructura terciaria de proteinas y a la produccién de una
proteina truncada. Lo anterior no descarta la posibilidad de que también haya expresién de
bombas de eflujo o mutaciones en los mecanismos de transporte de los farmacos. Hasta donde
nosotros sabemos, esta es la primera cepa de MTB resistente a SIREP, cuyo genoma completo
se ha secuenciado en México, y de las primeras cepas de MTB secuenciadas en América
Latina.

Dr. C. Salvador Luis Said y Fernandez Dra. C. Herminia G. Martinez Rodriguez
Director de Tesis Co-Director de Tesis
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I. INTRODUCCION
1.1 Datos epidemioldgicos

La tuberculosis (TB) es la segunda enfermedad trasmisible con mayor morbi-
mortalidad en el mundo. Un tercio de la poblacion mundial esta infectada por MTB(1,
2).

Se calcula que en 2012 hubo 8.6 millones de nuevos casos de TB (un 13%
coinfectados por el VIH) y que 1.3 millones de personas murieron por esta causa
(cerca de 1 millon seronegativas para el VIH, y 320 000 seropositivas)(3).

De acuerdo con la informacion disponible en el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica (SINAVE), en nuestro pais se registran cada ano cerca de 15,000
casos nuevos de Tuberculosis pulmonar (TBP) y aproximadamente 2,000 defunciones
por esta causa. La edad promedio de individuos con TBP activa es de 54 afos. Estas
cifras representan una importante pérdida de anos de vida saludable y un obstaculo
para el desarrollo socio-econémico de México(4). El total de casos notificados en
México enel 2012 fue de 21,348 segun el reporte del 2013 de la OMS (5). En Nuevo
Ledn, en el 2010 se reportaron 961 casos de TBP, representando una tasa de 20.7
casos por cada 100 mil habitantes (6).

1.2 Descripcion del agente etiologico

La TB es causada principalmente por Mycobacterium tuberculosis (MTB), aunque
otras especies del complejo M. tuberculosis (M. bovis, M. africanum. y M. microti)
también son agentes causales de TB. MTB pertenece al filo Actinobacteria, al orden
Actinomycetales, y a la Familia Mycobacteriaceae. Es un bacilo de crecimiento lento
(de entre 5 a 8 semanas), aerobio, intracelular y facultativo. MTB tiene extremidades
redondeadas, una longitud de 2-5 pym y 0.2 a 0.3 um de diametro, es inmdvil, carece
de capsula o esporas, no tiene ramificaciones y se tifie de color rojo violaceo con el
método de Ziehl-Neelsen. Una vez tenido, MTB es resistente a la decoloracion con la
mezcla de acidos minerales fuertes y alcohol. De ahi el nombre de bacilos acido-
alcohol resistentes (BAAR)(7-9). Forma colonias secas, rugosas y con aspecto de
coliflor.

1.3 Mecanismos de patogenicidad y virulencia de MTB

La TB afecta principalmente a los pulmones, porque ésa es la via de entrada mas
frecuente de MTB. La TB se transmite via aérea a través de pequenas gotas de saliva
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(gotas de Fligge) expulsadas por pacientes baciliferos al hablar o toser(2). Los
sintomas comunes de la tuberculosis pulmonar activa son tos productiva, dolores

toracicos, debilidad, pérdida de peso, fiebre y sudores nocturnos.

En cultivo, MTB forma cordones parecidos a serpientes. Robert Koch fue el primero
que hizo esta observacion y que asocié el factor de cuerda (cord factor) con la
virulencia de MTB. La estructura de la pared celular de MTB merece una atencién
especial, porque ésta es Unica entre los procariotas y es el mayor determinante de la
virulencia de MTB. La pared contiene un peptidoglicano y lipidos complejos. Mas del
60% de la pared celular de MTB son lipidos. La fraccién lipidica esta constituida por
acidos micolicos, el factor de cuerda y la cera-D(10).

Los acidos micolicos son los Unicos acidos grasos con ramificaciones en el carbono a.
Estas moléculas se encuentran en las paredes de Mycobacterium'y Corynebacterium.
Los acidos micdlicos constituyen el 50% del peso seco de la pared celular. Estas
moléculas son fuertemente hidrofobicas y forman una coraza que rodea a la bacteria
(11). Se considera que, junto con el factor de cuerda, los acidos micdlicos forman parte
del mecanismo de virulencia de MTB. Los acidos micoélicos le confieren resistencia a
las micobacterias fagocitadas contra el ataque de proteinas cationicas, lisozima y
radicales de oxigeno de los granulos de los fagocitos. Ademas, protegen a las
micobacterias contra la accion del complemento del suero. El factor de cuerda es
toxico para las células de mamifero e inhibe la migracién de los leucocitos
polimorfonucleares (PMN). Las cepas virulentas de MTB producen abundantemente el
factor de cuerda, el cual esta constituido exclusivamente portrehalosa-6,6'-
dimicolato(12).

Aun no se conoce a la mayoria de los factores de virulencia de MTB; pero la secuencia
del genoma de este microorganismo contiene muchos genes candidatos(13). Estos
genes incluyen fosfolipasas extracelulares(14) y citolisinas putativas(15). Todos estos
factores podrian conferir a MTB su habilidad para sobrevivir dentro de los macréfagos
(16).

|.4 Resistencia a farmacos

MTB es naturalmente resistente a muchos antibiéticos. Esta circunstancia dificulta
mucho el tratamiento contra la TB(17). La resistencia de MTB a los antibi6ticos es, en

gran medida, debida a la pared celular de los bacilos; la cual es muy hidrofébica y
actla como una barrera de permeabilidad(18). Por otro lado, mucho del potencial de
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resistencia de MTB esta codificado en su genoma(19). Este incluye genes que
codifican para enzimas hidroliticas y para enzimas modificadoras de farmacos, como
las beta-lactamasas y las aminoglicdsido-acetil-transferasas. Ademas de diversas
proteinas transportadoras de eflujo (efflux), tales como 14 miembros de la superfamilia
mayor facilitadora (Major Facilitator Superfamily), y numerosos transportadores tipo
ABC (Adenosine Triphosphate Binding Cassetes). Por otro lado, se conocen diversas
mutaciones que confieren resistencia a MTB contra los medicamentos de primera y
segunda lineas, utilizados para el tratamiento de MTB. Uno de cada 1x10°1x10®
bacilos de MTB (dependiendo del farmaco)(20, 21) son mutantes espontaneos en su
cromosoma, Yy resistentes a la accién de farmacos contra la TB de primera linea (11).
Estas bacterias estan distribuidas en todo el mundo. Generalmente, el surgimiento de
cepas de MTB resistentes a farmacos es el resultado de un tratamiento inadecuado.

Los medicamentos contrala tuberculosis de primera linea son estreptomicina,
isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida. Los méas eficaces son isoniazida y
rifampicina. Los farmacos de segunda linea son menos eficaces, mas téxicos o tienen
ambas caracteristicas, y so6lo se recurre a ellos en casos extremos, cuando se detecta
resistencia de MTB a isoniazida y rifampicina. A esta condicion se le llama, a la
tuberculosis y a las cepas de MTB, multifarmacorresistentes (MFR). Generalmente la
resistencia a rifampicina esta asociada a otros dos o tres farmacos de primera linea
(22).Los farmacos de segunda linea mas utilizados contra la TB-MFR son kanamicina,
amikacina, capreomicina, etionamida, cicloserina, ademas de varias fluoroquinolonas,

entre ellas ofloxacina y ciprofloxacina(11).

La TB-MFR es resultado de una infeccion por organismos inicialmente resistentes a
los medicamentos (resistencia primaria), o que desarrollaron resistencia durante el

curso de tratamiento de un paciente (resistencia adquirida o secundaria).

Hoy en dia, el Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado (TAES) ha sido
aceptado oficialmente por todos los paises que conforman a la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS). El TAES tiene una duracion de seis meses y los medicamentos
utilizados pueden adquirirse en una forma relativamente sencilla; mientras que el
tratamiento de la mayoria de los pacientes con TB-MFR (TAES-plus) requiere un
promedio de 20 meses y medicamentos importados. Ademas, el TAES-plus es 100
veces mas costoso que el TAES y los farmacos de segunda linea utilizados en el
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TAES-plus tienen efectos colaterales indeseables y se deben administrar por un largo
tiempo(23).

1.5 Importancia epidemioldgica de la TBP-MFR

El nimero de casos de TB- MFR notificados en los 27 paises con alta prevalencia de
TB-MFR se duplico entre 2009 y 2011, y llegd a cerca de 60,000 en todo el mundo. Es
decir, uno de cada cinco casos de TB es TB- MFR. En 2011, hubo 310,000 casos de
TB- MFR entre los pacientes con TBP. El 60% de estos casos se encontraban en la
India, China y la Federacién Rusa. Se calcula que, en el ambito mundial, el 3,7% de
los nuevos casos y el 20% de los tratados con anterioridad padecen TB-MFR. Las
mayores proporciones de pacientes con TB-MFR se encuentran en Europa Oriental y
Asia Central. Se ha estimado que solamente se detecta el 7% de la prevalencia
mundial real de TB-MFR(23). La figura 1 (Pagina 6) muestra el porcentaje de nuevos
casos de TB-MFR en el mundo.

En 2011, hubo en México 370 nuevos casos de TB-MFR. Entre los casos nuevos, 97
pacientes estaban en retratamiento (5). Al considerar los casos acumulados TB-MFR
en el ano 2010, la prevalencia en el ambito nacional fue de 297 casos. Entre los
cuales, el 82% del se concentr6 en 14 entidades federativas. Nuevo Leén ocupé el
tercer lugar en prevalencia de TB-MFR con 28 casos (4).

En un estudio realizado en Nuevo Le6n por Becerril-Montes y Cols., de 139 casos
reportados con tuberculosis pulmonar (TBP) de la clinica 28 del IMSS, en un periodo
de cuatro anos, 66 cepas eran resistentes al menos a un farmaco, 13 polirresistentes
(mas de un farmaco, sin ser resistentes a Isoniazida mas Rifampicina), y al menos 24
eran MFR (22).

1.6 Mecanismo de accion de los farmacos de primera linea

Se han descrito algunas de las moléculas de MTB que son dianas, de los farmacos de
primera linea contra las micobacterias. Sin embargo, aun no se conocen todas las
moléculas cuya expresion o actividad pos-traduccional se altera en una forma positiva
0 negativa por la accién de los farmacos anti-TB de primera linea. El mecanismo de
accion de los farmacos de primera linea se resume en la figura 2 (Pagina 6), y se

describe con detalle en las paginas siguientes.
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Figura 1.- Porcentaje de nuevos casos con TB-MFR en el mundo en 2011.
(Mapa tomado del informe mundial sobre la tuberculosis 2012, OMS) (3)
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Figura 2.- Principales dianas de los farmacos anti-TB. (24). Los farmacos cuya funcién se
ilustra en esta figura interfieren con las siguientes funciones en MTB: La estreptomicina con la
traduccion del ARN mensajero, la rifampicina con la transcripcion del ARN vy la isoniazida, el
etambutol y la pirazinamida con la biosintesis de pared celular.
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1.6.1. Estreptomicina

La estreptomicina es un aminoglicésido que interfiere con la traduccion del ARN
mensajero en MTB. La estreptomicina se une a la proteina ribosomal S12, que es un
componente de la subunidad 30S del complejo ribosomal, por lo que la estreptomicina
inhibe la sintesis de proteinas micobacterianas (25). En la figura 3 (Pagina 8) se

muestra el mecanismo de accion de la estreptomicina.

1.6.2. Isoniazida

La isoniazida, interfiere con la biosintesis de pared celular en MTB. La isoniazida es un
pro-farmaco que es convertido a su forma activa por la catalasa-peroxidasa (codificada
por el gen katG de la micobacteria). La isoniazida activada inhibe la accion de la
proteina acarreadora enoil-acil reductasa (inhA). InhA es un importante enzima,
componente del complejo de la sintetasa de acidos grasos (FAS-Il). FAS-Il esta
involucrada en la sintesis de acidos micolicos de cadena larga. Los acidos micélicos
son componentes estructurales esenciales de la pared celular de las micobacterias, y
estan unidos a la capa de arabinogalactano (26). En la figura 4 (Pagina 8) se muestra

el mecanismo de accién de la isoniazida.

1.6.3. Rifampicina

La rifampicina interfiere con la transcripcién del ARN en MTB. La rifampicina se une a
la subunidad B del complejo enzimatico que conforma la ARN polimerasa dependiente
de ADN, e inhibe la transcripcion de los ARN mensajeros (ARNm). Los transcritos de
ARNmM son esenciales para la sintesis de proteinas (traduccion) (21). La figura 5

(pagina 8) muestra el mecanismo de accion de la rifampicina.

1.6.4. Etambutol

El etambutol interfiere con la biosintesis de pared celular en MTB. Este compuesto
inhibe la accién de la arabinosil transferasa (codificada por emb A, B'y C de MTB).
EmbB es una enzima asociada a membranas, involucrada en la sintesis de
arabinogalactano. El arabinogalactano es un componente estructural esencial en la
pared de las micobacterias (27, 28). En la figura 6 (pagina 9) se muestra el mecanismo

de accion del etambutol.
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Figura 3.- Mecanismo de accion de estreptomicina.(29) La estreptomicina se une a la
proteina ribosomal S12, interfiriendo con la traduccion del ARN mensajero.
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Figura 4.- Mecanismo de accion de isoniazida.(29)La isoniazida es un profarmaco
activado por la enzima catalasa-peroxidasa, que una vez activo interfiere con la sintetasa
de los acidos micdlicos de cadena larga (FAS-II).
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Figura 5.- Mecanismo de accion de la rifampicina.(29) La rifampicina interfiere con la
transcripcion del ARN mensajero al unirse a la subunidad 3 de la ARN polimerasa.
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Figura 6.- Mecanismo de accion del etambutol.(29) El etambutol interfiere con la bio-
sintesis de pared celular en MTB, inhibiendo a la arabinosil transferasa.
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Figura 7.- Mecanismo de accion de pirazinamida.(29) La plrazmamlda es un profarmaco
activado por la enzima pirazinamidasa, que una vez activo inhibe la sintetasa de &cidos
micdlicos de cadena corta (FAS-I).

1.6.5. Pirazinamida

La pirazinamida interfiere con la biosintesis de pared celular en MTB. La pirazinamida
es un pro-farmaco, y es convertida a su forma activa (acido pirazinoico) por la enzima
peroxidasa-nicotinamidasa, conocida como pirazinamidasa (codificada por pncA de
MTB). El acido pirazinoico inhibe la accién de la sintetasa de acidos grasos | (FAS-I).
FAS-| esta involucrada en la sintesis de acidos micélicos de cadena corta. Los acidos

micolicos son componentes estructurales esenciales de la pared celular
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micobacteriana, y estan unidos a la capa de arabinogalactano. La figura 7 (pagina 9)

muestra el mecanismo de accion de este farmaco.
1.7 Genes de MTB que le confieren resistencia a los farmacos de primera linea

Se han propuesto dos mecanismos para la resistencia a farmacos de MTB. El primero
son las bombas de eflujo, que expulsan los farmacos. Varios autores han descrito el
papel que juegan las bombas de eflujo en la resistencia a farmacos en micobacterias
(30-32).

El segundo mecanismo son los genes de resistencia a farmacos. Los genes
bacterianos de resistencia en muchos casos estan codificados en los plasmidos; sin
embargo, no todas las bacterias contienen plasmidos. La presencia de éstos ha sido
demostrada en algunas especies de micobacterias como M. fortuitum, M. avium, M.
intracellulare, M. ulcerans, M. celatum y M. scrofulaceum(33-38). Estos plasmidos le
confieren a las micobacterias ciertas caracteristicas, como resistencia a antibiéticos y
metales pesados (como cobre y mercurio). Ademas, se ha involucrado a los plasmidos
en la virulencia de las cepas que los poseen.

La mayoria de los investigadores acepta que, en MTB, la resistencia a farmacos se
debe a mutaciones que ocurren espontdneamente en posicidén cis de su genoma (21,
38-40). Sin embargo, existe una controversia debido a que Katti describié un plasmido
de 18 kb en la cepa H37Rv de MTB(41). Entonces, para los fines de este estudio,
nosotros decidimos poner a prueba esa controversia con respecto a la posibilidad de
que en nuestra cepa MDR-CIBIN:UMF:15:99-(descrita en la pagina 13) pudiese existir
un plasmido que le confiriera a MTB resistencia a alguno de los farmacos anti-TB de

primera linea.

Se han estudiado lo genes causantes de resistencia a farmacos de primera linea en
algunas cepas de MTB. Estos genes y las respectivas funciones del farmaco al cual
causan resistencia se muestran en la Tabla 1 (pagina 11).
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Il. ANTECEDENTES

El rapido desarrollo de la tecnologia para secuenciar acidos nucleicos ha permitido
reducir costos y tiempos de ejecucion (42). La secuenciacién del genoma completo de
MTBse ha utilizado para investigar una amplia gama de temas sobre la Biologia
Celular y Molecular de este microorganismo. Ahora tenemos la capacidad, sin
precedente, de utilizar la secuenciacién de nueva generacion, o secuenciacién masiva;
y asi analizar en forma global el genoma completo de MTB, y por tanto empezar a
comprender la relacion entre la diversidad genética de MTB y su patogenicidad y

resistencia a medicamentos nuevos y tradicionales.

1.1 Composicion genética de MTB H37Rv

H37Rv es una de las cepas mas usadas para el estudio de la Biologia Celular y
Molecular de MTB(43). Esta es una de las cepas de laboratorio preferidas como
estandar, debido a su virulencia estable en modelos animales. Ademas, H37Rv es
susceptible a todos los medicamentos de primera linea contra la TB, y es docil a
manipulacion genética(19). H37Rv fue aislada a partir de esputo de un paciente de 19
anos con TBP avanzada hace mas de 100 anos y desde entonces ha mantenido su
virulencia en animales de laboratorio(44). H37Rv es la cepa de MTB mejor
caracterizada, y fue la primera de la cual se describié su genoma completo, mediante
secuenciacion tipo Sanger (19). El genoma completo de H37RV esta depositado en el
GenBank (numero de acceso NC_000962.2). Este genoma es un cromosoma circular
de 4.411,529 pb; contiene 3,924genes (lo cual implica alrededor del 91% de capacidad
codificante del genoma) y tiene un contenido muy alto de guanina y citosina (GC
[65.6%]). Este alto contenido de GC se refleja en el contenido sesgado de
aminoacidos en las proteinas. MTB difiere radicalmente de otras bacterias en que una
gran cantidad de su capacidad codificante esta dirigida a la produccion de enzimas
involucradas en lipogénesis y lipdlisis.(19). La figura 8 (pagina 13) muestra
esquematicamente el genoma de H37Ruv.

H37Rv tiene un genoma rico en ADN repetitivo; especialmente de elementos de
insercion; como IS6710, del que se han identificado 16 copias en una sola cepa. Por
otro lado, también estan muy repetidas las nuevas familias multigénicas PE y PPE y
genes constitutivos (house keeping). Estas nuevas familias de proteinas, las
PE(motivos Pro-Glu a nivel del extremo N-terminal) y las PPE(Pro-Pro-Glu), se
caracterizan precisamente por ser ricas en glicina. El hecho de que estas proteinas

12
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sean muy polimorficas, sugiere que estas moléculas son antigénicas. Se han
identificado 32 elementos diferentes de insercion, en la secuencia, de los cuales
muchos estan agrupados, lo cual sugiere la existencia de puntos propensos a
insercion (hot-spots) que previenen la inactivacion de genes. El 59% de los genes se

transcriben en la misma direccion en la que sucede la replicacién. (19).

M. tuberculosis
H37Rv
4,411,529 bp

2

Figura 8.- Genoma de MTB H37Rv. (Esquema tomado de Cole ST y Cols., 1998) (19). El
circulo externo muestra la escala en Mb, con el 0 representando el origen de replicacién. Del
exterior hacia adentro: 1er circulo: posicién de genes estables de ARN. 2do circulo: secuencias
codificantes por cadena (en sentido del reloj, verde oscuro; en contrasentido, verde claro). 3er
circulo: ADN repetitivo. 4to circulo: posicion de los miembros de la familia PPE. 5to circulo:
Miembros de la familia PE. 6to circulo: Posicion de las secuencias PGRS. El histograma
(centro) representa el contenido de G+C (<65% de G+C en amarillo, >65% en rojo) (19).

1.2 Aislado clinico CIBIN-99

CIBIN:UMF:15:99 (CIBIN-99) es una cepa de MTB que fue aislada de un paciente con
TBP avanzada que se atendia en la Unidad de Medicina Familiar No. 15 del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), en Monterrey, Nuevo Leén, México. Esta cepa fue
identificada y caracterizada en el laboratorio de Micobacteriologia del Centro de
Investigacién Biomédica del Noreste (CIBIN), IMSS. CIBIN-99 es resistente a SIREP
(45).

En nuestro grupo de investigacion se han realizado diversos trabajos con CIBIN-99,
los cuales incluyen perfiles de susceptibilidad a nuevos extractos naturales(45-53) y
estudios de virulencia en animales (54). Por la importancia que tiene, se ha estudiado
el proteoma de CIBIN-99(55), sus perfiles de expresion génica, y se ha realizado su
caracterizacion genotipica. Considerando su genotipo, determinado por la técnica
llamada Spoligotyping, CIBIN-99 pertenece a la familia X1(56).

13
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lll. JUSTIFICACION

La cepa CIBIN-99 tiene una gran importancia por ser una cepa resistente a los cinco
farmacos de primera linea, por ello, al iniciar este proyecto, se requeria un estudio
integral de su genoma para conocer los genes mutados o las alteraciones genémicas
responsables de la resistencia a cada uno de los medicamentos anti-TB. Esto con el
fin de proponer un mecanismo que explique, al menos en parte, el fenotipo que tiene

CIBIN-99 a todos los farmacos anti-tuberculosis de primera linea.
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IV. HIPOTESIS

IV.1 La secuenciacion masiva de genoma completo de la cepa de MTB CIBIN-99
permite realizar un analisis global de mutaciones en los genes de esta cepa.

IV.2 Los genes mutados de CIBIN-99 estan ubicados en el ADN gendmico y no en
un plasmido.

IV.3. El genoma de CIBIN-99 contiene genes cuya funcidon y mutaciones son
consistentes con la resistencia a cada uno de los cinco farmacos de primera linea
(SIREP).

15




Secuenciacién de genoma completo de MTB resistente a SIREP

V. OBJETIVOS

V.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar aquellas mutaciones presentes en una clona de MTB CIBIN-99 que son

consistentes con los mecanismos de resistencia a SIREP y proponer un mecanismo

integral que explique la resistencia a SIREP de CIBIN-99-C1, y por analogia, a CIBIN-

99.

V.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

V.2.1. Identificar las mutaciones en el ADN genémico o en los pldsmidos de una
clona de CIBIN-99, relacionadas con las rutas biosintéticas de MTB que son
afectadas por cada uno de los medicamentos anti-TB de primera linea, utilizando
como referencia las secuencias correspondientes en el genoma de

H37Rv—disponible en linea—.

V.2.2. Proponer un mecanismo integral de resistencia a SIREP, que esté basado
en la funcién bioldgica de los genes mutantes en MTB CIBIN-99 relacionados con
su condicion de resistencia a SIREP.
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VI.- METAS
VI.1 Aislar seis clonas de H37Rv y seis clonas de CIBIN-99

V1.2 Caracterizar la cepa progenitora de H37Rv y sus seis clonas, mediante el
andlisis de bacilos tefiidos con la técnica de Ziehl-Neelsen, morfologia de las
colonias, determinar la susceptibilidad a SIREP, determinar la velocidad de
crecimiento en caldo de Middlebrook 7H9, y genotipificar la cepa progenitora
mediante RFLP-IS67110 (Restriction Fragment Lenght Polymorphism
[polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion] del elemento IS6710.

VI.3 Caracterizar la cepa progenitora de CIBIN-99 y sus seis clonas, mediante la
inspeccion microscopica de bacilos tefiidos con la técnica de Ziehl-Neelsen,
morfologia de las colonias, determinar la susceptibilidad a SIREP, determinar
su velocidad de crecimiento en caldo de Middlebrook 7H9, y genoatipificar las
cepas progenitoras y las clonas mediante RFLP-IS6110 (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism [polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion]
del elemento IS6170.

V1.4 Seleccionar la clona mas parecida a la cepa progenitora CIBIN-99
V1.5 Obtener 2 ng de ADN de alta calidad de la clona seleccionada de CIBIN-99.

VI.6 Secuenciar la clona seleccionada de CIBIN-99 utilizando el sistema MiSeq

(Mumina).

VI.7 Ensamblar e identificar las diferencias entre el genoma de la clona
seleccionada de CIBIN-99 y el genoma de H37Rv (disponible en linea).

V1.8 Identificar los genes mutantesdeCIBIN-99 involucrados en las rutas
biosintéticas afectadas por SIREP.

V1.9 Proponer un mecanismo integrado de la resistencia a SIREP de la clona
seleccionada de CIBIN-99.
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Vil.- MATERIAL Y METODOS
VIl.1 Medidas de bioseguridad observadas en este trabajo

Realizamos todos los procedimientos que involucraron manejo de bacilos viables MTB
bajo estrictas normas de bioseguridad y en un laboratorio con practicas de
bioseguridad microbiolégica nivel 3, ubicado en el Departamento de Bioquimica y
Medicina Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo
Ledn. El personal involucrado en el manejo de cepas de MTB MFR esta sometido a un
programa de control sanitario estricto, con pruebas de PPD, radiografia de térax, y
cultivo de esputo, segun lo establece la norma NOM-006-SSA2-1993, para la

prevencion y control de tuberculosis en la atencién primaria a la salud.
VII.2 Micobacterias

Utilizamos las cepas de MTB H37Rv (ATCC 27294) (susceptible a todos los farmacos
de primera linea: estreptomicina, isoniazida, rifampicina, etambutol, y pirazinamida) y
CIBIN-99 (resistente a todos los farmacos de primera linea), ambas cepas
amablemente donadas por el Centro de Investigacién Biomédica del Noreste, del
IMSS, en Monterrey, Nuevo Ledn, México.

VII.3 Obtencion de las clonas de MTB

Obtuvimos seis clonas de CIBIN-99, y seis de H37Rv. De un cultivo de cada cepa en
medio Léwenstein-Jensen (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Seleccionamos
y aislamos seis colonias con morfologias tipicas de MTB (colonias en forma de
coliflor), separadas entre si y bien desarrolladas. Depositamos las colonias, por
separado, en tubos estériles de borosilicato con tapdn de rosca. Cada tubo contenia
seis perlas de vidrio y 3-mL de medio Middlebrook 7H9 (BD DIFCO, Sparks, MD, USA)
suplementado con 10% de enriquecimiento OADC (Oleic Albumin Dextrose Catalase,
USBiological, Swampscott, MA, USA). Agitamos los tubos por 1-min con un vortex
(Labnet S0200 Modelo VX-200 Vértex Mixer, Woodbridge, NJ, USA) y los dejamos
reposar por 20-min para evitar la formacion de aerosoles. Sembramos las bacterias
siguiendo la técnica de estria cruzada, en placas de medio Middlebrook 7H10 (BD
DIFCO) suplementado con 10% de enriquecimiento OADC. Incubamos las placas a
37°C con 5% de CO, durante 2-5 semanas (hasta observar colonias tipicas, aisladas y

vigorosas). Este procedimiento se repitié tres veces con cada clona. Una vez que
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obtuvimos las seis clonas de cada cepa, sembramos las clonas por separado, en

medio Léwenstein-Jensen para su uso posterior.

VIl.4 Caracterizacion de las cepas progenitoras de H37Rv y CIBIN-99, y de sus
clonas

VIl.4.1 Tincion de Ziehl-Neelsen

Tomamos una colonia vigorosa de cada cultivo. Suspendimos uniformemente las
bacterias con una gota de solucion salina isotdénica, pH 7.0 en un portaobjetos
previamente etiquetado. Extendimos un frotis y lo fijamos con calor. Los frotis se
cubrieron con una solucion de Tb-color carbol fucsina, del kit “Tb-color kit de
tincion”(Merck, Darmstadt, Alemania) y los dejamos reposar a temperatura ambiente
por 5-min. Lavamos los frotis con agua corriente, hasta que ya no se observaron
nubes coloreadas. Decoloramos las preparaciones, cubriéndolas completamente con
Tb-color acido clorhidrico-alcohol. Dejamos actuar a la solucion acido/alcohol por 15- a
30-seg a temperatura ambiente. Enjuagamos las preparaciones con agua corriente y
contra-teimos las preparaciones incubandolas por 1-min con Tb-color verde
malaquita en solucion. Enjuagamos los frotis cuidadosamente con agua corriente y los
dejamos secar a temperatura ambiente. Observamos los frotis con un microscopio
equipado con un objetivo de inmersién (100X).Los bacilos &cido-alcohol resistentes
(BAAR) se observaron como bastones individuales, cadenas de bastones o cordones

tefiidos de rojo obscuro con un tono violaceo.

Verificamos la calidad de los reactivostifiendo un frotis de Escherichia col{ATCC 25972
(no BAAR), amablemente donados por la Dra. Gloria Gonzalez Gonzalez (de la
Facultad de Medicina, perteneciente a la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn, en
Monterrey, Nuevo Ledn, México). Estas tinciones de control se realizaron a partir de
cultivos en Caldo Soja Tripticasa (BD Bacto) que se dejaron crecer por 5-h. Tefimos
dos frotis de E. coli; en uno detuvimos el proceso de tincién inmediatamente antes de
realizar la decoloracion de los bacilos y completamos la otra tincién hasta el ultimo
paso, como se hizo con las preparaciones de MTB.

Vil.4.2 Morfologia de colonias

Tomamos una asada de H37Rv o de CIBIN-99 de cultivos crecidos en caldo
Middlebrook 7H9 suplementado con 10% de OADC, e inoculamos cada cepa en
placas de medio Middlebrook 7H10 con 10% de OADC. Incubamos las placas a 37°C
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en atmésfera de CO, al 5% por 2-5 semanas, hasta observar colonias tipicas,
vigorosas y claramente separadas entre si.

VIl.4.3 Determinacion del perfil de susceptibilidad a farmacos
VIil.4.3.1 Ensayo en microplaca con Alamar Azul (MABA)

Realizamos las pruebas de sensibilidad de H37Rv, CIBIN-99 y cada una de sus clonas
a SIREP. Utilizamos clofazimina como control porque éste es un farmaco anti-TB de
segunda linea al que son susceptibles H37Rv y CIBIN-99. Para realizar los bioensayos
utilizamos la técnica descrita por Franzblau y Cols.(57), modificada por Molina-Salinas
y Cols.(45). Esta técnica es la de Alamar Azul en Microplaca (MABA, por sus siglas en
inglés, Microplate Alamar Blue Assay), La figura 9 (Pagina 20) muestra la distribucion

de las mezclas de ensayo en un experimento tipico.
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Figura 9.- Distribucion de las placas de MABA. En cada placa ensayamos dos farmacos
sobre una misma cepa, o clona. En el rectangulo interior (en color negro) del lado derecho se
observan los controles en cada placa. Cada pozo contenia 100 puL de medio 7H9 con farmaco
diluido (con la direccion de dilucion indicada por las flechas), y 100 uL de suspensién
bacteriana de trabajo. En color celeste aparecen los pozos que contenian agua mQ, en color
verde los pozos con el f&rmaco 1, color naranja: farmaco 2, color amarillo: control de medio,
color morado: control de bacteria diluida 1:100, y color verde claro: control de bacteria usada.
* Concentracién expresada en pg/mL.
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VIl.4.3.1.1 Preparacion de la suspension bacteriana de trabajo

Suspension A: Tomamos una alicuota de 1-mL de un cultivo joven de micobacterias,
crecidas en medio 7H9 (7H9 con 0.2% glicerol, y 10% de OADC), y lo transferimos a
un tubo de 13 x 100 mm. Con la ayuda de un nefelémetro (BD PhoenixSpec, MY,
USA) igualamos la turbiedad de la suspension al estandar No. 1 de McFarland
diluyendo el cultivo con medio de cultivo 7H9.

Suspensién B: Diluimos 1:50 la suspension A con el medio 7H9 (6 x10° UFC/mL).
Vil.4.3.1.2 Preparacion de la microplaca

Llenamos todos los pozos de la periferia de una placa de 96 pozos (Costar Corning,
New York, NY, USA) con 200-uL de agua grado Mili-Q estéril. Lienamos el primer pozo
de cada hilera (de nueve pozos que no se hayan llenado con agua) con 100-uL de los
farmacos a probar (Tabla 2, pagina 21):

Tabla 2.- Concentraciones iniciales utilizadas de los farmacos
(hg/mL)

Farmaco H37Rv CIBIN-99
Estreptomicina 32 800
Isoniazida 32 800
Rifampicina 32 800
Etambutol 32 32
Pirazinamida 800 800
Clofazimina 32 32

Todos los antibiéticos eran grado reactivo (Sigma-Aldrich), excepto el etambutol, el
cual se adquiri6 de MP Biomedicals (Solon, OH, USA). Probamos cada farmaco por
triplicado para cada uno de los 14 cultivos. Hicimos diluciones seriadas en pasos de 2
en 2. Adicionamos 100 pL de la suspension de micobacterias B a los pozos a ensayar
con farmaco. Incluimos en cada microplaca los siguientes controles (mostrados en la

figura 9, pagina 20): 1) dos pozos con una dilucién 1:100 de las bacterias provenientes
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de la suspensién B, 2) dos pozos con la suspensién B de bacterias, y 3) dos pozos con
medio 7H9 sin microorganismos. Incubamos las microplacas por 5-d a 37°C en
atmosfera de CO, al 5%.

VI1.4.3.1.3 Revelado de las microplacas

Observamos las microplacas en un microscopio invertido (con una amplificacién de
400 diametros) y revisamos el crecimiento bacteriano en uno de los pozos control,
sembrados con la suspension B de bacilos (sin antibiéticos). Cuando apreciamos que
el cultivo ya estaba suficientemente crecido, agregamos 12 uL de Tween-80) (Sigma-
aldrich, St. Louis, MO, USA)y 20 uL de Alamar Azul (abD Serotec, BioRad, GE, UK) a
uno de los pozos conteniendo la suspensién B de micobacterias. Si a las 24-h el color
del pozo viraba de azul a rosa revelabamos la placa completa, agregando 12 pL de
Tween-80 y 20 pL de Alamar Azul. Incubamos la microplaca por 24-h a 37°C en
atmésfera de CO, al 5%. Si los controles de la suspension 1:50 de micobacterias se
observaban de color rosa intenso y los controles de bacterias 1:100 permanecian
azules era un resultado indicativo de que todo el procedimiento estuvo correcto y
procediamos a determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de cada uno de
los antibibticos para cada una de las clonas y de las cepas progenitoras, considerando
la concentracién del fa&rmaco del Gltimo pozo que permanecié azul (sin crecimiento)

como CMI. Expresamos estos valores como ug del compuesto de interés/mL.
VIl.4.3.2 Prueba de pirazinamidasa

Para confirmar la susceptibilidad o resistencia al farmaco pirazinamida, realizamos la
prueba de pirazinamidasa(58, 59). Un microorganismo sin actividad de pirazinamidasa
es resistente a pirazinamida debido a su inhabilidad para metabolizar dicho farmaco a
acido pirazinoico (componente activo) y amonio(58). Para llevar a cabo el
procedimiento, inoculamosuna azada de micobacterias que estaban en crecimiento
vigoroso en medio Léwenstein-densen hacia un tubo con agar Dubos (BD Difco) y 100
ug/mL de pirazinamida. Al cuarto dia agregamos 1-mL de sulfato ferroso de amonio
disuelto al 1% (Productos Quimicos Monterrey, S.A., N.L. México), y esperamos 30-
min para permitir la aparicion de una banda rosa—en caso de que la bacteria
produjera pirazinamidasa y pudiera metabolizar el farmaco—; es decir, si aparecia una
banda rosa, clasificamos a las micobacterias como susceptibles a la pirazinamida.
Como control negativo inoculamos medio de cultivo en lugar de una asada de

micobacterias.
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Vil.4.4 Genotipificacion (RFLP-IS6110)

Llevamos a cabo el andlisis de RFLP-IS6710mediante hibridacion de ADN transferido
de Southern blot con una sonda IS67170(60).Para realizar la genotipificacion mediante
RFLP-IS6110, obtuvimos 4.5ug de ADN gendmico de las cepas progenitoras (CIBIN-
99 0 H37Ryv) y de cada clona de CIBIN-99.

Digestion enzimatica. Digerimos el ADN con 20 uL de una mezcla de digestién que
contenia10.0 U de la endonucleasa de restriccion Pwull (10 U/uL, New England
Biolabs, Ipswich, MA, USA), 1.0ng de RNAsa (Promega, Madison, Wisconsin, USA)
amortiguador de digestion 1X (Buffer de digestion 10X, buffer 4,New England Biolabs,
Whitby, Ontario, Canada) y aforamos a 20 pyL con agua destilada. La digestién del
ADN se llevé a cabo a 37 °C por 4-h. Posteriormente se llevo a cabo la electroforesis
de los productos en gel de agarosa al 0.8 % (80 V por 10-min y 20-h a 35-V)con2 ug
de bromuro de etidio/mL.

Southern blot. Tratamos el gel de agarosa conteniendo los fragmentos de ADN con
una solucion de desnaturalizacion (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH) por 20-min en agitacion
ocasional y posteriormente realizamos un lavado con una solucién de neutralizacion
(1.5 M NaCl, 1 M Tris pH 8 (Sigma-Aldrich) por 20-min en agitacién ocasional.

Después volvimos a lavar con agua destilada.

Construimos un sistema para llevar a cabo el Southern blot mediante capilaridad, de la
siguiente forma: sobre una superficie plana colocamos un papel filtro grueso saturado
en SSC 20X. Encima colocamos el gel y sobre éste, pusimos una membrana de nylon
cargada positivamente, saturada en SSC 20X (Hybond N+, GE Healthcare, Upsala,
Suiza). Encima colocamos papeles filtro delgados saturados en SSC 20X, sanitas y
por ultimo una pesa de 1-kg.

Después de 4-h, retiramos la membrana del gel y la lavamos por 5-min en SSC 2X.
Colocamos la membrana en un crosslinker (CL-1000 UV, UVP, Upland, CA, EUA) para
fijar el ADN con un tiempo de exposicion total de 5,000 microJoules/cm?.

Sonda 1S6110. Realizamos una PCR con los siguientes iniciadores: 5'-
CGTGACGGCATCGAGGTGGC-3 y 5-GCGTAGGCGTCGGTGACAA- A-3' (Alpha
ADN, Montreal, Canadd). Realizamos esta PCR en un volumen final de 50 pL, con una

mezcla de reaccidén a una concentracion final de 1x de buffer de PCR, 3 mM de MgCl,
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2.5 mM de cada dNTP, 300 nM de cada primer, 1 U de Taq ADN polimerasa y 30 pl de
ADN de H37Rv (5 ng/uL). Las condiciones utilizadas fueron las siguientes: un paso
inicial de desnaturalizacion a 96°C por 3-min, seguido de 30 ciclos de 96°C por 1-min,
65°C por 1-min y 72°C por 1-min, terminando con un paso de extensién final a 72°C

por 6-min.

Llevamos a cabo la electroforesis del producto en gel de agarosa al 1% con 2 ug de
bromuro de etidio/mL y visualizamos el gel en el transiluminador de UV. El tamaro del
producto esperado fue de 245 pb.

Etiquetado de la sonda. Cuantificamos la sonda (700 ng), la desnaturalizamos por 5-
min en agua hirviendo y la enfriamos rapidamente en hielo por 5-min. La
centrifugamos por unos segundos a 11,000 xg y afnadimos un volumen equivalente del
reactivo de etiquetado de ADN (ECL kit, GE Healthcare, Upsala, Suiza) y un volumen
equivalente de glutaraldehido; la mezclamos en vortex, la centrifugamos por unos

segundos a 11,000 xg y la incubamos por 1-h a 37°C.

Hibridacion: Luego pre-hibridamos la membrana en 20-mL de buffer de hibridacion (Kit
ECL, GE Healthcare, Upsala, Suiza) por 4 h a 42°C en un horno de hibridacion (HC-
3000 HybridCycler, UVP, Upland, CA, EUA) con rotacién constante. Luego vertimos
este buffer a un tubo al cual se le agregd la sonda etiquetada, la mezclamos y la
pusimos de nuevo en contacto con la membrana. La dejamos hibridando toda la noche
a 42°C y después retiramos la solucién y afadimos 100-mL del buffer de lavado
primario por 5-min dos veces y 100-mL del buffer de lavado secundario por 5-min, tres

veces.

Visualizacion de las bandas. En un cuarto oscuro con luz roja, drenamos la membrana
y la transferimos con foérceps a una caja de plastico limpia con 10-mL de cada uno de
los reactivos del kit ECL (GE Healthcare, Upsala, Suiza). Incubamos con agitacién por
1.5-min y después colocamos la membrana en un soporte cubierto con plastico. Sobre
ella colocamos una pelicula fotografica (Eastman Kodak Company, Rochester, NY,
EUA) y expusimos la membrana por 5- a 120-min (dependiendo de la intensidad
esperada de la reaccién). Después expusimos la pelicula mediante incubacién por 0.5-
2-min en liquidos de fotografia convencionales (Eastman Kodak Company, Rochester,
NY, EUA), lavando con agua, incubando por 1-min en el fijador y lavando con agua de

nuevo.
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Interpretacion de los resultados. Analizamos los patrones obtenidos por el nUmero y
posiciones de las copias IS6110, visualizadas como bandas de ADN.

VIl.4.5 Determinacion de velocidad de crecimiento

Retiramos una colonia de cada clona y cepa progenitora crecida y aislada en medio de
Lowenstein-densen, y la depositamos en un tubo estéril conteniendo seis perlas de
vidrio y 3-mL de medio Middlebrook 7H9 suplementado mas 10% de OADC. Agitamos
cada tubo 1-min en vértex y su turbiedad se igualé al estdndar 1 de McFarland. De
esta suspensién tomamos100 pL y los depositamos en un tubo nuevo conteniendo 3-
mL de medio Middlebrook 7H9 con 10% de OADC. Incubamos estos tubos a 37°C en
atmésfera de CO.al 5% por 30 dias. Cada 48 h (empezando por el dia cero) agitamos
el tubo en vértex durante 10-seg, dejamos reposar por 10-seg y leimos la turbidez con
un nefelémetro (BD PhoenixSpec).

VII.5 Secuenciacion de una clona aislada de CIBIN-99

La secuenciacion se llevd a cabo en el Centro de Investigacion y Desarrollo en
Ciencias de la Salud, de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn, bajo la direccion de
la Dra. C. Rocio Ortiz Lépez, mediante la tecnologia de secuenciacidbn masiva de
nueva generacion, MiSeq de lllumina. Secuenciamos la clona més parecida a la cepa

progenitora tanto en sus caracteristicas fenotipicas como en las genotipicas.

VII.5.1 Extraccion de ADN

Utilizamos el método CTAB-Lisozima, descrito por Larsen y Cols (61).

Brevemente: agregamos 1% de glicina (p/v) (Sigma-aldrich), al cultivo del MTB en
medio Middlebrook 7H9.Incubamos por 24-h a 37°C. Centrifugamos el cultivo y
adicionamos el pellet con 450 uL de Buffer GTE [Glucosa, Tris-EDTA, (Tris marca
Amresco, Solon, Ohio, USA) (EDTA marca Promega, Madison, Wisconsin, USA)] y 50
UL de una solucion de lisozima estéril (10 mg/mL, Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri,
USA).Incubamos toda la noche a 37°C. Agregamos 150 uL de una solucion 2:1 (v/p)
de SDS al 10% (Promega, Madison, Wisconsin) y proteinasa K (10 mg/mL, Promega,
Madison, Wisconsin, USA) e incubamos por 40-min a 55°C.Agregamos 200 pL de
NaCl 5M y 160 pL de CTAB (Sigma-Aldrich) e incubamos por 10-min a 65°C. A esta
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solucién le agregamos 1.0 mL de cloroformo: alcohol isoamilico 24:1 (SEVAG),
(Sigma-aldrich) y la centrifugamos a 11,000 xg por 5-min.Transferimos 900 uL de
sobrenadante acuoso a un tubo nuevo, y agregamos 900 pL de SEVAG.
Centrifugamos a 11,000 g por 5-min. Transferimos800 uL del sobrenadante acuoso a
un tubo nuevo y agregamos 0.7 volumenes de isopropanol. Incubamos la preparacion
por 5-min a temperatura ambiente y la centrifugamos a 11,000 xg por 10-min.
Descartamos el sobrenadante y agregamos 1-mL de etanol al 70%.

Centrifugamos a 11,000 xg por 10-min. Descartamos el sobrenadante y dejamos secar
el tubo. Agregamos 50-uL de TE (Tris-EDTA, pH 8) para re-suspender el ADN.
Almacenamos el ADN a -20°C. Corroboramos la integridad del ADN mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% (90 V por 30 min). Cuantificamos el ADN
mediante el sistema espectrofotométrico NanoDrop 8000 (Thermo Scientific,
Wilmington, Delaware, USA) y el sistema fluorométrico Qubit (por picogreen) (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, California, USA).

VII.5.2 Secuenciacion

Llevamos a cabo la secuenciacién de los genomas correspondientes con el sistema
MiSeq (lllumina, San Diego, California, USA) y utilizamos el método de secuenciacion
tipo Paired-End (PE) de lllumina. Preparamos las muestras de ADN de acuerdo con el
método para muestras a analizarse mediante el sistema MiSeq, descrito por el
fabricante. Inicialmente utilizamos 2ng de ADN gendmico para la preparacion de la
muestra. Fragmentamos y etiquetamos el ADN gendémico mediante un proceso
llamado Tagmentacion, por el kit de Nextera XT. Hicimos el aislamiento de ADN por el
kit AMPure XP beads. Normalizamos la libreria genémica y la secuenciamos por
MiSeq de lllumina con el método Paired-End y amplificacién por puenteo, haciendo
una corrida de 2 x 150 pb.

VIl.6 Analisis Bioinformatico

VIl.6.1 Ensamblaje y deteccion de diferencias gendmicas entre H37RV
(disponible en linea) y CIBIN-99-C1
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Realizamos el ensamblaje del ADN de CIBIN-99-C1 mediante los programas BWA
(62) y Newbler (63), y los alineamientos de los genomas completos mediante el
programa MUMMER 3.1 (64).

Para identificacién de plasmidos, hicimos una busqueda del gen dnaA, el cual es
considerado el origen de replicacién del genoma o de algun plasmido (equivalente a
oriC).

Vil.6.2Identificacion de los genes mutantes involucrados en las rutas
biosintéticas afectadas por SIREP

Realizamos una busqueda de los genes reportados (por otros autores) que confieren
resistencia a los farmacos anti-tuberculosis. Esta busqueda la realizamos en la base
de datos TB Drug Resistance Mutation Database (https:/tbdreamdb.ki.se/Info/)(65).
Esta base de datos contiene 40 genes relacionados a resistencia a farmacos de
primera linea, los cuales analizamos mediante alineamiento con los genes de
H37Rv.Realizamos analisis de ocho genes de resistencia a farmacos de segunda linea

usando la misma metodologia.

También, segun Zhang y colaboradores (66) 15 genes fueron asociados a resistencia
y son considerados esenciales para Mycobacterium tuberculosis. Realizamos
busqueda de mutaciones en estos genes.

Realizamos el alineamiento de genes mutantes de la clona de CIBIN-99mediante la
consulta en linea de los genes de H37Rv en el banco de GenBank, del NCBI (National
Center of Biotechnology Information) y el alineamiento de genes por el programa
Blast2seq(67).Utilizamos el programa UGENE para la deteccién de mutaciones y

cambios en el marco de lectura.

Vil.7Validacion de los resultados de la secuenciacion

Para los genes que contuvieran inserciones o deleciones decidimos hacer validacion
de los resultados. Realizamos disefio de primers que amplificaran la regién que
contuviera la delecion, y realizamos con ellos amplificacion por PCR. Después
sometimos a electroforesis capilar los productos de PCR para encontrar el numero de
pares de bases que amplificaron tanto en el control (H37Rv) como en la muestra
problema (clona de CIBIN-99).Para este analisis utilizamos el secuenciador 3130
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Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) para la
electroforesis capilar, con el software Gene Mapper ID V3.2 (Applied Biosystems). La
mezcla fue de 15-uL de formamida, 1-uL de producto de PCR, y 0.3-uL del marcador
de peso molecular LIZ500.

VIl.8Propuesta de un mecanismo integrado de resistencia a farmacos

Con la lista de genes mutantes de MTB CIBIN-99, seleccionamos aquellos que
estuvieran involucrados en sintesis de acidos grasos de cadena corta, sintesis de
acidos micolicos, sintesis de pared, transcripcién y traduccién (rutas afectadas por
SIREP), e hicimos diferentes analisis de las proteinas mutadas, con programas
independientes (tabla 3, pagina 28):

Tabla 3.- Programas utilizados para el analisis de proteinas

Estudio Programa usado
Alineamiento de proteinas Clustal W(68)
Modelaje de proteina Swiss-Model(69)
Interacciones proteina-proteina String(70)
Interacciones proteina-quimicos Stitch v.4 (71)
Accesibilidad al solvente de la
) ] NetSurfP(72)
proteina (10 aa mas cercanos)
Prediccion de estabilidad en la Mupro (73)
proteina en mutaciones de 1 aa /PopMusic v2.1 (74)
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VIil. RESULTADOS
VIIl.1 Obtencion de las clonas de MTB

Realizamos este trabajo utilizando las cepas originales del CIBIN de H37Rv y de
CIBIN-99. Obtuvimos seis clonas de cada una de estas cepas, mas las originales, es
decir, trabajamos con siete cultivos para H37Rv y con siete para CIBIN-99.

VIII.2 Caracterizacion de las cepas progenitoras de H37Rv y CIBIN-99, y de sus

clonas.

Realizamos la caracterizacion de las clonas, tanto genotipicamente (RFLP-1S6110),
como fenotipicamente (Tincibn de Ziehl-Neelsen, morfologia de las colonias,
determinacion de perfil de susceptibilidad a farmacos, y determinacién de velocidad de

crecimiento).
VIil.2.1 Tincién de Ziehl-Neelsen

Control de reactivos: realizamos una tincion de Ziehl-Neelsen a un cultivo bacteriano
que fuera AAR- (Acido-Alcohol Resistente negativo). Este control se realizé con E.
coli(Figura 10, pagina 29) como esta previamente descrito en la metodologia. Los
reactivos estaban en buenas condiciones, tifiendo de color rojo-violaceo con la
solucion de carbolfucsina, y decolorando, y de color verde con la solucién de verde de

malaquita.

A Yi, B 1000 X

Figura 10.- Control de reactivos para tincion de Ziehl-Neelsen en E. coli. Recuadro(A)
Tincién incompleta hasta el paso antes de la decoloracion con acido-alcohol. Recuadro (B)
Tincion completa de Ziehl-Neelsen. En ambas tinciones se observd con objetivo de 100
aumentos, y una amplificacion de 1000X. Se comprobd que los reactivos estaban en buenas
condiciones.
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Figura 11.- Tinciones de Ziehl-Neelsen de MTB (1000 diametros). Se observan dos imagenes
representativas de cada clona, en donde se aprecian los bacilos acido alcohol-resistentes (rojos).
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En las imagenes de la figura 11 (pagina 30), podemos observar los bacilos color rojo-
violaceo, y que todos los cultivos (tanto en las cepas originales como las clonas, dos
imagenes de cada uno) de H37Rv y de CIBIN-99 son &cido alcohol resistentes,
demostrando su resistencia a la decoloracién debido a su pared celular. Se observan
bacilos aislados, y otros agrupados por el factor cuerda de las micobacterias.

VIil.2.2 Morfologia de colonias

En cuanto a la morfologia de las colonias, a partir de cultivos de un mes realizamos
siembras por estria cruzada, o también conocidas como en cuatro cuadrantes. Esto
con el fin de obtener colonias aisladas a las cuales se pudiera observar su morfologia.
La morfologia esperada es rugosa, en forma de coliflor, con colonias secas. Se
observa la morfologia de las colonias de H37Rv y sus clonas en la figura 12, y de
CIBIN-99 en la figura 13 (pagina 32).

VIIl.2.3 Determinacion del perfil de susceptibilidad a farmacos
Viil.2.3.1 MABA

Realizamos los ensayos de microplaca con Alamar Azul (MABA) para determinar la
CMI de cada cepa y clona de MTB hacia SIREPC. En total hicimos 42 placas de
MABA (2 farmacos por placa, 6 farmacos en total, por lo tanto 3 placas por cepa
progenitora o clona. 14 cultivos x 3 microplacas = 42 placas). En la figura 14 (pagina
33) se observan los ejemplos de tres placas con los seis farmacos para una sola cepa,
con los resultados representativos para H37Rv, y tres placas con los seis farmacos,
con los resultados representativos para CIBIN-99. Obsérvese que los resultados son
los mismos para el farmaco Clofazimina, al que ambas cepas y clonas fueron
susceptibles. En pirazinamida no fue posible observar su CMI, ya que es un farmaco
que requiere un medio acido para poderse metabolizar. Se realizaron pruebas con
medio a pH5.5, variaciones en el medio, en el farmaco y en el cultivo bacteriano, pero
no logramos obtener un perfil de crecimiento o de inhibicién, por lo que realizamos una

prueba de la enzima pirazinamidasa.
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Figura 12.- Morfologia de las colonias de H37Rv y de sus clonas. Se observan
tres imagenes representativas de cada clona, y se aprecia la morfologia tipica de
las colonias de MTB, en formas de coliflor, secas y rugosas.
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Figura 13.- Morfologia de las colonias de CIBIN-99 y de sus clonas. Se observan
tres imagenes representativas de cada clona, y se aprecia la morfologia tipica
de las colonias de MTB, en formas de coliflor, secas y rugosas.
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H37Rv CIBIN:UMF:15:99

Figura 14.- Resultados representativos en ensayos de MABA para H37Rv y para CIBIN-
99. Del lado izquierdo podemos observar las 3 placas representativas con los 6 farmacos para
H37Rv, y del lado derecho observamos las tres microplacas representativas con los 6 farmacos
para CIBIN-99. Se observan las hileras de la periferia de cada placa con agua para evitar la
desecacion de las placas, y del lado derecho de cada placa se observa una linea negra que
divide los controles de la placa del ensayo. S=Estreptomicina, |= Isoniazida, R=Rifampicina, E=
Etambutol, P=Pirazinamida, C=Clofazimina.

En las tablas 4 y 5 (pagina 34) se observan las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) de cada farmaco a las cepas susceptible (H37Rv) vy resistente (CIBIN-99),
respectivamente. También se observan los puntos de corte del farmaco para

considerar una cepa resistente.
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Tabla 4.- CMI de cada farmaco,sobre H37Rv y sus clonas

CMI FARMACO (ug/mL)

CLONA S | R E P C
Original 0.5 0.06 0.06 2 X 0.25
Clonal 0.5 0.06 0.06 2 X 0.25
Clona2 0.5 0.06 0.06 2 X 0.25
Clona3 0.5 0.06 0.06 2 X 0.25
Clona4 0.5 0.12 0.12 2 X 0.25
Clona5 0.5 0.06 0.06 2 X 0.25
Clona6 0.06 0.12 2 X 0.25

S=Estreptomicina, I= Isoniazida, R=Rifampicina, E= Etambutol, P=Pirazinamida,
C=Clofazimina.

| Tabla5.- CMI de cada farmaco sobre CIBIN-99 y sus clonas |
CMI FARMACO (pg/mL)

CLONA S I R E P C
Original >200 3.13 25 4 X 0.25
Clona1 >200 3.13 25 4 X 0.25
Clona2 >200 3.13 25 4 X 0.25
Clona3 >200 3.13 25 4 X 0.25
Clona4 >200 3.13 25 4 X 0.25
Clona5 >200 3.13 25 4 X 0.25
Clona 6 >200 3.13 4 X 0.25

S=Estreptomicina, |= Isoniazida, R=Rifampicina, E= Etambutol, P=Pirazinamida,
C=Clofazimina.
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VIII.2.3.2 Prueba de pirazinamidasa

En la prueba de la pirazinamidasa, observamos susceptibilidad a pirazinamida por la
aparicion de una banda rosa en la superficie del medio, donde esta la bacteria
creciendo, indicando la actividad de la enzima pirazinamidasa, que metaboliza al pro-
farmaco. En la figura 15 (pagina 36) podemos observar que el control negativo, en el
cual s6lo se agregd medio Léwenstein-Jensen, no hubo formacién de banda color
rosa. Se observa la presencia de una banda color rosa en la superficie en todos los
cultivos de H37Ryv, indicando susceptibilidad a pirazinamida. En los cultivos de CIBIN-
99 no se observa presencia de banda, excepto en la clona 5, que por la aparicion de la
banda se determind que es susceptible a pirazinamida, y que cambié su
susceptibilidad a comparacién con su cepa progenitora.

En la tabla 6 (pagina 36) se observa el perfil completo de susceptibilidad a farmacos
de todas las clonas y cepas progenitoras de H37Rv y de CIBIN-99. Observamos que la
clona 5 de CIBIN-99essusceptible a pirazinamida, mientras que las demas clonas de
esta cepa son resistentes.

VIil.2.4 Genotipificacion (RFLP-1IS6110)

En la genotipificacién, solamente se hizo para la cepa original de H37Rv (no
para sus clonas); y para la cepa original y clonas de CIBIN-99. Se realizé por RFLP-
IS6110, segun la metodologia de Van Embden y Cols., previamente descrita en la
seccion de metodologia. Corrimos un gel para observar la integridad del ADN
gendmico antes de digerir (figura 16, pagina 37). Corrimos otro gel después de
digerido con la enzima de restriccion Pvull (figura 17, pagina 37), se observa la
digestion del ADN gendmico completo, por el barrido en cada carril. En la imagen
aparecen dos carriles con la muestra de la clona 5, debido a que la primera vez no se
logré digerir. El patron de bandeo resultante de los RFLP’s se observa en la figura 18

(pagina 38). No hubo cambios en el patron de bandeo de las clonas.
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Figura 15.- Prueba de presencia de la enzima pirazinamidasa. A) Cultivos de H37Rv. B)
Cultivos de CIBIN-99. En las imagenes A y B el orden de los cultivos es: tubo 1: Cepa original,
tubo 2: Clona 1, tubo 3: clona 2, tubo 4: clona 3, tubo 5: clona 4, tubo 6: clona 5, y tubo 7: clona
6. C) Control negativo. Las flechas en color negro indican la presencia de una banda rosa, por
lo tanto, de la enzima pirazinamidasa y susceptibilidad a pirazinamida.

Tabla 6.- PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD A FARMACOS

de las cepas originales y clonas trabajadas en este estudio.

[®]
<
>

CLONA S | R E P C

Original ss ss ss ss ss ss

1 SS SS SS sS SS SS

SS 5.5 SS 551 SS 4]

55 Ss SS 5SS S5 S5

SS SS SS SS SS SS

vihs w N

SS S5} SS S} SS SS

Mycobacterium
tuberculosis H37Rv

6 ss 33 sS ss sS ss

Original rr rr rr rr rr ss

1 rr rr rr re rr 33

rr rr re rr rr SS

re rr re rr re SS

re rr re rr re SS

re rr re rr 35! SS

Mycobacterium
tuberculosis CIBIN99

||k W N

re rr re rr rr 5SS

ss= Susceptible, rr = resistente. S= Estreptomicina, I=Isoniazida, R=Rifampicina, E=Etambutol,
P=Pirazinamida, C=Clofazimina.
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Figura 16. Integridad del ADN genémico antes de la digestion con Pvull. Se
observan en la parte superior qué muestra contenia cada carril. 99=CIBIN-99, Ori=

Original, C=Clona.
LD
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Figura 17.-ADNgendémico digerido con la enzima Pvull. Se muestran en la parte
superior qué muestra contenia cada carril. A) Digestién con la enzima Pvull, La clona 5
no se pudo digerir, por lo que se repiti6d esta digestion. B) Clona 5 digerida con la enzima
de restriccion Pvull. 99=CIBIN-99, Ori= Original, C=Clona.
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Figura 18.- Patron de bandeo de RFLPs-1S6110.Kpb= Kilopares
de bases. MPM= Marcador de Peso Molecular, 99=CIBIN-99,
Ori= Original, C=Clona.

VIII.2.5 Determinacion de velocidad de crecimiento

Al determinar la velocidad de crecimiento por nefelometria, observamos que las curvas
de control de crecimiento se comportaron de distinta manera. Para H37Rv (figura 19,
pagina 39) se observa un crecimiento similar en las clonas con la cepa original (azul),
excepto en la clona 5 de H37Rv. Para CIBIN-99, (figura 20, pagina 39) se observo el
crecimiento mas vigoroso en la cepa original (color azul) que en las clonas. La clona 1
(color rojo) fue la que mas se acerco en crecimiento.
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Figura 19.- Curva de crecimiento de H37Rv. Los colores de los puntos en la curva
determinan la clona que se estaba utilizando. Se puede observar que todas las clonas,
excepto la clona 5 (circulos en color naranja), tuvieron un crecimiento similar a la cepa
original (rombos color azul marino).

3,50
3,00
g 2,50 —&— Original
E =fi—Clona 1
g 2,00
% == Clona 2
°
¢ 1,50 =>¢=Clona 3
°
3 ==Clona 4
‘e 1,00
o —®—Clona 5
0,50 = Clona 6
0,00 === Control Neg

0123457 91113151719212325272930

Dia

Figura 20.- Curva de crecimiento de CIBIN-99. Los colores de los puntos en la curva
determinan la clona que se estaba utilizando. Se puede observar que todas las clonas
crecieron con menor vigor que la cepa original (rombos color azul marino). La clona que
mas se acercé al crecimiento de la cepa original, fue la clona 1 (cuadrados color rojo).
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VIIl.3 Secuenciacion de CIBIN-99-C1

La clona de CIBIN-99 que se eligi6 para secuenciar fue la Clona 1 (CIBIN-99-C1),
debido a su mayor parecido en las caracteristicas a la cepa progenitora.

VIIl.3.1 Extraccion de ADN

Se realiz6 extraccion de ADN a la Clona 1, y a un duplicado de la misma por el método
de CTAB-Lisozima, descrito por Larsen y Cols. (seccion materiales y métodos).
Realizamos electroforesis para verificar integridad genémica, y cuantificamos el ADN
por NanoDrop y por Qubit con picogreen. Se eligi6 el ADN del duplicado. Los
resultados se muestran en la tabla 7:

Tabla 7.- Resultados de extraccion de ADN de la Clona 1 de CIBIN-99

Analisis Resultado

99 C1d

—
&)
o)
o

Integridad genémica

L Concentracién: 49.5 ng/ uL
Cuantificacion por NanoDrop
Rel 260/280: 1.92
Cuantificacion por Qubit Concentracion: 48.68 ng/ uL

99 C1= CIBIN-99 Clona 1; 99 C1d= duplicado de CIBIN-99 Clona 1. Rel = Relacién.

VIII.3.2 Secuenciacion

Realizamos secuenciacion gendémica mediante la tecnologia de MiSeq de lllumina. Los

resultados se muestran en la tabla 8 (pagina 42).
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En los resultados que arrojé nuestra secuenciacion, fueron 4.250,000 pb, un contenido
de GC de 65.19%, 396 lecturas continuas del genoma, llamados contigs, la mitad de
las lecturas estaban ensambladas en 39 mil bases o mas largas (N50), y la cobertura
promedio fue de 64.46, lo que significa que cada nucleétido fue leido en promedio 64

veces.

VIll.4 Ensamblaje y deteccion de diferencias genémicas entre H37RV y CIBIN-99-
C1.

El ensamblaje y la deteccién de diferencias genémicas se realizé por el programa
Mummer. En la imagen del mapeo (figura 21, pagina 42) se muestran las posiciones
gendmicas de H37Rv (genoma disponible en linea) en el eje de las X y se compara
con cada uno de los nodos, o contigs (lecturas continuas) generados para CIBIN-99-
C1, ubicados en el eje de las Y.

En el lado derecho de la imagen se muestra el cédigo de color que indica el porcentaje
de similitud entre un genoma y otro, siendo el color negro un 0% de similitud, y el color
rojo un 100% de similitud entre ambos genomas. Se observa que el contenido
genético es muy parecido. Los puntos que estan fuera de la linea tienen una similitud
del 80% o mayor.

Busqueda de plasmidos: Se realizé un analisis del gen dnaA, el cual es considerado el
origen de replicacion del genoma o de algun plasmido. Sélo se encontré una posicién

de este gen, en el genoma secuenciado.
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Tabla 8.- Resultados de secuenciacion genémica de CIBIN-99-C1

Conteo de bases 4,250, 023 bases
%GC 65.19%
Numero de contigs 396
N50 39, 768
Longitud promedio de contigs 10, 702 bases
Longitud maxima de contigs 123, 932 bases
Cobertura promedio 64.46X
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Figura 21.- Imagen del mapeo de similitudes entre el genoma de H37Rv contra CIBIN-99-
C1. En el eje de las X se observa el genoma de H37Rv, y en el eje de las Y se encuentran los
contigs de CIBIN-99-C1.
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VIIL.5 Identificacion de los genes mutantes involucrados en las rutas
biosintéticas afectadas por SIREP

Para la identificacibn de genes mutantes realizamos alineamiento de genes
reportados, como esta descrito anteriormente en la metodologia. Los genes a los
cuales decidimos realizar alineamiento con los genes de H37Rv, fueron los 63 genes
de la tabla 9. Algunos genes se repiten, pero esto porque estaban reportados para
ambos farmacos, y las mutaciones reportadas eran diferentes. Sin contar los genes

repetidos hicimos analisis de 55 genes diferentes.

Tabla 9.- Genes analizados, involucrados en resistencia a farmacos anti-tuberculosis
Grupo de genes Farmaco| Gen analizado | # mutaciones | Mutacion*
rrs 0
S rpsL 1 A128G
gidB 0
G944C
katG 2 G1434C
inhA 0
oxyR 0
T77G
ahpC 2 G217C
iniA 0
iniB 0
iniC 0
furA 0
Base de datos TBDREAM KasA 0
(65)
ndh 0
! fbpC 0
embB 0
mabA 0
A963G
Rv1592c 2 A9BAG
Rv1772 0
srmR homdlogo 0
fabD 0
efpA 1 C639A
fadE24 0
nhoA 0
accD6 1 T600C
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rpoB 1 C1349T
R embB
G918A
embB 3 G2895A
C3165A
embA 0
Pbl C2543-
Pbl A2544-
embC 4 C2781T
G2941C
E Rv0340 0
iniA 0
iniB 0
iniC 0
embR 0
Rv3124 0
Rv3125c 0
Rv3126 0
miA2 0
rmiD 0
P pncA 1 Pbl G453-
A rrs 0
tlyA 0
mabA 0
N inhA 0
ethA 0
G61C
F gyrA 3 G284C
G2003A
gyrB
PAS thyA
faD30 1 Pr‘(’_rzg)tor
G1298A
C1397T
Articulo Zhang y Cols... NE poC 4 G1781A
G4045A
Rv0812 1 A435G
Rv0893c
cysN 1 C1563G
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T402C

pyrB 3 T749C

A755G
Rv1465 0

EtaR (ethR) 1 A4C

pks8 0
pks17 0
pyrG 0
dlaT 0

folC 1 G118C

cyplil 1 A469G
Rv3806c¢ 0

*Cambio en el nucleotido de CIBIN-99-C1: Nucleétido original de H37Rv, nimero de nucleétido
mutado, nucleétido mutado en CIBIN-99-C1. S: Estreptomicina, |: Isoniazida, R: Rifampicina,
E: Etambutol, P: Pirazinamida, A: Aminoglicésidos (Amikacina, Capreomicina, Kanamicina,
Viomicina), N: Etionamida, F: Fluoroquinolonas (Ofloxacina, Ciprofloxacina, Levofloxacina,
Moxifloxacina, Sparfloxacina), PAS: Acido Para-aminosalicilico, NE: No Especificado, Pbl:
posible.

De estos 55 genes, 19 estaban mutados: 10 para farmacos de primera linea (rpsL,
katG, ahpC, accD6, efpA, Rv1592c, rpoB, embB, embC y pncA), un gen para farmacos
de segunda linea (gyrA), y ocho recientemente reportados con asociacion a farmaco-
resistencia (fadD30, rpoC, Rv0812, cysN, pyrB, EtaR, folC y cyp141).

Debido a que no se hizo analisis fenotipico de resistencia a farmacos de segunda linea
en la cepa, y a que los genes reportados por Zhang y Cols. no estan bien estudiados
ni entendido su papel en la farmaco-resistencia, decidimos analizar con mayor detalle

s6lo los primeros 10 genes mutados.
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VIIL.5.1 Identificacion de mutaciones en los genes que confieren resistencia a
CIBIN-99-C1 a cada farmaco de primera linea

VIII.5.1.1. Estreptomicina

Para estreptomicina s6lo se detecté un gen mutado, el rpsL (tabla 10). Este gen
codifica para la proteina S12 de la subunidad 30S del ribosoma. ElI cambio fue en el
aminod&cido 43 de lisina por arginina (Figura 22).

Tabla 10.- Gen mutado relacionado con resistenciaa S
] o — —

] -2 0 o [0} (]

B -.&,_’ g 2828 ¢ 3 2.5 §

S o € | §28| 6§59 @ © 5 e i

E = S |52 |53 2 28 S8

c S E |38 |@o0 s i 2 &

@ 3 S | 02| 0 £ £ o

O < o [« a1 <
rpsL | proteina AAG/ | 128 |43 Lys/Arg | Transicion. | (75-78)
124aa | ribosomal | AGG (ambos | Mutacion

S12 (30S) basicos) | neutra

Consensus

RDKISKVKTAALKGSPQRRGVCTRVYTTTP-KPNSALRKVARVKLTSQVEVTAYIPGEGHNLQEHS

54 &R B2 6 66 68 70 7 £

2

13 16 18 20 2 24 2% 28 30 32 3 3% 3B 40 42 4 4 48 S0 52 54 55 55 60 62 64 66 T4 76
rpsl_H37Rv. 13RD KRS KM K T AAMK G S RRGVETRVYTTTRKKIBENSABRKVARVKIBTSQVEVTAY EGHN EIHE 79
rpsL_099 13RDKMSKMK TAAMKG S RRGVERTRVYTTTRIRKIPBENSABBRKVARVKIBTSQVEVTAY EIGHN EHE 79

Figura 22.- Alineamiento de proteinas de rpsL, entre H37Rv y CIBIN-99-C1. Alineamiento
realizado con el programa Clustal W. 099= CIBIN-99-C1. Los numeros representan el nimero
de aminoécido.

También se realiz6 modelaje de proteinas (Figura 23, pagina 47), usando como
modelo de proteina por homologia el 2gy9L, pero sb6lo con similitud del 75.2%, pues la
proteina de M. tuberculosis, o alguna que sea mas parecida al modelo usado no ha
sido cristalizada. En la Figura 24 (pagina 47), se observa la red de interacciones entre
la estreptomicina y algunas proteinas, por ejemplo, se observa la interaccién con rpsL;
y en la figura 25 (pagina 48) presentamos la red de interacciones de rpsL con otras
proteinas, por ejemplo con otras subunidades del ribosoma.
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Figura 23.- Modelaje de la proteina rpsL.La imagen de
la derecha solo representa del aminoacido 23 al 123, con
una identidad del 75.2% al modelo de homologia 2gy9L.

42002 0

' 1« homology model (2gy9L)
{ 4 identity: 75.2%

Figura 24.- Red de interacciones
de la Estreptomicina.El modelaje
se realiz6 con el programa Stitch.
En la imagen de la izquierda, las
lineas en color azul muestran la
interaccion entre dos proteinas, y
en color verde muestran la
interaccién de un quimico con una
proteina. Obsérvese la relacion de
whies  la  estreptomicina con rpsL

. Streptomycin

Y
= (sefalada con una flecha negra).
La tabla inferior muestra el puntaje
de la asociacién, y una breve
descripcion de cada proteina
Your Input:
& streptomycin streptomycin (1457.4 g/mal)
(Mycobacterium tubsrculosis H37Rv) "
=
Predicted Functional Partners: (ﬁ
2 whiB3 transcriptional regulatory protein WHIB-like WHIB3 (102 aa) 0.823
@ Gyra DNA gyrase subunit A; DNA gyrase negatively supercoils closed circular double- stranded DNA in [...] (838 aa)  0.867
2 156110 transposase (108 aa) 0.657
8 katG catalase-peroxidase-peroxynitritase T KATG (740 aa) 0.657
2 rpsL 305 ribosomal protein S12; Interacts with and stabilizes bases of the 165 rRNA that are involve [...] (124 aa) 0.857
® rpoB DNA-directed RMA polymerase subunit beta (1172 aa) 0.657
2 pncA pyrazinamidase/nicotinamidas PNCA (PZase) (186 aa) 0.654
@ embB integral membrane indolylacetylinositol arabinosyltransferaze EMBE (arabinosylindolylacetylinos [...] (1098 aa) | 0.852
@ esxA & kDa early secretory antigenic target ESXA (ESAT-6); Mot known. Elicits high level of IFN-gamm [...] (35 aa)  0.847
@ groL2 chaperonin GroEL; Prevents misfolding and promotes the refolding and proper assembly of unfolde [...] (540 aa) 0.646
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Figura 25.- Red de
interacciones de rpsL. El
modelaje se realizd con el
programa String. En la imagen
de la izquierda, las lineas en
color azul muestran la unién
entre dos proteinas. Obsérvese
la union de rpsLcon otras
proteinas del ribosoma.La tabla
inferior muestra el modo de
accion de una proteina con otra,
y el puntaje de la asociacion, y
una breve descripcion de cada
proteina.

Your Input:

@ rpsL 305 ribosomal protein 512; Interacts with and stabilizes bases of the 165 rRNA that are involved in tRNA
selection in the A site and with the mRNA backbone. Located at the interface of the 305 and 505

subunits, it traverses the body of the 30S subunit contacting proteins on the other side and probably E
holding the rRMA structure together. The combined cluster of proteins 58, 512 and 517 appears to hold ce & ] 5
together the shoulder and platform of the 208 subunit (By similarity) (124 aa) ,9:. _g o E E 5 2
(Mycobacterium tuberculosis H37Rv) 5 g E %‘; g ,ﬂé p
y 3 HECEx £erx
. d—-DoUasw
Predicted Functional Partners: 777777 ‘2
rpsiG 30S ribosomal protein 57; One of the primary rRNA binding proteins, it binds directly to 165 rR [...] (156 aa) . 0.999
@ rpsC 305 ribosomal protein 53; Binds the lower part of the 305 subunit head. Binds mRNA in the 705 r [...] (274 aa) . 0.991
rpsH 30S ribosomal protein S8; One of the primary rRNA binding proteins, it binds directly to 165 rR [...] (132 3a) . 0.989
@ rps] 30S ribosomal protein 510; Involved in the binding of tRMNA to the ribosomes (By similarity) (101 aa) . 0.989
rpsS 305 ribosomal protein 519; Protein 519 forms a complex with S13 that binds strongly to the 165 [...] (93 aa) . 0.989
@ rpsk 20S ribosomal protein 511; Located on the platform of the 305 subunit, it bridges several dispa [...] (139 aa) - 0.987
rpsD 305 ribosomal protein 54; One of the primary rRNA binding proteins, it binds directly to 165 rR [...] (201 aa) - 0.987
® rpl] 505 ribosomal protein L10 (178 aa) - 0.986
@ rpsl 305 ribosomal protein 59 (151 aa) - 0.986
0 fusA elongation factor G; This protein promotes the GTP-dependent translocation of the nascent prote [...] (701 aa) . 0.985

Se decidi6é realizar un andlisis para conocer si la mutacién incrementa o reduce la
estabilidad de la proteina. Esto podria ser indicio de las modificaciones en el vigor de
las cepas, y si podrian crecer o adaptarse mas rapido.

En cuanto al analisis de exposicidn al solvente de los aminoacidos, no hubo cambio de
la exposicion de ninguno de los 10 aminoacidos més cercanos, al mutar el aminoacido
in silico. En el andlisis se encontrd que esa mutacién incrementa la estabilidad de la

proteina.
VIII.5.1.2. Isoniazida

Para isoniazida fueron cinco genes mutados en CIBIN-99-C1: katG, ahpC, accD6,
efpA y Rv1592c (tabla 11, pagina 49).
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Tabla 11.- Genes mutados relacionados con resistencia a isoniazida
] —
S g g |30 | ) g
8 2 § |28/ 3| 3 g5 o
3 3 t 6 0 0 © ‘® © g
£ c Q 22| 59 2 S8 =
c ] E |83S| @0 g = 2 S
R 8 S 2% & < € g
< o o
AGC/ Ser/Thr Transversion. (76, 77,
catalasa- ACC 944 315 (ambos Mutacién 79, 80)
katG id polares) neutra. ’
240 aa peroxidasa-
peroxinitritasa T
Transversion.
GG%GC/ 1434 | 478 | Ala/Ala Mutacion NR
sinénima.
Val/Gly Transversion.
. GIC/ 1 27 | o¢ | (ambos Mutacion NR
ahpC Alquil GGC no neutra
195p aa hidroperdxido polares) :
reductasa C GAC/ Asp/His Transversion.
CAC 217 73 (acido a Cambio de NR
basico) sentido.
Acetil/propionil- Transicion.
accD6 CoA carboxilasa GAT/ 600 200 | Asp/Asp Mutacién NR
474 aa . GAC P
(subunidad B) sindénima.
Posible proteina Asn/Lys Transversion.
5?32)231 eflujo integral de AAAA%/ 639 213 | (de polar Cambio de NR
membrana a basico) sentido.
GAA/ Transicion. NR
GAG 963 321 Glu/Glu I\(Iu:[aglon
sinénima.
Rv1592c Proteina
446 aa hipotética lle/Val Transicién
gTTTT/ 964 | 322 (a”r;'gos Mutacién NR
polares) neutra.

NR: Mutacién no reportada como responsable de resistencia
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katG

Este gen codifica para la enzima catalasa-peroxidasa-peroxinitritasa T. En este gen se
dieron dos mutaciones, una de ellas sinénima (aa 478), es decir, sin cambio de
aminodcido, y la segunda mutacion fue en el codén 315, con un cambio de serina por
treonina (Figura 26):

Consensus
APLEQMGLGWKSSYGTGTGKDAIT-GIEVVWTNTPTKWDNSFLEILYGYEWELTKSPAGAWQYTAK

katG_H37Rv 291 APSBE QM WKSSYGTETEKDAMTSEGREMVWTNTBTKWONSFENMYGY EWEMT K SIMAGAWQ(Y TA 357
katG_0%9 291 ARSEEQM WKSSYGTETEKDAMTTIGREMYWTNTRTKWONSFENMYGY EWENMST K SIRAGAWO(Y T/A 1357

Figura 26.- Alineamiento de proteinas de katG, entre H37Rv y CIBIN-99-C1. Alineamiento
realizado con el programa Clustal W. 099= CIBIN-99-C1. Los numeros representan el nimero
de aminoacido.

También se realiz6 modelaje de proteinas (Figura 27). Aqui se observa la proteina
dimérica, con la mutaciéon en el aminoacido 315 en color rojo, y el ligando de la
proteina en color verde. También se observa la estrecha relacion y cercania entre el

aminoacido mutado y el ligando de la proteina.

@ Ligando

Figura 27.- Modelaje de la proteina
katG.Proteina dimérica, con el ligando
resaltado en color verde, y el aminoacido
mutado en color rojo.
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katG
ﬁ Figura 28.- Red de interacciones de la Isoniazida.El
modelaje se realizé con el programa Stitch. En la
imagen de la izquierda, las lineas en color azul

_ muestran la unién entre dos proteinas, en color morado

inhA o e muestran la catdlisis, en color negro la reaccion, y en
isoniazid . T . ..

@ color rojo la inhibicion. Obsérvese la unién de la

isoniazida con katG y con inhA(sefialada con una flecha
negra). La tabla inferior muestra el puntaje de la
asociacion, el tipo de accion, y una breve descripcién de
cada proteina.

Your Input:

@@ isoniazid Isoniazid (Laniazid, Nydrazid), also known as isonicotinylhydrazine (INH), is an organic compound that is
the first-line medication in prevention and treatment of tuberculosis. The compound was first
synthesized in the early 20th century, but its activity against tuberculosis was first reported in the early

1950s, and three pharmaceutical companies attempted unsuccessfully to simultaneously patent the E
drug (the most prominent one being Roche, which launched its version, [http://www.rocheusa.com c v 3 5
fabout/history.html Rimifon], in 1952). (137.1 g/mol) g _5 U,.%E E €@
(Mycobacterium tuberculosis H37Rv) TEEB82550
GEEZzEss ¢
’ 2 . sEdz0&e«d
Predicted Functional Partners: 777777 ‘g
katG catalase-peroxidase-peroxynitritase T KATG (740 aa) . 0.910
9 nat arylamine n-acetyltransferase nat (arylamine acetylase); Could have a role in acetylating, and [...] (283 aa) . e e 0,900
9 inhA enoyl-(acyl carrier protein) reductase (269 aa) . 0.800
benzeneacetami.
—)atG
Figura 29.- Red de interacciones de e’
katG. El modelaje se realiz6 con el
programa Stitch. En la imagen de la
derecha, las lineas en color azul muestran
la union entre dos proteinas, en color . -
morado muestran la catdlisis, y en color S\ oxygen
verde la activacién. Obsérvese la unién de = e —
katG con las especies reactivas del o T
oxigeno, y con la isoniazida (sefalada con ;..,\\ |
una flecha negra su activacién con el 7 H \ isoniazid
g )’ y alyceral "/'t ¥ ——
L)

peréxido de hidrogeno (H;O). La tabla ‘ hm-rme
la : Fw )

inferior muestra el puntaje de
asociacion, el tipo de accion, y una breve

descripcion de cada proteina. LN T/ &
\,_L
Your Input: £
: 6 3 ce %,% §
@ katG catalase-peroxidase-peroxynitritase T KATG (740 aa) LK) c-?;E E 5 2
(Mycobacterium tuberculosis H37Rv) TEE9295a
£Z2ad8ticc ¢
" - OeScmoax
Predicted Functional Partners: <5ga882d §
17171/ w
20 H202 Hydrogen peroxide is the simplest peroxide (a compound with an oxygen-oxygen single bond). It [...] (34.0 g/mol) . o » 0.955
0 hydroxyl radic.  hydroxyl radicals; Heavy water, formally called deuterium oxide or or D20, is a form of water t [...] (17.0 g/mol) oo 0.955
_ oxygen An element with atomic symbal o, atomic number 8, and atomic weight [15.99903; 15.99977]. it is [...] (32.0 g/mol) . 0.940
& isoniazid Isoniazid (Laniazid, Nydrazid), also known as isonicotinylhydrazine (INH), is an organic compou [...] (137.1 g/mal) . 0.910
glycerol Glycerol {or glycering, glycerin) is a simple polyol (sugar alcohol) compound. It is a colorles [...] (92.1 g/mol) . 0.900
&% hydride In chemistry, a hydron is the general name for a cationic form of atomic hydrogen, represented [...] (2.0 g/mol) 0.900
2 phenylalanine The synthetic dextro isomer of phenylalanine, an essential amino acid with anti-depressant and [...] (165.2 g/mal) 0.900
& heme b Heme B or haem B (also known as protoheme IX) is the most abundant heme, both hemoglobin and my [...] (616.5 g/mol) . 0.900
&9 benzeneacetami. benzeneacetamide (135.2 g/mol) 0.900
20 Fe(1lI A metallic element found in certain minerals, in nearly all soils, and in mineral waters. It is [...] (55.8 g/mol) 0.900
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En la Figura 28 (pagina 51), observamos la red de interacciones entre la isoniazida y
algunas proteinas, por ejemplo, se observa la uniéon con katG y con inhA, y la
inhibicion, reaccion y catalisis con nat. En la figura 29 (pagina 51) observamos la red
de interacciones de katG, y sus funciones principales con relacién a las especies
reactivas de oxigeno.

En cuanto al analisis de exposicién al solvente de los aminoacidos, al hacer la
mutacion en el codén 315, los aminoacidos 312, 314, 315 y 320cambian su exposicion
de estar expuestos al solvente, a estar al interior de la proteina. En cuanto al analisis
de prediccidon de estabilidad de la proteina, segun el programa PopMusic (el cual se
basa en estructura y requiere un templado de la proteina) esta mutacién es
desestabilizante, mientras que segun Mupro (con y sin templado de proteina) esta
mutacion le confiere estabilidad a la proteina. Estos analisis son en base a calculos, y
sO6lo nos sugieren comportamientos, sin embargo habria que verificarlos

experimentalmente.

ahpC

Este gen codifica para la subunidad C de la enzima Alquil hidroperéxido reductasa. En
este gen se dieron dos mutaciones, una en el aminoacido 26 con cambio de valina por
glicina y la segunda mutacion fue en el codén 73, con un cambio de acido aspartico
por histidina, con cambio de sentido (figura 30, pagina 53).

También se realizé modelaje de proteinas (figura 31, pagina 53) (identificador PDB
2bmx). En la figura se observan las subunidades de la proteina en diferentes colores.
En la figura 32 (pagina 53) observamos la red de interacciones de ahpC, y sus

funciones principales con relacién a las especies reactivas de oxigeno.
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Consensus
SK-DAKQPGDYFTTITSDEHPGKWRVVFFWPKDFTFVCPTEIAAFSKLN-EF

ahpC_H37Rv 2488 AKQ Y F NN I BIRS Wi V\IIFII:W F}F\I{C T IAA;S LN F| 76
ahpc_099 2418 AKQ Y F S 1 R WV VF FW, FIFF V CET I AAFS LN F| 76
Figura 30.- Alineamiento de proteinas de ahpC, entre H37Rv y CIBIN-99-C1. Alineamiento

realizado con el programa Clustal W. 099= CIBIN-99-C1. Los nameros representan el nimero
de aminoacido.

Figura 31.- Modelaje de la proteina
ahpC.Proteina multimérica. Subunidades de la
proteina en diferentes colores.

[—\MT\/OZB.OS
g trxB

Figura 32.- Red de interacciones de
ahpC.El modelaje se realiz6 con el
hydrids flavin_adenine. programa Stitch. En la imagen de la
P e — . . .
Won S — izquierda, las lineas en color azul
= muestran la unién entre dos proteinas, en
color morado muestran la catdlisis, y en
color negro la reaccién. Obsérvese su
catalisis de especies reactivas del
oxigeno, como el peroxido de hidrégeno
; 5 (H202); y su unién a la subunidad ahpD.
Nk La tabla inferior muestra el puntaje de la
\“:A asociacion, el tipo de accion, y una breve
F—— descripcion de cada proteina.

Your Input: E
e d cc Z,8_6§
& ahpc alkyl hydroperoxide reductase subunit C (195 aa) g5 U:E H ]
(Mycobacterium tuberculosis H37Rv) oE % 2 %‘E g8 5
FEEaltimcs @
Predicted Functional Partners: <tzzd&zd §
11/1717/ w
ahpD alkyl hydroperoxide reductase subunit D; Antioxidant protein with alkyl hydroperoxidase activit [...] (177 aa) e |e 0.997
tr«B thioredoxin reductase TRXB2 (335 aa) 0.945
sodB superoxide dismutase [Fe] SODA; Destroys radicals which are normally produced within the cells [...] (207 aa) 0.933
® sodC periplasmic superoxide dismutase [Cu-Zn] SodC; Destroys radicals which are normally produced wi [...] (240 aa) 0.929
MTV028.05 thioredoxin TrxC (TRX) (MPT46); Participates in various redox reactions through the reversible [...] (116 aa) . 0.920
1 flavin adenine. flavin adenine dinucleotide; In biochemistry, flavin adenine dinucleotide (FAD) is a redox cofa [...] (785.5 g/mal) 0.900
0 hydride 1n chemistry, a hydron is the general name for a cationic form of atomic hydrogen, represented [...] (2.0 g/mol) 0.200
- H202 Hydrogen peroxide is the simplest peroxide (a compound with an oxygen-oxygen single bond). It [...] (34.0 g/mol) e e [0.900
&0 methanol Methanol, also known as methyl alcohol, wood alcohol, wood naphtha or wood spirits, is a chemic [...] (32.0 g/mol) . 0.900
&0 beta-NAD Nicotinamide adenine dinuclectide, abbreviated MAD+, is a coenzyme found in all living cells. T [...] (663.4 g/mal) . 0.200
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En cuanto al analisis de exposicion al solvente de los aminoacidos, al hacer la
mutacion en el coddn 73 no se da cambio en la exposicidén. Al hacer la mutacion en el
aminoacido 26, éste no cambia su exposicion al solvente (expuesto), pero el
aminoacido 28 cambia su exposicion de estar expuesto al solvente, a estar al interior
de la proteina. En cuanto al andlisis de prediccidén de estabilidad de la proteina, segun
el programa PopMusic (el cual se basa en estructura y requiere un templado de la
proteina) ambas mutaciones son desestabilizantes, mientras que segun Mupro (con y
sin templado de proteina) estas mutaciones le confieren estabilidad a la proteina.
Estos andlisis son en base a célculos, y s6lo nos sugieren comportamientos, sin

embargo habria que verificarlos experimentalmente.

accD6

Para accD6 no hicimos andlisis de proteina, pues la mutaciéon en el codén 200 no

confiri6 cambio de aminoacido.
efpA

Este gen codifica para una posible proteina de eflujo integral de membrana. En este
gen hubo una mutacion en el aminoacido 213 con cambio de asparagina por lisina
(Figura 33, pagina 55). No se logré hacer modelaje de proteinas, pues no existe una
proteina cristalizada con una buena homologia. En la figura 34 (pagina 55)
observamos la red de interacciones de efpA, sin embargo esta proteina permanece sin
ser estudiada a detalle.

En cuanto al andlisis de exposicién al solvente de los aminoacidos, al hacer la
mutacion en el aminodcido 213, éste no cambia su exposicion al solvente (al interior
de la proteina), pero el aminoacido 216 cambia su exposicién de estar al interior de la

proteina, a estar expuesto al solvente.

En cuanto al analisis de prediccién de estabilidad de la proteina, segun el programa
Mupro (sin templado de proteina) esta mutacion le confiere estabilidad a la proteina.
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Consensus -
IGSVMGLVVGGALTEVSWRWAFLV-VPIGLVMIYLARTALRETNKERMKLDATGAILATLACTAAV

189 192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 12 N4 6 M§ 20 22 24 @ 1B 100 22 2M
efpA_H37Rv 189

I VMELVV AL VEWRWAFLVNVBIIEGLVMIYLA AL MK L j3 A AILA
efpA 099 | 189 1 VMELVV AL VEWRWAFLVIKIVIRIEILVMIYLA AL MK L j3 A AILA
Figura 33.- Alineamiento de proteinas de efpA, entre H37Rv y CIBIN-99-C1. Alineamiento

realizado con el programa Clustal W. 099= CIBIN-99-C1. Los numeros representan el nimero
de aminoécido.

e

23

38 M0 M2 4 Mg B 250 282 2

LACTAAV2S
LACTAAV2S

Figura 34.- Red de interacciones de efpA. El modelaje

efpA se realizé con el programa String. La tabla inferior
e muestra el puntaje de la asociacién, el tipo de accién, y
P i una breve descripciébn de cada proteina. Permanece
&__J mucha informacidn sin conocer de esta proteina.
cobB
«

Your Input: E
; €c Za¥ 5
@ efpA integral membrane efflux protein Efpa (530 aa) SSo>wESH
(Mycobacterium tuberculosis H37Rv) E £ 'g‘ %‘ =] s E
==9 e
gEEgcEss &
Predicted Functional Partners: <taz8&ed g
1177177 w
cysG multifunctional uroporphyrinogen III methylase/precorrin-2 oxidase/ferrochelatase (405 aa) 0.774
@ proS prolyl-tRNA synthetase; Catalyzes the attachment of proline to tRNA(Pro) in a two-step reaction [...] (582 aa) 0.602
cobA cob(I)yrinic acid a,c-diamide adenosyltransferase (207 aa) 0.423
@ cobB cobyrinic acid a,c-diamide synthase; Responsible for the amidation of carboxylic groups at posi [...] (457 aa) 0.423

Rv1592¢c

Este gen codifica para una proteina hipotética, de la cual se desconoce su funcién. En
este gen se identificaron 2 mutaciones seguidas, una en el aminoacido 321 con una
mutacion sinénima (sin cambio de aa), y la segunda mutacion fue en el codén 322, con

un cambio de isoleucina por valina (figura 35, pagina 56).

También se realizé modelaje de proteinas, con el modelo de homologia 3guuB, pero
con una pobre similitud del 29%, por lo que no es considerado confiable. En la figura
36(pagina 56) observamos la red de interacciones de Rv1592c (homdlogo con
MT1628), sin embargo, esta proteina también permanece sin ser estudiada a detalle.
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En cuanto al analisis de exposicion al solvente de los aminoacidos, al hacer la
mutacion en el aminoacido 322, éste no cambia su exposicion al solvente (al interior
de la proteina). En el andlisis de prediccion de estabilidad de la proteina, segun el
programa Mupro (sin templado de proteina) esta mutacién le confiere estabilidad a la
proteina.

Consensus -
VIRMAGRDMGDFLDEPLEDILSTPE-SHVFGDTKLGSAVPTPPVLIVQAVHD

T
297 300 302 304 306 308 30 32 ¥4 M6 38 30 32 3¢ 3B 3B/ 30 332 3¥ 3 36 M0 M

Rv1592¢ H37 297 R RD DFEDE ED S| TREMS HMFESD T K 5 il H D 349
Rv1592c_099 297 R RD DFEDE ED S| TREMS HMFESD T K S 1T H D 349
Figura 35.- Alineamiento de proteinas de Rv1592c, entre H37Rv y CIBIN-99-C1.

Alineamiento realizado con el programa Clustal W. 099= CIBIN-99-C1. Los nUmeros
representan el nimero de aminoacido.

344 UE 48

cutd

o

fadE12 .

£ RV3633
@ aMT1919 g

- !

- Figura 36.- Red de interacciones de Rv1592c. El

Rv1984c

F\RVWZC MT1628 modelaje se realizé con el programa String. La
\9/ @ tabla inferior muestra el puntaje de la asociacion, el
o tipo Qe accion, y una breve desc;npcu’an c_i,e cad_a
&30 gt proteina. Permanece mucha informaciéon sin
- Gmnogs &S conocer de esta proteina.
A

"o @MTIGZQ
£
) W

Your Input: E
- - c c a2 bl S
o MT1628 hypothetical protein (446 aa) S5 GEE E = &
(Mycobacterium tubercufosis H37Rv) g 5 E = %‘ b g2 a
T — SESE5E38 §
Predicted Functional Partners: TLEI 057 S
MT1095 hypothetical protein (188 aa) o.708
2 MT1629 hypothetical protein (226 aa) 0.621
MT1919 hypothetical protein (211 aa) 0.5932
o fade12 acyl-CoA dehydrogenase FADEL1Z2 (288 aa) 0.589
Rv0492c oxidoreductase GMC-type (629 aa) 0.566
& cut4g cutinase precursor CUT4 (226 aa) 0.565
O MT2200 hypothetical protein (292 aa) 0D.5532
@ Rv1984c cutinase precursor CFP21 (217 aa) 0.515
9 Rv26322  hvypothetical protein (291 aa) 0.450
" Rv1260 hypothetical protein (272 aa) 0.450
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VIII.5.1.3. Rifampicina

Para rifampicina solo fue un gen mutado, el rpoB (tabla 12). Este gen codifica para la
subunidad 8 de la ARN polimerasa. El cambio fue en el aminoacido 450 de serina por
leucina (figura 37, pagina 58). Esta mutacién ya ha sido reportada por otros autores
como causante de resistencia a rifampicina.

Tabla 12.- Gen mutado relacionado con resistencia a R
° o — —

3 S E 1853 3 05 |3
S ® 2 cs| c§ o -2 ®
2 e 5 |28|<S3| 3 °o§ |58
£ S g o215 ¢ c o = S a
c =2 ) = =35 o
o 3 = 32| 8 E = K3
O ) g | |a <

subunidad Ser/Leu | Transicion. | (76,

1?;2; B de la ARN TT(%g/ 1349 | 450 | (polara | Cambiode | 81,
polimerasa no polar) sentido. 82)

También se realizd modelaje de proteinas (figura 38, pagina 58), usando como modelo
de proteina por homologia el 4llg.2.C, pero con una pobre similitud del 56.34%, pues
la proteina de M. tuberculosis, o0 alguna que sea mas parecida al modelo usado no ha
sido cristalizada. En la figura 39 (pagina 58), observamos la red de interacciones entre
la rifampicina y algunas proteinas, por ejemplo, se observa la inhibicién a rpoB, y en la
figura 40 (pagina 59) observamos la red de interacciones de rpoB con otras proteinas,
por ejemplo con otras subunidades de la ARN polimerasa.

En cuanto al andlisis de exposicién al solvente de los aminoacidos, al hacer la
mutacion en el aminodcido 450, éste no cambia su exposicion al solvente (al interior
de la proteina), pero si cambia el aminoacido 455 de estar expuesto, a estar al interior
de la proteina.

Al analizar la estabilidad de la estructura de la proteina con la mutacién in silico,

observamos que esa mutacion incrementa la estabilidad de la proteina.

57




Consensus

RpoB_H37Rv

rpoB_099

AIKEFFGTSQLSQFMDQNNPLSGLTHKRRL-ALGPGGLSRERAGLEVRDVHPSHYGRMC

420 422 424 426 428 430 432 434 435 433 440 442 444 446 448 450 452 454 456 450 460 462 464 466 463 470 472 474 476 470
420 KEFFIETS SQFMDQNN s T H K [ SRER RDWVHPBISHY
420 KEFFETS SQFMDQNN s THKRR SRER EVMRDWVHPBSHY

Figura 37.- Alineamiento de proteinas de rpoB, entre H37Rv y CIBIN-99-C1. Alineamiento
realizado con el programa Clustal W. 099= CIBIN-99-C1. Los numeros representan el nimero
de aminoacido.

Figura 38.- Modelaje de la proteina rpoB. La imagen
de la derecha tiene una pobre similitud del 56.34% y esta
basada en el modelo de homologia 41lg.2.C .
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Figura 39.- Red de interacciones de Ila
Rifampicina. El modelaje se realiz6 con el programa
Stitch. En la imagen de la izquierda, las lineas en
color azul muestran la unién entre dos proteinas, en
color verde la activacién, y en color rojo la inhibicion.
Obsérvese la inhibicién de la rifampicina a rpoB
(sefialada con una flecha negra), y su activacién con
el peréxido de hidrogeno (H.O,). La tabla inferior
muestra el puntaje de la asociacion, el tipo de accién,
y una breve descripcién de cada proteina.

Your Input:

@@ rifampicin  Rifampicin (INN) or rifampin (USAN) is a bactericidal antibiotic drug of the rifamycin group. Itis a E
semisynthetic compound derived from "Amycolatopsis rifamycinica " (formerly known as "Amycolatopsis ce ¢ < s
mediterranei” and "Streptomyces mediterranei”). (822.9 g/mol) =X} ag-g ,E §@
(Mycobacterium tuberculosis H37Rv) (¥ é 2 § <8 Hi

gEe2iBgs §

Predicted Functional Partners: <S5a&8d2d §

I1r5/7777 w
rpoB DNA-directed RNA polymerase subunit beta (1172 aa) . 0.946
2 rpoC DNA-directed RNA polymerase subunit beta’; DNA-dependent RNA polymerase catalyzes the transcrip [...] (1316 aa) 0.693
embB integral membrane indolylacetylinositol arabinosyltransferase EMBE (arabinosylindolylacetylinos [...] (1098 aa) 0.657
® 156110 transposase (108 aa) 0.657
ahpC alkyl hydroperoxide reductase subunit C (195 aa) 0.657

@ pncA pyrazinamidase/nicotinamidas PNCA (PZase) (186 aa) 0.657

0 katG catalase-peroxidase-peroxynitritase T KATG (740 aa) 0.657

® rpsL 30S ribosomal protein S12; Interacts with and stabilizes bases of the 165 rRNA that are involve [...] (124 aa) 0.657

9 GyrA DNA gyrase subunit A; DNA gyrase negatively supercoils closed circular double- stranded DNA in [...] (838 aa) 0.657

2 GyrB DNA gyrase subunit B; DNA gyrase negatively supercoils closed circular double- stranded DNA in [...] (714 aa) 0.647
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guanaosine trip.

Figura 40.- Red de interacciones de
rpoB. El modelaje se realizé con el
programa Stitch. En la imagen de la
izquierda, las lineas en color azul
muestran la unién entre dos proteinas.
Obsérvese la unién de rpoB (sefalado
con una flecha negra) con otras
proteinas del ribosoma. La tabla inferior
muestra el modo de accién de una
proteina con otra, y el puntaje de la
asociacién, y una breve descripcion de
cada proteina.

Your Input: E
ce 8,8 5
@ rpoB DNA-directed RNA polymerase subunit beta (1172 aa) ] SoZag s a
(Mycobacterium tuberculosis H37Rv) g ] é E %; t:? ,ua-l "
. . BESfq gux
. <—molVdaw
Predicted Functional Partners: 777777 g
rpoC DMA-directed RNA polymerase subunit beta’; DNA-dependent RNA polymerase catalyzes the transcrip [...] (1316 aa) . 0.999
9 rpoA DMNA-directed RNA polymerase subunit alpha; DNA-dependent RNA polymerase catalyzes the transcrip [...] (347 aa) - 0.998
rpoZ DMNA-directed RNA polymerase subunit omega; Promotes RNA polymerase assembly. Latches the N- and [...] (110 aa) - 0.987
9 ndkA nucleoside diphosphate kinase; Major role in the synthesis of nucleoside triphosphates other th [...] (136 aa) . 0.960
pyrG CTP synthetase; Catalyzes the ATP-dependent amination of UTP to CTP with either L-glutamine or [...] (586 aa) 0.960
9 nusA transcription elongation factor NusA; Participates in both the termination and antitermination [...] (347 aa) - 0.944
gpsl polynucleotide phosphorylase/polyadenylase; Involved in mRNA degradation. Hydrolyzes single-str [...] (752 aa) 0.942
@ adenosine trip. adenosine triphosphate; Adenosine-5'-triphosphate (ATP) is a nucleoside triphosphate used in ce [...] (507.2 g/mol) 0.935
& ara-CTP Arabinofuranosylcytosine triphosphate is a nucleotide that inhibits the synthesis of DNA. Itis [...] (483.2 g/mal) 0.935
©0 guanosine trip. guanosine triphosphate; Guanosine-5'-triphosphate (GTP) is a purine nucleoside triphosphate. It [...] (523.2 g/moal) 0.935

VIIl.5.1.4. Etambutol

Para etambutol encontramos 2 genes mutados en CIBIN-99-C1: embB, y embC (tabla
13, pagina 60). Ambos genes codifican para una proteina integral de membrana.

embB

Este gen codifica para la proteina indolil acetil inositol arabinosil transferasa. En este
gen se dieron tres mutaciones, dos de ellas sindnimas (aa 965 y 1055), es decir, sin
cambio de aminoécido, y la tercera mutaciéon fue en el coddén 306, con un cambio de
metionina por isoleucina (Figura 41, pagina 61). Esta mutacién ya ha sido reportada

por otros autores como causante de resistencia a etambutol.

59



Secuenciacién de genoma completo de MTB resistente a SIREP

Tabla 13.- Genes mutados relacionados con resistencia a E

) 2 2 ) © o S
S () £ h o] o b o] o] c o
S © 2 c= | £ o 52 S
S - € oo |09 ‘@ o o
= ° 20 |20 o o ® <
c O = O 0O c Q = T
c 0 £ %9 |5 O = 25 N
) 'S S o2 | o E FE =
() 2 o o o 2
Met/lle Transicién
, ATG/ | 918 | 306 | @MDOS | ‘\itacion | (76:83)
Proteina ATA no
. neutra.
integral de polares)
membrana,
embB | i dolil acetil | cogy Transicion.
1098 aa inositol CCa | 2895 | 965 | Pro/Pro | Mutacién NR
arabinosil sindnima.
transferasa CGC/ Transversion.
CGA 3165 | 1055 | Arg/Arg Mutacién NR
sinbnima.
Delecion.
Corrimiento
. Probable | 2543 Stop en | en el marco
. PrOte'Fg CA/- | o544 | 8% | L3906 de lectura. NR
r::];en?tr)?an: Terminacion
embC | indolil aceti irem?‘t‘fa'
1094 aa inositol ransicion.
arabinosil %%?./ 2781 | 927 | Arg/Arg Mutagién NR
transferasa sinonima.
Val/Leu .
Transversion.
GTG/ (ambos I
CTG 2941 981 no I\c]uetjtc;:l)n NR
polares) '

NR: Mutacion no reportada como responsable de resistencia

También se realizd modelaje de la proteina (figura 42, pagina 61). Se observa la

proteina en dos modelos, ambos con poca similitud (solamente del 30 al 40%), y en

ninguno de los dos es la proteina completa, por lo que no fue posible realizar el

modelaje.
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Consensus

284 286 ZEIE 280 2512 251-' 296 ZC.IE 3CIC 352 304 3CIE ?éE EIIC 31I2 ?IIL 31‘5 31IE 3;3 322 J24 328 .’éE 3.45 3.;2 I.’?
embB_H37Rv 284 BB F G F H NSS5DDEY R DH YMS5NYFRWFGSEIE D F el 335
embB_099 284 B F }i5 F H NS55DDEY R DH YMS5NYFRWFGSEIE D F VO EEER
Figura 41.- Alineamiento de proteinas de embB, entre H37Rv y CIBIN-99-C1. Alineamiento

realizado con el programa Clustal W. 099= CIBIN-99-C1. Los numeros representan el numero
de aminoacido.

' .

56%0

Figura 42.- Modelaje
de la proteina embB.
Las imagenes de la
izquierda representan
dos modelos de
homologia del

M N
. aminoacido 56 al 200,
Qfg‘\ | y del 734al 1067 con
W una pobre similitud del
30.8 y del 40.8% a los
modelos de homologia
<o P 42002 P 3bywD 'y 3ptyA
@ Wb e fespectiamerte

ethambutol

Figura 43.- Red deinteracciones de embB. EI
_ modelaje se realiz6 con el programa Stitch. En la

imagen de la izquierda, las lineas en color azul

EmbA 'z , .
eMT3965 - - - muestran la unién de dos proteinas o reactivos, y en
- @ color rojo la inhibicién. Obsérvese la unién e inhibicion
de etambutol con embA y con embB (sefialada con
& una flecha negra). La tabla inferior muestra el puntaje
i o _ MT4028 de la asociaciéon, el tipo de accién, y una breve
] " ke Ty o descripcion de cada proteina.
o
MT0374
e leqB
e e EMBB (arabinosylindolylacetylinositol E
F—\MTIOZS erization of arabinose inta the arabinan of 2 e T €
— $5,5555%
YL I UL LLIUSES 10 R, SEEC2%E o
- ’ §2233%35 ¢
H i . LSdaUdu
Predicted Functional Partners: 717777 ‘g
aftA transmembrane protein; Involved in cell wall arabinan biosynthesis. Catalyzes the addition of t [...] (643 aa) 0.939
' embA integral membrane indolylacetylinositol arabinosyltransferase EMBA (arabinosylindolylacetylinos [...] (1094 aa) 0.884
_1 ethambutol Ethambutol (commaonly abbreviated EMB or simply E) is a bacteriostatic antimycobacterial drug pr [...] (204.3 g/mol) & 0.800
o MT3965 hypothetical protein (218 aa) 0.766
MT1025 transmembrane protein (358 aa) 0.766
o MT0839 hypothetical protein (270 aa) 0.766
' MTO582 transmembrane protein (171 aa) 0.765
@ MT0274 hypothetical protein (215 aa) 0.765
@ IpgB lipoprotein LpgB (583 aa) 0.764
o MT4028 hypothetical protein (802 aa) 0.763
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En la figura 43 (pagina 61), observamos la red de interacciones de embB. Se muestra
la interaccion entre etambutol y algunas proteinas, por ejemplo, se observa la unién e
inhibicion a las subunidades embA y embB de la arabinosil transferasa.

En cuanto al andlisis de exposicion al solvente de los aminoacidos, no hubo cambio de
la exposicion de ninguno de los 10 aminoacidos mas cercanos, al mutar el aminoacido

306 in silico.

En cuanto al analisis de prediccion de estabilidad de la proteina, segun el programa
Mupro (sin templado de proteina) esta mutacion le confiere estabilidad a la proteina.

embC

Este gen codifica para la proteina indolil acetil inositol arabinosil transferasa. En este
gen se encontraron tres mutaciones (tabla 13, pagina 60): la primera un corrimiento en
el marco de lectura causado por la delecion de dos nucledtidos en las posiciones 2543
y 2544 (las cuales decidimos validar). Estas deleciones causarian un corrimiento en el
marco de lectura y una terminacién prematura de la proteina con un codén de paro en

el aminoacido 926. Las otras dos mutaciones se explican mas adelante.
Validacion de los resultados de la secuenciacion

Decidimos hacer validacién de las deleciones en este gen, debido a que el resultado lo
tomamos con reserva pues estaba después de 10 nucleétidos que no pudieron ser
leidos, y aparecian como N’s. Para validar la delecion, disefiamos los primers
descritos en la tabla14 (pagina 63). Con estos primers amplificamos una regién que
flanqueaba las deleciones de interés. Realizamos la amplificacion mediante PCR,
siguiendo las condiciones que aparecen en la tabla 15 (pagina 63) y posterior
electroforesis capilar. Observamos que no existia tal delecién (figura 44, pagina 64), ya
que el producto de PCR amplificado de CIBIN-99-C1 migr6 a la misma distancia que el
producto amplificado de H37Rv.
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Tabla 14.- Disefo de primers para
amplificar la region con delecion en embC.

Primer Secuencia
Fwd AGCGAACCCGGCACCGAAG
Rvs GTTGGTGGGCAGCCGGTAC

Tabla 15.- Condiciones de
PCR para embC.

Desnat. inicial 94°C /5’

Desnaturalizacion 94°C/ 1’

Alineamiento 58.6°C/ 45~

Extensién 72°Cl 1

Extension final 72°C/'T
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Figura 44.- Electroforesis capilar de la amplificacion de embC. En la primera y tercera fila
se observan diferentes amplificados de la cepa control H37Rv, y en la segunda fila se observa
el amplificado de CIBIN-99-C1. En la cuarta fila es el control negativo de la PCR. Los picos en
amarillo indican el marcador de peso molecular, y los picos en azul marino indican el
amplificado de los productos de PCR. Los numeros en el eje horizontal indican la cantidad de
nucledtidos. Obsérvese que no hay movimiento de cantidad de nucleétidos en el corrimiento
electroforético, por lo que no existe la delecién.

Las otras dos mutaciones fueron: una mutacién sinébnima en el aminoécido 927 y una

mutacion con cambio de valina por leucina en el aminoacido 981 (figura 45):

e APQHWIALTPPRIPRVRTLQNVVGAADP-FLDWLVGLAFPCQRPFGHQYGVDETPKWRILPDRFGAEANSPVMDHNGGGPLGII
o '.'.‘” I ;T‘C '.lf EE‘E ; ‘,;C ‘ 1“‘\ WC‘CE WC‘WC IEIW:' WC‘iC \C‘[f WEI.’C 1‘1

embC_H37Rv 953 H R RVRT N D FIED RBEFGHQY DETRIKWR DRF EANS D HIN

embC_099 953 H T R RVRT N D FIg0 RBEFGHQY DETBIKWR DRF EANS D HIN

Figura 45.- Alineamiento de proteinas de embC, entre H37Rv y CIBIN-99-C1. Alineamiento
realizado con el programa Clustal W. 099= CIBIN-99-C1. Los numeros representan el nimero
de aminoacido.
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Intentamos realizar un modelaje de proteinas (identificador PDB 3bywB y 3pty) pero la
cobertura de la proteina era muy baja (del aminoacido 57 al 223 y del 719 al 1094
respectivamente). Ademas, aun no se cuenta con una proteina completa de embC
cristalizada para realizar un analisis de difraccién de rayos X. Por esas razones no
obtuvimos el modelo de la proteina de interés. En la figura 46 (pagina 65) se observa
la red de interacciones de embC, y la inhibicién y unién por parte del etambutol.

En cuanto al andlisis de exposicion al solvente de los aminoacidos, no hubo cambio de
la exposicion de ninguno de los 10 amino&cidos mas cercanos, al mutar el aminoacido
981 in silico. En el andlisis de prediccion de estabilidad de la proteina, segun el
programa Mupro (sin templado de proteina) esta mutacién le confiere estabilidad a la
proteina.

Octyl| Alpha-D-.
-

Figura 46.- Red de interacciones
de embC. El modelaje se realiz6
con el programa Stitch. En la
imagen de la izquierda, las lineas
en color azul muestran la union de

—— dos proteinas o reactivos, y en

. color rojo la inhibicion. Obsérvese
Syem— la unién e inhibiciéon de etambutol
con embC (sefialada con una

flecha negra). La tabla inferior

muestra el puntaje de la

phosphate

calcium

=

MT3898
'\_/5“'”!'

MT3965

e

Rv3791
@ o MT0839 asociacion, el tipo de accion, y una
Lot » . .z ,
~— - — breve descripcién de cada proteina.
o MT1025
o
Your Input:
® embC integral membrane indolylacetylinositol arabinosyltransferase EmbC (arabinosylindolylacetylinosital E
synthase); Arabinosyl transferase responsible for the polymerization of arabinose into the arabinan of = v ¥ &
arabinogalactan {1094 aa) g _5 Ugg H g 3
(Mycobacterium tuberculosis H37Rv) -] g2z FHo "
Efcustma
= = CesEmoux o
Predicted Functional Partners: <fgad&ad §
1171177 w
afta transmembrane protein; Involved in cell wall arabinan biosynthesis. Catalyzes the addition of t [...] (843 aa) 0.979
Rv3791 short chain dehydrogenase (254 aa) 0.927
_ calcium Calcium hydride is the chemical compound with the formula CaHz. This grey powder (white if pure [...] (40.1 g/mal) . 0.900
& phosphate Phosphoric acid (also known as orthophosphoric acid or phosphoric(V) acid) is a mineral (inorga [...] (97.0 g/mol) . 0.900
~ Octyl Alpha-D-. Octyl Alpha-D-Arabinofuranoside (262.3 g/mol) L] 0.900
@ MT3898 oxidoreductase (461 aa) 0.889
— ethambutol Ethambutol (commonly abbreviated EMB or simply E) is a bacteriostatic antimycobacterial drug pr[...] (204.3 g/mol} e e 0.800
® MT3965 hypothetical protein (218 aa) 0.766
) MT1025 transmembrane protein (358 aa) 0.766
MT0339 hypothetical protein (270 aa) 0.766
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VIIL.5.1.5.Pirazinamida

Para pirazinamida sélo se identific6 un gen mutado, el pncA (tabla 16, pagina 66). Este
gen codifica para la proteina pirazinamidasa/ nicotinamidasa. Encontramos una
delecion de un nucledtido (453) que causa cambio en el marco de lectura y una
terminacién prematura de la proteina en el aminoacido 158. Hicimos una validacién de

este hallazgo.

Tabla 16.- Gen mutado relacionado con resistencia a P

=4 o
[e) - o o [e]
B o E o8| =] 05 5
5 “6 = s :: c ‘g 8 © C_’ E S
£ = 6 | 28|25 ] 0 5 O
5 £ |85 89 c 25 oo
c = = | o3| 0©° = = )
[ Q ° o | O S o
Delecién. Corrimiento
ncA | Pirazinamidasa/ Stop en en el marco de NR
oo . G/- | 453 | 151 oo,
187aa | nicotinamidasa aa 158 lectura. Terminacion
prematura.

NR: No reportado hasta la fecha
Validacion de los resultados de la secuenciacion

Para validar la presencia de la delecion, disefiamos los iniciadores, cuya secuencia se
muestra en la tabla17 (pagina 66). Estos iniciadores amplificaron una regién que
flanquea las deleciones que nosotros detectamos inicialmente. Realizamos la
amplificacién del gen de interés siguiendo las condiciones que aparecen en la tabla 15
(pagina 63). Estas condiciones son las mismas que las que usamos para amplificar
embC. Realizamos una electroforesis capilar y con ello confirmamos la existencia de la
delecién (figura 47, pagina 67), ya que el producto de PCR amplificado de CIBIN-99-
C1 migr6 a diferente distancia (un nucleétido menos) que el producto amplificado de
H37Ruv.

Tabla 17.- Disefio de primers para amplificar la region con deleciéon en pncaA.

Primer Secuencia
Fwd TCATTGTGTGCGCCAGACGG
Rvs GTCAGGTCCACCAGCACCCT
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Figura 47.- Electroforesis capilar de la amplificacion de pncA. En la primera y tercera fila se
observan diferentes amplificados de la cepa control H37Rv, y en la segunda fila se observa el
amplificado de CIBIN-99-C1. En la cuarta fila es el control negativo de la PCR. Los picos en
amarillo indican el marcador de peso molecular, y los picos en azul marino indican el
amplificado de los productos de PCR. Los nimeros en el eje horizontal indican la cantidad de
nucledétidos. Obsérvese que si hay movimiento de cantidad de nucleétidos (cambio de 67 a 66
nucleétidos) en el corrimiento electroforético, por lo que si existe la delecién.

Realizamos un alineamiento de proteinas de interés (figura 48, pagina 67), observando
que hay un cambio de aminoacidos a partir del codén 152, y una proteina trunca
después del aminoacido 158.

Consensus

VDENGTPLLNWLRQRGVDEVDVVGIATDHCVRAQT

EG
1

SGF
104 106

0 12

14 116 113 120 12 124 16 1

Figura 48. Alineamiento de proteinas de pncA, entre H37Rv y CIBIN-99-C1. Alineamiento
realizado con el programa Clustal W. 099= CIBIN-99-C1. Los numeros representan el numero
de aminoacido.
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También realizamos un modelaje de proteinas. En la figura 49 (pagina 68), se observa
la enzima de H37Rv del lado izquierdo, y la de CIBIN-99-C1 en la parte central, vistas
de distintos angulos. Se observa en los recuadros rojos la parte que perdié la enzima
de la clona farmaco-resistente. En la imagen de la derecha se observa que la parte
que se perdi6 de la enzima esta a partir del aminoacido 158 (estrella).

Modelaje

Figura 49.- Modelaje de la proteina pncA. En la imagen se observan 3 secciones, en
las secciones izquierda y central esta el modelaje de pncA. En la region izquierda se
encuentra el modelaje de la enzima de H37Rv, vista desde diferentes angulos, y la de
CIBIN-99-C1 en la parte central. En los recuadros rojos aparece la parte de la enzima
que perdi6 la cepa farmaco-resistente. En la region de la derecha se encuentra la
estructura de la proteina, y se observa con una estrella en amarillo a partir de donde
perdio la proteina.

En la figura 50 (pagina 69), se observa la red de interacciones de la pirazinamida. Se
aprecia la interaccién con pncA, ya que lo cataliza; y su uniéon e inhibicion de la
sintetasa de &cidos grasos (fas). En la figura 51 (pagina 69) aparece la red de
interacciones de pncA con otras proteinas, por ejemplo la catélisis al 4cido pirazinoico,
de los radicales hidroxilos, del amonio, y la niacina.
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fas Figura 50.- Red de interacciones de Ila

'E.—i' Pirazinamida. El modelaje se realiz6 con el
/ programa Stitch. En la imagen de la izquierda, las
lineas en color azul muestran la unién de dos
proteinas o reactivos , en color morado la
catalisis, y en color rojo la inhibicion. Obsérvese
su relacion de catdlisis con pncA. La tabla inferior
muestra el puntaje de la asociacién, el tipo de
accion, y una breve descripcién de cada proteina.

pyrazinamide

Your Input:
E
@ pyrazinamide Pyrazinamide is a drug used to treat tuberculosis. The drug is largely bacteriostatic, but can be & v 7 5
bacteriocidal on actively replicating tuberculosis bacteria. (123.1 g/mal) ) _E u_%g E 5 3
(Mycobacterium tuberculosis H37Rv) -] £E eZ5 g
GEEIZHE3R ¢
Predicted Functional Partners: o O R
rrr47/7 g
pncA pyrazinamidase/nicotinamidas PNCA (PZase) (186 aa) . 0.900
@ fas fatty acid synthase (3069 aa) .o 0.800
l Figura 51.- Red de
niacin MT0601  jnteracciones de pncA. El

modelaje se realizd con el
programa Stitch. En la

N , imagen de la izquierda, las
P : e lineas en color azul muestran
. la union de dos proteinas o
—— .
- ) Se—— reactivos, en color morado la
catalisis, y en color rojo la
Tibose inhibicién.  Obsérvese la

hydride T 7
, catalisis de otras moléculas
e por esta enzima (sefalada
con una flecha negra). La
% tabla inferior muestra el
puntaje de la asociacion, el
tipo de accion, y una breve descripcién de cada proteina.

nicotinami.bos.

Your Input: E
5 . ce & E §
® pnca pyrazinamidase/nicotinamidas PNCA (PZase) (186 aa) £ s D\EE E g ]
(Mycobacterium tuberculosis H37Rv) E g gsvge
. . GEc23832 §
Predicted Functional Partners: <S@z0i=d §
rr71117 w
Rv1330c nicotinate phosphoribosyltransferase; Catalyzes the conversion of nicotinic acid (NA) to NA mon [...] (448 aa) 0.963
=2 niacin Niacin {also known as vitamin B3, nicotinic acid, or less commonly vitamin PP; archaic terms in [...] (122.1 g/mol) L] 0.944
MTO601 nicotinate phosphoribosyltransferase (463 aa) 0.944
&8 ammonia Ammeonia or azane is a compound of nitrogen and hydrogen with the formula NH3. It is a colourles [...] (17.0 g/mol) L] 0.940
pyrazinoic acid Pyrazinoic acid is a pyrazinamide metabolite. (124.1 g/maol) O 0.940
&2 vitamin B Nicotinamide, also known as niacinamide and nicotinic acid amide, is the amide of nicotinic aci [...] (122.1 g/mol) L] 0.937
— hydride In chemistry, a hydron is the general name for a cationic form of atomic hydrogen, represented [...] (2.0 g/mol) . 0.900
@ ribose Lyxose is an aldopentose mdash; a monosaccharide containing five carbon atoms, and including a [...] (150.1 g/mol) 0.900
&2 nicotinami.bos. nicotinamide riboside (255.2 g/mal) 0.900
I hydroxyl radic. hydroxyl radicals; Heavy water, formally called deuterium oxide or or D20, is a form of water t [...] (17.0 g/mol) L] 0.900
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IX. DISCUSION

El rapido desarrollo de las tecnologias de nueva generacién, como la secuenciacién de
acidos nucleicos, ha permitido revolucionar la manera de estudiar a las bacterias. Se
ha secuenciado el genoma de diversos aislados de MTB, desde que se realiz6 la
secuenciacion de la cepa de referencia MTB H37Rv; que fue la primera (19). En este
trabajo secuenciamos el genoma completo deCIBIN-99-C1, una clona aislada de
CIBIN-99, una cepa resistente a la mezcla de los cinco farmacos de primera
linea—SIREP—.

Secuenciar esta cepa fue de suma importancia, ya que se estan haciendo diferentes
estudios con ella, en varios paises del mundo (algunos trabajos reportan a CIBIN-99
como “cepa Monterrey”)(53, 54)tanto de virulencia en animales, como de nuevos
extractos naturales contra la tuberculosis(48-52);ademas, se conoce su proteoma en
presencia de cuatro de los cinco farmacos de primera linea (SIRE)(55),y su expresion
génica(56), sin embargo, hasta ahora, no se conocian las secuencias de los genes
responsables de resistencia a SIREP.

Para obtener una poblacién homogénea de H37Rv y CIBIN-99, fue necesario aislar
clonas de cada cepa y asi disminuir la variabilidad en el estudio. Una vez aisladas las
clonas, elegimos las clonas cuyo fenotipo fuera el mas parecido a las cepas
progenitoras para secuenciar su ADN completo.

Los resultados de tincién por Ziehl-Neelsen, morfologia de colonias, y RFLP fueron los
esperados, tanto en las cepas progenitoras, como en las clonas. A pesar de que la
velocidad de crecimiento y la densidad maxima alcanzadas por las clonas de CIBIN-99
fueron diferentes a la cepa progenitora, la clona que elegimos para secuenciar su
ADN total fue sélo ligeramente diferente a la velocidad y densidad maximas mostradas
por la cepa progenitora. Por esta razén, nosotros consideramos que dichas clonas
eran representativas de la mayor parte de la poblacion de las cepas progenitoras vy,
por analogia, consideramos que nuestros hallazgos en las clonas son aplicables a las
cepas. La heterogeneidad fenotipica y genotipica de las cepas es un fendémeno
universal. Nuestros hallazgos son congruentes con lo ya reportado por otros autores
(ver p.e. Andreu y Gibert)(43), quienes hicieron un andlisis sistematico de clonas
individuales aisladas de MTB H37Rv subcultivada, y de un stock sin cultivar. Ellos
estudiaron dos indicadores de virulencia: tincibn con rojo neutro, y contenido de

pthiocerol dimicocerosatos (PDIMs); y encontraron que H37Rv estaba compuesta por
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una poblacién mixta conteniendo células wild-type, asi como mutantes a rojo neutro y
PDIMs. De hecho, la poblacidon del stock original ya era una poblacién heterogénea.
Nosotros observamos una menor heterogeneidad en H37Rv que en CIBIN-99, siendo
la primera una cepa ampliamente estable, ya que ésta se aislé por primera vez hace
mas de 100 anos (44) y continla siendo virulenta para ratones BALBc (84) y otros
animales de laboratorio. En las clonas de H37Rv, sélo la clona 5 tuvo un crecimiento
claramente diferente a la cepa progenitora.

Salvo la clona 5 de CIBIN-99 (susceptible a pirazinamida), todas las demas clonas
mostraron un perfil de susceptibilidad o resistencia idéntico a sus respectivas cepas
progenitoras, respecto a todos los medicamentos anti-TB evaluados. Por ahora, no
conocemos la razén de la diferencia en susceptibilidad a pirazinamida de la clona 5 de
CIBIN-99 con respecto a las otras clonas y la cepa progenitora. Para conocer la razon,
podriamos seguir diferentes estrategias: Por ejemplo, estudiar el gen de pncA
(codificante de la enzima pirazinamidasa) y sus mutaciones, ya que, si pncA de CIBIN-
99-C1 contiene una delecion, en la clona 5 de CIBIN-99 podria haber existido una
reversion de la delecion, que regresara el marco de lectura, pero esto no se conocera

hasta que se realicen experimentos fehacientes.

Aunque en las clonas 4 y 6 de H37Rv no cambié el perfil de susceptibilidad con
respecto a la cepa progenitora, si cambid la CMI para isoniazida y rifampicina, ya que
en la cepa original la CMI era de 0.06 pg/mL para ambos farmacos, mientras que en
las clonas 4 y 6 de H37Rv la MIC de isoniazida y rifampicina fue 0.12 pg/mL.

IX.1. Resistencia a farmacos

Entre los objetivos de este trabajo, estaba contemplada la busqueda de plasmidos. El
unico reporte de plasmidos en MTB, fue el realizado por Katti en el 2001 (41); sin
embargo, en este estudio sélo se describié su presencia en MTB, pero no se demostré
que ese plasmido tuviera alguna funcion en farmacorresistencia. Por el contrario, Katti
(41)menciona que la presencia de plasmidos en MTB no puede ser atribuida a
virulencia, ni a farmacorresistencia, porque observdé que todas las especies de
micobacterias que analizé contenian plasmidos. Aun asi, la ausencia de evidencia no
es evidencia de ausencia, y el papel que puedan tener los plasmidos en la resistencia
de las micobacterias hacia los farmacos, hasta ahora, no ha sido estudiado
exhaustivamente. En el presente trabajo, nosotros identificamos un sélo origen de

replicaciéon en el ADN total. Lo cual sugiere fuertemente que dicho origen de
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replicacion corresponde exclusivamente al del ADN cromosomal, ya que la definicion
de plasmido es ADN extra-cromosomal con capacidad de replicacién independiente.
Consecuentemente, la resistencia de la clona usada en el presente estudio no se debe
a plasmidos, sino a mutaciones en el genoma de CIBIN-99. Es muy interesante el
hecho de que todas las especies de micobacterias estudiadas por Katii (41) contenian
plasmidos, incluyendo a MTB; y sin embargo no hay reportes de plasmidos en aislados
clinicos de MTB. Nosotros proponemos la hipétesis de que ese fendmeno se debe a
que, al ser MTB una bacteria que se trasmite encerrada en gotitas de Fligge(2) e
inmediatamente invade a su huésped y las células del huésped (neumocitos y
macroéfagos, principalmente(16)), MTB no intercambia plasmidos con otras bacterias
porque esta especie tiene escasas o nulas oportunidades de hacerlo, pero no carece
de esa capacidad.

En este trabajo, seleccionamos 55 genes para analizar su contribucion en la
farmacorresistencia de CIBIN-99-C1. De éstos, identificamos 19 genes mutados en
CIBIN-99-C1, 10 de ellos relacionados a resistencia de MTB a estreptomicina,
isonizida, rifampicina, etambutol o pirazinamida, ademas de ocho de los 19 genes
asociados a farmaco-resistencia, pero no analizados a profundidad, y un gen
relacionado a resistencia a farmacos de segunda linea. De éstos 19, analizamos 10
genes que eran los relacionados a resistencia de primera linea. Cuatro de estos 10
genes (rpsL, katG, rpoB y embB) tenian las mismas mutaciones que se han reportado
como responsables de resistencia a estreptomicina, isoniazida, rifampicina y
etambutol, respectivamente (75-83, 85). Mas adelante, analizamos los otros seis
genes de este grupo.

La base de datos TBDREAM (65) que nosotros utilizamos para analizar el genoma de
CIBIN-99-C1fue crucial para identificar mutaciones significativas para la
farmacorresistencia de nuestra clona; sin embargo, aun pueden existir genes mutados,
asociados a resistencia sin identificar. Esto, es debido a los criterios con los que se
esta construyendo TBDREAM. Los criterios de inclusion para los genes de esta base
de datos son los siguientes: 1) deben haber sido estudios realizados en aislados
clinicos de MTB; 2) debe haber sido un tamafo de muestra grande, en cuanto al
namero de aislados clinicos de MTB farmacorresistentes. Los numeros minimos
aceptables de aislados secuenciados son los siguientes: para estreptomicina, 36, para
isoniazida o rifampicina, 100;para etambutol, 50 y para pirazinamida, 33 aislados.
Ademas, se debe cumplir con los siguientes requisitos: i) realizar los reportes
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basandose en las pruebas de susceptibilidad a farmacos; ii) usar métodos validados
para identificacion de mutaciones asociadas a farmaco-resistencia; iii) identificar la
posicion del nucleétido y el cambio del nucleétido, y iv) especificar el numero de
aislados susceptibles y resistentes que contienen esa mutacién. Entonces, los
resultados de estudios realizados con una menor cantidad de aislados, como el de
Ramaswamy y Cols.(76) no se incorporan a TBDREAM); sin importar que la mutacion
esté en una alta proporcion, como la mutacion en el aa 450 para rpoB(75).

IX.1.1. Resistencia a estreptomicina

Las mutaciones en dos genes, rrsy rpsL, son responsables de la mayoria de los casos
de resistencia a estreptomicina(25). Las mutaciones en rpsL causan el 50% de los
casos de resistencia a estreptomicina(75). La mutacién en el nucleétido 43 de rpsL
resulta en un cambio de arginina por lisina, que altera la diana de la
estreptomicina(86).Esta mutacion es la mas comun en rpsL, y causa un alto nivel de

resistencia a estreptomicina(86-88).

En un estudio que realizaron Cuevas-Cérdoba y Cols. en Orizaba, Veracruz, México
(78), se identificaron mutaciones en los genes rpsL y rrs en 91 aislados de MTB
resistentes a estreptomicina. La mutacion K43R en rpsL—la misma que nosotros
encontramos en CIBIN-99-C1—fue la més frecuente entre las mutaciones de rpsL
causantes de resistencia. Esta mutacién fue encontrada en 12 aislados (13% de las
cepas).

IX.1.2. Resistencia a isoniazida

El mecanismo de resistencia de MTB a isoniazida es mas complejo; involucra una
mayor cantidad de genes mutados. Sin embargo, las mutaciones en katG e inhA son
las causas mas frecuentes de resistencia a isoniazida. katG codifica para una
catalasa-peroxidasa que activa a la isoniazida. Isoniazida es un pro-farmaco que al ser
activado por KatG genera radicales reactivos. Por otro lado, inhA es la diana de la
isoniazida activada. La mutacién de katG S315T es causa de la mayor frecuencia de
resistencia a isoniazida(85, 89). Esta mutacion se ha encontrado en el 50-95% de las
cepas resistentes a isoniazida y nosotros la detectamos en este estudio.

Zhao y Cols.(90) reportaron que la mutacién S315T en katG disminuye el canal de
acceso de substratos con diametros de 6A a 4.7A; lo cual dificulta el acceso al
substrato de la catalasa-peroxidasa.
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Las mutaciones en el gen ahpC, que codifica para la alquil hidroperéxido reductasa,
pueden compensar la pérdida o la disminucién en la funcién de la catalasa, y estas
mutaciones han sido propuestas como indicadoras de resistencia (91). Se encontraron
dos mutaciones en el gen ahpC: V26G y D73H, esta segunda fue reportada por
Hazbén y Cols. en el 2006 (85), tanto en cepas susceptibles, como en resistentes, por
lo que esta mutacion es poco probable que cause resistencia. Sobre la primera

mutacion no se han encontrado reportes.

Nosotros encontramos cinco mutaciones sinénimas en diferentes genes (una en katG,
una en Rv1592c, dos en embB y una en embC) y una en el codén 200 del gen accD6.
Ramaswamy y Cols.(92)reportaron la misma mutacibn en accD6. Como las
mutaciones sindénimas no resultan en cambio de amino&cidos, es poco probable que
este tipo de mutaciones participe en el mecanismo de farmacorresistencia. Sin
embargo, esta posibilidad no puede descartarse del todo, debido a la preferencia de
usanza de codones que tienen todas las especies vivientes(93-95); y si el tARN que
reconoce un triplete determinado no esta presente con suficiente abundancia en MTB,
aunque sea una mutacion sinénima, la sintesis de ciertas enzimas podria ser

deficiente y resultar en farmacorresistencia.

Encontramos en el gen efpA de CIBIN-99-C1, que codifica para una bomba de eflujo
(96), una mutacién no sinénima, que resulta en un cambio de asparagina por lisina en
el codén 213. Hasta el momento no hemos encontrado reportes sobre esta mutacion.
Lo que se sabe sobre mutaciones de bombas de eflujo es que el producto proteico de
efpA esta altamente conservado en cepas de MTB farmaco-susceptibles o MFR(96).
Rodrigues y Cols.(97)cuantificaron la expresion génica de bombas de eflujo por Rt-
gPCR, y encontraron que cepas con resistencia inducida a isoniazida presentaban una
sobreexpresion en los genes de bombas de eflujo, como efpA. Contrario a esto, Li y
Cols.(98) construyeron mutantes de M. smegmatis, con el homdélogo de efpA deletado
por un corrimiento en el marco de lectura. La delecion de este homdlogo incremento la
susceptibilidad a fluoroquinolonas, bromuro de etidio y acriflavina; e inesperadamente,
una menor susceptibilidad a rifamicinas, isoniazida, y cloranfenicol. Con respecto a la
mutacion que nosotros encontramos, se requiere hacer estudios especificos sobre el
eflujo de fluoroquinolonas e isoniazida para saber como influye dicha mutacién en la

farmacorresistencia de CIBIN-99.
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Identificamos en el gen Rv1592c una mutacion sinénima y una no sinénima, en los
codones 321 y 322, respectivamente; sin embargo, Ramaswamy y Cols.(92)
propusieron que estas mutaciones son muy antiguas y que se han conservado durante
la evolucion del complejo M. tuberculosis. Ellos sugieren que dichas mutaciones
pueden ser Utiles para clasificar a las cepas de MTB en los grupos 1 0 2.Por ahora, la
clasificacién de cepas de MTB en los grupos 1 o 2 se basa en polimorfismos de los
genes gyrAy en KkatG. Por otro lado, es poco probable que las mutaciones en Rv1592¢c
qgue nosotros encontramos en CIBIN-99-C1 sean causa de resistencia.

1X.1.3. Resistencia a rifampicina

Las mutaciones en la regiéon del gen rpoB, llamada RRDR por sus siglas en inglés
(RIF-resistance-determining region) contiene 81 pb. Esta region codifica para la
secuencia de aminodcidos 507-533, segun la numeracién asignada a E. coli. Las
mutaciones de esta regidbn en el gen rpoB son responsables de resistencia a
rifampicina en el 97% de las cepas (40, 99). Las mutaciones en el aminodcido
H526P/D/Y y S531L afectan al 60-86% de las cepas resistentes a rifampicina(100). La
mutacion que nosotros encontramos en el gen rpoB fue en el triplete correspondiente
al aminoacido 450. loerger y Cols.(101) aclararon que esta mutacién es la equivalente
a la mutacion en el aminoacido 531, considerando la numeracién convencional
asignada a E. col.

Nosotros hicimos una busqueda de la mutacién S450L del gen rpoB en las bases de
datos, y s6lo encontramos cinco articulos donde se reporté esta mutaciéon(40, 76, 81,
82, 101)la cual corresponde a un cambio en el aminoacido que ocupa la posicion 450
de la subunidad  de la ARN polimerasa. Es importante aclarar que la mutacién S450L
se refiere a la posiciéon de la mutacién en MTB y que en E. coli esta misma mutacién

corresponde a la posicion 531.
I1X.1.4. Resistencia a etambutol

El etambutol es un agente bacteriostatico que interrumpe la sintesis de
arabinogalactano de la pared celular porque inhibe a la arabinosil transferasa,
codificada por los genes emb A,B y C. El mecanismo mas comdn de resistencia a
etambutol es la sobre-expresidén, o la alteraciéon estructural de las proteinas Emb;
particularmente EmbB. La mutacién especifica en el codon 306 de embB ha sido
implicada en la resistencia a etambutol(102), de hecho Telenti y Cols.(27) mencionan
que esta mutacién es la causante del 47-62% de las cepas resistentes y que confiere
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una alta resistencia. La mutacién en la posicion 306 normalmente cambia de M a L/V o
I. Plinke y Cols. en el 2006 (103) encontraron estas mutaciones en el 68% de sus
aislamientos de MTB, y sélo en cepas resistentes. Nosotros encontramos la mutacion
M306I en CIBIN-99-C1; sin embargo, a diferencia de lo que mencionan Telenti y Cols.,
el nivel de resistencia en nuestra clona fue bajo. Nuestros hallazgos son congruentes
con los de Sreevatsan y Cols.(83), quienes mencionan que los cambios de M306 por
L o V generalmente confieren mayores valores de CMI que M306l.

Por otro lado, nosotros encontramos la mutacion V981L en el gen embC de CIBIN-99-
C1. Esta mutacion fue reportada previamente por Sreevatsan y Cols.(83). En 2010,
Plinke y Cols.(104) la mencionaron como un marcador filogenético de cepas Haarlem,

mas que de resistencia a farmacos.
1X.1.5. Resistencia a pirazinamida

Las mutaciones en pncA son la principal causa de resistencia a pirazinamida. Se ha
encontrado este gen como responsable de resistencia a pirazinamida en el 72-97% de
los casos (21). Estas mutaciones son muy variables, y se han encontrado distribuidas
en todo el gen, siendo reportadas hasta 120 posibles mutaciones causantes de
resistencia (105). Las mutaciones encontradas son las siguientes: substituciones de un
solo nucledtido. Estas son las mas comunes; le siguen mutaciones mdltiples,
inserciones y deleciones (106).

En cuanto a la resistencia a pirazinamida en CIBIN-99-C1, nosotros encontramos una
delecidon en el nucleétido 453 del gen pncA, con corrimiento de marco de lectura; lo
cual causa una terminacién prematura en la proteina. No se han encontrado reportes
de esta delecion. Si la delecion fue antes en la proteina, hay mayor probabilidad de
causar un cambio. Se han reportado por otros autores otras siete inserciones o
deleciones después del nucledtido 453 como causantes de resistencia a pirazinamida.
Estas son: insercién de una T en el nucledtido 465 (107), delecién de una C en el
nucleotido 475 (108), insercién de un tetranucleétido de TGAC en la posicion 480
(107), insercion de un dinucleétido CG en la posicién 501 (109), delecién de C en el
nucleétido 512 (110), inserciéon de 5 nucleétidos en la posicion 518 (108), e insercion
de C en el nucle6tido 532(107).

IX.2. Propuesta de un mecanismo integrado de mutaciones significativas en
CIBIN-99
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En un estudio realizado con 37 cepas MDR de Monterrey, México, Ramaswamy vy
Cols. en 2004 reportaron las mutaciones asociadas a resistencia. Las mas frecuentes
fueron las siguientes: para estreptomicina Lys43Arg en el gen rpsL (24%), para
isoniazida Ser315Thr en el gen katG (67.6%), para rifampicina, la mutacion Ser450Leu
en rpoB (41.7%), y para etambutol, las mutaciones Met306lle/Val/Leu en embB
(66.7%). Ellos no estudiaron la resistencia a pirazinamida(76).

Estas mismas mutaciones que encontraron en mayor proporcion en diferentes cepas,
son las mutaciones que identificamos “juntas” en la cepa CIBIN-99-C1.Estos
resultados son muy interesantes, ya que existen muchas otras mutaciones que
confieren resistencia a farmacos, y el hecho de que coincidan las mutaciones de
mayor proporcidn de los aislados clinicos de Monterrey con las de CIBIN-99 sugieren
fuertemente que existe una relacion estrecha entre las cepas estudiadas por
Ramaswamy y Cols. (76) y CIBIN-99. Podria tratarse de una microepidemia como la
gue nosotros encontramos en un estudio previo(111).

En este estudio de Ramaswamy y Cols. (76), no hubo cepas en especifico que
tuvieran exactamente las mismas mutaciones que CIBIN-99-C1. La cepa mas parecida
en las mutaciones de CIBIN-99-C1 fue el aislado 730, que tenia las mismas
mutaciones en katG, rpsL y rpoB, ademas, esta cepa (al igual que CIBIN-99-C1) era
wild type en inhA'y rrs. La diferencia entre las mutaciones de la cepa CIBIN-99-C1 y el
aislado 730 radicaba en el gen embB, ya que aunque era el mismo cambio de
aminoacido (Metionina por Isoleucina), el nucleétido que cambiaba en el coddén 306
no fue de ATG a ATA, sino a ATC en ese aislado.

Ademas, en el mismo estudio de Ramaswamy, los aislados 616, 943 y 1227 tenian las
mismas mutaciones que CIBIN-99-C1 para katG, embB y rpoB; y eran wild-type en
inhA'y rrs; pero en el gen rpsL estas cepas no tenian mutaciones (eran wild-type).

Para proponer un mecanismo integral de resistencia a SIREP de CIBIN-99, decidimos
hacer diferentes estudios de las proteinas cuyos genes mutados detectamos en el
presente estudio. El analisis consistié en determinar in silico el cambio en la estructura
primaria, secundaria o terciaria que implica cada una de las mutaciones que nosotros
detectamos en CIBIN-99-C1. Ademas, analizamos las interacciones que tienen las
proteinas mutantes con otras proteinas, con sus sustratos y con los farmacos de

primera linea de las que son blanco las proteinas mutantes o las nativas de MTB.
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Los genes mutados que se proponen que causan resistencia aparecen en la tabla 18
(pagina 79). La resistencia para estreptomicina, rifampicina y etambutol es debida a la
mutacion en las proteinas blanco de cada uno de dichos farmacos. En todos los casos
las mutaciones que nosotros detectamos dificultan o impiden la union de
estreptomicina, rifampicina o etambutol y por lo tanto los farmacos en comento no
pueden llevar a cabo su accion farmacoldgica. Por otro lado, la resistencia a isoniazida
y pirazinamida de CIBIN-99 se debe a la modificacion estructural de las enzimas
activadoras de isoniazida o de pirazinamida, ya que ambos compuestos son pro-
farmacos. Estos cambios estructurales resultan en la inactivacion de la catalasa o la
pirazinamidasa respectivamente, y por lo tanto los pro-farmacos no se activan y
permanecen inocuos para MTB. Todos los hechos anteriores apoyan la hipétesis
planteada y concuerdan con Casali y Cols.(81), quienes mencionan que la resistencia
a farmacos esta mediada exclusivamente por mutaciones en el cromosoma. Lo cual
resulta en modificaciones de la estructura de las proteinas-blanco de los farmacos, o
de las enzimas modificadoras de los medicamentos anti-tuberculosis.

Las cinco mutaciones encontradas por nosotros en rpsL, katG, rpoB, embB 'y pncA de
CIBIN-99-C1, estan reportadas como regiones de alta confianza asociadas a
resistencia segun la base de datos TBDREAM.

1X.3. Resistencia a fluoroquinolonas

Ademas de los objetivos planteados en esta tesis, nosotros analizamos ocho genes
asociados a resistencia a farmacos de segunda linea (tabla 9, pagina 43), de los
cuales so6lo encontramos mutado al gen gyrA. Este gen codifica para la ADN
girasa/topoisomerasa Il y  sus mutaciones  causan resistencia a
fluoroquinolonas.CIBIN-99 tiene tres mutaciones en gyrA. Dos de ellas son mutaciones
de cambio de sentido, y la otra mutacién es causa de cambio de serina por treonina en
el aminoacido 95; sin embargo, estas mismas tres mutaciones en conjunto se
reportaron por Kapur y Cols. (112) como polimorfismos, mas que como causantes de

resistencia a farmacos de segunda linea.

Hasta donde nosotros sabemos, esta es la primera cepa de MTB resistente a
farmacos (los cinco de primera linea) a la que se le realiza secuenciacion de genoma
completo en México y en América latina, y de las primeras cepas de
MTBsecuenciadas en América Latina. Con la secuenciacidn masiva nos fue posible
analizar en paralelo 55 genes asociados a resistencia a farmacos. Encontramos 19
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genes mutados, y aunque nuestra aproximacioén fue la de buscar mutaciones en genes
previamente reportados en causar resistencia (por lo cual seria dificil encontrar nuevos
genes mutados), aun asi encontramos una delecién en el gen pncA, que no habia sido

reportada por otros autores.

Bloquea traduccién de RNAm, Imposibilidad de
Estreptomicina  por unién a proteina ribosomal rpsL Lys43Arg union del farmaco
(codificada por rpsL). a su blanco.

Impide sintesis de acidos o
o ] Modificacion de
o micoélicos. (pro-farmaco, que _ _
Isoniazida ) _ katG Ser315Thr enzima activadora
requiere ser activado por la i
] N del pro-farmaco.
enzima codificada por katG)

rpoB  Ser450Leu

Inhibe transcripcion por union a Imposibilidad de
. . ) ) (S531L en base a la » 5
Rifampicina subunidad B de la polimerasa » unién del farmaco
N numeracion de
(codificada por rpoB). ) a su blanco.
E. coli)
Inhibe biosintesis de pared, por Imposibilidad de
Etambutol unién a arabinosil-transferasa embBMet306lle unién del farmaco
(codificada por emb A, By C). a su blanco.

Inhibe sintesis de precursores

de &cidos grasos de cadena Modificacion de
Pirazinamida corta de pared. (pro-farmaco, pncA G453- enzima activadora
que requiere ser activado por la del pro-farmaco.

enzima codificada por pncA).

*Del farmaco
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X. CONLCUSIONES

CIBIN-99-C1 no contiene plasmidos, por lo tanto se descarta la posibilidad de
que un plasmido haya conferido MFR a CIBIN-99-C1.

. AlUn no podemos descartar la participacion de bombas de eflujo como un

mecanismo de MFR en CIBIN-99-C1.

El genoma de CIBIN-99-C1 contiene cuatro genes mutados, reportados como
responsables de resistencia a SIRE: rpsL para estreptomicina, katG para
isoniazida, rpoB para rifampicina, embB para etambutol; y el gen pncA con
corrimiento en el marco de lectura, implicado en la resistencia a pirazinamida.
Por lo que la resistencia a SIREP se debe al menos a mutaciones de genes
ubicados en el ADN gendémico de CIBIN-15:99.
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XI. PERSPECTIVAS
Analizar los nuevos genes reportados, asociados a farmaco-resistencia que
estan mutados en la cepa CIBIN-99.
Analizar las diferencias especificas entre los genomas de MTB H37Rv y CIBIN-
99.
Analizar la resistencia de CIBIN-99-C1 a farmacos de segunda linea, y en caso
de existir, buscar genes mutados relacionados a resistencia a estos farmacos.
Realizar un andlisis del transcriptoma de CIBIN-99 en cultivos en presencia de
SIRE.
Evaluar la eficacia de nuevos compuestos contra CIBIN-99, teniendo como
blanco otras enzimas o proteinas estructurales, vitales para MTB.
Clonar los genes wild-type de H37Rv y transformar a CIBIN-99-C1, con cada
uno de ellos, para confirmar que los genes mutados estadn directamente

relacionados con el mecanismo de resistencia.
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