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1. RESUMEN

La tuberculosis contintia siendo una de las enfermedades infecciosas que provoca la
mayor cantidad de muerte entre los adultos. Mycobacterium tuberculosis es el agente
etiologico de la tuberculosis y el éxito de este patégeno se debe en gran medida a su
notable capacidad para sobrevivir en el huésped infectado, donde puede persistir
durante varias décadas; siendo su inusual pared celular un factor clave en esta
supervivencia. Los acidos micélicos (MA) son los componentes mayoritarios de su
envoltura celular y los responsables de muchas de las caracteristicas de esta bacteria,
como ser, su patogenicidad y su alta resistencia a los antibiéticos cominmente
utilizados en la clinica. La biosintesis de los MA involucra dos sintasas de acidos grasos
(FAS) diferentes, denominadas FAS-I y FAS-II. A pesar de la relevancia de la co-
existencia de los dos sistemas (FAS-I y FAS-II) en micobacterias, tanto por su rol en la
sintesis de los MA y 4cidos grasos (FA) de membrana y lipidos de reserva, como por ser
el blanco de poderosas drogas antituberculosas, es muy poco lo que se sabe acerca de
cémo se regula el funcionamiento de estas dos rutas biosintéticas.

Es por esto que se en esta tesis se desarrollaron dos métodos utilizando LC-MS para
analizar por un lado el perfil de acil-CoAs, metabolitos intermediarios en la sintesis de
lipidos, y por otro un estudio detallado de los lipidos totales en micobacterias. Estas
herramientas permitieron al laboratorio analizar en profundidad distintas mutantes en
el sistema lipidico en micobacterias. Ademas, utilizando a M. smegmatis como modelo
de estudio, se construyd en el laboratorio una mutante condicional en el gen fas para
poder reducir los niveles de esta enzima y estudiar asi la interaccion entre los dos
sistemas FAS. Al observarse que, a pesar de la expresion del sistema FAS-I encontrarse
reducida, la produccién de MA en la mutante condicional no se encontraba inhibida,
decidimos analizar en profundidad el metabolismo lipidico en estas condiciones
utilizando las herramientas desarrolladas. De esta manera, junto con un analisis de
protedmica de cuantitativa de la mutante condicional, se pudo determinar los efectos

de la depleciéon parcial del sistema FAS-I en el metabolismo lipidico general en M.
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smegmatis y de esta manera inferir como ambos sistemas FAS se encuentran co-
regulados. Estos resultados ayudaran a entender la regulacion involucrada en el
mantenimiento de la homeostasis lipidica en micobacterias, la cual creemos que

proveerd nuevas herramientas para desarrollar nuevos agentes antimicobacterianos.
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2. INTRODUCCION

2.1 Micobacterias

El género Mycobacterium contiene mas de 120 especies reconocidas hasta el
momento, muchas de ellas descriptas en los ultimos afos, incluyendo principalmente
organismos patogenos de humanos y animales (1). Dentro del taxon Actinomycetes, la
familia Mpycobacteriaceae forma un grupo monofilético con las familias
Corynebacteriaceae y Nocardiaceae, el cual contiene a todos los organismos
productores de MA, siendo el género Mycobacterium el mas extensamente estudiado
por su implicancia médica (2). Filogenéticamente, los miembros de este grupo
pertenecen al dominio Bacteria, con alto contenido en G+C en su ADN, desde 53 % para
algunas especies de Corynebacterium hasta 70 % para especies de Nocardia. Las
micobacterias presentan un contenido de G+C cercano al 65 %. Desde el punto de vista
de los requerimientos atmosféricos algunas micobacterias son actinomicetos aerobios
y otros microaerdfilos. Las micobacterias, a su vez, son bacilos rectos o ligeramente
curvos de 3 a 5 pm de longitud y se caracterizan por ser acido-alcohol resistentes
debido a su compleja pared celular rica en lipidos. La separacion del género
Mycobacterium en dos grupos principales en funcion de la velocidad de crecimiento de
sus especies, constituye la base de la taxonomia micobacteriana. A pesar de no respetar
exactamente esta division, la mayoria de las especies de crecimiento lento (tiempo de
duplicacién de ~24 h), como Mycobacterium tuberculosis o Mycobacterium bovis estan
asociadas a enfermedades en humanos o animales. Como contrapartida, la mayoria de
las especies de crecimiento rapido (tiempo de duplicacién de ~3 h), tal como
Mycobacterium smegmatis, no son patégenas. Estas dltimas, cominmente saprofitas de
vida libre, pueden llegar a comportarse como patégenos oportunistas, especialmente

en huéspedes inmunocomprometidos (3).
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2.2 M. smegmatis como modelo de estudio

El estudio genético de M. tuberculosis se vio retrasado durante muchos afios debido
a ciertas caracteristicas que dificultaban el trabajo con esta bacteria, entre ellas su
crecimiento lento, el requerimiento de altos niveles de bioseguridad para su
manipulacion, su tendencia a formar grumos durante el crecimiento en medio liquido y
la falta de sistemas eficientes para la transferencia de genes. En un principio, las
funciones de determinados genes de M. tuberculosis se estudiaron utilizando
Escherichia coli (4-7) y Streptomyces lividans (8) porque existian sistemas de clonado
de ADN recombinante eficientes para estos microorganismos. Si bien estos estudios
sirvieron para definir la funcién de algunas proteinas, el uso de otras micobacterias
como modelo de estudio llevaria a un entendimiento mas acertado de la biologia de este
patégeno (9).

A diferencia de M. tuberculosis, M. smegmatis es una especie de crecimiento rapido,
facilmente cultivable in vitro, donde forma colonias visibles en un periodo de tres a
cinco dias. A pesar de haber sido inicialmente aislada de exudados de chancros luéticos
en 1884, y de secreciones genitales en 1885, posteriormente no ha podido ser
recuperada a partir de estas mismas muestras. Se la considera una micobacteria no
patégena y dado que se ha encontrado en suelo y agua se lo considera un
microorganismo ambiental. La cepa salvaje presenta una baja eficiencia de
transformacién con plasmidos, dificultad que fue superada con el aislamiento de una
cepa mutante con alta eficiencia de transformacion, denominada mc2?155 (10), la cual
presenta diferencias en la composicién de su pared como la ausencia de lipo-
oligosacaridos y glicopeptidolipidos (GPL) polares (11). Por las caracteristicas
anteriormente detalladas, y la disponibilidad de su secuencia genémica, esta cepa de M.
smegmatis se ha convertido en un microorganismo modelo para el estudio de la funcién

de los genes micobacterianos.

2.3 Tuberculosis y la necesidad de nuevas drogas
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Las micobacterias son agentes de enfermedades infecciosas que han acompafiado al
hombre a lo largo de su historia. La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa
causada por especies del género Mpycobacterium. El agente etiologico mas
representativo de esta enfermedad es M. tuberculosis, identificada por primera vez
como una especie patdgena por Robert Koch en 1882, de alli su denominacién como
bacilo de Koch (12). Poco tiempo después que Robert Koch descubriera a M.
tuberculosis fueron identificadas otras micobacterias, constituyendo el grupo de las
micobacterias atipicas. El hallazgo de estas tultimas estuvo vinculado por afos a la
colonizacién transitoria o contaminaciéon de muestras clinicas, pero es a partir de 1950
que se les ha asignado un rol en determinadas patologias; por ejemplo, el complejo
Mycobacterium avium, el cual causa una enfermedad pulmonar muy diseminada en
pacientes inmunocomprometidos.

Desde un punto de vista histérico evolutivo, existen evidencias de TB desde el neolitico,
pero es a partir de la revolucion industrial donde la enfermedad adquiere caracter
endémico, debido a una mayor aglomeracién de la poblacién en las urbes, lo cual facilitd
su diseminacion. Desde 1945, con el descubrimiento de las drogas antituberculosas, la
utilizacién del examen radiolégico de térax y laimplementacién de programas estrictos
de control de diagnostico y tratamiento, se logré una disminucion de la incidencia de
TB, lo que hizo pensar a principios de la década de 1980 en una posible erradicacién de
la enfermedad para el afio 2010. Pero a partir de 1985, la TB comienza a emerger en los
paises desarrollados en tasas que no se veian desde hacia 20 afios (13). Los factores
postulados para explicar esta reemergencia de la enfermedad son varios:

 El compromiso del sistema inmune en los individuos infectados con el virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH), que permite tanto una reactivacion de una antigua
infeccion, como un aumento de la susceptibilidad a una nueva infeccién.

e Cambios sociales: aumento del indice de pobreza, hacinamiento.

« Falla en los sistemas de control de la salud publica.

» Emergencia de bacilos tuberculosos multirresistentes a las drogas.

e Escasa asignacion de recursos para la investigacion de nuevas drogas, nuevos

métodos diagnosticos y vacunas.
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M. tuberculosis forma un complejo junto con otras especies, caracterizado por la alta
conservacién de sus genomas (14). El complejo M. tuberculosis comprende varias
especies: M. tuberculosis, el agente causal de la mayoria de los casos de TB humana;
Mycobacterium africanum, responsable de la TB humana en el Africa sub-Sahariana;
Mycobacterium microti, el agente causal de la TB en el ratén de campo; M. bovis, capaz
de infectar una amplia variedad de especies de mamiferos incluyendo humanos; y
Mycobacterium canettii, una variante raramente encontrada pero capaz de infectar
humanos (15). Otras especies patégenas son Mycobacterium leprae, agente causal de
lepra, una enfermedad granulomatosa crénica de la piel y nervios periféricos (16,17) y
Mycobacterium ulcerans, que provoca la apariciéon de ulceras en la piel conocidas como
ulceras de Buruli (18,19).

La TB es predominantemente una enfermedad pulmonar, representando el 70 % de
los casos; sin embargo M. tuberculosis puede diseminarse a otros érganos, incluyendo
los n6dulos linfaticos, huesos y meninges, provocando una enfermedad extra pulmonar
(TB miliar o extra pulmonar) en 10-42 % de los pacientes, dependiendo de la edad,
estado inmune y grupo étnico (20,21). El contagio ocurre por via aérea cuando un
individuo enfermo de TB pulmonar expele bacterias a través de la tos, el estornudo o la
salivacion. Si bien basta con que una persona inhale unos pocos bacilos para quedar
infectada, en general, una baja proporcidn de los individuos infectados desarrollan la
forma activa de la enfermedad. La mayoria de los individuos son asintomaticos y
mantienen la infeccion en una forma latente. Los informes estadisticos estiman que
entre el 5-15 % de éstos desarrollara la forma activa de la TB durante el transcurso de
su vida, fendmeno denominado reactivacion o TB postprimaria. Este riesgo de
reactivacion es mucho mayor para las personas cuyo sistema inmune esta deprimido,
como ocurre en casos de personas infectadas con el VIH, desnutricion, diabetes mellitus
o abuso de drogas, alcohol o tabaco (22).

El impacto de la TB a nivel mundial sigue siendo extremadamente elevado. Para
resaltar la relevancia de esta enfermedad, basta con mencionar algunos datos. Segun la
OMS en su reporte global sobre la TB del 2018, esta sigue siendo la 92 causa de muerte
en el mundo y la primera en aquellas causadas por un tinico agente infeccioso. Se estima

que en el 2017 se produjeron 1,3 millones de muertes por TB y otras 10 millones de
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personas contrajeron la enfermedad. En la Republica Argentina, en ese mismo afo, se
notificaron alrededor de 12000 casos y 640 muertes por TB. La pobreza, la
marginalidad y el hacinamiento que experimenta gran parte de la poblacion del pais
constituyen un obstiaculo en la lucha contra esta enfermedad, al igual que la
imposibilidad de implementar los llamados tratamientos directamente observados o
DOTS, que garantizan el cumplimiento del tratamiento por parte de los pacientes. La TB
resistente a las drogas existentes es una amenaza continua. En 2017 hubo 558 000
nuevos casos de TB resistente a rifampicina, la droga mas eficiente de primera linea, de
los cuales un 82% eran ademads resistentes a mdultiples drogas (MDR-TB). La
importancia de la aparicién de estas resistencias se observa en la eficacia del
tratamiento disponible hasta el momento, cayendo de 83 % de éxito parala TB sensible,
a 54 % para MDR-TB (23). Por todo esto, es necesario el desarrollo de nuevas drogas
que sean efectivas contra estas cepas y que puedan reducir los tiempos y la complejidad
de las terapias actuales. Es entonces imprescindible la ampliaciéon del escaso
conocimiento actual que se tiene de aspectos claves del metabolismo de M. tuberculosis

que puedan tener efecto tanto para la viabilidad como para la patogenicidad del mismo.

2.4 Morfologia, estructura y composicion de la envoltura celular de las

micobacterias

La morfologia caracteristica de estas bacterias suele ser bacilar y ligeramente
curvada. Como todas las células procariotas, las micobacterias poseen un citoplasma, la
membrana celular y un espacio periplasmico que lo separa de una gruesa y compleja
pared celular. La envoltura celular del género Mycobacterium (Figura 1), esta
compuesta por la membrana plasmatica (PM), el espacio periplasmico, la pared celular,
la micomembrana externay la cdpsula. Los lipidos que componen la misma representan
aproximadamente un 40 % del peso seco de la bacteria. La organizacién y estructura
particular de estos lipidos les confieren impermeabilidad a algunos antibiéticos, asi
como también propiedades de tincidn dnicas. Posicionandose en la interfaz entre la

membrana y el huésped, la membrana externa juega un rol importante en la
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patogénesis al dirigir las interacciones entre estos. Varios componentes de la envoltura
de M. tuberculosis (glicerofosfolipidos, fosfatidilinositol mandsidos, MA, entre otros)
son producidos por todas las especies de micobacterias y son esenciales para su
crecimiento. La biosintesis de estos compuestos son el blanco de drogas
antituberculosas como la isoniacida (INH) y la etionamida (ETH) asi como de muchas
otras drogas en etapa de desarrollo. Otros lipidos como las poliaciltrealosas (PAT) o
tiocerol dimicocerosato (PDIM) no son esenciales para el crecimiento, pero son
exclusivos de micobacterias patogénicas y estan involucrados en la patogénesis. A
continuacién se describiran las particularidades de los distintos componentes de la

envoltura celular de las micobacterias (24).
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Figura 1. Representacion esquematica de la compleja envoltura celular de M. tuberculosis. La
membrana plasmatica (PM) esta compuesta por fosfatidiletanolamina (PE), cardiolipinas (CL),
fosfatidilglicerol (PG) y fosfatidilinositol (PI). Este dltimo forma parte de los acil-fosfatidilinositol
manosidos (Ac/AczPIMz2y Ac/Acz2PIMs) y los lipomananos (LM) y lipoarabinomananos (LAM) del espacio
peripldsmico. La pared celular propiamente dicha esta formada por peptidoglicano (PeG) el cual a su vez
posee unidas cadenas de arabinogalactano (AG). E1 AG es la molécula que une el PG con la monocapa de
MA. La capa exterior, contigua a la monocapa de MA unidos al AG, esta compuesta por multiples lipidos
complejos y juntas forman la micomembrana externa (MOM). Entre estos lipidos encontramos PDIM,
sulfoglicolipidos (SGL), diacil y poliacil trehalosas (DAT y PAT) y trehalosas monomicolato y dimicolato
(TMM y TDM). Por ultimo, la capsula, estd compuesta mayoritariamente de proteinas y polisacaridos.
Figura adaptada de Jankute M. 2015 y col (25).

2.4.1 Membrana plasmatica

La PM de las micobacterias aparece en cortes ultra finos como una membrana
biolodgica trilaminar clasica, es decir, dos capas electrodensas separadas por una capa
transparente. Esta compuesta de fosfolipidos (PL) derivados del acido fosfatidico (PA),
como por ejemplo fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina (CL; o difosfatidilglicerol),
fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilinositol (PI) y sus mandsidos (PIMs). Los PIMs son
exclusivos de actinomicetes, siendo componentes principales de la PM de las
micobacterias, donde actian como lipidos basales de anclaje para lipoarabinomanano
(LAM) y lipomanano (LM). Forman asi una bicapa asimétrica con los PIM con 6 o mas
manosidos en la cara exterior, dandole a esta cara un grosor extra que se observa por
microscopia electrénica. Se ha reportado que la PM posee ademas pequefias cantidades
de TMM (26,27).

2.4.2 Pared celular

El principal componente estructural de la pared celular de las micobacterias es el
complejo micolil-arabinogalactano (mAG) / peptidoglicano, una macromolécula
compuesta por tres elementos unidos covalentemente: peptidoglicano (PeG),
arabinogalactano (AG) y MA, y que define la forma de las micobacterias.

El PeG micobacteriano es similar al encontrado en la mayoria de las bacterias,

presentando dos diferencias. Por un lado, el acido N-acetil muramico se encuentra
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oxidado a acido N-glicolil muramico y los entrecruzamientos en las cadenas laterales
peptidicas ocurren entre dos residuos de acido diaminopimélico, asi como también
entre un residuo de éste y D-alanina. Se cree que esta modificacion aumenta la
resistencia del PeG al proveer sitios para la formacién de puentes de hidrégeno y
ademas podria disminuir su susceptibilidad a la lisozima.

Unido al PeG, mediante una unién diglicosil-fosfato a la posiciéon C-6 de algunos
de los residuos de 4dcido muramico, se encuentra el AG. Este es un heteropolisacarido
complejo que consta de una cadena lineal formada por residuos de D-galactofuranosa,
al cual se unen a su vez dos o tres cadenas laterales de arabinano, estas ultimas
compuestas por residuos de D-arabinofuranosil. En las dos terceras partes de los
extremos no reductores disponibles de estas unidades de arabinano, se ubican los MA

en grupos de cuatro (25,28,29).

2.4.3 Acidos micolicos

Los MA son moléculas esenciales en las micobacterias debido a su rol clave como
elementos estructurales de la micomembrana externa. Estos son 4cidos grasos (FA) a-
alquil-B-hidroxilados muy largos, formados por una cadena carbonada principal,
conocida como acido meromicélico, y una cadena lateral a. Las micobacterias presentan
los MA (C70-Co0) y las cadenas laterales a mas largas (C22-C26) que se conocen en la
naturaleza después del género Segniliparus (30). Cada especie tiene una composiciéon
caracteristica y esta distincién se ha empleado para la identificacion y clasificacién de
las distintas especies de Mycobacterium (31). En la Figura 2 se muestra un esquema de
los MA encontrados en M. tuberculosis y M. smegmatis.

Los MA existen en forma libre en la envoltura celular, asi como sustituyentes
esterificados al AG y en una variedad de glicolipidos, incluyendo trehalosa mono y
dimicolato (TMM y TDM), glicerol monomicolato (GroMM) y glucosa monomicolato
(GMM). Los MA cumplen un rol fundamental en la baja permeabilidad de la membrana,
la formacion de biofilm, y 1a patogenicidad de la bacteria durante la replicacion activa y

en los estadios de persistencia (24).
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Figura 2. Estructura de los principales MA identificados en M. tuberculosis y M. smegmatis. Los MA
son FA a-alquil B-hidroxilados formados por una cadena larga carbonada (4cido meromicélico) y una

cadena lateral o mas corta. Adaptado de Brown y col (32).

2.4.4 Micomembrana externa

La micomembrana externa es una bicapa asimétrica altamente impermeable que le
confiere a las micobacterias su resistencia intrinseca a muchos agentes terapéuticos. Su
cara interna esta formada por MA unidos al AG como se dijo previamente. Su cara
externa, a diferencia de la interna, estd formada por lipidos extraibles, debido a que no

estan unidos covalentemente a la pared celular. Estos incluyen glicerofosfolipidos (PE,
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PI, CL y PG), PIM, LM y LAM, los cuales pueden interaccionar con el huésped. Ademas,

la cara externa de la micomembrana posee lipidos complejos como los micolatos de
trehalosa (TMM y TDM) y, en el caso de M. tuberculosis, PDIM, sulfoglicolipidos (SGL),
DAT y PAT, glicolipidos fendlicos (PGL) y lipooligosacaridos (LOS). En el caso de M.

smegmatis esta estructura presenta ademdas GPL. A diferencia de los TMM y TDM,

componentes esenciales de la envoltura de todas las micobacterias, los SGL, DAT, PAT

y PDIM estds mas restringidos en su distribucién. Estos ultimos, aunque no son

esenciales, estan involucrados en la patogenicidad. Por dltimo, a los DAT y PAT se los

ha relacionado con la retencién del material de la ciapsula en la superficie de M.

tuberculosis (24,26).
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Figura 3. Lipidos complejos extraibles presentes en la envoltura de las micobacterias. TMM y TDM,
fosfatidilinositol dimanésido (PIM2) (M. tuberculosis y M. smegmatis). PDIM, PGL, SGL, DAT y PAT y LOS
(M. tuberculosis).

2.4.5 La capsula

Todas las micobacterias estudiadas hasta el momento poseen estructuras tipo
capsulas tanto in vitro como durante la infeccibn de un huésped. En especies
patogénicas, esta consiste principalmente de polisacaridos y proteinas generalmente
con minima cantidad de lipidos, mientras que en micobacterias no patogénicas se
encuentra mayoritariamente compuesta de proteinas. En M. tuberculosis fueron
identificados el D-glucano, D-arabino-D-manano and D-manano como los polisacaridos
de la capsula. Los triacilglicéridos (TAG), si bien son considerados lipidos de reserva
intracelulares, fueron también encontrados en la capsula de micobacterias. Al estar la
capsula en la interfaz entre la bacteria y las células del huésped, se cree que sus
constituyentes estan involucrados en pasos cruciales de la patogenicidad. En este
sentido, por ejemplo, algunos glicanos estan involucrados en la adhesion y penetraciéon

del bacilo a las células del huésped (26,33-35).

2.5 Lipidos de reserva

Los TAG son triésteres de glicerol con FA apolares e insolubles en agua. Estas
moléculas son generalmente utilizadas como fuente de carbono y energia debido a que
se oxidan menos y poseen un mayor valor calorifico que los carbohidratos y las
proteinas, por lo que generan significativamente mas energia durante su oxidacion.

La presencia de TAG como compuestos de reserva esta ampliamente distribuida
entre los eucariotas, mientras que raramente se encuentran en bacterias. Sin embargo,
la acumulacién de TAG parece estar ampliamente distribuida entre los actinomicetes,

entre los que se encuentran las micobacterias. En ellas los TAG se acumulan formando
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cuerpos lipidicos intracelulares y representan el lipido apolar mas abundante cuando
son crecidas con glicerol como fuente principal de carbono. Se cree que estos no sélo
actian como reserva de energia para la supervivencia en el largo plazo en M.
tuberculosis durante fase de persistencia de la infeccién, sino también como una forma

en la que la bacteria se detoxifica de FA libres (24,36).

2.6 Biosintesis de FA en bacterias

La biosintesis de FA es el primer paso en la formacién de lipidos de membrana, y
representa un aspecto esencial del metabolismo en todos los organismos. A pesar de
existir una variacion considerable en las estructuras moleculares de las distintas FAS,
el mecanismo de reaccién de la sintesis de novo de FA es esencialmente el mismo en
todos los sistemas bioldgicos. En bacterias, las enzimas involucradas y los pasos
metabdlicos han sido caracterizados utilizando E. coli como modelo de estudio.

El primer paso de esta ruta biosintética consiste en la carboxilaciéon de acetil-CoA
mediada por la acetil-CoA carboxilasa (ACC), para dar malonil-CoA. El residuo malonato
es luego transferido a la proteina transportadora de acilos (ACP) por la malonil-
CoA:ACP transacilasa (FabD) para dar lugar a malonil-ACP. El primer paso del ciclo de
elongacion consiste en la condensacién de malonil-ACP con acetil-CoA, catalizada por
la B-cetoacil-ACP sintasa IIl (FabH). Los pasos posteriores de elongacién, que
determinan la adicion sucesiva de dos unidades de carbono hasta sintetizar un FA de
mayor longitud, son catalizados por otra (-cetoacil-ACP sintasa (FabB-FabF). El -
cetoéster resultante, es reducido a un [-hidroxiacil-ACP por una [(-cetoacil-ACP
reductasa (FabG), seguida de la eliminacién de una molécula de agua mediada por una
B-hidroxiacil-ACP deshidratasa (FabA-FabZ). La reduccién final del intermediario
trans-2-enoil-ACP es catalizada por una enoil reductasa (Fabl), dando como producto
acil-ACPs saturados, que seran los sustratos de una nueva ronda de elongacion (37)

(Figura 4).
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Figura 4. Biosintesis de FA en bacterias. ACC: acetil-CoA carboxilasa; FabD: acil-CoA:ACP transacilasa;
FabH: (-cetoacil-ACP sintasa III; FabG: [-cetoacil-ACP reductasa; FabA/FabZ: B-hidroxiacil-ACP
deshidratasa/isomerasa y 3-hidroxiacil-ACP deshidratasa; Fabl, FabK, FabL: enoil-ACP reductasas; FabB,
FabF: B-cetoacil-ACP sintasas. Adaptado de Marrakchi y col (38).

Las FAS son clasificadas en base a la estructura proteica como de tipo I o tipo II. Las
FAS de tipo I consisten en una proteina multifuncional, que contiene las distintas
actividades cataliticas de la secuencia de reaccién como dominios funcionales discretos
en una Unica cadena polipeptidica. Estas enzimas se encuentran tipicamente en el
citoplasma de organismos eucariotas y excepcionalmente en el subgrupo productor de
MA de los actinomicetes (39). Las FAS de tipo II constituyen un sistema disociado
formado por proteinas independientes altamente conservadas, codificadas por una
serie de genes individuales. Este sistema se encuentra presente en bacterias, asi como
también en organelas de ascendencia procariota (cloroplastos y mitocondrias), donde
catalizan la sintesis de FA de novo (40). Los unicos organismos procariotas que utilizan
el sistema FAS de tipo I y no de tipo II para la sintesis de FA de novo son aquellos
productores de MA de la rama de los Actinomycetales, dentro de los cuales se

encuentran las micobacterias (41).
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2.7 Aspectos generales de la biosintesis de FA y MA en las micobacterias

2.7.1 Caracteristicas de los sistemas FAS-I y FAS-II micobacterianos

Las micobacterias son procariotas inusuales dado que poseen los dos tipos de
sistemas FAS: FAS-I1 y FAS-II, siendo ambos necesarios para la biosintesis de MA. La
multienzima bacteriana FAS-I es un hexamero de subunidades idénticas, que cataliza la
sintesis de novo de acil-CoAs de cadena larga, los cuales son utilizados para la sintesis
de MA, PL de membrana y en micobacterias patégenas, son sustratos para la sintesis de
FA multimetil ramificados (constituyentes de PDIM, PAT entre otros). Si bien la
organizacion estructural de esta proteina micobacteriana no presenta diferencias con
la observada para otros sistemas FAS-I, ciertas propiedades parecerian ser unicas.
Entre las mas importantes se incluyen la sintesis de producto siguiendo un patrén
bimodal. Se ha sugerido ademas que puede funcionar como elongasa, catalizando la
elongacion de palmitoil-CoA (42). Por otro lado, a diferencia de lo que ocurre en
levaduras, la actividad 4’-fosfopanteteinil transferasa encargada de activar el dominio
ACP del sistema FAS-I se encuentra codificada por un gen separado (acpS) (43). A su
vez, la multienzima bacteriana se diferencia de otras conocidas en utilizar diferentes
reductores, NADPH y NADH, para sus pasos de cetoacil- y enoil-reduccion,
respectivamente (39).

Experimentos bioquimicos han demostrado que la sintesis mediada por FAS-I tiene
un comportamiento bimodal in vitro, produciendo dos clases de acil-CoAs: Ci16-18-CoAs
y C24-26-CoAs. En presencia de polisacaridos micobacterianos estas enzimas
aumentarian la produccion de Ci6-18-CoA, y la velocidad de sintesis de FA en general.
Esto se deberia a la capacidad de los aztuicares de formar un complejo selectivo con estos
FA, resultando en una regulacién por remocion del producto final. Por otro lado, en
ausencia de estos polisacaridos se produciria como forma predominante C26-CoA en M.
tuberculosis y C24-CoA en M. smegmatis, liberandose el producto final de la enzima por
formacidon de auto-agregados (44-46). Por otro lado, si bien se ha sugerido que el
sistema FAS-I funcionaria in vitro como sintasa de novo y elongasa; en las micobacterias

patégenas, las cuales posiblemente deriven la mayoria de sus FA del huésped, el mismo
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actuaria principalmente como elongasa convirtiendo los FA del huésped en productos
Cz24-26. Existe evidencia de que extractos de M. leprae, M. avium y M. microti no sélo
poseen una mayor actividad FA elongasa que FA sintasa de novo, sino que esta ultima
se ve reprimida cuando se crece en un medio que contiene lipidos (39,42).

Las micobacterias contienen también un sistema disociado FAS-II, dependiente de
ACP. Este se diferencia tinicamente de las sintasas de tipo II encontradas en otras
bacterias, en su incapacidad de realizar la sintesis de novo de FA. En cambio, elonga acil-
CoAs de cadena media (C12-16) hasta obtener cadenas aciladas muy largas (Cso-60) que

dan lugar a la cadena meromicolato del MA.

2.7.2 Biosintesis de FA y MA en micobacterias

La biosintesis de FA y MA ha sido ampliamente estudiada en los ultimos afios, tanto
por la relevancia de los lipidos en la patogénesis de M. tuberculosis (Figura 5) como
debido a que las enzimas de esta via son blanco de las mas efectivas drogas contra la
TB. FAS-I cataliza la sintesis de novo de acil-CoAs de cadena larga a partir de acetil-CoA
y malonil-CoA para dar butiril-S-enzima. Las elongaciones subsiguientes mediadas por
FAS-I producen C16- y C18-S-enzima, los cuales son convertidos a sus derivados acil-CoA
y utilizados principalmente para la sintesis de PL de membrana. Por otro lado, FAS-I es
capaz de continuar con la elongacioén del Ci6- y C18-CoA para dar lugar en M. tuberculosis,
por ejemplo, a C26-S-enzima que seria liberado como C26-CoA (C24 en el caso de M.
smegmatis), y posteriormente activado para convertirse en la cadena a-alquilo del MA

(47).
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Figura 5. Representacion esquematica de la via de biosintesis de los MA. La biosintesis de los
precursores de los MA requiere de la actividad coordinada de dos sintasas de acidos grasos: FAS-1y

FAS-II. Los pasos de la sintesis de MA se encuentran detallados en el texto.

Los sistemas FAS del tipo [ y Il estan conectados por una enzima condensante clave,
la B-cetoacil-ACP sintasa IIl o mtFabH. Esta enzima cataliza la condensacién
decarboxilativa de malonil-ACP con los acil-CoAs producidos por FAS-I (39,48). El
producto de esta condensacion, un (3-cetoacil-ACP de cadena mediana, es el sustrato
inicial del sistema FAS-IL

En las micobacterias, los genes que codifican para las enzimas del sistema FAS-II se
ubican en diferentes regiones del cromosoma, organizados en tres unidades
transcripcionales independientes. La primera estd formada por los genes fabD-acpM-

kasA-kasB, los cuales forman el operon fasll; 1a segunda tiene dos genes, mabA-inhA; y
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la tercera cuenta con tres genes, hadA, hadB, hadC (41). En la Tabla 1 se encuentran

listados los genes y enzimas de los sistemas FAS en micobacterias.

Tabla 1. Genes y enzimas de los sistemas FAS en micobacterias.

Operon putativo Proteina Actividad enzimatica
Operon fas-acpS Fas Sintasa de acidos grasos
fas-acpS AcpS Fosfopantoteiniltransferasa
FabD Malonil-CoA:ACP transacetilasa
Operoén fasll AcpM Proteina transportadora de acilos
fabD-acpM-kasA-kasB KasA B-cetoacil-ACP sintasa A
KasB B-cetoacil-ACP sintasa B
I MabA B-cetoacil-ACP reductasa
InhA Enoil-ACP reductasa
HadA/B Hidroxiacil-ACP deshidratasa

hadA-hadB-hadC
HadB/C Hidroxiacil-ACP deshidratasa

El primer gen del operdn faslI codifica para la malonil-CoA:ACP transacilasa FabD y
el segundo codifica para la ACP micobacteriana (AcpM), involucrada en el transporte de
la cadena acilo creciente de un sitio activo a otro dentro del sistema FAS-II durante la
sintesis del &cido meromicoélico. Esta proteina es convertida a su forma activa holo-
AcpM por la 4'-fosfopanteteinil transferasa (PptT), la cual cataliza la transferencia de
un grupo 4-fosfopanteteina de la coenzima A (CoA) a la apo-AcpM (43).

Los pasos de elongacion del sistema FAS-II que siguen a continuacion de la reaccion
de condensacion dependiente de FabH son llevados a cabo por las B-cetoacil-ACP
sintasas codificadas por los genes kasA y kasB, del operdn fasll. Las proteinas KasA y
KasB de M. tuberculosis tienen un 67 % de identidad y ambas enzimas catalizan la
condensacion de acil-AcpM con malonil-AcpM, elongando la cadena del meromicolato
en dos dtomos de carbono. Las dos enzimas tienen distinta especificidad de sustrato,
KasA estaria implicada en la elongacion inicial de los meromicolatos, mientras que KasB

los extenderia luego hasta su longitud final (49). Asi, kasA es esencial en micobacterias
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y las cepas mutantes en kasB presentan cambios en la longitud y composicion de MA
(50,51).

Las reductasas del sistema FAS-II estan codificadas por los genes mabA e inhA.
Ambas, a diferencia de otras reductasas, presentan preferencias por sustratos de
cadena larga, consistente con sus roles en la biosintesis de MA. El gen inhA, que codifica
para la enoil-ACP reductasa, fue identificado como blanco de accién de INH y ETH en M.
tuberculosis (52).

Por otro lado, el paso de deshidratacién del intermediario $-hidroxiacil-ACP a trans-
2-enoil-ACP esta catalizado por las $-hidroxiacil-ACP deshidratasas del operén hadA-
hadB-hadC de M. tuberculosis, siendo al menos uno de estos genes esenciales para la
viabilidad bacteriana. Las proteinas codificadas por estos genes forman dos
heterodimeros, HadAB y HadBC. Al igual de lo que ocurre para KasA, HadAB estaria
involucrado en los ciclos iniciales de la via de elongacién, mientras que HabB(, al igual
que KasB, estaria implicado en los ultimos pasos de la biosintesis del acido
meromicdlico (53).

La ultima etapa en la via de sintesis de los MA corresponde a la activacion y
condensacion de las cadenas aciladas provenientes de los sistemas FAS-I y FAS-II. En
primer lugar, la cadena del acido meromicdlico es activada a acil-AMP a través de la
accion de una acil-AMP ligasa (FadD32) (54). A su vez, el C24-26-CoA proveniente del
sistema FAS-I, es carboxilado por una acil-CoA carboxilasa que involucra a la subunidad
carboxil transferasa AccD4 (55). Finalmente, ambos sustratos activados son
condensados por la enzima Pks13 dando lugar al precursor del MA, el 3-cetomicolato.
Este es liberado de la enzima unido a una molécula de trehalosa, para finalmente ser
reducido por CmrA y producir el MA final unido a trehalosa (TMM) (47). Se ha
demostrado que los genes que codifican para estas tres proteinas forman el operén
fadD32-pks13-accD4 y son esenciales para la viabilidad de las micobacterias (56,57). La
TMM es la molécula transportadora de MA, la cual cumple la funcién de transportar los
MA a través de la PM y ser dador de los mismos al complejo Ag85 para unirlos al AG o

formar TDM (47).
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2.8 Regulacioén transcripcional de los sistemas FAS-I1 y FAS-II en micobacterias

La biosintesis de FA es esencial para el crecimiento bacteriano, siendo un
componente fundamental de la red metabdlica celular ya que proporciona los
precursores esenciales (acil-CoAs) para la formacion de la membrana y la pared celular.
Dado que la biosintesis de FA es energéticamente costosa, los organismos han
desarrollado mecanismos homeostaticos para mantener la concentracién de lipidos
finamente regulada (58). Aunque se ha avanzado mucho en los ultimos afios, la mayor
parte de los modelos de regulacion de la sintesis de FA han sido propuestos para los
organismos modelos E. coli y B. subtilis (59,60). Estos mecanismos de regulacion
involucran tanto un control bioquimico de las enzimas claves (respuesta rapida) asi
como también la regulacién de la transcripcion de los genes involucrados.

A pesar de la extensa literatura disponible acerca de la biosintesis, estructura y
funciéon biolégica de los principales componentes de la pared celular de las
micobacterias, se sabe muy poco sobre los mecanismos que permiten a estos
microorganismos modular y adaptar la composicidn de su pared celular en respuesta a
los cambios ambientales. Por lo tanto, el estudio de los procesos que regulan la
biosintesis y composicidn de su pared celular es un paso crucial hacia la comprensién
de la fisiologia y la fisiopatologia en el caso de las especies patégenas, asi como también
de las interacciones entre las micobacterias y su entorno en general.

A pesar de larelevancia de la co-existencia de los dos sistemas FAS en micobacterias,
tanto por su rol en la sintesis de los FA de membrana y de MA, como por ser el blanco
de poderosas drogas antituberculosas, es escaso el conocimiento acerca de como se
regula el funcionamiento de estas dos rutas biosintéticas y cuales serian las sefiales
regulatorias que permiten la correcta interaccién entre ambos sistemas metabdlicos.
Hace ya algunos afos, en nuestro laboratorio nos propusimos estudiar como se regulan
a nivel transcripcional los sistemas de sintesis de FA y MA en micobacterias y
caracterizar cuadl es la sefial a la que responden.

Una busqueda bioinformatica sobre el genoma de numerosas especies del género
Mycobacterium nos llevé a identificar un regulador putativo, codificado por el gen

Rv2242 en M. tuberculosis, ubicado corriente arriba del operon fasIl. En una publicacién
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de nuestro laboratorio se ha reportado la identificacion y caracterizacién bioquimica y
funcional de este nuevo regulador transcripcional de M. tuberculosis, denominado
MabR (Mycolic acid biosynthesis Regulator) (61). La funcién bioldgica de este regulador
fue estudiada en M. smegmatis y se encontré que actda como activador del operén fasil
modulando de esta manera la biosintesis de MA (62). Ademas, alterando los niveles de
expresion de MabR observamos que no sélo se ve afectada la producciéon de MA, sino
que también se altera la expresion del gen fas (que codifica para el sistema FAS-I) y por
lo tanto la biosintesis de FA. Estos resultados proporcionaron la primera evidencia de
la existencia de una regulaciéon coordinada entre los dos sistemas FAS presentes en
micobacterias.

Por otro lado, en nuestro laboratorio se ha caracterizado un factor transcripcional
de M. tuberculosis denominado FasR (Fatty acid synthase Regulator). Este regulador es
capaz de reconocer especificamente la region promotora del operén fas-acpS. Se
determiné que esta proteina dimérica es un activador transcripcional esencial de la
sintesis de FA en M. smegmatis y que regula la expresiéon de los genes del operon fas-
acpS$ (63).

Ademas, a partir de una mutante por deleciéon de fasR en M. tuberculosis, hemos
demostrado que la ausencia de FasR genera una cepa notablemente afectada en su
virulencia (estudios atin no publicados). Experimentos in vitro sugieren ademas que las
actividades regulatorias tanto de MabR como de FasR estarian moduladas por acil-CoAs
de cadena larga, productos del sistema FAS-I y que a su vez son sustratos del sistema
FAS-II. La union de MabR a la region promotora del operon fasll se ve favorecida por la
presencia de acil-CoAs de cadena larga (Cis-C24) mientras que estas mismas moléculas
inhiben la union de FasR a la region operadora del operon fas-acpS (62,63).

Los resultados obtenidos con estos reguladores, llevaron a plantearnos la hipotesis
de que los sistemas FAS-1 y FAS-II deben estar estrictamente co-regulados a nivel
transcripcional con el fin de mantener la homeostasis en la sintesis de lipidos en
micobacterias, y que la interrupcién o perturbacién de esta coordinacion resultaria en
un organismo severamente comprometido en su viabilidad y/o virulencia. Por lo tanto,

el estudio de la regulaciéon de esta homeostasis lipidica podria aportar nuevos
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conocimientos hacia la busqueda de nuevos blancos para el desarrollo de agentes

antimicobacterianos con mecanismos de acciéon novedosos.

3.MATERIALES Y METODOS

3.1 Cepas bacterianas y plasmidos

Se utiliz6 la cepa M. smegmatis mc2155, cepa mutante de M. smegmatis mc26 y M.
tuberculosis H37Rv, cepa salvaje, virulenta de M. tuberculosis. Ademas, para el
desarrollo del método de andlisis de los ésteres de CoA, se utilizd6 M. bovis BCG,
Corynebacterium glutamicum y Streptomyces coelicolor M145. Todas las cepas y

plasmidos utilizados en este trabajo se listan en las Tabla 2 y Tabla 3 respectivamente.

Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo de tesis.

Cepa Descripcion Referencia
Cepa de Mycobacterium smegmatis de alta
M. smegmatis
eficiencia de transformacion, mutante ept de (10)
mc2155
M. smegmatis mc26. ATCC 700084
M. tuberculosis Cepa salvaje, virulenta de Mycobacterium (64)
H37Rv tuberculosis. ATCC 27294
. 5 .
WT-pFRA42B M. smegmatis mc2155 conteniendo pFRA42B, (65)
(Strr)
M. smegmatis mutante condicional en el gen
fas conteniendo el plasmido pFR18
fas cKD (65)
integrado en el locus fas y pFRA42B (Amr,
Strr)
M. bovis BCG TMC Cepa de Mycobacterium bovis atenuada (66)
1019 (Bacilo Calmette-Guérin). ATCC 35737
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Cepa de Corynebacterium glutamicum de alta
C. glutamicum (67)
eficiencia de transformacién. ATCC 13032

Streptomyces Cepa de Streptomyces coelicolor mutante

_ (68)
coelicolor M145 SCP1, SCP2. ATCC BAA-471

Am’ resistencia a apramicina.
Strr, resistencia a estreptomicina.

Tabla 3. Plasmidos utilizados en el presente trabajo de tesis.

Plasmido Descripcion Referencia
Derivado del pFRA40;
Psmyc-tetR(—); PfurA102
pFRA42B (69)

tetOpip(—);Pptr-lacZ; int;
Strr

Strr, resistencia a estreptomicina.

3.2 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento bacteriano

Para el crecimiento de M. smegmatis en cultivo liquido se utilizé medio Middlebrook
7H9 suplementado con 0.2 % glicerol y 0.03 % Tyloxapol (Sigma). M. tuberculosis
H37Rv se crecié en medio Middlebrook 7H9 suplementado con 0.2 % glicerol y 10 %
Middlebrook ADC (albumina-dextrosa-catalasa). M. bovis BCG se creci6 en medio
Middlebrook 7H9 suplementado con 0.2 % glicerol, 0.03 % Tyloxapol y 10 % ADS
(albumina-dextrosa-salina). En el caso de Corynebacterium glutamicum y Streptomyces
coelicolor M145 se utiliz6 Luria Bertani (LB)(70) suplementado con 2 % de glucosa y
medio SMN (Medio minimo suplementado) respectivamente. Para el crecimiento en
medio sdélido se utilizé LB suplementado con 2 % de agar. Las cepas bacterianas se
inocularon desde medio sélido en un volumen de medio de cultivo liquido que en

ningun caso supero la quinta parte del recipiente. Se incubaron a 37 °C con agitacion
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constante (180 rpm). Cuando este in6culo inicial lleg6 a saturacion (3-7 dias para M.
smegmatis, 15 dias para M. tuberculosis) los cultivos fueron diluidos 1:100 en medio
fresco o fueron recolectados por centrifugacion. Cuando fue necesario, el medio fue
suplementado con 20 ug/mL estreptomicina (Str) (12.5 pg/mL en medio sélido), 50
pg/mL apramicina (Am).

Middlebrook 7H9 (Difco): 4.7 g polvo (0.5 g sulfato de amonio, 0.5 g acido 1-glutamico,

0.1 g citrato de sodio, 1 mg piridoxina, 0.5 mg biotina, 2.5 g fosfato disddico, 1 g fosfato
monopotasico, 0.04 g citrato de amonio férrico, 0.05 g sulfato de magnesio, 0.5 mg

cloruro de calcio, 1 mg sulfato de zinc, 1 mg sulfato de cobre), y 900 mL de H20.

ADC (BBL Middlebrook ADC Enrichment-Difco): 20 g glucosa, 50 g albimina sérica

bovina, 8.5 g NaCl, 0.03 g catalasa, y H20 csp 1 L.
DS: 20 g glucosa, 8.1 g NaCl, 50 g albiumina sérica bovina y 950 mL de H20.

LB: 10 g peptona de caseina, 5 g extracto de levadura, 5 g NaCl, y H20 csp. 1 L. Llevar a
pH 7 con NaOH.

SMN: 10 g glucosa, 2 g casaminoacidos, 5 g PEG 6,000, 0.1 g antiespumante, 0.06 g
bifosfato de sodio, 0.06 g fosfato dipotasico, 0.6 g sulfato de magnesio hepta-hidratado,
1 mL elementos traza, 5.7 g bufer TES (pH 7.2) y H20 csp. 1 L.

La solucidon de elementos traza contiene: 0,1 g/L de ZnS04.7H20, FeS04.7H20,
MnCl2.4H20, CaCl2.6H20 y NaCl.

3.3 Anadlisis de acil-CoAs

3.3.1 Preparacién de estandares

Las soluciones stock de los acil-CoAs fueron preparadas a una concentracion final

de 5 mM en acido acético 10 mM y conservadas a -80 °C. Los estandares internos
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utilizados fueron preparados diluyendo las soluciones stock con acido acético 10 mM.
Las mezclas de estandares para calibracion conteniendo 5 acil-CoAs de diferente largo
de cadena fueron preparadas mezclando iguales cantidades de cada compuesto (Cz-
CoA, C16-CoA, C17-CoA, C20-CoA y C26-CoA). La concentracion exacta de cada acil-CoA
estandar fue determinada por absorcién UV a 230/260 nm (71).

3.3.2 Cultivos bacterianos

Paralos ensayos de determinacion de los perfiles normales de acil-CoAs, los cultivos
liquidos de M. smegmatis y M. bovis BCG se crecieron a 37 °C y 180 rpm hasta una
densidad 6ptica medida a 600 nm (DOsoo) ~1. A su vez, los cultivos liquidos de C.
glutamicum y S. coelicolor se crecieron a 30 °C 'y 180 rpm, hasta DOsoo ~6 y por 26 hs
respectivamente. Cultivos de M. smegmatis fueron tratados con cerulenina (Cer) e INH
en fase exponencial media (DOsoo ~1) a concentraciones finales de 7.5 pg/mL y 100
nug/mL respectivamente. Las células fueron colectadas luego de 1 hora de tratamiento.
Para los ensayos de suplementacion, se agreg6 FA C17 0.01 % en fase exponencial media

(DOs00 ~1) y las células fueron colectadas luego de 1.5 hs de incubacién.

3.3.3 Extracciéon

La fraccion conteniendo los acil-CoAs fue obtenida a través de una modificacion del
protocolo descripto por Sun y col. (72). Todas las soluciones se utilizaron a 4 °C salvo la
solucién de sulfato de amonio que se mantuvo a temperatura ambiente. Se colectaron
células correspondientes a una biomasa de 50 mL de DOsoo~1 por centrifugacidon 15
min a 5,800 x g a temperatura ambiente. Estas fueron resuspendidas en 500 pL de bufer
KH2PO4 (100 mM, pH 4.9) preparado fresco y a partir de este momento las muestras se
mantuvieron siempre en hielo. Se agregd a cada muestra 500 pL de 2-propanol, 1 pL de
trietilamina (TEA) y 0.625 nmol de 13C2:0-CoA y 13Ci6:0-CoA, estos ultimos como
estandares internos. Las células fueron lisadas usando un sonicador (Bioruptor™ UCD-

200 Diagenode Inc. Sparta, NJ 07871 - USA) por 10 min (30 s ON/30 s ON, potencia Alta,
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4 °C) y luego se agregd 1 mL de acetonitrilo y 60 pL de una solucién saturada de sulfato
de amonio. Las muestras fueron inmediatamente vortexeadas durante 2 min.
Finalmente, se centrifugaron a 25,500 x g por 20 min a 4 °Cy el sobrenadante se colectd
y secé en frio por corriente de N2. El extracto seco fue resuspendido en 200 pL de 2-
propanol/ acido acético 1 mM (4:1) y centrifugado 25,500 x g por 20 min a 4 °C. El

sobrenadante se transfiri6 a un vial de vidrio y guardado a -80 °C hasta ser analizado.

3.3.4 Cromatografia liquida

La separacion de los distintos largos de cadena de acil-CoA fue realizado por
cromatografia liquida de alta performance en fase reversa con acoplamiento de iones
(IP-RP-HPLC) en un equipo Agilent 1200 SL (Agilent Corporation, Santa Clara, CA,
United States) y utilizando una columna Hypersil GOLD Cis (2.1 mm x 150mm x 3 um,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, United States) a 30 °C. La velocidad de flujo fue
de 0.2 mL/min en modo gradiente binario con el siguiente programa de elusion (Figura
6): la columna fue equilibrada con fase mévil A [H20:CH3CN (95:5, v/v), conteniendo
0.05 % (v/v) TEA] 85 % y fase movil B [H20:CH3CN (10:90, v/v), conteniendo 0.05 %
(v/v) TEA] 15 %. Se inyect6 10 uL de muestra y mantuvieron las condiciones de elusion
por 1 min, seguido de un gradiente de 9 min hasta alcanzar 100 % de fase moévil B. Luego
la columna fue lavada por 9 min con 100 % de fase moévil B, seguido de un gradiente de
1 min hasta 85 % de Ay 15 % de B. Estas condiciones se mantienen por 5 min previo a

la inyeccion de la siguiente muestra.
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Figura 6. Programa de elusi6n utilizado en el analisis de acil-CoAs. Porcentaje fase mévil B vs tiempo.

3.3.5 Espectrometria de masas

El andlisis por espectrometria de masas (MS) se realiz6 utilizando un equipo Qg-
TOF (Cuadrupolo-Tiempo de vuelo) Bruker micrOTOF-QII (Bruker Corporation,
Billerica, MA, United States) con una fuente de ionizacién por electrospray (ESI)
(Bruker Corporation, Billerica, MA, United States). Los parametros del ESI fueron
optimizados para la deteccion de acil-CoAs de la siguiente manera: Presion de
nebulizacidn 1 bar, flujo de gas de desolvatacion (N2) 4 L/min, temperatura del gas 200
°C, voltaje del capilar 2,800 V, compensacién de la placa final -500 V. El escaneo de
masas se fijé entre relacion masa carga (m/z) 50 m/z a 3,000 m/z. Los parametros del
espectrometro de masas se establecieron de manera que todos los iones de los acil-
CoAs fueran detectados en su forma monodeprotonada ([M-H]-) en modo negativo. Las
energias de colision para experimentos de espectrometria de masas en tandem
(MS/MS) fueron establecidas en 26 eV y 40 eV para acil-CoAs de cadena corta y larga

respectivamente.

3.3.6 Andlisis de datos

El andlisis de los datos se llevé a cabo de la siguiente manera: los picos de los

cromatogramas de iones extraidos correspondientes a los estdndares internos y los
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acil-CoA enddgenos fueron integrados usando el programa Bruker Daltonics’s
Compass™ DataAnalysis (Bruker Corporation, Billerica, MA, United States) y las areas
de los mismos copiados en hojas de calculo. Para estimar la cantidad del analito
enddgeno, un estandar apropiado fue elegido de acuerdo a la similitud en el largo de las
cadenas aciladas (13C2:0-CoA o 13Ci16:0-CoA). Se realizaron curvas de calibraciéon por
diluciones seriadas para distintos estdndares de acil-CoA para determinar la
correlacion entre las areas cromatograficas y las cantidades el analito. El error maximo
permitido en las m/z se fijé en +/- 0.02 m/z. Todas las muestras se analizaron por

triplicado y se report6 el promedio y la desviacién estdndar de los mismos.

3.4 Analisis de lipidos

3.4.1 Analisis de lipidos por cromatografia liquida acoplada a MS (LC-MS)

3.4.1.2 Extraccién

La extraccion de lipidos totales para su analisis por LC-MS se realiz6 de la siguiente
manera: se partié de 50 mL a DOsoo ~1 de cultivos celulares a analizar. Estos fueron
centrifugados 15 min a 5,800 x g a temperatura ambiente, los pellets lavados con
acetato de amonio 50 mM pH 7.8 y transferidos a tubos de vidrio de 10 mL conteniendo
5 mL de CHCl3/CH30H (2:1 v/v). Las muestras fueron incubadas 16 horas con agitacion
a 4 °C. Luego de centrifugar 15 min a 2,000 x g el sobrenadante fue transferido a un
nuevo tubo y el pellet sometido a una nueva extraccion con 5 mL de CHCl3/CH30H (1:2
v/v) durante 2 horas a 4 °C con agitacion. La segunda extracciéon fue centrifugada, el
sobrenadante juntado con el de la primera extraccién y secados por venteo con N2 a 4
°C. Los lipidos fueron resuspendidos en 3 mL de CHCl3 y lavados con 3 mL de H20. El
lavado se realizd vortereando las muestras 10 s para mezclar ambas fases y
centrifugando 5 min a 2,000 x g para volver a separar las mismas, la fase organica se
paso a un tubo nuevo pesado previamente en balanza analitica. El tubo conteniendo
ahora los lipidos se seco por venteo con Nza 4 °C hasta pesada constante y se determind

asi la cantidad de lipidos extraidos en cada muestra (en mg). Finalmente, se
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resuspendieron en CHCI3 a una concentracion final de 1 mg/mL y se centrifugaron 5
min a 3,000 x g para descartar cualquier contaminante sélido. Del sobrenadante se
separé un mg, se seco, resuspendié en 150 pL. de CHCI3 y se transfirieron a un vial de

vidrio, el cual se mantuvo a 4 °C hasta ser analizado.

3.4.1.2 Cromatografia liquida

Los extractos lipidicos fueron separados utilizando un equipo de cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) Agilent serie 1200 (Agilent Corporation, Santa
Clara, CA, United States) y utilizando una columna Reprospher (Dr Maish) 100 Cs-DE
(50mm, 2 mm, 1.8 um) a 45 °C. La velocidad de flujo fue de 0.3 mL/min en modo
gradiente binario con el programa de elusién que se muestra en la Figura 7, la columna
fue equilibrada con 100 % fase mévil A [CH30H:H20 (99:1, v/v), conteniendo 5 mM
AcNHa4]. Se inyectaron 2 pL. de muestra conteniendo 13 pg de lipidos totales en CHCl3 y
se mantuvieron las condiciones de elusiéon por 1 min, seguido de un gradiente de 12
min hasta alcanzar 100 % de fase mévil B [isopropanol:hexano:H20 (79:20:1, v/v),
conteniendo 5 mM AcNHa4]. Se mantuvo 100 % de B durante 1 min y luego se realizé un
gradiente de 1 min hasta 100 % de Ay se equilibr6 la columna durante 2 min previo a

la inyeccion de la siguiente muestra.
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Figura 7. Programa de elusidon utilizado en el analisis de lipidos totales. Porcentaje fase mévil B vs

tiempo.

[31]



3.4.1.3 Espectrometria de masas

El analisis por MS se realiz6 utilizando un equipo Qq-TOF Agilent serie 6550A
(Agilent Corporation, Santa Clara, CA, United States) con una fuente ESI Dual AJS
(Agilent Corporation, Santa Clara, CA, United States). Los parametros del ESI fueron
optimizados para la deteccién de lipidos totales de la siguiente manera: Presion de
nebulizacién 2.4 bar, flujo de gas de desolvatacion (N2) 14 L/min, temperatura del gas
200 °C, voltaje del capilar 3,500 V, compensacion de la placa final -500 V. Se analizaron
las muestras en modo MS/MS automatico (DDA, adquisicién dependiente de los datos)
en modo positivo y negativo, realizando ciclo de un espectro completo seguido de 15
espectros de MS/MS seleccionando los iones mas abundantes detectados en el primer
espectro. Los espectros completos se realizaron entre 115 y 3,000 m/z a 4 espectros/s.
Los espectros de MS/MS se realizaron a una velocidad de 20 espectros/s utilizando
disociacién inducida por colision (CID) con una energia fija de 50 eV. Se programé una
exclusidén en la seleccion de iones precursores para fragmentar de 0.15 min luego de 3
espectros de MS/MS. La calibracién se realizé por infusién continua del calibrante
permitiendo un error de masas menor a 5 ppm durante toda la corrida. Los parametros
del espectrometro de masas se establecieron de manera que pudieran detectarse tanto
los lipidos de bajo y alto peso, siendo los iones detectados en modo negativo [M-H]- y
en modo positivo como aductos de amonio ([M+NH4]+). Para los andlisis comparativos
la columna fue equilibrada con 4 inyecciones s6lo con solvente antes de inyectar las de
muestras junto con los QCs (muestras control, 1 cada 8 inyecciones) para controlar las
condiciones del experimento. Para cada condicion se realizo6 un triplicado biologico y se
aleatorizo el orden de inyeccion. Los QCs se prepararon mezclando alicuotas de todas

las muestras analizadas.

3.4.1.4 Analisis de datos

El andlisis de los datos se llevé a cabo de la siguiente manera: en primer lugar se

realizé la identificacion de los iones detectados en ambos modos utilizando la base de
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datos MycoMass (73), etiquetando como posibles candidatos aquellos picos cuyo m/z
medido coincidian con un error maximo de 10 ppm con los m/z tedricos reportados
para una determinada molécula. Para validar la identificacion del compuesto, ademas
de tener la masa exacta correcta, los iones candidatos debian tener coherencia
cromatografica en sus tiempos de elusion y presentar fragmentos caracteristicos de la
familia de compuestos correspondiente en el andlisis por MS/MS (ver “Desarrollo de un
método semi-cuantitativo para el analisis del perfil de lipidos totales” en la seccién
Resultados). Luego, con esta informacion, se armo una base de datos propia con las m/z
y RT de cada compuesto y se utiliz6 el programa MZmine 2.0 (74) para extraer las dreas
de los cromatograma de ion extraido (XIC) de cada uno de los compuestos en cada una
de las muestras y poder trabajarlas en una hoja de calculo. La cuantificacion relativa de
cada compuesto o familia en cada muestra se realiz6 dividiendo el area de la misma
sobre la suma de las areas de todos los compuestos identificados en su mismo modo de
ionizacion. Todas las muestras se analizaron por triplicado y se reporté el promedio y

la desviacion estandar de los mismos.

Para cargar los datos de LC-MS en el programa libre MZmine2.0 se debe primero
transformar el formato de los datos crudos (.d, Agilent) en un formato de datos abierto
como el mzXML (75). Para la transformacion de los formatos de los archivos se utilizo
el programa ProteoWizard (76,77). Todos los programas utilizados son libres y de

cédigo abierto.

El andlisis estadistico se realiz6 mediante pruebas de Student (t-test) con una
probabilidad asociada menor a 0.05 (p > 0.05), utilizando el software Graph Pad Prism

7 y las abundancias relativas como valores de entrada.

3.4.1 Andlisis de lipidos por cromatografia en capa delgada (TLC)

La biosintesis de acidos grasos y acidos micdlicos se analiz6 por incorporacion de 1-14C-
acetato. Se marcaron 5 ml de cada cultivo durante 1 h con 1-14C-acetato (50.5

mCi/mmol; Perkin Elmer) a una concentracién de 1 pCi/mL. Los metil ésteres de acidos
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grasos (FAMEs) y acidos micolicos (MAMEs) se extrajeron siguiendo el protocolo
reportado previamente (78). Las células marcadas se recuperaron por centrifugacion y
se sometieron a hidrolisis alcalina en 2 mL de hidroxido de terbutilamonio (TBHA) 12%
(v/v) a 95 °C durante toda la noche. Posteriormente, se adicioné a la mezcla de reaccién
2 mL de diclorometano y 100 pl de yoduro de metilo, y se agit6 en agitador rotatorio
durante 1 h. Las fases se separaron por centrifugaciéon (1000 x g, 10 min), y la fase
organica inferior se lavé con 2 mL de H20 y se evapord hasta sequedad a 55 °C. Los metil
ésteres se disolvieron en 2 mL de éter etilico. El éter se traspas6 a un nuevo contenedor
y se evapord nuevamente hasta sequedad. El residuo final se disolvié en 200 ul de
diclorometano. La extraccién se someti6 a TLC utilizando una placa de silica gel (5735
silica gel 60 F254; Merck) normalizando la siembra por DOeoo. Las placas se corrieron
en una mezcla de hexano:etil-acetato (9:1 v/v). Los autoradiogramas se obtuvieron por
exposicién de los cromatogramas a placas toda la noche y se escanearon y digitalizaron
con un escaner Typhoon FLA 7000 (GE Healthcare).

Para analizar la acumulacion de TAG se realizé una extraccién con CH3OH/CHCIs (2:1
v/v) partiendo del mismo nimero de células. Luego de la extraccion los lipidos fueron
secados y analizados por TLC utilizando una placa de silica gel (5735 silica gel 60 F254;
Merck). Las placas se corrieron en una mezcla de hexano/dietileter/acido acético
(75:25:1, v/v). El revelado de la placa se realiz6 rociandola con soluciéon de cobre

fosfoérico e incubando a 100°C.

3.5 Andlisis de proteinas

3.5.1 Extraccion

Para la purificacién de proteinas de M. smegmatis y M. tuberculosis se utilizé un
protocolo adaptado del utilizado por Chopra y col (79): se colecté una cantidad de
células equivalentes a 3.5 mL de un cultivo de DOsoo ~1 en la condicion a estudiar. Las
mismas se centrifugaron 10" a 5,800 x g, se descarto el sobrenadante y se lavaron una

vez con TBS (Tris bufer salino; Tris-HCl 10 mM pH 7.5, NaCl 150 mM) + Tyloxapol 0.02
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% y una vez con TBS. Las células se resuspendieron en 200 pL de Tris-HCl 50 mM pH 8,
10 % de glicerol y se rompieron usando un sonicador (Bioruptor™ UCD-200 Diagenode
Inc. Sparta, NJ 07871 — USA) por 10 min (30 s ON/30 s ON, potencia Alta, 4 °C). A estas
células rotas se le agrego urea a una concentracion final de 2 M a partir de una soluciéon
10 M para favorecer la extraccion de proteinas de membrana. Finalmente, se separaron
los restos celulares del extracto crudo conteniendo las proteinas por medio de una

centrifugacion de 25,500 g por 30 min a 4 °C.

3.5.2 Cuantificacién de proteinas y SDS-PAGE

La concentracion de proteinas en los extractos crudos fue determinada mediante el
ensayo del acido bicinconinico (80) utilizando el kit BCA Protein Assay (Thermo
Scientific Pierce). El mismo se utiliz6 siguiendo las recomendaciones del fabricante y
usando como patrén una solucién de albimina sérica bovina (BSA) comercial
(Promega). Los extractos proteicos se analizaron para determinar su integridad
mediante SDS-PAGE, utilizando la celda Mini-gel PROTEAN IV (BioRad) y el sistema
discontinuo de Laemmli (81). El gel de concentracién al 5 % (p/v) del monémero de
acrilamida se preparé en solucion C [125 mM Tris-HCI pH 6.8, 1.8 mM EDTAy 0.1 %
(p/v) SDS], y el gel de separacién al 12 % (p/v), en solucion B [375 mM Tris-HCI pH 8.8,
1.8 mM EDTA y 0.1 % (p/v) SDS]. Se utilizé6 una relaciéon acrilamida:bisacrilamida
30:0.8. Las muestras a sembrar se calentaron a 100 °C durante 5 min, en solucién de
siembra [60 mM Tris-HCl pH 6.8, 25 % (v/v) glicerol, 2 % (p/v) SDS, 14.4 mM f-
mercaptoetanol y 0.1 % (p/v) azul de bromofenol], y se corrieron a una corriente
constante de 30 mA a temperatura ambiente, en solucién Laemmli [25 mM Tris base,
192 mM glicina pH 8.3, 1 mM EDTA y 0.1 % (p/v) SDS]. Como marcador de peso
molecular se utiliz6 una mezcla de proteinas: lisozima (14.4 kDa), inhibidor de tripsina
(21.5 kDa), anhidrasa carboénica (31 kDa), ovoalbumina (45 kDa), BSA (66.2 kDa) y
fosforilasa B (97.4 kDa). Para detectar proteinas totales los geles se fijaron en una
solucion de acido acético-H20 (3:7) y se tifieron con una solucion de azul brillante de

Coomassie (0.25 % Azul brillante de Coomasie R250, 50 % etanol y 10 % acido acético).
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3.5.3 Preparacion de muestras para analisis protedmico

En primer lugar, las muestras fueron reducidas mediante el agregado de DTT
(Ditiotreitol, Sigma) a una concentracion final de 10 mM e incubacién 45 min a 56 °C.
Luego, las muestras se alquilaron agregando iodoacetamida (Sigma) preparada en el
dia a una concentracion final de 20 mM e incubando 40 min a temperatura ambiente en
oscuridad. Finalmente, las muestras fueron precipitadas mediante el agregado de 1/9
del volumen de la muestra de TCA 100 % (Sigma) alcanzando una concentracién final
de 11 % (v/v). Se dejaron reposar a -20 °C entre 2 'y 16 horas y se centrifugan a 25,500
g por 10 min a 4 °C. El pellet se lavo 3 veces con acetona fria, resuspendiendo y
centrifugando cada vez (25,500 g por 10 min a 4 °C), se descart6 el sobrenadante y se
dejo el tubo abierto a temperatura ambiente 5 min para secar. Las muestras entonces

pueden guardarse a 4 °C o ser transportadas a TA en caso de ser necesario.

3.5.4 Digestion en solucidn, cromatografia liquida y espectrometria de masas

La digestion de las proteinas, la separacion cromatografica de los péptidos y el
analisis por MS de los mismos hasta la obtencion de los datos crudos fue realizada por
el servicio del Centro de Estudios Quimicos y Bioldgico por Espectrometria de Masas
(CEQUIBIEM, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales - Universidad de Buenos Aires).
Brevemente: las muestras fueron digeridas con Tripsina en bufer bicarbonato de
amonio (relacion Tripsina/proteina de 1/100) 16 horas a 37 °C. La reaccion se detuvo
mediante el agregado de TFA (Acido trifluoro acético) hasta pH < 4 y desalados
utilizando Zip-Tip C18.

Los péptidos fueron luego separados utilizando un nanoLC EASY-nLC 1000
(Thermo Scientific) con una columna de fase reversa Easy-Spray Column PepMap RSLC
(C18, 2 pm, 1004, 75 pm x 500 mm; Thermo Scientific) a 35 °C. La velocidad de flujo fue

de 250 nL/min en modo gradiente binario con el siguiente programa de elusién: la
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columna fue equilibrada con 99 % fase movil A [H20, conteniendo 0.1 % de acido
formico] y 1 % de fase movil B [Acetonitrilo, conteniendo 0.1 % de acido féormico]. Se
inyectaron 2 uL de muestra y se realizé un gradiente de 130 min hasta alcanzar 23 %
de fase movil B, 60 min hasta un 42 % y 35 min para llegar a 80 % de fase moévil B. Estas
condiciones se mantuvieron por 10 min.

Los espectros fueron adquiridos utilizando un espectrémetro Q-exactive (Thermo
Scientific) y una fuente ESI, modelo EASY-SPRAY (Thermo Scientific) a un voltaje de 3.5
kV. El analisis se realiz6 en modo DDA en polaridad positiva, con una celda HCD
(Disociacién por alta colisién) para MS/MS, con una resolucién de 70,000 para MS
completo y 17,500 para MS/MS. El ciclo utilizado de MS/MS automatico fue de 1 MS
completo cada 20 MS/MS con un rango de exclusién dindmico en la seleccién de iones.

En todos los casos, cada condicion se analizé por triplicado biolégico.

3.5.5 Andlisis de datos

Una vez entregados los datos crudos, archivos Thermo “.raw”, por parte del servicio
del CEQUIBIEM, estos fueron analizados utilizando el programa “PatternLab for

»m

Proteomics’ (82). En primer lugar, se gener6 una secuencia “sefiuelo-objetivo” a partir
de la secuencia del proteoma completo en formato FASTA incluyendo ademas
contaminantes comunes. Los proteomas (M. smegmatis cepa ATCC 700084 / mc(2)155;
ID: AUP000000757; 6,601 proteinas y M. tuberculosis cepa ATCC 25618 / H37Rv; ID
UP000001584; 3,993 proteinas (64)) fueron descargados de la base de datos de acceso
libre UniProt (83). Luego se realiz6 la inferencia de péptidos a partir de espectros de

masa con los siguientes parametros:

e Tolerancia al ion precursor: 40 ppm

Enzima: Tripsina no seguida de Prolina

Especificidad de la enzima: Semiespecifica
Numero de sitios de cortes salteados: 2

Rango de m/z: 550-5500

[37]



e Iones:B,YyNL
¢ Modificaciones: Carbamida metilaciones de cisteinas (fija), Oxidacién de metioninas

(variable) y fosforilacién de Ser Thr y Tyr (variable).

Estos resultados fueron filtrados para obtener un nivel de falsos positivos (FDR) a
nivel de espectro de 3 %, de péptido de 2 % y un FDR a nivel de proteina de 1 %. Para
cuantificar las proteinas se utilizé el modo XIC y se utiliz6 la herramienta que permite
tomar las areas de los péptidos de las muestras en las cuales no fueron identificados
(problema de heterogeneidad en la seleccién de iones en MS/MS para identificar
péptidos) usando las masas y tiempos de retencion de las réplicas como referencia con
una tolerancia cromatografica de 30 seg. Finalmente, se determinaron las proteinas
expresadas diferencialmente en dos condiciones o s6lo expresadas en una de ellas
utilizando los modulos “T-fold” y “Diagrama de Venn proporcional al area” del
PatternLab for Proteomics respectivamente. El andlisis usando “T-fold” se realiz6 sin
normalizacion (normalizaciéon NSAF (84)), un minimo de 2 réplicas por clase y un BH
(Benjamini-Hochberg) valor q de 0.05. En el caso del diagrama de Venn proporcional al

area se utiliz6 como opcion de filtro una probabilidad de 0.05.

(38]



4. RESULTADOS



4.1 CAPITULO I

Desarrollo de un método de determinacion de

acil-CoAs en actinomicetos
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4.1.1 Introduccién

La CoA y los tioésteres de CoA son moléculas esenciales involucradas en el
metabolismo aminoacidico, lipidico y de carbohidratos. Ademas de participar en
numerosas rutas metabolicas como sustratos e intermediarios (85), la CoA y algunos de
sus tioésteres derivados, como el acetil-CoA, pueden también regular directamente la
actividad de proteinas por mecanismos alostéricos o afectando las reacciones de
acetilacion de proteinas (86). Se ha demostrado también que los tioésteres de CoA
tienen la habilidad de regular la expresion génica mediante la modulacidén de la afinidad
de factores de transcripcion por sus DNA blanco (61,62,87,88).

Nuestro grupo de investigacion se dedica al estudio del metabolismo lipidico y la
produccion de policétidos en diferentes actinomicetos, especialmente en los géneros
Mycobacterium, Streptomyces y Corynebacterium. Estos organismos han sido
extensamente estudiados debido a su gran impacto en la humanidad, tanto como
patégenos extremadamente peligrosos o como fuentes de metabolitos bio-activos.
Entre los patdgenos podemos mencionar, como ya se ha expuesto, el caso de M.
tuberculosis y M. leprae o el caso de C. diphtheriae o bacilo de Klebs-Loffler, causante de
la difteria (89). Entre los organismos utiles para el ser humano, podemos incluir los del
género Streptomyces, conocidos por su habilidad para producir una importante
variedad de metabolitos secundarios wusados en salud humana (agentes
anticancerigenos, inmunosupresores y antibioticos entre otros) (90), y C. glutamicum
capaz de producir y secretar grandes cantidades de L-aminoacidos usados
principalmente en la industria alimenticia y ganadera (91). Asi, el metabolismo lipidico
en actinomicetos no soélo es relevante para la generacion de PL de membrana, sino
también para la produccion de metabolitos secundarios con propiedades
farmacéuticas, para la generacién de compuestos de reserva (TAG) con posibles
aplicaciones biotecnolodgicas y para la sintesis de lipidos complejos, cruciales en la
permeabilidad y patogenicidad de especies infecciosas (41). En este sentido, las FAS y
sintasas de policétidos utilizan un amplio rango de tioésteres de acil-CoA como sustrato.

Por lo tanto, el desarrollo de un método analitico selectivo, sensible y rapido para
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detectar y cuantificar tioésteres de CoA en actinomicetos tendria un impacto
significativo en la investigacion bio-médica y de ingenieria metabdlica, permitiendo
mejorar el desarrollo de nuevas cepas, analisis de flujo rapidos y precisos, y monitorear
la respuesta celular a cambios en el ambiente.

Los primeros métodos desarrollados para medir acil-CoAs incluyen ensayos
enzimaticos, cromatografia en papel y capa delgada y HPLC (92-95). Sin embargo, todos
estos métodos tienen muy baja sensibilidad. Mas recientemente, la sensibilidad de los
ensayos se mejord6 mediante derivatizaciéon y andlisis por cromatografia gaseosa
acoplada a espectrometria de masa (GC-MS) o andlisis fluorométricos (96,97).
Finalmente, para aprovechar la selectividad de la MS en la discriminacién de los
derivados de CoA evitando el paso de derivatizacién requerido para GC-MS, que resulta
tanto laborioso como propenso a errores, se desarrollaron métodos utilizando LC-MS,
especialmente espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) (98-100).

Nuestro trabajo se centra particularmente en el estudio de la regulacion de la
biosintesis de lipidos en micobacterias, por lo que necesitabamos un método de amplio
rango para poder cuantificar todos los acil-CoAs de micobacterias. Debido a esto, nos
propusimos desarrollar un método para cuantificar el espectro intracelular completo
de acil-CoAs reportados hasta el momento en micobacterias, desde el precursor de los
FA acetil-CoA (C2-CoA) hasta el precursor de la cadena alfa de los MA hexacosanoil-CoA
(C26-CoA).

4.1.2 Objetivos

Nuestro objetivo en esta primera parte del trabajo fue disefiar un protocolo
experimental basado en LC-MS para cuantificar tioésteres de CoA de actinomicetos. Los

objetivos particulares para esta parte fueron:

e Poner a punto una extraccion especifica para derivados de CoA en células de
tres géneros de actinomicetos: Mycobacterium, Corynebacterium Yy

Streptomyces.
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e Disefiar y optimizar un método de separacion por cromatografia y deteccion por
MS de los distintos acil-CoAs.

e Establecer un sistema de estandares internos que nos permitan cuantificar un
amplio rango de acil-CoAs.

¢ Emplear el ensayo determinando el perfil de acil-CoAs de distintos modelos de

actinomicetos y validarlo en distintas condiciones de cultivo.

4.1.3 Resultados

4.1.3.1 Desarrollo de un método de IP-RP-HPLC/ESI-HRMS para la determinacién de un

amplio rango de acil-CoAs

Para desarrollar un método de deteccién de un amplio rango de acil-CoAs, lo
primero que hicimos fue poner a punto la separaciéon cromatografica y deteccién por
MS de este tipo de compuestos utilizando una mezcla de 5 estdndares comerciales: Cz2-
CoA, C16:0-CoA, C17:0-CoA, Cz20:0-CoA y C26:0-CoA. Para la optimizacion cromatografica se
tomo6 como referencia el método reportado por Haynes y col. (101) y se disefié una
cromatografia en fase reversa con una columna C18. Se probaron diferentes perfiles de
elusion hasta conseguir poder eluir desde el C2-CoA hasta el C26-CoA (el analito mas
hidrofilico y el mas hidrofébico) en un tiempo de 10 min con un ciclo total de 25 min
incluyendo lavado y estabilizacion del sistema (Figura 6). Esto se consigui6 con un nivel
de separacidn de los picos aceptable para su deteccion por MS, pudiendo evitar asi el
efecto de apantallamiento i6nico a nivel de la fuente de ionizacién. En cromatografia,
para mejorar la resolucidn y la integracion de picos en la cuantificacion es importante
que los picos tengan una forma simétrica o Gaussiana evitando que se formen picos con
cola o coleo, lo cual sucede cuando hay mas de un mecanismo de retencién en una
separacion. El coleo ocurre a menudo con las cromatografias en fase reversa que poseen
fases estacionarias basadas en silica, ya que la misma posee no sdlo grupos C18
interactuando con la porcion hidrofébica de la molécula sino también silanoles libres

interactuando con la parte hidrofilica, en nuestro caso los acilos y la CoA
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respectivamente (102). Por consiguiente, para evitar el coleo, fue necesario agregar
tanto a la muestra como a los solventes TEA, la cual compite con la CoA en la interaccién
con los silanoles libres saturandolos y exponiendo una superficie hidrofébica. De esta
manera se obtiene un sistema con un mecanismo de retenciéon mas homogéneo y picos
mas simétricos (72). El método desarrollado entonces es una cromatografia en fase
reversa con acoplamiento de iones (IP-RP-HPLC).

Luego se optimiz6 la ionizacion y deteccidon de los acil-CoAs por ESI acoplado a un
espectrometro de masas de alta resolucion (HRMS) con analizador tipo Qq-TOF. Los
parametros tanto de ionizacién como de MS fueron ajustados realizando una infusiéon
directa de la mezcla de estandares comerciales, de manera de poder analizar el espectro
completo de acil-CoAs. Se utilizé el modo negativo de ionizacién y los iones observados
corresponden al [M-H]-. La TEA agregada, ademas de mejorar la separacion
cromatografica, en este caso favorece la ionizaciéon en modo negativo al actuar como
dador de electrones y promover la deprotonacién de la molécula de acil-CoA (72).

En la Figura 8A se puede observar el cromatograma correspondiente a la mezcla de
estdndares y en la Figura 8B el espectro de masas del palmitoil-CoA (Ci6-CoA). Esta
ultima muestra el patrén de isétopos del analito, que permite la validacion de la formula
molecular. Para confirmar la identidad de los iones observados, los mismos fueron
fragmentados por MS/MS, observandose en todos los casos la presencia de los iones

m/z=-408 y m/z=-426, caracteristicos de los derivados de CoA (101)(Figura 8C).
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Figura 8. Andlisis por IP-RP-HPLC-ESI-HRMS de cinco estindares de acil-CoAs. A. Separacion
cromatografica de los estandares: (1) C2-CoA, (2) C16-CoA, (3) C17-CoA, (4) C20-CoA and (5) Cz6-CoA. B.
Patrén de isétopos del ion C1¢-CoA [(M-H)-] observado por HRMS. C. Productos de fragmentacién del C16-
CoA obtenidos por MS/MS. Se muestra la estructura del ion parental (palmitoil-CoA; m/z: 1004.32) y los

fragmentos caracteristicos de los derivados de CoA (m/z: 408 y 426).

La estructura de la molécula de CoA se presenta en la Figura 9, en la misma se indican
también los sitios de fragmentacién y las m/z de los iones resultantes. De esta forma la
masa exacta, el patrén de is6topos y la presencia de los iones caracteristicos durante la
fragmentacion permiten identificar inequivocamente estos iones. El esquema del

método analitico se muestra en la Figura 10.
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Figura 9. Estructura y patron de fragmentacion de los ésteres derivados de la CoA. R simboliza una

cadena carbonada.
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Figura 10. Esquema del método de analisis acil-CoAs por IP-RP-HPLC-ESI-HRMS.

4.1.3.2 Andlisis de acil-CoAs en actinomicetos

Luego de haber puesto a punto la deteccién de los estandares comerciales, al no
haber un método descripto de extraccién de acil-CoAs en actinomicetos se probaron
varias alternativas hasta quedarnos con una modificacién del método descripto por Sun
y col. (72). Fue necesario principalmente optimizar las condiciones de ruptura celular y
la extraccién con solventes. Brevemente, los pellets celulares correspondientes a un
cultivo de 50 mL de DOesoo ~1 fueron resuspendidos en bufer fosfato/2-propanol
suplementado con TEA. Las células fueron rotas por sonicacion y al extracto resultante
se le agreg6 acetonitrilo y sulfato de amonio previo a centrifugar para separar los restos
celulares. Finalmente, al sobrenadante se lo sec6 con N2 y disolvi6 en 2-propanol/acido

acético para analizar por LC-MS.

[46]



El manejo de los cultivos se realiz6 a temperatura ambiente hasta luego de
centrifugarlos intentando minimizar los efectos de cambio de temperatura en el perfil
de acil-CoAs. Estas son moléculas precursoras o intermediarios por lo que sus
concentraciones dentro de las células pueden variar rapidamente durante la extraccion
y cambiar el perfil analizado (103).

Por otro lado, para normalizar y cuantificar los acil-CoAs endégenos, estandares
internos de referencia fueron agregados previos a la disrupcion de las células para
compensar las variaciones y errores durante la preparacion de las muestras. Se
utilizaron dos acil-CoAs marcados con isétopos estables: 13C-acetil-CoA, para la
cuantificaciéon de acil-CoAs de cadena corta (hasta 4 carbonos), y 13C-plamitoil-CoA,
para la cuantificacidn de acil-CoAs de cadena media y larga (de 8 a 26 carbonos). Estos
estandares fueron seleccionados especificamente para cuantificar los acil-CoAs en
funcién de su similitud en la longitud de la cadena, ya que se observo que la sensibilidad

del sistema varia levemente en relacién con el largo de la cadena acilada (Figura 11).
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Figura 11. Intensidad de las seifiales en funcién a la concentracién del 13C-acetil-CoA y 13C-
palmitoil-CoA utilizando IP-RP-HPLC-ESI-HRMS. La linealidad del método es de 1.8 a 1200 pmol
para 13C16:0-CoA y de 3.75 a 2400 pmol para 13C2:0-CoA.

Para estimar el rendimiento del método de extraccion de tioésteres de CoA
establecido, los estandares internos fueron agregados en dos etapas del proceso: previo

a romper las células y al final de la extraccion. Los resultados en la Tabla 4 muestran
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que ambos estandares, 13C-acetil-CoA y 13C-plamitoil-CoA, mostraron un rendimiento
de extraccion cercano al 100 %. El rendimiento se calculé como el porcentaje de la sefial
del estandar interno agregado previo a la rotura de las células respecto del obtenido
luego de la extraccién en una muestra de M. smegmatis. A su vez pudimos observar que
habia una pérdida de la sefial por efecto de matriz en ambos casos de un ~86 % (Tabla
4). Esta estimacidn se calculé entre la sefial de cada estandar en una muestra extraida
de M. smegmatis y la misma cantidad de estandar en solucién de inyeccion (2-propanol/

acido acético 1 mM (4:1)).

Tabla 4. Rendimiento de la extraccion de acil-CoA comparada con inyeccidn directa de estandar.

Estandar Rendimiento (%) Perdida de sefial por matriz (%)
13C2-CoA 92.03 86.48
13C16-CoA 100 86.91

Para determinar el rango dindmico del método, los diferentes acil-CoAs comerciales
usados como estandar fueron preparados por diluciones seriadas en solucién de
inyeccion. La linealidad del método calculada para acil-CoAs de cadenas mayores a 8
atomos de carbono fue entre 1.8 pmol y 1.2 nmol. Para acil-CoAs de cadenas cortas (de
2 a 4 carbonos) el método mostré un corrimiento en el rango dindmico a 3.6 pmol - 2.4
nmol (Figura 11). Cuando un acil-CoA se encontraba en cantidades mayores al rango
dindmico del método, el mismo se media diluyendo la muestra.

Finalmente, se estudi6 la estabilidad de la muestra preparada antes de inyectar en
el LC-MS, inyectando multiples veces una mezcla de estandares de acil-CoA mantenida
a 4°C durante un intervalo de 20 horas. Se observ6 que a partir de la primera hora
existia una disminucion en la sefial y la misma no era igual para los acil-CoAs de distinto
largo de cadena. Debido a esto se decidi6 mantener las muestras a -80°C hasta su

inyeccion.
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Una vez que se establecid el método tanto de extracciéon como de determinacion y
cuantificacion, se determino el perfil completo de acil-CoAs de células de M. smegmatis

de un cultivo de fase exponencial. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Niveles intracelulares de acil-CoAs en diferentes actinomicetos.

Acil-CoA Determinacion de acil-CoAs enddgenos [pmol]
M. smegmatis M. bovis BCG  C. glutamicum S.
coelicolor
C2 (Acetil) 3,842 + 323 1,137 + 74 5,649 + 800 21,418 +
25

C3 (Propionil) 462 + 23 25+0.2 n/d 186+ 1
Carboxi C2 283 26 27 £3 n/d 154 + 31
(Malonil)
Cs:0 34+0.6 7+1 6.4+ 0.6 n/d
C10:0 48+1 24 +3 42+ 6 n/d
Ci2:0 45+0.3 67 +7 5+04 9.6+1
C13:0 2.75+0.04 59+6 n/d 134 +1
Ci4:0 6.8+ 0.4 144 + 30 11.8+3.4 34.4+0.6
C1s:0 1.67 +£0.02 140 + 17 n/d 33.8+0.4
Ci6:0 97 + 4 330 +£43 42 +1.8 23.4+0.6
C16:1 34+1 171 6.6 + 2 3+0.4
C17:0 35+4 925 n/d n/d
C1s:0 224 + 46 87 +19 5+04 n/d
Cis:1 88+9 25%£0.2 28.6 3.6 n/d
C20:0 66 + 4 61+2 n/d n/d
Cz22:0 49+ 0.4 34+8 n/d n/d
C24:0 95+ 4 83+9 n/d n/d
Cze:0 n/d 29.2+3.6 n/d n/d
Carboxi C16:0 n/d n/d 10+ 0.4 n/d
Carboxi C24:0 3.3+0.5 n/d n/d n/d
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Carboxi C26:0 n/d 28+0.4 n/d n/d
n/d: No detectado

En el andlisis, los acil-CoAs de cadena corta detectados incluyen acetil-CoA,
propionil-CoA y malonil-CoA, metabolitos fundamentales en la biosintesis de lipidos. En
el caso de los acil-CoAs de cadena media o larga, las especies encontradas con mayor
abundancia son palmitoil-CoA (Cieo0), estearoil-CoA (Cis:o), oleoil-CoA (Cis:1) y
lignoceril-CoA (C24.0).

Luego analizamos si el método desarrollado para M. smegmatis era apropiado
también para el andlisis de acil-CoAs de otros actinomicetos relacionados:  C.
glutamicum, S. coelicolor y M. bovis BCG. Se pudo observar que los acil-CoA con cadenas
aciladas mayores o iguales a C20 constituyen el ~5 % del total en el género
Mycobacterium mientras que no se detectan en S. coelicolor y C. glutamicum. Este
resultado coincide con el comportamiento bimodal descripto para el sistema FAS-I de
micobacterias (44,104). El perfil de acil-CoAs obtenido en S. coelicolor y C. glutamicum
reflejan la composicion lipidica descripta para sus membranas. La mayor parte de los
FA de S. coelicolor son sintetizados a partir de unidades precursoras de cadena
ramificada como el isobutiril, isovaleril y ante-isovaleril, para dar lugar a FA de cadena
par e impar con una ramificacion metilo en el extremo w-terminal (105,106). Asi, los
acil-CoAs mayoritarios fueron miristoil-CoA (C14), pentadecanoil-CoA (Cis) y palmitoil-
CoA (C16). En cambio, las corinebacterias so6lo utilizan acetil-CoA como precursores y
las enzimas FAS-I de tipo eucariotas presentes en estas bacterias sintetizan palmitoil-
CoA (Ci6:0), estearoil-CoA (Cis:.0) y oleoil-CoA (C1s:1), los cuales fueron las principales

moléculas encontradas en células de C. glutamicum (Tabla 5).

4.1.3.3 Determinacion de carboxi-acil-CoAs

Nuestro siguiente objetivo fue determinar si el método desarrollado era capaz de
detectar 2-carboxi-acil-CoAs de cadena larga, intermediarios activados que pasaran a

ser parte de la cadena lateral de los MA en Mycobacterium y Corynebacterium. Para esto
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se utilizé un 2-carboxi-acil-CoA sintetizado in vitro a partir del estandar C20-CoA,
mediante la reaccion del complejo de carboxilasa de acil-CoA de cadena larga de M.
tuberculosis (55). El producto de esta reaccidn, el carboxi-C20-CoA, fue analizado
mediante LC-MS y MS/MS. Se observaron los iones [M-H]- correspondientes tanto al
carboxi-C20-CoA como a su precursor Cz0-CoA, m/z 110440 y m/z 1060.40
respectivamente. El tiempo de retencién del carboxi-C20-CoA es aproximadamente 1
minuto menor que el C20-CoA, lo cual coincide con la mayor polaridad dada por el grupo
carboxilo. Al analizar el carboxi-Cz20-CoA por MS/MS, se observa la apariciéon del ion m/z
1060.40, lo que indica que la fragmentacién estaria produciendo una descarboxilaciéon
inducida por colisién generando nuevamente el ion correspondiente al C20-CoA (Figura
12). En el espectro de MS/MS se observan también los iones m/z 408 y m/z 426
caracteristicos de los derivados de CoA. Esta descarboxilacidn por colisién se observo
también en las muestras analizadas en la fragmentacién del malonil-CoA, un carboxi-
acil-CoA, endégeno (Figura 12). En el mismo se observa no soélo la liberacion del acetil-
CoA, el cual es su producto de descarboxilacion, sino un intenso ion correspondiente a
la CoA. Este fenomeno fue previamente reportado en la fragmentacion de péptidos

conteniendo acido carboxiglutamico, un AA carboxilado (107).
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Figura 12. Analisis de los estandares Cz0-CoA y carboxi-Cz0-CoA. A. Separacién cromatografica de los
estandares: C20-CoA (1) y carboxi-C20-CoA (2). B. Patrén de isétopos del ion carboxi-Cz0-CoA [(M-H)-]
observado por HRMS. C-D. Productos de fragmentacién obtenidos por MS/MS del carboxi-C20-CoA y del
malonil-CoA respectivamente. En ambos se muestra la estructura del ion parental (carboxi-Cz0-CoA, m/z:
1104.40; malonil-CoA. m/z 852.15), el producto descarboxilado (C20-CoA, m/z: 1060.40; acetil-CoA,
808.14) y los fragmentos caracteristicos de los derivados de CoA (m/z: 408 y 426).

Una vez corroborada la posibilidad de estudiar este tipo de moléculas, analizamos
la presencia de los carboxi-acil-CoAs de cadena larga en las muestras biolégicas. Para
esto, buscamos en cada cromatograma el ion [M-H]- que corresponderia al 2-carboxi-
acil-CoA de cadena larga segun el largo de la cadena alfa reportado para cada bacteria
analizada. Encontramos el ion m/z 1160.44, que corresponde al carboxi-C24-CoA en M.
smegmatis (m/z tedrico 1160.452, Figura 13), el ion m/z 1188.47 correspondiente al
carboxi-C26-CoA en M. bovis BCG (m/z tedrico 1188.483) y el ion m/z 1048.33
correspondiente al carboxi-Ci6-CoA en C. glutamicum (m/z tedrico 1048.327, Tabla 5).
Todos los iones encontrados tuvieron un error en su masa calculada menor a 10 ppm.

Los tres iones fueron analizados por MS/MS y en todos los casos la fragmentacién de
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los mismos dio lugar, ademas de a los iones m/z 408 y m/z 426 caracteristicos de los
derivados de CoA, al ion correspondiente al acil-CoA resultante de la pérdida de una
molécula de didxido de carbono o descarboxilacién (CO2). En la Figura 13 se muestra el

analisis por MS/MS del carboxi-C24-CoA.
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Figura 13. Analisis del carboxi-C24-CoA en M. smegmatis. A. Separacion cromatografica de los acil-
CoAs enddgenos: carboxi-Cz24-CoA (1) y C24-CoA (2). B. Patrén de isétopos del ion carboxi-Cz4-CoA [(M-
H)-] observado por HRMS. C. Productos de fragmentacidn del carboxi-C24-CoA obtenidos por MS-M). Se
muestra la estructura del ion parental (carboxi-Cz24-CoA; m/z: 1160.45), el producto descarboxilado (Cza-

CoA; m/z: 1116.45) y los fragmentos caracteristicos de los derivados de CoA (m/z: 408 y 426).

4.1.3.4 Efecto de inhibidores de FAS y de la suplementacién de FA en la composicién del

perfil de acil-CoAs en M. smegmatis
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Las micobacterias tienen la habilidad de usar eficientemente FA como fuente de
carbono y energia a través del ciclo de [-oxidacién. Esta caracteristica es
particularmente relevante para el patégeno M. tuberculosis, el cual usa un amplio rango
de lipidos del hospedador durante la infecciéon (108). Para estudiar como cambia la
composicion de los acil-CoAs endogenos en respuesta a diferentes estimulos
ambientales, analizamos el perfil de acil-CoAs de M. smegmatis crecida en medio 7H9
suplementado con acido heptadecanoico (Ci7). La activacién de los FA por
tioesterificacion a la CoA es un proceso fundamental ubicuo a todos los organismos,
desde arqueas al ser humano (109). Una vez internalizados, los FA son inmediatamente
convertidos a acil-CoAs por una acil-CoA sintetasa y luego utilizados ya sea para la
biosintesis de PL y TAG o degradados a través del ciclo de -oxidacion. La ruta de (3-
oxidacién funciona de manera ciclica, cada ciclo resulta en un acortamiento del acil-CoA
entrante en dos atomos de carbono para dar como producto acetil-CoA. En nuestro
analisis, suplementamos el medio de cultivo con FA Ci7 y analizamos el efecto en el
conjunto de acil-CoAs intracelular (Tabla 6). Pudimos observar que los niveles de
heptadecanoil-CoA y pentadecanoil-CoA (el producto de la primera ronda de [3-
oxidacion) se incrementaban ~1.5 y ~5 veces respectivamente luego de una hora de
tratamiento. Pudimos detectar ademas derivados de CoA intermediarios de la -
oxidacién del heptadecanoil-CoA. En la tabla 6 se muestra la presencia del C1i7-B-
hidroxil-CoA, el intermediario (C17-OH) producido por la hidratacién del enoil-CoA por
la enzima enoil-CoA hidratasa, en las células tratadas con acido heptadecanoico pero no
en las células control.

Finalmente, determinamos el perfil completo de acil-CoAs de células de M.
smegmatis tratadas con diferentes antibidticos que interfieren con la biosintesis de
lipidos. Un cultivo de M. smegmatis fue tratado durante una hora con Cer, un antibiotico
que impide la sintesis de FA por la inhibicién de la reacciéon de condensacion tanto del
sistema FAS-II (B-cetoacil-ACP sintasas) en bacterias, como del sistema FAS-I en
mamiferos y micobacterias (110,111). El analisis de estas células revel6 grandes
diferencias en los niveles de acil-CoAs respecto de las células control (Tabla 6). Como
era de esperarse, el tratamiento con Cer produjo una drastica reduccion de los acil-CoAs
de cadena media y larga, con el incremento asociado de malonil-CoA, la unidad
elongadora. Analizamos también el perfil de acil-CoAs de un cultivo de M. smegmatis en
presencia INH, un inhibidor especifico de la biosintesis de MA, utilizada como una droga
de primera linea en el tratamiento contra la tuberculosis. La INH es una pro-droga que
requiere activacion una vez dentro de la célula de las micobacterias. Luego de su
activacion por KatG, la INH reacciona con NAD(H) para formar un aducto que inhibe
InhA, la enoil reductasa del sistema FAS-II de micobacterias, el cual esta involucrado en
la biosintesis de MA (112). El sistema FAS-II es el responsable de la elongacién de los
FA provistos por el sistema FAS-I, por lo que la disrupcién de la biosintesis de MA por
INH afectaria la composicion de FA de cadena larga, precursores requeridos para la
misma. Existe evidencia que la INH no afecta directamente al sistema FAS-I y que la
inactivacién de InhA produce la acumulaciéon del FA C24 (113). En nuestro analisis
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pudimos observar, tal como se muestra en la tabla 6, que los niveles de acil-CoA de
cadena media en M. smegmatis se encuentran significativamente aumentados luego de
una hora de tratamiento con INH e inesperadamente los niveles de los acil-CoAs de
cadena muy larga (Cz4) se encuentran disminuidos.

Tabla 6. Niveles intracelulares de acil-CoAs en M. smegmatis.

Acil-CoA

Determinacion de acil-CoAs enddgenos

[picomol]

Cz (Acetil)

C3 (Propionil)
Carboxi C2 (Malonil)
Ci30

C14:0

Cis:0

Ci6:0

Ci6:1

C17:0

Ci7-om

C1s:0

Cis1

Cz0:0

Cz22:0

C24:0

Carboxi C24:0

M.

smegmatis

3,842 £ 323
462 + 23
283 £ 26

2.75 £ 0.04
6.8+0.4

1.67 +0.02

97 £ 4
34+1
354
n/d
224 + 46
88+9
66 + 4
49+ 0.4
95+ 4
3.3+0.5

M. smegmatis

FA C17

3,025 + 287
535+ 4
203 + 36
34+0.3
9.7+0.4

6.85+0.01
126 £ 8

31+3
561
3.7%+0.3
187 + 23
74 £ 13
50+9
38+4
96 £ 15
3.7+x04

M.

smegmatis

Cer

1,584 + 453
27523
647 £ 45

n/d
2+0.5
n/d
7+15
6+1
51
n/d
12 +£2
9+1
24+0.4
n/d
n/d
n/d

M.
smegmatis
INH
8,189 + 444
38716
237 £ 37
12+1.6
38+4.5
7+0.2
213 +8
165 + 22
55+4
n/d
323 +32
311+ 30
30£5
206
46 +8
21+0.5

n/d: No detectado

4.1.4 Discusion
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En actinomicetos, el metabolismo lipidico no sélo se relaciona con la sintesis de PL
de membrana sino también con la produccion de compuestos policétidos con
propiedades farmacéuticas, con la generacién de compuestos de reserva (TAG) con
potencial aplicacion tecnolégica y con la biosintesis de lipidos complejos, estos ultimos
esenciales para la permeabilidad de la pared celular y patogenicidad en algunas
especies patogénicas. Debido a esto, una caracterizaciéon detallada de los principales
metabolitos intermediarios del metabolismo lipidico, los acil-CoAs, provee una
herramienta importante para empezar a descifrar rutas metabdlicas poco entendidas
que pueden tener un gran impacto en la biologia, biotecnologia y patogenicidad
asociada a este grupo de bacterias.

En esta parte de la tesis se desarroll6 un método de IP-RP-HPLC/ESI-HRMS para
identificar y cuantificar un amplio rango de acil-CoAs de manera confiable en diferentes
actinomicetos. Por IP-RP-HPLC se separan acil-CoAs de cadenas aciladas de entre 2 y
26 carbonos los cuales son luego analizados por ESI-HRMS donde cada acil-CoA es
determinado por su masa exacta y patron isotopico del ion principal [(M-H)-]. Una vez
obtenida la masa exacta y el patréon isotépico es posible inferir la composicion
elemental, lo cual sumado a una coherencia cromatografica comparada con los
estandares comerciales y la corroboracion de su patrén de fragmentacion posterior por
MS/MS, posibilita la determinacién de todo el conjunto de acil-CoAs presentes en una
muestra. El método requiere una preparacion de muestra simple donde los tioésteres
de CoA permanecen estables por varios meses al guardarlos a -80 °C. Ademas, y a
diferencia de los métodos que usan MS/MS para la identificacion de analitos
previamente conocidos y seleccionados para su determinacidn, este método permite la
identificacién de todos los derivados de CoA presentes en una muestra sin seleccion
previa. Esto permite re-analizar los datos crudos en cualquier momento y determinar
la presencia de analitos nuevos o inesperados que no hayan sido reportados
previamente sin la necesidad de preparar la muestra o realizar nuevamente su analisis
como es el caso de la mayoria de los métodos publicados. La utilidad del método no
dirigido y la posibilidad de re-analizar los datos, se hizo evidente en este trabajo en el
estudio de la 3-oxidacién de FA exdégenos y la determinacién de los carboxi-acil-CoAs.

Los intermediarios de la (-oxidacion en M. smegmatis y los distintos acil-CoAs
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carboxilados en las distintas especies fueron encontrados analizando datos de
experimentos previos sin necesidad de preparar o correr muestras nuevamente.

La envoltura celular compleja que rodea a la mayoria de los actinomicetos, y la
variacion en la polaridad y solubilidad de los acil-CoAs con un amplio rango de largos
de cadena acilada y diferentes nimeros de insaturaciones, present6 un desafio a la hora
de disefiar la extracciéon. Tuvimos entonces que optimizar un protocolo de ruptura
celular y desarrollar un sistema de solventes apropiado que asegure una extraccién
completa y disminuya la posibilidad de obtener sesgo por el largo de la cadena
carbonada en el proceso de purificacion.

El método desarrollado permitié el analisis, en una sola corrida, del perfil completo
de acil-CoAs de M. smegmatis, M. bovis BCG, C. glutamicum y S. coelicolor. Esta es una
clara mejora respecto a otros métodos analiticos que no analizan el espectro completo
de acil-CoAs presente en estas muestras (72,100). Los perfiles de acil-CoAs obtenidos
concuerdan con la composicion de FA reportada para los diferentes organismos
analizados en esta tesis (114,115) y ademas confirman la actividad bimodal reportada
para la FAS-I de micobacterias, la cual se conoce que sintetiza y libera tanto acil-CoAs
de cadena larga (C14-18-CoA) como de cadena muy larga (C24-26-CoA) (104,116). Los
resultados mostrados en la Tabla 5 revelan grandes diferencias en los niveles de acil-
CoAs y su distribucion entre los tres géneros de bacterias y las subespecies analizadas.
Acil-CoAs de cadena muy larga fueron solo encontrados en células del género
Mycobacterium pero con diferencias entre ambas especies analizadas. Como se
esperaba en base a las propiedades reportadas de las enzimas FAS-1 de M. smegmatis y
M. bovis BCG (116), el C26-CoA solo fue detectado en M. bovis BCG mientras que en M.
smegmatis sOlo se encontré hasta C2:-CoA. Por otro lado, la enzima FAS-I de
Corynebacterium sélo sintetiza acil-CoAs de cadena larga (hasta 18 carbonos). El
palmitoil-CoA (Cie:0), estearoil-CoA (Cis:0) y oleoil-CoA (Cis:1) fueron los principales
acil-CoAs encontrados en esta bacteria (Tabla 5).

Nuestro laboratorio estd estudiando el metabolismo lipidico en micobacterias y
actinomicetos relacionados. Grandes esfuerzos se han invertido en el estudio de la
estructura y biosintesis de los FA Unicos encontrados en los lipidos complejos que

conforman la envoltura celular de M. tuberculosis (29). Esto se debe principalmente, a
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que las enzimas involucradas en su metabolismo son potenciales blancos selectivos
para el desarrollo de drogas antimicobacterianas o para su uso en procesos
biotecnolégicos (117,118). Sin embargo, todavia hay algunos aspectos de la biosintesis
de FA en micobacterias que necesitan ser esclarecidos para entender completamente
los procesos regulatorios complejos involucrados en el mantenimiento de homeostasis
lipidica en estos microorganismos.

Asi, la posibilidad de determinar el perfil completo de acil-CoAs (de C2 a C26) en
micobacterias en un Unico experimento, provee una herramienta importante para el
analisis de los efectos de nuevos antibidticos dirigidos hacia la biosintesis de lipidos o
su regulacion, asi como para el andlisis de diferentes cepas mutantes que poseen
dafiado o alterado su metabolismo lipidico.

Los MA son a-alquil B-hidroxi-acidos grasos de cadena muy larga. Siendo el
componente mayoritario y mas especifico de la envoltura celular micobacteriana, los
MA han probado ser esenciales para la supervivencia de Mycobacterium (47). En el
contexto alarmante de la emergencia de cepas clinicas de tuberculosis multi-resistente,
extremadamente resistente y totalmente resistente, entender la biosintesis de estas
moléculas criticas es importante debido a que puede allanar el camino para el
desarrollo de nuevos agentes antimicobacterianos. Las cadenas o de estos MA son
especificas de cada especie y varian su largo de acuerdo a cada organismo. Asi, las
corinebacterias tienen la cadena a mas corta de todas las bacterias que contienen MA,
16 carbonos, mientras que M. smegmatis presenta una cadena a de 24 carbonos, y las
distintas especies que componen el Complejo-M. tuberculosis tiene principalmente 26
carbonos en la cadena « (47).

En este sentido, el método desarrollado no so6lo permite la identificacion y
cuantificacion de acil-CoAs de cadena larga sino también la de sus formas activadas (2-
carboxi-acil-CoAs), las cuales son finalmente convertidas en las cadenas a de los
diferentes MA de estos organismos (Tabla 5).

Finalmente, este método analitico fue también utilizado para estudiar los cambios
intracelulares de acil-CoAs que ocurren durante la degradacién de FA o como resultado
de la inhibicién de la sintesis de los mismos por el agregado de los antibi6ticos Cer e

INH. Como se mencioné anteriormente, la FAS-I de micobacterias presenta un
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comportamiento bimodal, liberando acil-CoAs de cadena larga (C16-18-CoA) asi como de
cadena extremadamente larga (C24-CoA) en M. smegmatis (104,116). El descubrimiento
de niveles reducidos de Cz24-CoA en células tratadas con INH fue inesperado debido a
que previamente habia sido reportado la acumulacién del FA Czs luego del mismo
tratamiento(113). Sin embargo, a diferencia del trabajo de Vilchéze, nosotros medimos
el C24-CoA y no el FA C24 total luego de una hidrélisis completa de la muestra. Por lo
tanto, podria estar sucediendo que debido a la toxicidad del C24-CoA, al empezarse a
acumular, radpidamente se incorpore a lipidos de reserva (TAG) para adoptar formas
menos nocivas y asi observar como resultado final una disminuciéon del mismo y un
aumento del contenido total de FA C24 de la célula.

Luego de haber sido publicado el desarrollo del método (119) y el mismo haber sido
utilizado en otros trabajos del grupo (65,120) nos planteamos como perspectiva una
actualizacion del mismo en el analisis por MS. Si bien el método actual permite una
determinacion fiable de los analitos, que fue corroborado numerosas veces por analisis
de fragmentacion adicionales, seria deseable que dicha corroboracion se realice en la
misma corrida, de manera automatica para todos los compuestos. Planteamos entonces
la posibilidad de utilizar el modo MS/MS automatico o DDA, el cual permitiria tener en
los datos crudos espectros de fragmentacion de practicamente todos los analitos
ionizados encontrados en una muestra y que se encuentra disponible en todos los
equipos Qq-TOF. De esta manera, se afiadiria una evidencia mas de la identidad de la
molécula, la cual puede ser muy util a la hora de la identificacion de derivados de CoAs
que no hayan sido previamente reportados en un determinado organismo.

La relevancia de los acil-CoA, no s6lo como intermediarios de la sintesis de FA,
lipidos complejos y policétidos, sino también como moléculas sefial involucradas en
regulacion transcripcional, modificacién de proteinas y otros metabolismos celulares,
subraya la importancia de tener un método simple, robusto y confiable para identificar
y cuantificar el perfil completo de derivados de CoA. El método desarrollado en este
trabajo cumple con todos estos criterios y deberia poder ser ampliamente aplicado en

un conjunto diverso de estudios metabdlicos.

[59]



4.2 CAPITULO II

Analisis lipidomicos en micobacterias
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4.2.1 Introduccién

Los lipidos son moléculas ubicuas en todos los organismos, diversos
estructuralmente y con numerosas funciones biolégicas. Estos no sélo sirven como
precursores en la formaciéon de membranas y como fuente de energia, sino que también
estan involucrados en proceso bioldgicos tales como sefializacion e interaccion célula-
célula, entre otros. La determinacion clasica de lipidos es a través de la cromatografia
de capa delgada (TLC). Este es un método econémico y sencillo, pero muy limitado a la
hora de resolver diferencias entre lipidos de una misma clase que poseen, por ejemplo,
distintas insaturaciones o largos de cadena carbonada. La MS en cambio, y en particular
utilizando ionizacién por ESI, es la principal tecnologia que posibilita analizar estas
moléculas a nivel individual (121). Asi, los avances tecnolégicos en MS, como el
aumento en la resolucidn, precision, velocidad de escaneo y mayor reproducibilidad,
sumado al hecho que los lipidos estén asociados a enfermedades como la diabetes,
obesidad, arteriosclerosis o Alzheimer, ha propiciado la aparicién de la lipidémica como
disciplina (121-124). Esta es parte de una tendencia relativamente novedosa en la
ciencia, que utiliza técnicas de estudio de biomoléculas globales no-dirigidas, y se
conocen como disciplinas Omicas: genOmica, transcriptomica, protedmica y
metabolomica. La genomica fue la precursora de este tipo de disciplinas y el concepto
de analisis no-sesgados atrajo la atencion sobre el campo de las 6micas. El potencial de
estas disciplinas es realmente enorme debido al impacto que tienen en el
descubrimiento y desarrollo de drogas, busqueda de biomarcadores y el estudio de
sistemas biologicos (125-128). El objetivo de la lipidémica, a veces considerado como
parte de la metabolomica, es la determinacion exhaustiva de los lipidos presentes en
una célula, tejido o fluido biolégico y la deteccion de la respuesta lipidica asociada a
diversos estimulos, desde una enfermedad o un tratamiento farmacolégico a una
condicién de crecimiento o una mutacién en un microorganismo.

A diferencia de los metabolismos centrales estudiados en la metabolémica
convencional, los lipidos son en su mayoria metabolitos secundarios que muestran una

variacidn significativa entre distintos organismos. Lipidomas de organismos patégenos,
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distintos de los organismos modelos tradicionales como el ser humano o E. coli, estan
empezando a ser estudiados sistematicamente. Estos incluyen Candida albicans,
Toxoplasma gondii, Trypanosoma, Leishmania donovani y Mycobacterium tuberculosis
(129). El grado de solapamiento de los perfiles lipidicos entre organismos modelo y
organismos de importancia clinica puede ser sorprendentemente bajo. Por lo tanto,
para realizar estudios globales de lipidos en estas especies, es necesario crear bases de
datos de lipidos de patégenos de forma individual.

Los miembros del género Mycobacterium producen uno de los lipidomas mas
complejos y singulares. Se estima que el 8 % del genoma de las micobacterias codifica
alrededor de 250 enzimas asociadas a la biosintesis de su repertorio lipidico, a
diferencia de las 50 enzimas involucradas en la sintesis de lipidos en E. coli (130). Estas
enzimas producen lipidos apolares, glicolipidos, lipoproteinas y lipoglicanos, que
pueden llegar a componer el 40 % del peso seco de la bacteria (24). Siendo la TB una
enfermedad ampliamente distribuida, y al poseer los lipidos micobacterianos
numerosas propiedades inmunoldgicas y de virulencia, se han realizado esfuerzos
sistematicos para establecer el lipidoma global de M. tuberculosis y otras micobacterias
asociadas (34,73,131,132). La base de datos MycoMass es uno de los resultados de estos
esfuerzos. La misma contiene 5000 especies tedricas de lipidos clasificados en 58
familias lipidicas, de las cuales 40 familias no se encuentran en las bases de datos de los
organismos modelos tradicionales. A excepcidn de algunos glicerofosfolipidos
encontrados en la membrana interna de las micobacterias, la mayoria de las estructuras
lipidicas producidas por estos organismos sélo se encuentran dentro del género
Mycobacterium y actinomicetos relacionados. Esto demuestra la necesidad de catalogar
y organizar los lipidos de organismos con significancia clinica.

Idealmente, los perfiles lipidomicos por MS determinan de manera cuantitativa y
reproducible todos los lipidos de cualquier muestra biolégica, sin sesgo o necesidad de
optimizar para una especie en particular. Esta metodologia no-dirigida, se diferencia
de las técnicas dirigidas (targeted), en que estas ultimas se enfocan sélo en el analisis
de uno o un conjunto limitado de lipidos predeterminados, para los cuales se optimiza
desde la preparaciéon de la muestra hasta la separacién y deteccién. La lipidémica no

dirigida en cambio, es un enfoque integral que posibilita la cuantificacién de cientos de
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especies de manera simultanea permitiendo asi revelar diferencias lipidicas en
muestras sin ningin conocimiento previo.

Uno de los desafios analiticos en este tipo de enfoques no dirigidos es la diversidad
y complejidad en la composicion lipidica de la muestra, tanto en términos estructurales
como de concentracion. Este problema se incrementa en el caso de las micobacterias
debido a su extrema complejidad lipidica. En este sentido, HPLC acoplada al sistema de
MS facilita la separacién de multiples clases lipidicas previo al analisis por MS. De esta
manera, se simplifica la complejidad de la muestra en la entrada del analizador y se
disminuye la supresion idnica a nivel de la ionizacién. A su vez, la separacion
cromatografica, ya sea de fase reversa o fase normal, brinda informacién cualitativa
sobre la hidrofobicidad relativa de los analitos a través del tiempo de retencidn.

El uso de HRMS brinda informacién sobre la masa exacta de cada ion, lo que permite
inferir la férmula molecular y la posible identidad del compuesto utilizando bases de
datos. Finalmente, la espectrometria de masas en taindem (MS/MS) provee informacién
estructural Unica para ayudar no sélo a identificar familias de lipidos de manera precisa
sino también a discriminar compuestos isoméricos, ya sean lipidos de distintas familias
o lipidos de la misma familia con distintos sustituyentes. Estas especies isoméricas
muchas veces co-eluyen (133), y por lo tanto son indistinguibles s6lo por su masa
exacta y tiempo de retencion. De esta manera, los instrumentos que posibilitan hacer
LC-HRMS/MS, como el FT-ICR, Qq-TOF y Orbitrap, predominan en la literatura
relacionada a la lipidémica (134-136).

Otros métodos de analisis de lipidos por MS son los que utilizan instrumentos triple
cuadruplo. Estos han probado ser valiosos para la deteccion de clases especificas de
lipidos a través de técnicas dirigidas (targeted) tales como escaneo de iones
precursores (precursor ion scanning-PIS) y de pérdidas neutras (neutral loss scanning-
NIS) (137). Por otro lado, existen también métodos que solamente se valen de la MS y
no utilizan separacién por cromatografia liquida (LC) para la determinacién de lipidos.
Este enfoque se denomina lipidémica tipo escopeta (shotgun), y utiliza una separacién
de los compuestos en la fuente ESI para ampliar la cobertura (138). Se han reportado

resultados realmente impresionantes con esta técnica pero inevitablemente por ahora
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los espectrometros pueden lidiar s6lo con cierta complejidad, tienen un rango dinamico

in-spectrum limitado y son sensibles a la supresion iénica (139).

4.2.2 Objetivos

En esta parte del trabajo nuestro objetivo fue desarrollar un método semi-
cuantitativo para el analisis de lipidos totales en micobacterias. Los objetivos

particulares fueron:

e Poner a punto una extraccién que nos permita obtener la mayor diversidad de
lipidos con la mayor eficiencia en este tipo de muestras.

e Lograr una separacion de las distintas familias de lipidos por cromatografia y
optimizar su deteccién por MS.

e Establecer un protocolo informatico semi-automatizado que permita el manejo
de la gran cantidad de datos a analizar.

e Validar el método determinando las abundancias relativas de los distintos

lipidos en M. smegmatis y M. tuberculosis.

4.2.3 Resultados

4.2.3.1 Desarrollo de un método semi-cuantitativo para el analisis del perfil de lipidos

totales

Como se dijo previamente, los miembros del género Mycobacterium producen uno
de los lipidomas mas complejos y singulares. La baja polaridad de los MA y los lipidos
complejos de las micobacterias contrastan con la alta polaridad relativa de los PL que
predominan en las células de mamiferos. Esto llevo a que, en la optimizacion de un
método de analisis lipidomico por LC-MS para micobacterias, para la extraccion

hayamos tenido que utilizar solventes de alta hidrofobicidad comparado con los
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métodos previamente optimizados para PL. Asi, para realizar las primeras pruebas
comenzamos eligiendo el método de Folch (Cloroformo/metanol 2:1)(140) sobre el
método de Bligh y Dyer (Metanol/cloroformo/agua 2:1:0.8)(141) ya que este ultimo
utiliza una mezcla menos hidrofébica. Ademas, se ha reportado previamente que para
muestras con alto contenido lipidico (mayor al 2 %) el método de Bligh y Dyer no logra
extraer la totalidad de los lipidos (142). Luego ensayamos un método modificado que
contiene ambas extracciones, similar al descripto por Stadthagen y col (143).
Brevemente, se realiz6 una extraccion Folch durante toda una noche en frio, luego se
volvié a extraer utilizando metanol/cloroformo 2:1 y finalmente se sumaron las fases
organicas y se lavaron con cloroformo/agua 1:1. Comparando ambas extracciones
pudimos observar que con esta ultima se extraia una mayor cantidad de PL polares, PE
en particular, que en la extracciéon Folch original. Decidimos entonces utilizar esta
extraccion modificada en los ensayos posteriores. La normalizacidn de las muestras se
realiz6 pesando los lipidos extraidos en tubos previamente tarados. Asi, todas las
muestras fueron disueltas en cloroformo a la misma concentracion final y la misma
cantidad de lipidos fue inyectada en el sistema de LC.

Otro de los desafios que se nos presentaron fue el disefio de la separacién
cromatografica. Decidimos realizar una cromatografia en fase reversa ya que la misma
es compatible con la MS y teniamos disponibles columnas C18 y C8. Al igual que en la
etapa de extraccion, el caracter hidrofébico de muchas de las moléculas de las
micobacterias (TAG, PDIMs, MAs) hizo que tengamos que utilizar solventes muy
hidrofébicos para poder eluir estos compuestos de la columna de fase reversa. Los
solventes apolares no son compatibles con LC-MS ya que no favorecen la ionizacién de
los analitos en el ESI e impiden su deteccion en el espectrémetro. Necesitamos entonces
buscar un equilibrio entre eluyentes que permitieran realizar la cromatografia y
solventes mas polares que permitieran la detecciéon de los compuestos por MS. Fue
importante en este punto asegurarse la elusion completa de todos los lipidos para evitar
contaminaciones entre las inyecciones sucesivas. Comenzamos utilizando una columna
€8, de 300 A de ancho de poro promedio y 150 mm de largo (Zorbax 300 SB-C8; 2.1 mm
x 150 mm x 5 pum), con el siguiente perfil de elusién: 60 % fase mévil A [H20,

conteniendo 5 mM AcNH4] y 40 % de fase movil B [Metanol/isopropanol, conteniendo
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5 mM AcNH4| 1 min; gradiente de 14 min hasta 100 % de fase mdvil B; 100 % de fase
movil B durante 10 min. Los primeros resultados se obtuvieron utilizando este sistema,
pero resultaba en una cromatografia muy extendida con un ciclo total de 32 min.
Finalmente, para acortar tiempos se cambié a una columna mas corta, de 50 mm, y se
empled un ciclo cromatografico total de 16 min (Figura 7). Se utilizaron como solventes
de corrida CH30H:H20 (99:1, v/v, Fase movil A) e isopropanol:hexano:H20 (79:20:1,
v/v, Fase movil B).

La deteccion de los lipidos luego de la separacién cromatografica se realizd
mediante ionizacion por ESI acoplado a un espectrometro Qq-TOF. Los parametros del
sistema debieron ajustarse para que puedan detectarse tanto los MA y lipidos
complejos de alto peso molecular como también los lipidos mas pequefios. Las
moléculas de masas mas altas y alta hidrofobicidad requieren altas energias de
ionizacion y menores flujos de gas contra corriente en la interfaz del ESI comparado con
los métodos previamente optimizados para PL (73). Cada muestra fue analizada en
ambos modos de ionizacidn: positivo para moléculas neutras (diacilglicerol o DAG, TAG,
PDIM y lipidos complejos compuestos por MA) y negativo para moléculas con grupos
acidicos ionizables (PLs, FAs, MAs y SGLs). Para poder observar las moléculas neutras
fue necesario agregar a los solventes AcNHs4 y propiciar la formacién del aducto
[M+NH4]+. El resto de los iones se detectd, en modo negativo, como [M-H]-. Finalmente,
se utilizé un modo de coleccion de datos denominado DDA. Esto permite hacer MS/MS
automaticamente a los iones de mayor intensidad en un espectro. De esta manera, se
obtuvieron los espectros de MS/MS de la mayoria de los lipidos, sumando asi evidencia
estructural para su identificacion. La fragmentacion se realiz6 por CID.

El siguiente paso fue la determinacion de las especies de lipidos que podian ser
identificadas y cuantificadas en ensayos comparativos. Para esto, en primer lugar se
buscaron en los espectros obtenidos los iones de los lipidos reportados para cada una
de las especies analizadas utilizando la base de datos MycoMass (73). Una vez obtenida
la lista de m/z tentativa, la misma fue filtrada de la siguiente manera:

- Se mantuvieron so6lo los iones monocargados y monoisotopicos.
- Se compararon los patrones isotopicos, dejando sélo aquellos cuyo perfil

correspondia con la férmula molecular del lipido correspondiente.
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- Se comprobé que hubiera coherencia cromatografica respecto a la hidrofobicidad
entre las distintas clases y dentro de la misma clase. Por ejemplo, los iones que se
asignan a DAG deben eluir antes que los TAG, o los lisoPL antes que sus respectivos
PL. Dentro de una misma clase, los de mayor largo de cadena o mayor grado de
saturacion deben ser los mas retenidos (Figura 14A).

Finalmente, se corrobor¢ laidentidad de cada una de las especies con la informacién
estructural aportada por los espectros de MS/MS. La fragmentacién brinda informacion
sobre el esqueleto carbonado, los FA sustituyentes y la clase de lipido, ya que se
producen pérdidas neutras o iones fragmentos caracteristicos de cada familia por la
ruptura de los enlaces entre el esqueleto carbonado y los sustituyentes (133,144). Fue
necesario probar distintas energias de colisién, en el modo MS/MS automatico, para
que las distintas familias de lipidos liberen los fragmentos caracteristicos que permitan
identificarlas.

En la Figura 14B se pueden observar los iones correspondientes a tres especies de
PE y sus patrones isotdpicos. En la Figura 14C se observa el espectro de masa en tindem
para el ion m/z = 732.56, correspondiente a la PE 35:0. En este mismo se pueden
observar tanto los FA sustituyentes, el Ci6:0 (m/z = 255.23) y el Ci9:.0 (m/z = 297.27),
como los fragmentos caracteristicos de la cabeza polar de la PE que corroboran la
identidad del compuesto (m/z=140.01y 196.03)(144,145). Podemos afirmar entonces
en este caso, que el ion m/z = 732.56 corresponde a la PE (16:0/19:0) sin especificar la

posicion de cada uno de los FA sustituyentes.
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Figura 14. Identificacién de PE (16:0/19:0) por MS y MS/MS. A. Cromatograma de ion extraido (EIC)
delosiones m/z="732.55y 730.34 correspondientes ala PE 35:0y PE 35:1 respectivamente. B. Espectros
de MS de la region del cromatograma donde eluyen PE 34:1, PE 35:1 y PE 35:0 con sus correspondientes
estructuras. C. Espectro de MS/MS del PE 35:0 (16:0/19:0). Se observan los fragmentos y estructuras de
los FA sustituyentes (m/z = 255.23 y 297.28) e iones caracteristicos para las PE (m/z= 140.01 y 196.03).
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En el caso de los MA, a-alquil B-hidroxi acidos grasos de cadena muy larga y los
principales lipidos en micobacterias, su identificacion por MS/MS es mas sencilla. Estas
moléculas liberan su cadena a al fragmentarlas por CID permitiendo, ademas de su
identificacidn, la caracterizacion de los mismos segtin el producto de FAS-I utilizado en
su sintesis (146). Mdas adn, en un espectro de MS/MS suele observarse un ion que libera
varias cadenas alfa (20, 22 y 24 carbonos en M. smegmatis o 24 y 26 carbonos en M.
tuberculosis). Esto sucede porque en realidad el ion seleccionado para fragmentar
corresponde a una serie de isomeros de MA cuya cadena alfa sumado a la meromicoélica
suman el mismo nimero de carbonos. De esta manera, uno puede inferir los productos
de FAS-I que estan siendo condensados para formar MA y su distribucién relativa en
una determinada condicidn. En la Figura 15A se puede observar el espectro obtenido de
la fragmentacion del MA a de 81 atomos de carbono (m/z = 1178.20) de M. smegmatis,
del cual se libera una cadena o de 24 carbonos (m/z = 367.35).

En cuanto a los lipidos neutros, en la Figura 15B y C se muestran los espectros de
MS/MS del DAG 34:1 y del TAG 54:1 respectivamente. En general, cuando los iones
[M+NH4]+ de los DAG son activados por CID, se produce una pérdida neutra del grupo
acilo y amonio, dando como producto el fragmento correspondiente al ion
monoacilglicerol (MAG). Lo mismo sucede en la fragmentacion de los TAG, dando como
resultado el fragmento correspondiente al ion DAG (147,148). De esta manera, en las
muestras analizadas se pudo determinar no sdélo la identidad sino los sustituyentes de
estos lipidos. En el caso del DAG 34:1, se observan los iones m/z = 313.27 y 339.29
correspondientes a las pérdidas neutras de los FA Cis1 y Cieo. Asi, el DAG 34:1
corresponde a la especie DAG (18:1/16:0). De la misma manera, el TAG 54:1 liber6 los
ionesm/z =577.72,607.56 y 633.58 por lo que se trata del TAG (20:0/18:1/16:0). En
este ultimo caso puede observarse la pérdida de un segundo acilo dando como
resultado el MAG 18:1 (m/z = 339.29). Las diferencias de intensidad de las mismas se
deben a que a mayor largo de cadena la ruptura tiende a estar mas favorecida (313.27
>339.29y577.72 > 607.56 > 633.58).

Otro de los lipidos neutros que se identific6 es el mmDAG. Este compuesto de
reserva es caracteristico de las micobacterias y esta constituido por un DAG en el cual

el hidroxilo libre del glicerol esta esterificado con una molécula de acido meromicélico.
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Al tener una estructura similar a los TAG, los mmDAG siguen las mismas reglas de
fragmentacion por CID (149). En la Figura 15D, se muestra la fragmentacion del
mmDAG 74:3. En esta se observan los iones m/z = 906.86, 883.84 y 577.52
correspondientes a las pérdidas neutras de los FA 16:0 y 18:1; y el &cido meromicoélico
40:2 respectivamente. Cabe destacar que por este tipo de ensayo no se puede saber si
el &cido meromicoélico posee efectivamente dos dobles enlaces, esto uno lo infiere por
la masa exacta, pero puede tratarse también de dos ciclopropanos dando como
resultado la misma cantidad de carbonos e hidrégenos. Asumimos en este caso que se
tratan de dobles enlaces ya que la muestra analizada proviene de M. smegmatis, cuyos
MA a poseen dobles enlaces en su estructura, y no de M. tuberculosis, que poseen
ciclopropanos (47). Tanto en este caso como en la fragmentaciéon del TAG 54:1 se
pueden observar los productos de la doble pérdida neutra m/z = 313.27 y 339.29
correspondientes a los MAG 16:0 y 18:1.

Finalmente, identificamos también una familia de PL esenciales para las
micobacterias, los PIMs (150). En este caso elegimos para fragmentar la especie mas
abundante en M. smegmatis, el Ac1PIM2 51:0 cuyo ion [M-H]- posee una relacion m/z de
1413.90. El espectro de MS/MS de este ion fue descrito previamente por Hsu y col (151).
Enla Figura 15E se puede observar el ion parental y los fragmentos que determinan la
identidad de la familia y los sustituyentes. Los iones 255.23 y 297.27 corresponden a
los FA Ci6:0 y C19:0 liberados y los iones 1157.65 y 1115.62 a la pérdida neutra de los
mismos. El ion 803.35 corresponde a la pérdida neutra de un DAG (35:0) confirmando
que los sustituyentes del glicerol son los FA Ci6:0 y C19:0. Se observa por ultimo el ion
403.06 que corresponde a la pérdida del palmitoil-mandésido (400 Da) del ion m/z =
803.35 anterior, confirmando que el Ci¢ es el FA unido a la manosa. Se puede confirmar
entonces, con la evidencia mostrada, que la molécula correspondiente al ion m/z =

1413.90 es el Ac(16:0)PIM2(16:0/19:0) (151).
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Figura 15. Espectros de fragmentacion de distintos lipidos en micobacterias. A. Espectro de MS/MS
del MA « de 81 carbonos, se observa la liberacién de la cadena a de 24 carbonos. B. Espectro de MS/MS
del DAG 34:1. Los FA sustituyentes son: 16:0 y 18:1. C. Espectro de MS/MS del TAG 54:1. Los FA
sustituyentes son: 20:0, 16:0 y 18:1. D. Espectro de MS/MS del mmDAG 74:3. Los sustituyentes son: los
FA 16:0 y 18:1; y el acido meromicdlico 40:2. E. Espectro de MS/MS del AcPIMz 51:0. Los sustituyentes
en el diacilglicerol son los FA 16:0 y 19:0; y en la manosa el FA 16:0. El rombo negro sehala el ion

seleccionado para fragmentar.

Una vez identificados los lipidos a analizar y previo a la cuantificacion, se analiz6 la
cantidad de muestra a inyectar para no saturar el sistema. Para esto se inyectaron
distintos volimenes de un extracto lipidico de M. tuberculosis y de M. smegmatis de
concentracion 1 mg/mL. Luego, se analiz6 la sefial obtenida para las distintas clases de
lipidos con distintas cantidades de extracto y se eligié aquella en la cual ninguna de
éstas saturaba. Generalmente, los compuestos muy apolares como los TAG, PDIM e
incluso las CL pueden ionizarse como dimeros ([2M-H]- o [2M+NH4]+) cuando entran
al ESI en alta concentracion. Esto, entre otros fenémenos, puede hacer que la respuesta
por MS a la concentracion del analito deje de ser lineal a concentraciones elevadas.

Finalmente, se generaron de manera manual tablas conteniendo los m/z de los iones
(monoisotdépicos) y tiempo de retencion cromatografico de todos los lipidos a
cuantificar en ambos modos y ambas especies. Estas tablas fueron usadas para integrar
de manera automatica la sefial correspondiente a cada lipido detectado utilizando el
software libre MZmine2 (74). Asi, en M. smegmatis se analizaron 679 especies de lipidos
distintas (333 en modo positivo; 346 en modo negativo) y en M. tuberculosis 755
especies (410 en modo positivo; 341 en modo negativo) en cada experimento. Los datos
pueden ser visualizados en mapas 2D (Figura 16) para observar diferencias entre
distintas condiciones a simple vista o exportados a hojas de calculo para realizar una

cuantificacion relativa.
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algunos de los lipidos identificados.

Existen dos formas de cuantificar un analito en una muestra: cuantificacion absoluta
o cuantificacion relativa (o semi-cuantificacion). La primera apunta a lograr determinar
la concentracion o cantidad de un determinado analito en una muestra y requiere de
curvas de calibracion o el uso de estdndares internos para lograrlo. Este es el caso del
método desarrollado para cuantificar acil-CoAs en el Capitulo 1. En un experimento de

lipidémica, donde queremos analizar la mayor cantidad de lipidos posibles, para

[73]



cuantificar de manera absoluta se deberian usar al menos un estandar por cada clase
de lipido. Esto se debe a que cada familia de lipidos posee una sensibilidad distinta a la
ionizacion, la cual también varia entre las especies de una misma familia en relacién a
los distintos largos de cadena (152). Los estandares a utilizar deben a su vez estar
marcados con is6topos estables (13C) o tener un nimero de carbonos en las cadenas
sustituyentes que no se encuentren en las muestras para poder diferenciar el estandar
comercial del analito endogeno. En nuestro caso, el uso de estandares internos no fue
posible, tanto por el costo como por la disponibilidad de todos los estandares que
habria que usar debido a la complejidad de las muestras.

Otra forma de cuantificar es la cuantificacién relativa o semi-cuantificacién
(73,153,154). En este caso, se asigna a cada analito una abundancia relativa al total de
analitos analizados. Esta relativizacion puede ser, por ejemplo, de una especie dentro
del total de especies encontradas para una familia de lipidos o de una familia dentro del
total de familias detectadas en un modo de ionizacidn. Esta estrategia es muy utilizada
también en la proteémica tipo shotgun por MS (155) mostrandose los resultados como
proteinas que aumentan o disminuyen su abundancia en graficos tipo volcan. En esta
estrategia el valor de entrada es el area del pico cromatografico de ion extraido.

Es importante destacar que, en este tipo de cuantificacion, la abundancia relativa
obtenida para los distintos compuestos esta influenciada por la sensibilidad del sistema
de deteccion para los mismos. En MS las sefiales obtenidas dependen de la ionizabilidad
de los distintos lipidos, por lo que aquellos que ionicen mas facilmente apareceran
sobrerrepresentados en el perfil. Esto quiere decir que no se puede establecer las
abundancias relativas dentro de una muestra, pero si realizar comparaciones entre dos
condiciones y determinar que especies aumentaron o disminuyeron su proporcion
respecto del total (73).

Laidea de los experimentos de lipidomica que se pretenden desarrollar en esta tesis
es poder determinar como varia el perfil de lipidos totales entre dos condiciones. Para
esto utilizamos entonces una estrategia de cuantificacidn relativa y la comparacion se
realiza entre los perfiles de lipidos en cada condicion. Para determinar si un cambio en
el nivel de una familia de lipidos se modific6 de manera significativa entre dos

condiciones se realizé una prueba estadistica de Student (t-test) y una probabilidad
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asociada menor a 0.05 (p > 0.05), utilizando como valores de entrada las abundancias

relativas. Debido a esto cada condicion debid analizarse con 3 réplicas biologicas.

4.2.3.2 Perfil lipidico de M. smegmatis y M. tuberculosis

Una vez puesta a punto la metodologia a utilizar y corroborada la identidad de
algunos de los compuestos detectados, para probar la fiabilidad del sistema se
determiné el perfil total de lipidos de M. smegmatis mc2155 y M. tuberculosis H37Rv
detectado por LC-MS. El perfil se separé en dos conjuntos para su cuantificacion
relativa, los lipidos detectados en modo negativo (Figura 17) y aquellos detectados en

modo positivo (Figura 18).

M. smegmatis mc’155 M. tuberculosis H37Rv
MA epoxi - SR
’ 9 metoxi
Ve~ % 2% e — oy

MA ceto

cL 2%

24% MA a
MA a 9 CL
240& 430/0
PIMs
/] 1% ,‘
PIMs & 4 PE PG
2% /g 25% 1% \
e R Pl PE
lisoP. 1%
39 ° 1% 20% 2%

B Otros: Liso PE (0.73%); Liso PG (0.53%); Liso PI (0.18%)

Figura 17. Perfil de lipidos de M. smegmatis mc2155 y M. tuberculosis H37Rv determinado por LC-

MS en modo negativo.
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Figura 18. Perfil de lipidos de M. smegmatis mc2155 y M. tuberculosis H37Rv determinado por LC-

MS en modo positivo.

Estos perfiles, si bien no reflejan la abundancia absoluta ya que la sensibilidad a la

ionizacion particular de cada familia y cada especie modifican estos resultados, se

correlacionan con los porcentajes reportados previamente. A pesar que la proporcién

entre los PL varia de acuerdo a las condiciones de crecimiento (156), un estudio

determin6 por TLC que la composicién de PL en M. tuberculosis H37Rv es P1 67 %, PE 8

% y CL 25 % (157). Por otro lado, en M. smegmatis mc2155 se determin6 también por
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TLC que la composiciéon de PL es: PI/PIM 37 %, PE 32 % y CL 28 % (156,158). Estos
reportes, al igual que nuestros resultados, muestran una pobre participacion de PE en
las membranas de M. tuberculosis, al contrario de lo que sucede en M. smegmatis. Por
otro lado, M. tuberculosis presenta ademas un mayor contenido de PI en comparacion
con M. smegmatis (Figura 17). Entre las diferencias podemos encontrar ademas, las
diferentes clases de MA en estas especies (47) y la presencia de PDIM y SGL s6lo en M.
tuberculosis (24) (Figura 17 y Figura 18).

Ademas del perfil de lipidos totales por familia, podemos calcular dentro de una
misma familia el largo promedio de las cadenas sustituyentes y su nivel de insaturacion.
El primero se determina calculando el promedio del nimero de atomos de carbono
ponderando la abundancia relativa encontrada de cada una de las especies dentro de
una familia de lipidos. Por otro lado, el nivel de insaturacién permite evaluar qué
porcentaje de lipidos dentro de una familia poseen una o mas insaturaciones o estan
completamente saturados. Estos analisis permiten observar cambios sutiles dentro de
una clase de lipidos entre dos condiciones aun cuando los niveles de la misma no varian.
En la Tabla 7 se muestran los valores promedio del largo de las cadena carbonada y en
la Figura 19 los niveles de insaturacion obtenidos para las distintas familias de lipidos

en ambas especies de micobacterias.

Tabla 7. Largos promedio de las cadenas carbonadas de lipidos de M. smegmatis mc2155 y M.

tuberculosis H37Rv.
Familia Largo promedio de la cadena carbonada
M. smegmatis M. tuberculosis H37Rv
mc2155
CL 67.65 + 0.03 68.95 * 0.05
PE 34.14 + 0.06 34.33+0.21
PI 34.66 = 0.04 34.99 + 0.04
PG 34.17 £ 0.06 34.30+0.03
MA « 77.32+0.18 78.52 £ 0.09
MA o’ /ceto 62.39 £ 0.05 84.30 + 0.08
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MA epoxi/metoxi 78.23 +0.03 85.12 + 0.05

TAG 55.71 + 0.45 56.34 + 0.33

DAG 34.39+0.08 35.28+0.06

mmDAG 77.73 £ 0.15 76.46 £ 0.12

GroMM « 77.54 £ 0.06 87.12 + 0.08

TMM a 77.65 £ 0.04 80.89 + 0.4

PDIM A - 92.65 + 0.03

PDIM B - 92.21+0.13

DAT - 46.49 + 0.93

SGL - 148.84 +/- 0.72
100.00 1—I

20001 il Il 4 insaturaciones
60.00 n ] L | I1 3 insaturaciones
I 2 insaturaciones
40.00 I M 1 insaturaciones
I 0 insaturaciones

20.00

0.00

TB|MS|TB |MS|TB |MS| TB|MS|TB| MS| TB| MS
cL TAG DAG PG PI PE

Figura 19. Nivel de insaturaciones en distintas familias de lipidos de M. smegmatis mc2155 (MS) y

M. tuberculosis H37Rv (TB).

En la Tabla 7 podemos observar que en los PLs en general, DAG y TAG, lipidos
sintetizados a partir de productos de FAS-I, no se observan grandes cambios en el largo

de las cadenas aciladas sustituyentes. Los FA de M. tuberculosis parecen ser apenas mas
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largos que los de M. smegmatis. En cambio, los MAs y sus lipidos complejos derivados,
GroMMs y TMMs, sintetizados principalmente a partir de los productos de FAS-II, son
significativamente mas largos en M. tuberculosis que en M. smegmatis. Cabe aclarar en
este ultimo caso que no solo el largo es distinto entre ambas especies, lo cual se sabia
previamente (47), sino que las clases de MA dadas por las modificaciones en su cadena
meromicdlica también son distintas. Llama la atencién que siendo los MA de M.
tuberculosis mas largos que los de M. smegmatis, los largos promedios de los mmDAG
sean muy similares en ambas especies. Uno esperaria que los dcidos meromicélicos,
componente principal de los MA, unidos al DAG fuesen mas largos también.
Finalmente, en la Figura 19 se puede observar una clara diferencia en el nivel de
insaturacidn general en todas las especies analizadas. En M. tuberculosis, tanto los PL
como los lipidos neutros poseen un menor numero de insaturaciones promedio en sus

acilos sustituyentes respecto a los mismos lipidos de M. smegmatis.

4.2.4 Discusién

La complejidad en la composicidn y estructura de los lipidos de las micobacterias es
probablemente la caracteristica mas sobresaliente de su género. Los lipidos de su
envoltura son los responsables de su capacidad de infectar, de persistir en el huésped y
de resistir a muchas drogas antituberculosas (159). En un contexto de aumento de la
aparicion de cepas de M. tuberculosis multirresistentes, creemos que es fundamental el
estudio de la biosintesis lipidica y su regulacion para el descubrimiento de nuevos
blancos de drogas contra este patdgeno. Debido a esto, es crucial tener una herramienta
que permita el analisis global de la composicion de lipidos en este organismo.

En esta parte del trabajo hemos puesto a punto una metodologia econ6mica, que no
requiere de estandares comerciales, y que depende de un sistema cromatografico
convencional y un espectrometro de masas de alta resolucién para realizar lipidémica
comparativa. Con la misma fue posible describir el perfil lipidico de M. smegmatis y M.
tuberculosis tanto en cuantificacion relativa de las distintas clases de lipidos como en la

descripcion de sus niveles de insaturacién y largo promedio de las cadenas
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sustituyentes. Este método fue utilizado para analizar distintas mutantes en el
laboratorio y elucidar diferencias que no pueden discriminarse por métodos mas
generales como la TLC.

Al comparar la hidrofobicidad en las distintas clases de lipidos de ambas especies
de (Figura 19), se observé un mayor nivel de saturacion general en los sustituyentes de
los lipidos en M. tuberculosis. Esto le da, junto con el mayor largo de los MA (Tabla 7),
una caracteristica mucho mas hidrofébica a esta especie en comparacién con la
micobacteria no patégena M. smegmatis. La hidrofobicidad estd ligada a la
patogenicidad e infectividad de las distintas especies de micobacterias, asi las especies
con membranas mas hidrofébicas son mas patogénicas (160). Esta caracteristica de la
membrana permitiria a estos patégenos su trasmisién a través de la formaciéon de
aerosoles y la adherencia a distintas superficies (161).

Como perspectivas, en el futuro nos planteamos la preparacion de muestras
totalmente en tubos plasticos ya que se observé que no genera contaminaciones que
interfieran en las determinaciones. Esto permite, ademas de evitar inconvenientes
durante la extraccién, incrementar la eficiencia de la extraccion al reducir el volumen
de trabajo y, de esta manera, reducir la cantidad de muestra necesaria para realizar el
ensayo.

Por otro lado, nos proponemos agregar un estandar externo a las muestras a
analizar. Este seria muy util a la hora de normalizar los datos en los casos en que la
variacion en la cantidad de lipidos por células sea significativa y perjudique la
cuantificacion relativa. En este caso se podrian relativizar las sefiales a este estandar, el
cual seria proporcional a la cantidad de células. Un posible estandar comercial podria
ser fosfatidilcolina, que tiene la ventaja de ionizar muy bien en ambos modos y no estar
presente en las micobacterias. Un problema del uso de PC es que dependiendo de las
cadenas sustituyentes puede tener la misma férmula molecular que las PE produciendo
iones de la misma m/z por HRMS. Si bien estas especies pueden separarse
cromatograficamente y ser distinguidas por MS/MS, seria conveniente utilizar un
estandar cuyos sustituyentes no se encuentren de manera enddgena en las PE (Por

ejemplo: PC 10:0/10:0).
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En un futuro seria deseable poder analizar el perfil lipidico global de M. tuberculosis
in vivo debido al rol fundamental que poseen los lipidos en la interaccién huésped-
hospedador. Seria interesante profundizar los conocimientos del rol de los lipidos de la
envoltura en la modulacién de la respuesta inmune o el uso de los lipidos de reserva del

huésped en situacion de dormancia (162).
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4.3 CAPITULO III

Estudio de M. smegmatis mutante condicional

en el sistema FAS-I
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4.3.1 Introduccién

Todos los organismos que producen FA lo hacen mediante la repeticion ciclica de
reacciones. El primer paso de la sintesis de los FA es la carboxilacion de acetil-CoA por
la acetil-CoA carboxilasa (ACC), para formar la unidad elongadora comtin malonil-CoA.
Esta molécula es luego condensada y el grupo ceto reducido de manera iterativa hasta
que la cadena del FA se complete para ser utilizada por la célula. En eucariotas, estas
reacciones son catalizadas por una sintasa de acidos grasos tipo I (FAS-I). Esta es una
gran proteina multidominio, a la cual la cadena de FA naciente se encuentra unida
covalentemente (163). Por el contrario, la mayoria de las bacterias contienen un
sistema FAS tipo II (FAS-II) en el cual cada reaccién es catalizada por una proteina
discreta (37). Una excepcion notable a esta regla son los procariotas miembros de la
familia Corynebacterineae, los cuales poseen una FAS-I tipo eucariota (39). Mas aun, el
género Mycobacterium posee ambos sistemas funcionando en la célula, trabajando en
conjunto para sintetizar los lipidos que necesita (41). En micobacterias, la biosintesis
de FA es iniciada por la enzima multidominio FAS-], la cual cataliza la produccién de
novo de acil-CoAs de cadena media y larga, a partir de acetil-CoA utilizando malonil-CoA
como unidad elongadora. Estos acil-CoAs son luego usados para la sintesis de PL de
membrana o tomados por el sistema FAS-II para producir acidos meromicélicos,
precursores de los MA. En micobacterias, el sistema FAS-II es responsable de la
elongacion de estos acil-CoAs mediante reacciones de condensacion iterativa con
malonil-ACP, para sintetizar meromicolil-ACP, los cuales pueden llegar a tener hasta 60
carbonos en su cadena (164-166). Una caracteristica notable de la FAS-I
micobacteriana es su comportamiento bimodal demostrado in vitro. Ademas de
producir acil-CoAs de cadena media, el sistema FAS-I libera Cz24:0-CoA en M. smegmatis
(104,167) o Cz6:0-CoA en M. tuberculosis (168), los cuales son luego carboxilados por
una carboxilasa de acil-CoAs de cadena larga (LCC) exclusiva para producir a-carboxi-
Cz24/26-CoA (55). Estos carboxi-acil-CoAs son luego condensados con meromicolil-AMP
en una reaccion catalizada por la policétido sintasa Pks13, para producir los MA (47).

Para afiadir un mayor nivel de complejidad, los acil-CoAs sintetizados por FAS-I no sélo
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son incorporados en PL, lipidos de reserva como los TAG y en los MA, sino también son
usados en M. tuberculosis como importantes precursores biosintéticos para producir
policétidos asociados a la virulencia como PDIM, poli-acil trehalosas (PATs) y SGL
(Figura 4) (47,169).

La hip6tesis de trabajo en nuestro laboratorio es que M. tuberculosis emplea una
compleja red de regulaciéon para mantener la homeostasis lipidica que permite la
adecuada interaccion entre los sistemas FAS-1y FAS-II, las diferentes PKS y las rutas de
biosintesis de TAG. Si bien hemos avanzado en la caracterizaciéon de dos reguladores
claves para esta red regulatoria, es importante avanzar en el estudio de los diferentes
componentes y mecanismos moleculares que controlan la homeostasis del
metabolismo lipidico, siendo éste uno de los metabolismos claves de M. tuberculosis y
de intima relacién con su virulencia. Actualmente sélo se conoce de manera escasa y
fragmentada el mecanismo involucrado en la regulacion del metabolismo de FA y MA
en respuesta a las condiciones ambientales. La evidencia reportada sugiere que
modificaciones pos-traduccionales, particularmente fosforilaciones mediante quinasas
de proteinas en Ser/Tre (STPK), llevan a cabo una regulacién estricta de la actividad de
las enzimas que sintetizan MA (170-173). Adicionalmente, algunos reguladores del
metabolismo de MA han sido identificados, como FasR que controla la expresion de fas
(88), y FadR y MabR que regulan la expresion del operén fasll (61,174). El hecho de que
los reguladores FasR y MabR sean esenciales para la viabilidad de M. smegmatis indica
que mantener un balance fino entre las actividades de los dos sistemas FAS es crucial
para el metabolismo de las micobacterias.

Con el objetivo de estudiar el rol del sistema FAS-I en el metabolismo lipidico in vivo
en micobacterias, previo al presente trabajo de tesis en el laboratorio se construy6 una
cepa mutante condicional en el operén fas-acpS. Este oper6n codifica para la enzima
multidominio FAS-I (fas) y la enzima encargada de fosfopantoteinilarla (acpS). La
fosfopantoteinilacion es una modificaciéon que tanto FAS-I como la proteina
transportadora de acilos, AcpM, requieren para ser activas. Esta consiste en la adicién
de un grupo fosfopantoteinilo a una serina conservada, al cual se unen de manera
reversible y mediante un enlace tioéster los FA durante el proceso de sintesis. Se ha

demostrado recientemente que AcpS se encarga de fosfopantoteinilar s6lo a FAS-I,
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mientras que PptT modifica al resto de las enzimas involucradas en el metabolismo de
lipidos, incluida AcpM (43).

La construccion se la cepa mutante se realiz6 mediante el reemplazo del promotor
salvaje de fas por un promotor reprimible Pptr, utilizando una adaptacién del método
desarrollado por Boldrin y col. (69) (Figura 20A). Esta construccion se realiz6 en una
cepa conteniendo el pldsmido pFRA42B, sistema que permite la regulaciéon TetR/Pip
OFF (WT-pFRA42B) (65). En la mutante resultante, la expresion de fas es reprimida por
la adicién de anhidrotetraciclina (ATc) al medio de cultivo y, por lo tanto, se produce
una depleciéon parcial de FAS-I. Cuando esta cepa es plaqueada en medio sélido
conteniendo 200 ng/mL de ATc no se observa crecimiento. Esto sugiere que la
represion por el sistema TetR/Pip OFF es suficiente para disminuir los niveles de la
enzima por debajo de los compatibles con la viabilidad celular. De la misma manera,
cuando se agrega ATc en medio liquido al inicio de la fase exponencial (DOsoo 0.2, To)
las células comienzan a crecer a una velocidad inferior comparada con la mutante sin
ATc hasta finalmente dejar de dividirse a una DOsoo aproximada de entre 0.8 y 1 (Figura
20B). El nivel relativo de mRNA del gen fas ante el agregado de ATc fue analizado
mediante experimentos de RT-PCR cuantitativa, a las 12 hs del agregado de ATc, previo
a que se observe arresto en el crecimiento (T3). Se muestra en la Figura 20C que ante
el agregado de ATc los niveles de mRNA de fas en la mutante fas cKD disminuyen
notablemente (90 % aproximadamente). En todos los casos se comprobd que el

agregado de ATc no afectaba a la cepa parental WT-pFRA42B (65).
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Figura 20. Construccion de la mutante condicional fas cKD de M. smegmatis. A. Representacion
esquematica de la organizacidon genémica de fas cKD. B. Curva de crecimiento de la mutante en medio
7H9 seguido por medidas de DOsoo. Luego de 12 hs, el cultivo fue dividido en dos fracciones iguales y a
una de ellas se la suplement6 con ATc 200 ng/mL (indicado con una flecha). C. Cambio en la cantidad
relativa de mRNA de fas medido por RT-PCR cuantitativa. El valor mostrado representa la relacién entre
el mRNA del gen fas de la mutante fas cKD crecida con y sin ATc 200 ng/mL y fue normalizado usando
sigA como un transcripto invariable. Las muestras de mRNA fueron extraidas luego de 12 hs de haber

agregado ATc (T3).

El analisis inicial de la mutante condicional, realizado antes del comienzo de este
trabajo de tesis, arrojo ciertos resultados que motivaron el estudio que se desarrollara
en el presente capitulo. Al analizarse la actividad de los sistemas FAS-1 y FAS-II por
incorporaciéon de 14C-malonil-CoA, en la mutante condicional se observé una
disminucién gradual de la actividad FAS-I al suplementar con ATc, pero sin embargo la

actividad FAS-II no mostré disminucion. Mas aun, cuando se estudio la sintesis de novo
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de FA y MA por incorporacion de 14C-acetato, se observd que mientras los FA
disminuian ante el agregado de ATc en la mutante fas cKD, los MA no presentaban
disminucién (65) (Figura 21). Se analizé de la misma manera la biosintesis de novo de
TAG, molécula de reserva de carbono cuyos precursores principales son los FA. Al igual
que con los FA, se observo que la sintesis de TAG se encontraba también afectada al
reprimir la expresion del gen fas.

Teniendo estos resultados como punto de partida, nos propusimos analizar mas en
profundidad el comportamiento del sistema de biosintesis de lipidos en micobacterias
en condiciones de deplecion parcial de FAS-I. Para ello hicimos uso de, entre otros, los

métodos desarrollados en este trabajo de tesis.
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Figura 21. Sintesis de FAy TAG en condiciones de deplecion de FAS-I. A. Biosintesis de novo de FA 'y
MA. Células de cultivos de fas cKD y WT-pFRA42B, crecidos en presencia y ausencia de ATc 200 ng/mL,
fueron marcadas con 1-14C-acetato a las 12 y 15 hs de tratamiento (T3 y T4) (Figura 20). Luego de una
extraccion organica, los metil ésteres de MA (MAMES) y FA (FAMES) fueron separados por TLC. Sistema
de solventes: hexano:acetato de etilo (9:1 v/v). B. Biosintesis de novo de TAG. Alicuotas conteniendo el
mismo numero de células de cultivos de fas cKD crecidos cony sin ATc fueron marcados con 1-14C-acetato

en T3 y T4. Se extrajeron lipidos totales y fueron analizados por TLC. Sistema de solventes:
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hexano/dietileter/acido acético (75:25:1, v/v). Como control, se utilizé un cultivo de WT-pFRA42B

tratado de la misma manera.

4.3.2 Objetivos

Nuestro objetivo en esta parte del trabajo fue analizar en detalle el impacto de la
reduccidn de la produccién de FA de novo en la biosintesis de MA y en la composicion

global de la envoltura celular. Los objetivos particulares para esta parte fueron:

e Estudiar la composiciéon de acil-CoAs en la cepa fas cKD en condiciones de
disminucién de la expresion del gen fas utilizando el método analitico
desarrollado en la presente tesis.

e Estudiar el perfil de lipidos globales ante la reduccién del sistema FAS-I en M.
smegmatis por LC-MS/MS.

e Analizar el cambio en el patrén de expresion de proteinas en fas cKD ante la
represion del gen fas por ensayos de proteémica tipo escopeta (shotgun) de
manera de intentar comprender el comportamiento del sistema de biosintesis

de lipidos ante la reduccion del sistema FAS-I.

4.3.3 Resultados

4.3.3.1 Efecto de la deplecion del sistema FAS-I en la composicion de los acil-CoAs en M.

smegmatis.

Como se expuso anteriormente, los acil-CoAs son moléculas cruciales en el
metabolismo de todos los organismos, ya sea como intermediarios de biosintesis o
moléculas sefial. Con el objetivo de analizar en profundidad las consecuencias de una
menor expresion de FAS-I en el metabolismo lipidico, determinamos la composicién de
acil-CoAs en la cepa fas cKD en presencia y ausencia de ATc. Los acil-CoAs de células

expuestas durante 12 o 15 hs a ATc fueron determinados utilizando el método de LC-

(89]



MS desarrollado en el capitulo 1 de esta tesis (119). Como se muestra en la Figura 22,
se observa un incremento en el contenido de acetil-CoA y malonil-CoA, el iniciador de
la sintesis y la unidad elongadora respectivamente, en las células crecidas en presencia

de ATc respecto de las células sin ATc.

120 A B fas cKD
9000 o W fas cKD ATc 200 ng/ml

8000 -
7000
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4000
3000
2000
1000

Acil CoAs (uM)

T3 T4 T3 T4 T3 T4 T3 T4
Acetil Propionil Malonil Butiril

Figura 22. Perfil de acil-CoAs de cadena corta en fas cKD crecida con y sin ATc a dos tiempos de
tratamiento. T3: 12 hs de tratamiento; T4: 15 hs de tratamiento. Los resultados provienen del promedio

de tres experimentos independientes y las barras de error representan el desvio estandar.

En la Figura 23 se muestra el efecto de la disminucioén de FAS-I en el repertorio de
acil-CoAs de cadena media. En la misma se observa una fuerte deplecién de los acil-
CoAs entre 8 y 18 atomos de carbono. Esta diferencia es mucho menos significativa en

el caso del acil-CoA de 19 carbonos.
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Figura 23. Perfil de acil-CoAs de cadena media en fas cKD crecida con y sin ATc a dos tiempos de
tratamiento. T3: 12 hs de tratamiento; T4: 15 hs de tratamiento. Los resultados provienen del promedio

de tres experimentos independientes y las barras de error representan el desvio estandar.

En la Figura 24 se muestran los acil-CoAs de cadena larga de células de fas cKD
crecidas en presencia y ausencia de ATc a 12 hs (T3) y 15 hs (T4) de tratamiento con
ATc. En este caso se observa una menor disminucién que la observada para los acil-
CoAs de cadena media (Figura 23) en presencia de ATc 200 ng/mL. El C24:.0-CoA, por
ejemplo, disminuye en T3 so6lo un 30 % y un 75 % aproximadamente en T4, mientras
que la mayoria de los acil-CoAs de cadena media presentan una disminuciéon de un 90
% en T3 y mayor al 95 % en T4. El C24:0-CoA es el precursor mayoritario de la cadena a
de los MA en M. smegmatis. Durante la sintesis de los MA el mismo debe ser carboxilado
dando como producto el carboxi-Cz4.0-CoA, previo a la condensacién con un acido
meromicdlico. En condiciones de disminuciéon de actividad FAS-I se observa, a
diferencia del resto de los acil-CoAs, un aumento de la cantidad de carboxi-C24.0-CoA del
100 % aproximadamente en ambos tiempos (Figura 24). El aumento de este
intermediario clave del metabolismo de MA confirma que los niveles de C24:.0-CoA

fueron menos afectados que aquellos derivados de CoA de cadena media. Como control
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del efecto del agregado de ATc, se determind el perfil de acil-CoAs en M. smegmatis WT-
pFRA42B, cepa isogénica, en presencia y ausencia de ATc 200 ng/mL. No se observaron
cambios significativos en la abundancia de acil-CoAs en todo el espectro, confirmando

que los cambios observados previamente se deben a la disminucién de la actividad FAS-

L.

500 4

B fas cKD

400 fas cKD ATc 200 ng/mi

= 300
=
=)
%)
%: 200
O
%
<
100
0
T4 T3 T4
C22:0 C24:0 carboxi
C24:0

Figura 24. Perfil de acil-CoAs de cadena larga en fas cKD crecida con y sin ATc a dos tiempos de
tratamiento. T3: 12 hs de tratamiento; T4: 15 hs de tratamiento. Los resultados provienen del promedio

de tres experimentos independientes y las barras de error representan el desvio estandar.

El método utilizado en esta parte del trabajo no distingue entre los acil-CoAs
provenientes de la sintesis de novo y aquellos intermediarios de otras rutas metabélicas
como por ejemplo la B-oxidacion, por lo que uno no puede descartar que algunos
cambios observados se deban a efectos sobre la degradaciéon de los FA y no en la
sintesis. Sin embargo, los resultados observados en la composiciéon de acil-CoA son
consistentes con la disminucién de la actividad de FAS-I. En primer lugar, no s6lo ambos
sustratos del sistema (acetil-CoA y malonil-CoA) se acumulan al agregarse ATc al medio,
sino que ademas disminuye el producto del primer ciclo de elongacién (butiril-CoA)

(Figura 22). Por otro lado, los principales productos del sistema, acil-CoAs de 16 y 18
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atomos de carbono de cadena, son los que se encuentran mas afectados con depleciones
de 90 % aproximadamente (Figura 23). Por ultimo, el C24:0-CoA es el acil-CoA que menos
ve afectado su nivel, sobre todo a T3 donde sb6lo se observa una disminucién de
aproximadamente el 30 %. Mas aun, el carboxy-C24.0-CoA es el Unico acil-CoA que

aumenta en el sistema ademas de los sustratos (Figura 24).

4.3.3.2 Cambios en la composicién lipidica global producidos por la deplecion del

sistema FAS-I en M. smegmatis.

De la misma manera que se analizaron los acil-CoAs, se decidié analizar la
composicion global de la envoltura en condiciones de deplecion parcial de FAS-1 en M.
smegmatis. Con este objetivo, se realiz6 entonces un analisis lipidémico comparativo
entre la mutante condicional y su cepa isogénica M. smegmatis salvaje en presencia y
ausencia de ATc. Para esto se extrajeron lipidos totales de ambas cepas crecidas con y
sin agregado de ATc 200 ng/mL a tiempo T3 (Figura 21) y se analizaron por LC-MS/MS
utilizando el método desarrollado en el capitulo II de esta tesis.

La Figura 25 muestra los perfiles lipidicos en modo negativo para la mutante

condicional fas cKD y la cepa WT-pFRA42B crecida con y sin ATc.
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Figura 25. Analisis por LC-MS en modo negativo de PL y MA presentes en la mutante fas cKD y la
cepa isogénica WT-pFRA42B. Los valores indicados representan la abundancia relativa de las sefiales
de MS correspondientes a las diferentes clases de lipidos detectados en las muestras en modo negativo.
Los resultados provienen del promedio de tres experimentos independientes y las barras de error

representan el desvio estandar. Otros: PG, PA, lisoPE, lisoP]I, lisoPG, lisoPA.
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La diferencia mas significativa que se observa en la mutante fas cKD en presencia de
ATc 200 ng/mL, donde se depleta parcialmente FAS-I, es el aumento de la proporcién
de MA sobre los PL. En la cepa WT-pFRA42B esta relaciéon es 65 % PL y 35 % MA
aproximadamente con y sin ATc, mientras que en la mutante crecida con ATcla relacion
se invierte por completo (PL 32 % y MA 68 %; Figura 25). Esta proporcidn se modifica
principalmente debido al aumento de la abundancia relativa de MA a, en concordancia
con lo observado previamente en la sintesis de novo de FA y MA para esta condicion
(Figura 21). Otro factor diferencial que modifica la relacién entre PL y MA en la mutante
crecida con ATc es la disminucién de la abundancia de los PI. En esta condicidn los
niveles de este PL disminuyen a 1.2 % de los lipidos detectados en este modo, sélo un
10 % de lo observado en el resto de las muestras. La cepa mutante condicional sin
agregado de ATc se utiliza como un control de la condicién de deplecion parcial del gen
fas enla cual no se reprime la expresion del mismo. En el perfil lipidico de esta muestra,
si bien la relacién entre MA y PL es significativamente menor que la mutante fas cKD
con ATc, es mayor que el de la cepa WT-pFRA42B. Nosotros atribuimos esta diferencia
a que esta mutante condicional fas cKD en ausencia de ATc expresa niveles levemente
mayores y constitutivos del gen fas que la cepa salvaje.

Se analizé ademas el perfil comparativo en modo positivo, que incluye TAG, DAG,
mmDAG y lipidos derivados de MA. A diferencia del analisis en modo negativo, el
andlisis de la abundancia relativa de las distintas clases de lipidos en este modo no es
sencillo debido a la gran disminucién en la producciéon y contenido de TAG de la
mutante crecida en presencia de ATc (Figura 21; (65)). Esto dificulta la relativizacién
de las sefiales de MS al total de las sefiales analizadas en ese modo ya que los TAG
representan aproximadamente un 90 % de las mismas en condiciones normales. Esto
produce una sobrestimacion de las otras familias cuando disminuyen en gran medida
los TAG en una condicion. Esta situacion se puede observar en la Figura 26, en la cual
una disminucién importante en la cantidad de TAG en la mutante crecida en presencia
de ATc se traduce en una leve disminucidén de la abundancia relativa de los mismos (de
90 % a 80 %) y un aumento desproporcionado en la abundancia relativa de los otros

lipidos. A pesar de esta dificultad se puede concluir que los niveles de mmDAG
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disminuyen en estas condiciones. Esto se debe a que pese a disminuir el componente
mayoritario de los lipidos neutros, disminuye su abundancia relativa en condiciones de
deplecion de FAS-I. En el caso de los DAG, GroMM y TMM, todos siguen la misma
tendencia, pero no se puede asegurar que estos aumenten en la mutante fas cKD en
presencia de ATc o se mantengan constantes. Para esto uno deberia, no sélo normalizar
por masa total de lipidos, sino utilizar ademdas un estandar interno proporcional al
nimero de células procesadas. De esa forma uno podria normalizar al estandar y

dilucidar el problema mencionado.
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Figura 26. Analisis por LC-MS en modo positivo de lipidos neutros presentes en la mutante fas
cKD y la cepa isogénica WT-pFRA42B. Los valores indicados representan la abundancia relativa de las
seflales de MS correspondientes a las diferentes clases de lipidos detectados en las muestras en modo
positivo. Los resultados provienen del promedio de tres experimentos independientes y las barras de

error representan el desvio estandar.
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Se sabia previamente que la disminucidn en la actividad FAS-I, disminuia la sintesis
de novo de los FA pero no la de los MA. Sin embargo, este ensayo de TLC no permite
discernir pequefias diferencias estructurales de estos MA. Ademas de ver el perfil
general de las distintas familias de lipidos, se analiz6 también la composicién de las
especies dentro de cada familia. De esta manera se pudieron identificar efectos de la
deplecién parcial del sistema FAS-I sobre el largo de cadena promedio y el nivel de
insaturacién de las cadenas que componen los distintos lipidos analizados. Se
determiné entonces que la mutante fas cKD crecida en presencia de ATc posee MA a en
promedio mas largos. En la Figura 27A se puede observar la comparacién de los
promedios ponderados del nimero total de carbonos en MA a libres entre las distintas
condiciones. En la mutante condicional crecida en presencia de AT, el largo de estos
MA (78.08+0.03 carbonos) es significativamente mayor que en el resto de las
condiciones con un valor estadistico P (P value) de 0.0163. En la Figura 27B se muestra
un histograma donde se observa graficamente la distribucion de las distintas especies
de MA a en la mutante crecida en presencia y ausencia de ATc 200 ng/mL. Ante estos
resultados, nos preguntamos si la diferencia en el largo de estas moléculas, cuando
disminuye la actividad FAS-I, se daba en la cadena « o en la cadena meromicélica. Para
esto se realizaron experimentos de MS/MS sobre estas moléculas en las distintas
condiciones analizadas. Cuando los MA se someten a fragmentacion por CID se rompen
liberando como producto cargado la cadena a. De esta manera, analizando la masa de
la molécula entera y el fragmento de la cadena a se puede determinar tamafo de la
cadena meromicoélica. Utilizando esta técnica se comprobd que las cadenas a en estos
MA eran del mismo largo en todas las condiciones y, por lo tanto, cuando se disminuye
FAS-I el alargamiento se estaria dando en la cadena meromicdlica. La liberacion de las
cadenas a por CID en las distintas muestras, en este caso en el MA o de 81 atomos de

carbono (Figura 27B), se muestra en la Figura 27C.
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Figura 27. Andlisis detallado de las especies moleculares de MA «. A. La tabla muestra el promedio
ponderado del nimero total de carbonos por molécula dentro de la poblacién de MA a libres en las

distintas muestras. Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes * desviacion
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estandar. El P value se calculé usando un ensayo estadistico t desapareado con correcciéon de Welch entre
fas cKD and fas cKD ATc 200 ng/mL. B. El histograma muestra la distribucion porcentual de los nimeros
de carbonos totales de las especies de MA « libres en fas cKD crecido con y sin ATc 200 ng/mL. C.
Espectros de masa en tandem del MA a de 81 carbonos (1178.21 m/z) en WT-pFRA42B (arriba), fas cKD
(medio) y fas cKD ATc 200 ng/mL (abajo), mostrando el fragmento de la cadena a de 24 carbonos (367.35

m/z). En el recuadro se muestra la estructura del MA y el enlace donde se produce la fragmentacién.

De la misma manera como se hizo con los MA a, se analiz6 también el largo

promedio del resto de los lipidos. Los resultados se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Largo promedio de las cadenas carbonadas de los lipidos de M. smegmatis. Los resultados
son el promedio de tres experimentos independientes + desviacion estandar. El P value se calcul6 usando

un ensayo estadistico t desapareado con correccién de Welch entre fas cKD and fas cKD ATc 200 ng/mL.

Lipido @ WT-pFRA42B fas cKD Pvalue Efecto
ATc 200 ATc 200 fas cKD c/ATc
ng/mL ng/mL  vs. fas cKD
67.65+/- 67.73+/- 67.91+/- 68.35+/- Mas
CL <0.0001
0.03 0.14 0.04 0.02 largos
34.14+/- 34.22+/- 34.19+/- 34.63+/- Mas
PE 0.0034
0.06 0.09 0.23 0.01 largos
3417 +/- 34.29+/- 34.21+/- 34.25+/-
PG 0.2035 =
0.06 0.11 0.05 0.07
34.66+/- 34.7 +/- 34.83+/- 34.76+/-
PI / / / / 0.0523 =
0.01 0.06 0.02 0.04
77.32+/- 77.01+/- 77.09+/- 78.06+/- Mas
MA o 0.0163
0.18 0.4 0.17 0.03 largos
62.39+/- 62.22+/- 62.99+/- 63.74+/- Mas
MA o’ 0.0001
0.05 0.16 0.12 0.08 largos
MA 78.23+/- 78.16+/- 7829+/- 7896 +/- Mas
<0.0001
epoxi 0.03 0.17 0.01 0.01 largos
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3435+/- 3439+/- 34.80+/- 36.59+/- Mas

DAG 0.0117
0.06 0.08 0.16 0.45 largos
77.36+/- 77.73+/- 76.84+/- 77.74+/-
mmDAG 0.9769 =
0.39 0.15 0.07 0.34
7747 +/- 77.54+/- 77.46+/- 78.35+/- Mas
GroMM 0.0019
0.11 0.06 0.02 0.01 largos
55.80+/- 55.71+/- 55.06+/- 55.62+/-
TAG / / / / 0.7968 =
0.27 0.45 0.19 0.37
7754 +/- 77.65+/- 77.54+/- 78.59+/- Mas
TMM <0.0001
0.19 0.04 0.04 0.04 largos

Lo primero que se puede observar es que todos los MA y lipidos que contienen MA
(TMM, GroMM y micolilfosfolipidos (MycPL; (175)) resultaron ser mas largos. Esto
muestra una consistencia en el efecto de la disminuciéon de la actividad FAS-1y el mayor
largo de los productos de FAS-II. Otros lipidos que se ven afectados también son los PE,
CL y DAG. Todos estos poseen cadenas carbonadas mas largas y, en este caso, son
sintetizadas por FAS-I.

Respecto del largo de las PE, ademas de observarse un aumento del largo promedio
de la cadena carbonada, se encontraron especies que s6lo eran detectadas cuando
disminuia el sistema FAS-I. Se puede observar asi en la Figura 284, la presencia de las
especies PE de 39 a 43 4tomos de carbono de sustituyentes en la mutante condicional
fas cKD crecida en presencia de ATc 200 ng/mL. Estas especies no fueron detectadas en
la mutante crecida sin ATc ni en la cepa WT-pFRA42B crecida con o sin ATc. Analizamos
entonces la composicion de los sustituyentes de estas PE para ver que de que FA se
trataban. En el espectro en la Figura 28B se observa el analisis MS/MS de la PE 42:1. En

esta se muestra que los sustituyentes son los FA C24:.0y C1s:1.
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Figura 28. Analisis detallado de las especies moleculares de PE. A. El histograma muestra la
distribucién de los niimeros de carbonos totales de las especies de PE en fas cKD crecida con y sin ATc
200 ng/mL. B. Espectros de masa en tdndem de la PE 42:1 (828.64 m/z) en fas cKD ATc 200 ng/mL. Se
observa la liberaciéon de los FA sustituyentes Cis:1 (281.24 m/z) y C24:0 (367.35 m/z). En el recuadro se

Cuentas vs. relacién masa/carga (m/z)

muestra la estructura del PL y los enlaces donde se produce la fragmentacion.

Para completar el analisis de los lipidos de M. smegmatis en condiciones de

deplecion parcial del sistema FAS-I, se determinaron los niveles de insaturaciéon de los

lipidos.
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m1lnsat| 4.18 3.25 1.96 6.17 W0lnsat]  81.32 78.12 67.16* 90.15
W2 insat| 23.66 23.47 10.14* 31.66 Hiinsat|  17.98 21.16 28.54* 9.53
w3Insat] 4611 49.21 42.06" 47.46 w2Insat] _ 0.70 0.73 4.30° 0.32
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0% WT-pFRA42B fas cKD O WT-pFRA42B fe KD
-p S as Cl
ATc 200 ng/mi| WTPFRAIZB | 1900 ngimi| 25 °KD ATc 200 ngimi| WIPFRA42B | xq 50 ngimi| 75 KD
W0 Insat| 62.99 66.36 65.79 76.85 0 Insat| 33.88 36.99 18.28 30.92
®1insat] _ 35.67 32.52 30.29 2272 | [1msat]  44.40 43.98 43.10 52.51
B2 Insat. 1.34 112 3.92* 0.43 W2 Insat) 21.73 19.03 38.62* 16.57

Figura 29. Nivel de insaturacion de los PL en condiciones de depleciéon parcial de FAS-1. Los
histogramas muestran el nivel de insaturaciones de los FA sustituyentes de CL, PE, Pl y PG. El nivel de
cada condicién se calculé como el porcentaje de especies de PL con un determinado nimero de
insaturaciones en todas las cadenas sustituyentes. Los resultados son el promedio de tres experimentos
independientes. El asterisco indica un P value < 0,05 entre fas cKD ATc 200 ng/mL y el resto de las

condiciones. El P value se calculé usando un ensayo estadistico ANOVA con miultiples comparaciones de

Tukey.

Tal como se muestra en la Figura 29, se observo un incremento general del nivel de
insaturacion de los PL en la mutante condicional en presencia de ATc en comparacion
con el resto de las condiciones analizadas. Este resultado contrasta con lo observado

respecto a las insaturaciones en los TAG. A diferencia de lo determinado en PL, los TAG
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se encuentran significativamente mas saturados cuando disminuye la actividad FAS-],

tal como se muestra en la Figura 30.

Triacilglicerol

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

bk WT-pFRA42B + WT-pFRA428 fas cKD + ATc fas <KD

ATc 200ng/mL 200 ng/mL

H3 Insat. 7.14 6.14 4.55* 6.06

2 Insat. 35.09 33.13 15.16* 30.53

m ] Insat. 41.50 42.69 29:27* 50.55

® 0 Insat. 16.27 18.04 51.02* 12.86

Figura 30. Nivel de insaturaciéon de los TAG en condiciones de deplecién parcial de FAS-I. El nivel
de cada condicidn se calcul6 como el porcentaje de especies de TAG con 0, 1, 2 o 3 insaturaciones en todas
las cadenas sustituyentes. Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes. El
asterisco indica un P value < 0,05 entre fas cKD ATc 200 ng/mL y el resto de las condiciones. El P value

se calculd usando un ensayo estadistico ANOVA con multiples comparaciones de Tukey.

4.3.3.2 Movilizacién de TAG en condiciones de deplecién parcial del sistema FAS-I en M.

smegmatis.

Dado que tenemos una condicidn en la cual M. smegmatis disminuye en gran medida
la sintesis de FA, pero no la sintesis de MA, quisimos estudiar de dénde estaria tomando

el sistema FAS-II los FA para sintetizar los mMA. En condiciones de disminuciéon del
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sistema FAS-], si bien la sintesis de TAG se encuentra severamente afectada (Figura 21),
estos no se llegan a depletar por completo. Por lo tanto, existia la posibilidad de que se
estén movilizando los FA de estos lipidos de reserva para sintetizar MA. Con el objetivo
de comprobar esta hipoétesis, se realizé un experimento en el cual, ademas de reprimir
la expresion del operdn fas-acpS, se inhibié la hidrélisis de los TAG por medio del
agregado de tetrahidrolipstatina (THL). Este es un inhibidor de lipasas conocido como
“Orlistat”, y su uso en micobacterias ha sido previamente reportado (176-178). En la
Figura 31A se puede observar el efecto de la adicién de THL al medio de cultivo al
mismo momento que el agregado de ATc. Podemos ver que ante el agregado de THL, la
disminucién de los TAG en condiciones de deplecién parcial del sistema FAS-I (cultivos
con ATc 200 ng/mL) es menor. Se puede comprobar entonces la inhibicién de la
movilizacidn de los FA en estas condiciones. En la Figura 31B se observa que cuanto
mayor es la inhibicion de la movilizacién de los TAG, menor es la sintesis de novo de los

MA.
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Figura 31. La inhibicién de la movilizacion de los TAG limita la biosintesis de novo de MA en la
mutante condicional fas cKD. A. Cultivos de M. smegmatis fas cKD fueron crecidos en presencia y
ausencia de ATc 200 ng/mL, y en presencia y ausencia de Tetrahidrolipstatina 75y 100 pM. Se extrajeron
lipidos totales de los cultivos en T3 y fueron analizados por TLC. B. Los metil ésteres de FA (FAMEs) y de
MA (MAMESs) de las mismas muestras marcados con 14C fueron analizados por TLC. En ambos casos los

volimenes sembrados se normalizaron de acuerdo a las DOsoo.

4.3.3.3 Cambios en el perfil de expresion proteica en condiciones de represion de la

expresion del operdn fas-acpS en M. smegmatis.

En vistas a los resultados obtenidos en el andlisis, tanto de los acil-CoAs como de los
lipidos en general en condiciones de depleciéon del sistema FAS-I, nos propusimos
intentar entender cudles eran los cambios a nivel proteico que generan este fenotipo.
De esta manera, podriamos obtener informacién de cuales son las rutas metabdlicas

que se estan modificando para compensar la disminucién de la actividad FAS-I y asi
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poder seguir estudiando los procesos regulatorios que mantienen la homeostasis
lipidica. Con este objetivo, realizamos un perfil comparativo de la expresion proteica en
general entre la mutante condicional fas cKD crecida en presencia y ausencia de ATc.

Para este ensayo decidimos utilizar la técnica denominada proteédmica tipo escopeta
(shotgun) y una cuantificaciéon sin marca. Brevemente, el experimento consiste en
digerir el extracto crudo con una proteasa especifica, purificar y separar los péptidos
por LC de fase reversa y finalmente cuantificarlos e identificarlos por MS y MS/MS
respectivamente. Estos péptidos son luego asignados a las proteinas de las cuales
provienen, y de esta manera se determinan los niveles de expresion relativos de las
mismas en una condicién. Al comparar estos niveles entre las distintas condiciones a
estudiar, podemos identificar masivamente cuales son las proteinas que aumentan o
disminuyen su expresién. Cabe destacar que este método no contempla las
modificaciones postraduccionales que sufren las proteinas y que podrian modular su
actividad.

En la Figura 32 se muestran los resultados del experimento de proteémica en forma
de grafico volcan. Cada uno de los puntos representa una proteina detectada en ambas
condiciones. El color de los puntos indica si la proteina cambia significativamente entre
las dos condiciones o no en base a la relacion de abundancia entre ambas (cambio) y a
la significancia estadistica del mismo. Para evaluar este ultimo factor se realiza un test
estadistico t con correccion Benjamini-Hochberg (g-value) y se predetermina que el
FDR sea < 1 %. Los puntos rojos, son aquellos que no cambian lo suficiente (Relacidon
fas cKD ATc / fas cKD menor a 0.5 o mayor a 2) y los verdes aquellos que cambian lo
suficiente, pero con un g-value mayor al requerido. Los puntos naranjas y azules en
cambio, son aquellas proteinas que superan ambos filtros y por lo tanto son tenidas en
cuenta para analizar los cambios. Se usan dos colores debido a que, los naranjas, a
diferencia de los azules, son proteinas detectadas en baja abundancia, por lo que se
recomienda validar su expresion diferencial por otros métodos (179).

De esta forma, en el experimento se cuantificaron 2513 proteinas entre las dos
condiciones de las 6602 que se estima que posee su proteoma (83). En la Figura 32 y en
la Figura 33 se muestran los resultados de la comparacién entre la mutante condicional

fas cKD crecida en presencia y ausencia de ATc. Se encontraron 285 proteinas (15 %
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de las cuantificadas) que se expresaron diferencialmente, de las cuales 62 proteinas (4
%) se catalogaron como “azules” y 223 (11 %) “naranjas” segun la clasificacion

previamente mencionada (Figura 32).
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Figura 32. Grafico volcan que muestra la expresion diferencial de proteinas entre la mutante fas
cKD crecida con ATc 200ng/mL y sin ATc. Se grafica el logaritmo del cambio en la abundancia de una
proteina en una condicién respecto de la otra vs. el logaritmo del q value que indica la significancia
estadistica de dicho cambio. Cada condiciéon se analiza por triplicado y se analiza por un ensayo

estadistico t ajustando el FDR con la correccién Benjamini-Hochberg.

Ademas de las proteinas cuantificadas en ambas condiciones, existen proteinas que
s6lo se detectaban de manera significativa en la mutante condicional fas cKD crecida
con ATc (151 proteinas) o sin ATc (147 proteinas). Estas proteinas también forman
parte de las que se consideraron que cambian su expresion ante la represion del operén

fas-acpS (Figura 33).
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Total
2513 proteinas

fas cKD ATc 200 ng/mL

fas cKD ATc 200 ng/mL y fas ckKD
147 proteinas fas cKD 151 proteinas
2215 proteinas

Figura 33. Diagrama de Venn de las proteinas identificadas en ambas condiciones o sélo en una

de ellas.

Una vez obtenidas las proteinas que modificaban su expresion en ambas
comparaciones, se procedi6 a determinar las rutas metabdlicas en las cuales
participaban, para intentar entender de esta manera como se adapta o reacciona M.
smegmatis a la disminucion del sistema FAS-I. Las enzimas asociadas al metabolismo
lipidico cuyos niveles de expresion fueron modificados en estas condiciones se listan en

la tabla 9.
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Tabla 9. Enzimas asociadas al metabolismo lipidico que modifican su expresiéon ante la

represion del operoén fas-acpS.

Cambio
fas cKD
Ruta Locus Gen Descripcion q-value
ATc/
fas cKD
FAS-I MSMEG_4757 fas Sintasa de FA tipo | 0,17 § |0,0128
Malonil CoA-ACP
MSMEG_4325 fabD 3,74 4 | 0,0004
transacilase
MSMEG_4326 acpM ACP 2,04 4 |0,0012
FAS-II MSMEG_4327 kasA B-cetoacil-ACP sintasa A | 1,91 f 0,0001
MSMEG_4328 kasB B-cetoacil-ACP sintasa B | 2,59 f 0,002
hidratasa/deshidratasa
MSMEG_0948 hadD 2,11 4 10,0248
(R)-especifica
MSMEG_6179 acsA Acetil-CoA sintetasa 0,52 ‘ 0,0005
Acil-CoA
Acil-CoA de cadena larga
sintetasas MSMEG_4254 fadD15 1,8 14 /00128
sintetasa
Acil-CoA
MSMEG_1807 accA3 1,58 4 | 0,0051
carboxilasa/Subunidad a
Acil-CoA de cadena larga
Carboxilasas MSMEG_6391 accD4 24 4 |0,0022
carboxilasa/Subunidad 3
Acil-CoA
MSMEG_1813 accD5 1,59 4 | 0,0079
carboxilasa/Subunidad 3
FA de cadena larga —
MSMEG_6393 fadD32 1,61 4 | 0,024
AMP ligasa
Metabolismo Complejo Ag-85 (Ag-
MSMEG_2078 fbpB 1,67 4 | 0,009
MA 85B)
Complejo Ag-85 (Ag-
MSMEG_3580 fbpC 3,41 4 |0,0242
850)
MSMEG_6043 otsB Trehalosa-6P fosfatasa | 2,3 f 0,0286
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LpqY-SugA-SugB-SugC

Metabolismo
MSMEG_5058 sugC | Sistema de transporte de | 1,98 4 | 0,0045
trehalosa
trehalosa
1-acilglicerol-3-fosfato
MSMEG_4248 AGPAT | O-aciltransferasa /PA | 10,614 | 0,0026
Sintesis PL sintasa
Inositol-3- fosfato
MSMEG_6904 Inol 042 § |0,0105
sintasa
Sélo
MSMEG_0633 Pap PA fosfatasa AT L i
c
Sintesis TAG
Sélo
MSMEG_4297 DGAT DAG O-aciltransferasa ‘
ATc
Exportador de MMDAG | Sélo )
Transporte MSMEG_0241 mmpl11
y WE fas cKD
de
Exporte y biosintesis de | Sélo
membranay | \SMEG_0382 | mmpl4 t
formacion GPL fas cKD
P Esterasa de serina
debiofilm | yoMEG 1529 3,43 4 |0,0238
especifica de TDM
Metabolismo
MSMEG_6229 glpK Glicerol kinasa 0,48 ¥ |0,0082
glicerol
MSMEG_2080 fadE23 | Acil-CoA deshidrogenasa | 0,15 ¥ | 0,0007
MSMEG_5494 fadE12 | Acil-CoA deshidrogenasa | 0,23 ‘ 0,0131
Enoil-CoA-hidratase/3-
B-oxidacion
MSMEG_5720 fadB hidroxiacil-CoA 0,22 ‘ 0,0168
deshidrogenasa
MSMEG_1387 fadE8 | Acil-CoA deshidrogenasa | 0,44 ¥ [0,0147

So6lo ATc: Proteinas detectadas s6lo en la condicién fas cKD con ATc 200ng/mL.

Sdlo fas cKD: Proteinas detectadas s6lo en la condicion fas cKD.
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En la Figura 34 se indican con flechas rojas o verdes las enzimas o los pasos
biosintéticos del metabolismo lipidico cuyos niveles proteicos se encuentran alterados

en condiciones de deplesion del sistema FAS-I.
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Figura 34. Esquema de enzimas de la ruta de biosintesis de lipidos que aumentan o disminuyen

su abundancia en condiciones de deplecidn parcial de FAS-I1 en M. smegmatis.

El cambio en el perfil de expresion de proteinas especifico del metabolismo de PL

de membrana y lipidos de reserva se esquematiza en la Figura 35.
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Figura 35. Esquema de la sintesis de TAG y PL en micobacterias. Con flechas hacia arriba y hacia
abajo se marcan las proteinas que aumentaron o disminuyeron su expresion en condiciones de deplecién
de FAS-I. GPAT: glicerol-3- fosfato acetiltransferasa, AGPAT: 1-acilglicerol-3-fosfato O-aciltransferasa,

PAP: 4cido fosfatidico fosfatasa, DGAT: diacilglicerol acetiltransferasa.

4.3.4 Discusion

El mantenimiento de la homeostasis lipidica y la posibilidad de adaptarse a
diferentes ambientes es esencial en todos los organismos. Sin embargo, en el caso de M.
tuberculosis, esto adquiere una relevancia especial debido que es un patégeno con un
complejo ciclo de vida, capaz de modular su metabolismo en respuestas a cambios
ambientales dentro del huésped. Los lipidos complejos de su envoltura celular juegan
un papel importante en la infeccidn y el progreso de la enfermedad (180). Es por esto
que entender la interaccion entre FAS-I y las rutas metabdlicas que dependen de los

productos de FAS-I para sintetizar estos lipidos complejos de la envoltura en
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micobacterias, es fundamental para comprender cémo estas bacterias mantienen su
homeostasis lipidica.

Con el objetivo de estudiar la interaccion entre FAS-1 y las rutas de sintesis de PL de
membrana, de los TAG de reserva y de los lipidos complejos, se construy6 en el
laboratorio una mutante condicional en el operdn fas-acpS en el organismo modelo M.
smegmatis. El andlisis de esta mutante, denominada fas cKD, demostré que cuando se
reprimia la expresion del sistema FAS-I disminuia la sintesis de FA como era esperado;
sin embargo, no ocurria lo mismo con la sintesis de MA. Esto llam¢ la atencién debido a
que los primeros son sustratos del sistema FAS-II para sintetizar los MA segun el
modelo propuesto actualmente (47).

Asi, en esta parte de la tesis, se analizé en detalle el efecto de la disminucién del
sistema FAS-I1 en M. smegmatis, con el objetivo de entender mas en profundidad la
interrelacidn de los distintos sistemas y rutas que hacen a la biosintesis de la envoltura
celular de éste microorganismo. De esta manera se determiné en primer lugar el perfil
de acil-CoA, productos de FAS-I, en condiciones de deplecion parcial de este sistema.
Como era esperado, se pudo observar una acumulacion en sus sustratos, acetil-CoA y
malonil-CoA, y una fuerte reduccién de los acil-CoAs de cadena media (C12-Cis). Sin
embargo, el impacto de la reduccidon de FAS-I en los acil-CoAs de cadena larga (C19-C24)
fue mas moderado. Esta establecido que FAS-1 en M. smegmatis exhibe un
comportamiento bimodal y que sus productos dominantes son los acil-CoAs Ci6-Ci8 y
Cz24. Sin embargo, también se ha demostrado que tanto la velocidad total de sintesis
como la distribucion de los productos de esta enzima es afectada por oligosacaridos
endogenos o por la interaccion de la FAS-I micobacteriana con otras enzimas que
procesan FA como el sistema FAS-II (44,46,181,182). Asi, la inesperada acumulacién de
acil-CoAs de cadena larga cuando se disminuye el sistema FAS-I, podria ser el resultado
de un cambio bioquimico en su comportamiento bimodal en respuesta a la deficiencia
de sintesis de FA de novo. Alternativamente, esta diferencia en la cantidad de acil-CoAs
de cadena media y larga puede representar una degradacién diferencial por el ciclo de
la B-oxidacién. Para intentar determinar de manera fehaciente si la modificacion
diferencial en los niveles de acil-CoAs se debe a un cambio en la sintesis y no a otros

fendmenos se podria repetir el ensayo agregando acetato marcado con 13C. De esta
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manera, uno podria diferenciar las moléculas sintetizadas de novo luego del agregado
de ATc y por consiguiente, deplecidn parcial del sistema FAS-I. En este caso, el is6topo
estable del acetato agregado seria internalizado por las células como 13C-acetil-CoA y
luego parte de éste seria empleado para sintetizar 13C-malonil-CoA por medio de las
carboxilasas. Asi, los acil-CoA sintetizados durante ese pulso de marca tendrian en sus
cadenas aciladas 13C, ya sea por iniciaciéon o por elongaciéon con los precursores
marcados. Finalmente, es interesante el escaso efecto de la disminucion de actividad
FAS-I sobre el C24-CoA, e incluso el aumento de los niveles de carboxi-Cz4-CoA, siendo
estos los precursores de la cadena a de los MA. Esta observacion es consistente con el
hecho de no haberse observado una disminucién en la sintesis de novo de los MA en
condiciones de deplecion parcial de la actividad FAS-I.

El analisis detallado de los lipidos totales por LC-MS/MS revel6 que no sélo los MA
aumentaban su abundancia en relacién a los PL en condiciones de disminucion de FAS-
I, sino que ademas se observé un leve pero significativo aumento en el largo de las
cadenas meromicélicas de todos los MA, ya sea se encuentren libres o asociados a otras
moléculas (trehalosay glicerol) (Tabla 8). Este tipo de perfil es el opuesto al encontrado
en el perfil de lipidos de una mutante en el activador del operon fasII analizada en el
laboratorio con esta misma técnica. En este caso, ante una disminucion del sistema FAS-
I, se determin6 que los MA disminuian su abundancia en relacién a los PL, los MA o
aumentaban respecto de las otras especies y en todos los casos las cadenas de mMA
disminuian su longitud (62). Esta observacidn, contraria a la observada en la mutante
condicional fas cKD, indicaria que el cambio en el perfil de los MA observado es
producido por el aumento de los niveles de las enzimas de FAS-II determinados en el
ensayo de protedmica (Tabla 9). Otra posibilidad respecto del aumento en el largo de
las cadenas de mMA, es que la disminucién de los acil-CoAs de 16-18 carbonos, y no de
C24-CoA, generaria una deficiencia en los precursores iniciadores del sistema FAS-II.
Esta deficiencia, sumado al aumento de los niveles de la unidad elongadora, malonil-
CoA, podria aumentar en promedio el nimero de ciclos producidos por FAS-II y asi
sintetizar mMA mas largos. Por otro lado, no sé6lo los MA sintetizados en condiciones de
deplecion parcial del gen fas son mas largos, las cadenas aciladas sustituyentes de

algunos PL también lo son (Tabla 8). De todas formas, es dificil especular la relacién
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entre la disminuciéon de la actividad FAS-I1 y el mayor largo de cadena de los
sustituyentes sintetizados por la misma FAS-I. Este aumento en las cadenas carbonadas,
observado significativamente en las PE y CL, puede deberse en parte a la inclusion de
cadenas de FA Cz24 en su estructura (Figura 28), ya sea proveniente de la degradacién de
TAG como asi también del C24-CoA disponible debido a su menor disminucidn respecto
de otros acil-CoAs (Figura 24).

Al analizar el perfil de expresion diferencial de proteinas entre la mutante
condicional crecida con y sin ATc, lo primero que llam¢ la atencién fue que al reprimir
la expresion del operdn fas-acpS se observa una clara disminucion de la proteina FAS-],
pero no de AcpS. Esto puede deberse a varias razones: la posibilidad de la existencia de
un promotor independiente que se induzca en estas condiciones, regulaciones
diferenciales a nivel post-transcripcional o bien a que la estabilidad del mRNA o la
proteina AcpS sea mayor a la de FAS-I.

Previo al trabajo de la presente tesis, se habia determinado que en condiciones de
disminucidn de la actividad FAS |, disminuia la sintesis de novo de FA, pero no la de los
MA. El estudio del perfil diferencial de expresion de proteinas revel6 que existen
numerosas adaptaciones que permiten, al menos en parte explicar este fenémeno.

En primer lugar, se puede observar en la tabla 9 como al disminuir los niveles de
FAS-I, aumentaron los niveles de las enzimas pertenecientes al operdn fas-II
(MSMEG_4325/4328): AcpM, FabD, KasA y KasB. Estas forman parte del sistema FAS-
I, el cual es el responsable de la sintesis de los acidos meromicélicos, uno de los
sustratos necesarios para la sintesis de los MA. Estos acidos meromicolicos,
sintetizados unidos a AcpM, deben activarse a acil-AMP previo a su condensacidn. Esta
reaccion es llevada a cabo por FadD32, cuyos niveles también se encuentran
aumentados en condiciones de deplecion parcial del sistema FAS-I.

Por otro lado, se descubri6 recientemente una enzima en M. smegmatis denominada
HadD (MSMEG_0948), la cual es esencial para la sintesis de MA a y epoxi. Esta enzima
también se encontr6 aumentada en condiciones de represion del operén fas-acpS (183).

El ensayo mostr6 que en las condiciones estudiadas se observaron mayores
cantidades relativas de todas las subunidades que conforman el complejo de

carboxilasa de cadena larga (AccA3, AccD4 y AccD5) con excepcién de AccE5. Este
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complejo es responsable de la activacion de los acil-CoA de cadena larga, dando como
resultado carboxi-acil-CoAs, sustratos de la Pks13 junto con los dcidos meromicoélicos
en la sintesis de los MA.

No sélo las enzimas de la sintesis de los precursores de los MA se vieron
aumentadas, también se observaron incrementos en otras enzimas involucradas en su
metabolismo. Los MA no se sintetizan libres sino unidos a una molécula de trehalosa
previo a su translocacién a través de la PM, por lo tanto, el metabolismo de este azdcar
esta intimamente ligado a la producciéon de MA. En este sentido se observé que al
reprimir el operdn fas-acpS, dos enzimas del metabolismo de la trehalosa se vieron
incrementados: OtsB, la cual participa en una de las vias de sintesis de novo de trehalosa
(184); y SugC, parte del transportador ABC que utilizan las micobacterias para
internalizar la trehalosa luego de liberar el MA en el espacio periplasmico (185,186).

Los MA, luego de ser sintetizados y transportados a través de la PM en forma de
TMM, son finalmente sustratos del complejo Ag-85 para producir TDM o esterificar el
MA al AG para formar la membrana interna de la mico-membrana (187). Tanto FbpB
como FbpC, componentes del Ag-85, se encontraron aumentadas en las condiciones
estudiadas. Por otro lado, el TDM sintetizado puede ser hidrolizado por una esterasa
liberando los MA al medio cuando las micobacterias crecen en biofilm (188). Esta
enzima, codificada por el gen MSMEG_1529, también se encuentra aumentada en
condiciones de represion del operoén fas-acpS.

Podemos ver asi que toda la ruta de sintesis y utilizacion de los MA, desde la sintesis
de sus precursores hasta su ubicacion final en la membrana y posterior liberacion por
hidrdlisis, se encuentra aumentada en condiciones de deplecion parcial del sistema
FAS-1.

En la mutante condicional fas cKD crecida con ATc, ademas del metabolismo de los
MA, se encuentra afectada la sintesis de lipidos de reserva y de lipidos de membrana.
Una de las primeras enzimas de la ruta para producir estos compuestos es la 1-
acilglicerol-3-fosfato O-aciltransferasa (AGPAT), la cual es responsable de la adicién del
segundo acilo al lisoPA para formar PA. El PA es el intermediario tanto de los PL como
de los TAG segtin el modelo postulado. Esta molécula puede ser fosfataseada por la

acido fosfatidico fosfatasa (PAP) para dar DAG, el que a su vez puede ser acilada para la
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sintesis de TAG, o también ser precursor de la CDP-DAG sintasa para generar CDP-DAG
y ser destinado a la sintesis de PL (Figura 35). En condiciones de deplecion parcial del
sistema FAS-I se observo, por un lado, el aumento de la expresion de la AGPAT y por
otro, la disminucién de una PAP y una diacilglicerol aciltransferasa (DGAT). Esto
indicaria una tendencia a aumentar la produccién de PA y disminuir la sintesis de TAG,
desviando los FA disponibles a la produccién de PL. Sin embargo, el andlisis lipidémico
de la mutante fas cKD mostré que a pesar de que la célula parece destinar los PA a PL
de membrana en vez de a lipidos de reserva, en general existe una merma de los
mismos. Al observar los PL acumulados en condiciones de represion del gen fas, vemos
que la disminucion no es similar en todas las clases. Los PI caen casi 4 veces comparado
con la mutante crecida sin ATc o con la cepa isogénica, mientras que el resto disminuye
no mas del 50 % (Figura 25). El PI, asi como sus derivados PIM, LM y LAM, se han
reportado como compuestos esenciales en M. tuberculosis y M. smegmatis (158). En
linea con esta observacidn, se encontr6 que en condiciones de deplecion parcial de FAS-
I disminuy6 de manera significativa la enzima Ino1l, la cual es la responsable de la
sintesis del inositol y por lo tanto del PI (150,189).

Cuando se analizo el largo de cadena de los sustituyentes de las diferentes clases de
PL, s6lo en la mutante en presencia de ATc se observé que las PE contenian el FA Ca4.
La aparicion del FA C24:0 en un PL, aunque sea de manera minoritaria, es interesante ya
que concuerda con el estado de la célula en el cual hay una drastica disminucion de la
cantidad disponible de acil-CoAs de cadena media en relacion a los de cadena larga
(Figura 23 y Figura 24). Si bien la sintesis de PL no ha sido estudiada en detalle en
micobacterias, se postula que varias enzimas con actividad glicerol-3P-aciltransferasa
o acido fosfatidico-aciltransferasa actian secuencialmente para sintetizar PA a partir
de glicerol-3P y acil-CoAs. Este PA es el precursor de los PL y el que determina las
sustituciones de los PL en el esquema propuesto (190). Teniendo en cuenta esta ruta,
serian estas enzimas las que, siendo flexibles en la especificidad de sustrato, cargarian
en la molécula de glicerol los acil-CoAs disponibles en la célula.

Otra caracteristica del estudio de los sustituyentes de los PL en condiciones de
deplecion parcial de FAS-I, es el mayor nimero de insaturaciones de sus cadenas

(Figura 29). Este fendmeno puede ocurrir con el objetivo de mitigar la rigidez de la PM
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causada por el mayor largo de los FA sustituyentes de los PL (58). En el caso del pool de
TAG analizados en estas condiciones, los cuales serian los remanentes luego de su
utilizacion, se observd que poseen un nivel de insaturacion promedio
significativamente mas bajo que en condiciones salvajes. En los andlisis prote6micos no
se ven diferencias en la expresion de proteinas que puedan explicar ambos fenotipos.
Cabe mencionar nuevamente, que el fenotipo puede deberse a modificaciones pos-
traduccionales en las enzimas del metabolismo y no son detectadas en este analisis, y
no a cambios en los niveles proteicos generales. Se puede especular que la diferencia en
el nivel de insaturacion entre los PL de membrana y los lipidos de reserva (TAG), pueda
deberse a una utilizacion selectiva de los FA de los TAG mas insaturados para sintetizar
PL. Este hipotético caso podria ser la respuesta de M. smegmatis a este estrés al cual se
la somete, dando como resultado PL mas insaturados y TAG mas saturados.

Como se menciond anteriormente, los bajos niveles de FAS-I provocaron un
desbalance en la composicion relativa de los acil-CoAs en la célula. Los acil-CoAs no sélo
son precursores de la biosintesis de lipidos complejos, sino también importantes
moléculas sefal que son censadas por reguladores transcripcionales del metabolismo
lipidico en varias especies (191-193). Los dos reguladores transcripcionales de
micobacterias estudiados en nuestro laboratorio, FasR y MabR, censan los niveles de
acil-CoA (61,88). FasR es un activador del operon fas-acpS, cuya afinidad por el ADN
disminuye en presencia de acil-CoAs de cadena larga (88,194). En el caso de MabR,
activador del operon fasll, la presencia de acil-CoAs de cadena larga promueve la union
del mismo al promotor fasll y asi aumenta la transcripcidon del operon fasll (62).
Teniendo en cuenta este contexto, proponemos que el aumento en la expresion de las
proteinas del sistema FAS-II (Tabla 9) se debe a una distorsion del balance entre los
acil-CoAs medios y largos a través de un mecanismo que puede estar mediado por
MabR. Esta relacion entre los acil-CoAs de cadena media (C14-C16) y cadena larga (Czo-
Cz24) (Figura 23 y Figura 24) esta significativamente disminuida en las condiciones de
deplecion parcial del sistema FAS-I. De esta manera, el aumento de la expresion del
sistema FAS-II podria estar siendo inducida por medio del regulador MabR,

evidenciandose la inter-regulacién entre ambos sistemas.
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Por ultimo, se estudié silos precursores necesarios para la sintesis de MA provenian
de la hidrélisis de TAG en condiciones de disminucion del sistema FAS-I. Para esto,
ademas de reprimir la expresion del operdn fas, se inhibieron las lipasas por medio del
agregado de orlistat al medio de cultivo. En estas condiciones se observé una
disminucién en la sintesis de MA (Figura 31B). Los resultados muestran que la
inhibicion de la degradacion de los TAG disminuye, al menos en parte, la sintesis de novo
de MA en condiciones de deplecion parcial del sistema FAS-I. Esto sugiere que los FA
liberados de los TAG pueden compensar, hasta cierto punto, la reduccién de la sintesis
de FA de novo sobre la actividad del sistema FAS-II. Se sabe desde hace tiempo que bajo
condiciones de hambreado, las micobacterias dependen de la utilizaciéon de TAG como
fuente de energia (195). En este sentido, Low y col. describieron que los TAG son
utilizados durante la fase de re-crecimiento, de M. bovis BCG luego de una fase de
dormancia por hipoxia. De manera similar a nuestro enfoque, la inhibicién de la
hidroélisis de los TAG utilizando orlistat impide re-crecimiento de la bacteria luego de la
dormancia (177). Sin embargo, hasta donde sabemos, esta es la primera vez que se
demuestra experimentalmente que los TAG son un reservorio de FA como precursores
para la biosintesis de moléculas mas complejas en bacterias.

Se ha reportado que M. tuberculosis utiliza determinados nutrientes derivados del
huésped para persistir dentro de la célula del mismo. Existe evidencia que los FA y el
colesterol son nutrientes importantes durante la infeccion in vivo o en macréfagos
infectados (196). La construcciéon de una mutante condicional en el gen fas en M.
tuberculosis ayudara a definir la esencialidad de la sintesis de novo de FA en la
supervivencia de este patogeno durante la infeccién. Esto probaria de manera
inequivoca si FAS-I es un buen blanco para el desarrollo de nuevas drogas. Mas aun, una
mutante condicional de FAS-I en M. tuberculosis, ayudaria a estudiar coémo responde la
red de regulaciéon que conecta las diferentes rutas biosintéticas de lipidos, algunos

esenciales para la virulencia de este patégeno, a la deficiencia de sintesis de novo de FA.
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5. CONCLUSIONES

> Se desarroll6 un método de extraccién, separacién cromatografica y
cuantificaciéon por espectrometria de masas de acil-CoAs y Carboxi-acil-CoAs en

micobacterias y otros actinomicetos.

> Se determinaron los perfiles de acil-CoAs en M. smegmatis, M. bovis, S. coelicolor
y C. glutamicum, los cuales coincidieron con el contenido de FA de los mismos segun lo

reportado por la bibliografia.

> Se analizaron los efectos en los niveles de acil-CoAs enddgenos en M. smegmatis
al reprimir la sintesis de FA y luego de suplementar el medio de cultivo con un acido
heptadecanoico.

> Se desarrolld6 un método de extracciéon, separacién cromatografica y
cuantificaciéon relativa por espectrometria de masas de los lipidos totales en
micobacterias.

> Se determinaron los perfiles de lipidos totales de M. smegmatis y M. tuberculosis
salvajes incluyendo los niveles de insaturacion y largos promedio de cadena carbonada

de cada clase de lipidos.

> Se analizaron los efectos de la disminucidn parcial del sistema FAS I en el perfil

de acil-CoAs y lipidos en general en M. smegmatis.

> Se determiné que los lipidos de reserva (TAGs) son al menos una de las fuentes

de FA para la sintesis de MA en condiciones de disminucién parcial del sistema FAS 1.

> Se realizé un estudio de proteémica cuantitativa en la mutante condicional fas
cKD y determinaron posibles cambios en el nivel de ciertas proteinas que podrian

explicar en parte los efectos observados en el metabolismo de lipidos.
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