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El géneroMycobacterium

El géneroMycobacterium se encuentra comprendido en el Phylum y clase
Actinobacteria, Orden Actinomycetales, familia Mpeateriaceae y comprende una
gran cantidad de especies, entre las cuales algonamportantes patégenos para el ser
humano y diversos animales. Las micobacterias aoiols no esporulados de 1 a 4 um
de largo, con un diametro de 0.3~Qu@, considerados aerobios obligados, carentes de
flagelos. La mayoria de las especies forman cadomiggosas blancas o blanco-
amarillentas en los medios usuales de cultivo,c@@on de las especies que poseen
pigmentos. La tipica coloracion de Gram, que haiderpara dividir a la gran mayoria
de las bacterias en dos grandes grupos segunriatast de su pared, es de poca
utilidad en este género ya que las micobacteriasgrouna compleja envoltura externa.
Por este motivo se ha desarrollado un método edpdei coloracion para estas
bacterias, que se denomina usualmente coloracido atcohol resistente o de Ziehl-

Neelsen (Figura 1).

o ke ge
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Figura 1: Observacién microscopica de bacilodlg¢uberculosis luego de la tincion de Ziehl-
Neelsen.

Las distintas especies de este género tienen naarcdifdrencias en el tiempo de
duplicacién, el rango de temperatura y la tempesiadptima de crecimiento, pudiendo
ser tan extremas como es el casdgeobacterium tuberculosis (tiempo de duplicacion
18h-24h a su temperatura Optima, rango de temparalkel crecimiento 36°C-41°C,

temperatura optima 37°C)Mycobacterium smegmatis (tiempo de duplicacion 3h a su
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temperatura Optima, rango de temperatura de creatmi22°C-55°C, temperatura
optima 42°C). Este género incluye especies sapsofibitantes del suelo y del agua
(como M. smegmatis, M. gordonae, M. aurum y otros), patdégenos oportunistad. (
avium, M. kansasii, M. abscessus) y patégenos (com#. bovis, M. tuberculosis, M.
africanum, M. leprae) que so6lo se encuentran en su hospedador.

Figura 2: Colonias (izquierda) y micrografia electronicabderido (derecha) dd.
tuberculosis

(Fuente:http://ilovebacteria.com/tuberculosis. hnittp://www.news-medical.net/health/What-is-

Tuberculosis.aspx

Tuberculosis: enfermedad y tratamiento

M. tuberculosis (MTB) es un patdégeno humano que sigue siendo entasl
causas mas importantes de muerte en adultos en dodoundo (Friederet al.,
2003;Maartens & Wilkinson, 2007;Smitet al., 2003). Cerca de un tercio de la
poblacion mundial, aproximadamente 2 mil millonespgrsonas, estan infectadas por
el bacilo de la tuberculosis, si bien la enorme oniayno desarrolla la forma activa de la
enfermedad. Sin embargo, en 2010, hubo 8,8 milldeesasos nuevos de tuberculosis,
1,1 millones de muertes por esta infeccion en passseronegativas para el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH) y otras 350.000 nteserpor tuberculosis asociada
con infeccion por el VIH, sumando un total de 1m8lones de muertes por esta
enfermedad. La Organizacion Mundial de la Saludnesun total de 12 millones de
personas viviendo con tuberculosis

(http://www.who.int/tb/publications/global report/gnTodo esto indica claramente la

asociacion entre VIH y tuberculosis, ambos en atoneesde los afios 80, con su
concentracion inicial en el Sudeste de Asia y dlicAf sub-sahariana y su pronta
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diseminacion mundial (Falzon & Raviglione, 2010;PakMendez et al.,
1990;Raviglioneet al., 1997). VIH y tuberculosis forman una combinaciétal, cada
uno acelerando la diseminacion del otro. Debida ddstruccion del sistema inmune
causada por el VIH, un individuo infectado por aspatdogenos estara mas expuesto a
desarrollar tuberculosis activa que un individum amm sistema inmune activéd.
tuberculosis tiene una elevada capacidad de infectar al huéspedesitdndose
solamente la inhalacién de unos pocos bacilosemibargo, en la gran mayoria de los
casos su replicacion es controlada por la respuestaine del individuo. Los
considerables avances realizados en los Ultimosteveaiios, posibles gracias al
desarrollo de herramientas para la manipulaciorétimn han permitido comprender
parcialmente los mecanismos de patogénesis. Abgjus recientes mostraron que este
patogeno interacciona con el huésped y realizaexgaisita modulacion de la respuesta
inmune del mismo a través de elementos de su emaotielular, fundamentalmente
lipidos complejos y acidos grasos (Dgeal., 2005;Glickmaret al., 2000;Glickman &
Jacobs, Jr., 2001;Rabal., 2005;Racet al., 2006). Hasta el momento no se ha descrito
ninguna toxina producida pt. tuberculosis, sin embargo el dafio al pulmén puede ser
de considerable magnitud. Esto es explicable dadestimulaciéon de una respuesta
inmune inflamatoria con abundante produccién deqginas pro-inflamatorias y
destruccién de tejido en un intento del sistemauimenpor contener y aislar el punto de
infeccion en el cual se encueniatuberculosis.

El tratamiento terapéutico de la tuberculosis rexguidel uso de una
combinacion de drogas. El esquema actual usadwmdm ¢l mundo se basa en la
administracion de las llamadas drogas anti-tubesas de primera linea -Isoniacida,
Rifampicina, Pirazinamida y Etambutol- durante doesses, seguido de otros cuatro
meses de Rifampicina e Isoniacida (Maher al., 2003). Si se prueba
bacterioldgicamente que la cepa infectante aigiaipaciente es resistente a alguna de
estas drogas se deben utilizar drogas antitubes@sil¢o antibacterianas con accion
antituberculosa) de segunda linea, por lo geneéal costosas, menos efectivas y con
mayor cantidad de efectos adversos. Entre ellggusden mencionar Etionamida y
Acido p-Amino Salicilico (PAS).

Finalmente, cuando el uso de estas drogas no clérelemanda de
medicamentos activos contra la cepa en cuestidmjlsmn antibiéticos del tipo de las
quinolonas y aminoglucésidos como, por ejemplo,redpsdmicina y Kanamicina
(Albanna & Menzies, 2011;Taret al., 2009;Yewet al., 2011). Es de resaltar que
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solamente unas pocas de estas drogas son espeeifteaanti-tuberculosas, ya que
tanto Rifampicina como Quinolonas y Aminoglucdésidos anti-bacterianos de amplio
espectro. Dado que las drogas anti-tuberculosas @&tr lo general provistas por los
planes de salud estatales sin cargo o son evemn@maccesibles a muy bajo costo, su
eficacia es critica para el éxito del tratamierdogye si deben ser reemplazadas, las
opciones son, como se menciond, el uso de anteti@cds de amplio espectro y
generalmente de mucho mayor costo. Lo prolongatitra@miento y la cantidad de
diferentes medicamentos administrados conllevam @osible abandono del mismo por
parte de los pacientes. Esto conduce a la aparid@rcepas resistentes, lo cual,
particularmente en lugares donde la co-infecciom ¥tH es alta, plantea una seria
amenaza para el control de la tuberculosis, coafido la necesidad de fortalecer los
planes de prevencion y tratamiento.

Mientras la creencia generalizada es que la tulmsisues una enfermedad del
pasado, su efecto mortal esta siendo cada vezvitente, alimentado por la pandemia
de VIH-SIDA. De los 8,8 millones de nuevos casogectados en 2010 en todo el
mundo, 290.000 fueron ocasionados por cepas naesistentes (MDR-TB), es decir,
resistentes a Rifampicina e Isoniacida, pilarestdéhmiento. En algunas regiones del
mundo como Rusia, las republicas de la ex URSS ipaCha proporcion de casos
causados por cepas multi-resistentes pasa a sexdat®, con valores de hasta un 30%
(Zignol et al., 2006). La tuberculosis extremadamente resist€d2R-TB) es una
forma de tuberculosis causada por bacterias ratest@ Isoniacida y Rifampicina (es
decir, tuberculosis MDR) asi como a cualquier fagpriinolona y a por lo menos uno de
los farmacos antituberculosos inyectables de seglinda (Amikacina, Kanamicina o
Capreomicina) (Fattoringét al., 2007;Kapp, 2007;Raviglione & Smith, 200Desde
que se definid por primera vez la tuberculosis X&R2006, un total de 58 paises han
notificado por lo menos un caso de tuberculosisa@a@o por una cepa XDR-TB, o sea
gue en un futuro muy cercano las chances de padar tin caso de tuberculosis con las
drogas existentes en forma exitosa seran muy réaicia diseminacion de estas cepas
se ve favorecida por el largo tiempo de tratamidatéalta de adherencia al mismo y la
discontinuidad de la provision de farmacos.

Este cuadro de situacion resalta de manera draamatiwecesidad de contar con
nuevas drogas que reemplacen a las que estdn gnaus@ eficiencia ha disminuido
drasticamente. Para ello es esencial determinarmesanismos de accion y de

resistencia de las drogas anti-tuberculosas actuémen uso, de forma de poder
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introducir las modificaciones moleculares necesapiara que mantengan su actividad
sobre cepas resistentes. En la uUltima década sedbatificado y caracterizado los
mecanismos de accion y de resistencia de variagasrespecificamente anti-
tuberculosas como Isoniacida, Etionamida, Pirazidany PAS (Banerjeest al.,
1994;Larsenet al., 2002;Rengarajaret al., 2004;Shiet al., 2011;Vilchezeet al.,
2000;Vilchezest al., 2006). De la misma manera, la profusion de essudializados en
la dltima década ha logrado identificar nuevos ddanmoleculares que han sido
validados como aptos para el disefio de drogasa¥aniciativas estan abocadas a
desarrollar las mismas, incluyendo algunas questé@neen la etapa de experimentacion

clinica.

Envoltura celular de micobacterias

Mycobacterium tuberculosis -y las micobacterias en general- muestra una muy
baja permeabilidad celular, en parte explicablelpognvoltura rica en acidos grasos,
lipidos, glicolipidos y carbohidratos que recubaela pared celular (Figura 3)(Daffe &
Draper, 1998;Draper, 1998;Letal., 1996;Nikaido & Jarlier, 1991). El conocimiento
de la arquitectura de la envoltura celular de lasobacterias es central para nuestra
comprension de problemas no resueltos de las eeflatles causadas por micobacterias
como ser la dificultad de tratamiento de micobaaserpatdgenas oportunistas
caracterizadas por una muy baja permeabilidadtdsaccion con el sistema inmune del
hospedador, la preferencia por determinados tepdos el desarrollo de la enfermedad
y finalmente la identificacién de nuevos blancosapa desarrollo de drogas noveles.

La envoltura celular de las micobacterias esta casia por dos estructuras:
una membrana plasmatica y un esqueleto de paredlarceformado por el
peptidoglicano, un lipoglicano denominado Lipo ArebManano (LAM) y el micololl
arabinogalactano (Brennan & Nikaido, 1995;let@l., 1996;Nikaido & Jarlier, 1991).
Estas ultimas moléculas estan consistentemententessen las diversas especies de
micobacterias si bien con diferente composicion emdbr y pequefias diferencias
estructurales. También se encuentran formando m&téa envoltura celular varios
lipidos extraibles o unidos no covalentemente,difieren entre especies en estructura;
entre ellos se encuentran glicolipidos contenidnelmalosa, fenil-ftiocerol glicésidos y

glicopéptidos.
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) Figura 3: Esquema de la envoltura celular micobacteriaphigidos extraibles, 2)
Acidos Micélicos, 3) Arabino-Galactano, 4) Peptilicano, 5) Membrana Citoplasmatica, 6)
Lipo Arabino Manano, 7) Fosfatidil Inositol Man6ei8) Pared celular

El tratamiento de las infecciones por micobacteeasdificil debido a la
resistencia intrinseca de las mismas a los antib®tcomunes a pesar que estas
bacterias poseen los blancos moleculares hac@ifidss los antibidticos estan dirigidos
(Chopra & Brennan, 1997). Esta situacion se explmala baja permeabilidad celular
producto de la muy inusual composicion de la envaltelular. La fraccibn mayoritaria
de la envoltura celular esta compuesta de acidasogrde cadena larga denominados
acidos micolicos. Estos acidos grasealquil, B-hidroxilados de hasta 90 atomos de
carbono, estan unidos covalentemente al Arabinad¢Baio, a su vez unido a la
molécula de Peptidoglicano por una unién fosfodie@arry, Il et al., 1998). Si bien
se ha estudiado intensamente la biogénesis deskastats moléculas que forman parte
de la envoltura celular, se sabe mucho menos derganizacion fisica y se han
planteado diversos modelos para la organizacidétadmisma (Hong & Hopfinger,
2004;Nikaido et al., 1993). Recientemente, se analiz6 la organizafigina de los
lipidos de la envoltura dd. smegmatisy M. bovis utilizando una técnica de tomografia

crio electrénica, confirmando que las micobactepaseen una membrana externa en
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forma de bicapa lipidica, constando de una capearmt moderadamente fluida,
constituida por los lipidos extraibles, y de unpacinterna de extremadamente baja
fluidez, donde se localizaban los acidos micdlicasros lipidos apolares (Hoffmarh

al., 2008). Esta construccion determina que la peridath de la pared micobacteriana
sea extremadamente baja a solutos lipofilicos, uygrido muchos agentes
quimioterapicos y por lo tanto indica la conveniarde estudiar las rutas de sintesis de
los componentes involucrados, no solo por el coniacito de su biologia genética y
biogquimica sino por la oportunidad de identificengs cuyas funciones estén ausentes
en el ser humano a fin de proponer nuevas molécolasaccion anti-micobacteriana.
Es importante recalcar que esta accion podria secta inhibiendo enzimas de
naturaleza esencial o indirecta inhibiendo enzimagsenciales pero cuya pérdida se
traduzca en una mayor permeabilidad de la céluleolaicteriana y por lo tanto
permitiendo el tratamiento con un antibiético ablcla micobateria es naturalmente

impermeable.

Sintesis y distribucion de acidos micélicos

Los acidos micélicos son acidos grasos de cadega (hasta C90) compuestos
por una cadena principal, denominada acido merdimicC50-C60), con una cadena
de alquilo en posiciém (con una longitud de entre C22 y C26, dependietalda
especie micobacteriana) y un grupo hidroxilo engias 3.

La biosintesis de estas moléculasMytobacterium requiere dos sintasas de
acidos grasos (Fatty Acid Synthase o FAS) difeentienominadas FASI y FASII
(Figura 4) (Asselineawet al., 2002;Takayamaet al., 2005). FASI es una enzima
multifuncional que cataliza la sintesis novo de acidos grasos, similar en estructura y
funcion a FASI de células eucariotas (Schweizerdnttann, 2004). En cambio, FASII
es una sintasa disociada que utiliza una seriealeipas monofuncionales, cada una de
las cuales cataliza un paso de la via de sintasig @l., 2004). Es importante remarcar
gue FASII es a su vez similar al sistema FASII etremlo en otras bacterias cofao
coli; sin embargo sus productos difieren ya queEemoli y otras bacterias FASII
sintetiza acidos grasode novo de hasta 18 atomos de carbono mientras que en
micobacterias es incapaz de realizar la sintissisovo; en cambio, utiliza precursores
de C14-C18 provenientes de FASI para producir &citasos de hasta C60, que luego
daran lugar al acido meromicdlico. Experimentogjbimicos han demostrado que la
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elongacion de los acil-CoAs por FASI tiene un cortgraiento bimodal, es decir,
produce &cidos grasos C16-C18 (que serviran deuns@es para FASII y para la
sintesis de fosfolipidos) y C22-C26 (que formaranrdmificacion ena del acido
micolico). Esta es una caracteristica exclusiva&cd8l de micobacterias (Vilchez
al., 2000;Zimhonyet al., 2004).

La enzimaf-cetoacil-ACP sintasa Ill, MtFabHR{¢0533c) conecta FASI y
FASII, catalizando la condensacion de los acil-Cg#evenientes de FASI con
malonil-ACP (Choiet al., 2000). De esta manera, el sustrato inicial delFASunf3-
cetoacil-ACP de cadena mediana. Luego este susisatducido por Ig-cetoacil-ACP
reductasa MabARv1483), deshidratado por las hidroxiacil-ACP deshidrasaladAB
(Rv0635-0636) y HadBC Rv0636-0637) y reducido por la enoil-ACP reductasa InhA
(Rv1484) (Marrakchiet al., 2000;Marrakchiet al., 2002;Saccat al., 2007). Lasp-
cetoacil-ACP sintasas KasR\2245) y KasB Rv2246) catalizan la condensacion con
unidades de malonil-ACP para continuar con la esifen(Bhattet al., 2007;Kremeiet
al., 2002). Una vez sintetizado el &cido meromicolecenzima Pks13Ry3800c) es la
encargada de realizar la condensacion de éste nodcudo graso de 22C-26C
(dependiendo de la especie) proveniente de FASIdalacomo producto un
intermediariop-cetoacil acido graso (Portewvehal., 2004) que luego es reducido por la
reductasa CmrARv2509) para dar el acido micélico maduro (Lea-Snstlal., 2007)
gue luego sera transportado a la pared y transfarigh aceptor final como el Arabino

Galactano o la Trehalosa.

10
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Figura 4: Biosintesis de acidos micdlicos y acidos grasosieobacterias. La contribucion de
FASI y FASII en la sintesis de acidos micolicosraeestra en rojo y azul, respectivamente. El
sitio de inhibicién de FASII de distintos compueasémti-micobacterianos se encuentra

resaltado en violeta.

El 4cido meromicélico inmaduro posee 2 dobles @&slaen las posiciones
proximal y distal, de acuerdo a su posicion regspedtcarboxilo. No se sabe con
exactitud si la introduccion de estos dobles eslas® produce durante o una vez
terminada la sintesis del meromicolato, tambiérdesconoce la manera en que se
introducen estas insaturaciones. La secuencia@bgeshoma dé/. tuberculosis (Cole
et al., 1998) reveld la presencia de 3 genes que codiflesaturasas putativas. De estos
3 genesRv0824c (que codifica para DesAl) Rv1094 (que codifica para DesA2) se
encuentran anotados como acil-ACP desaturasasle®lbbmologas a las acil-ACP
desaturasas presentes en plantas (Cole & Bar@B;Eox et al., 1993;Shanklin &
Somerville, 1991). La estructura de DesA2, deteaadnpor medidas de difraccién de
rayos X, concuerda con esta asignacion (Byearf., 2005). Ademas, estudios de fusion
a fosfatasa alcalina en el caso de DesAl (Jackisah, 1997;Limet al., 1995) y de
fusion a nucleasas en el caso de DesA2 (Dowetilagy, 1999) indicaron que estas dos

enzimas podrian ser transportadas al espacio ekiltag de hecho, DesAl es uno de

11



INTRODUCCION

los principales antigenos de superficie en pacselméectados por micobacterias
(Jacksonet al., 1997). La observacion de que estas dos protedpagncuentran
altamente conservadas en todas las especies dbattienas y son esenciales n
tuberculosis (Sassettiet al., 2003), sumado a su identificacion como acil-ACP
desaturasas llevé a pensar que estarian involickedda introduccion de los dobles
enlaces presentes en el acido meromicélico inma@aay, Il et al., 1998;Ramaret

al., 2005;Ramanet al., 2007). Sin embargo, no existe hasta el preseimguma
evidencia experimental que lo demuestre.

Estas insaturaciones presentes en el acido merleoic@n luego modificadas
por enzimas denominadas Ciclopropil Sintasas deloscMicolicos (CSAMs) dando
lugar a las distintas familias de &cidos micéli¢bsibnauet al., 1997;Dyeret al.,
2005;Glickmaret al., 2000;Glickmaret al., 2001;Glickman, 2003;Schroeder & Barry,
[ll, 2001;Yuanet al., 1997). En el genoma dé. tuberculosis se encuentran genes que
codifican para 8 de estas enzimas, con una graolbgia entre si (>70% de similitud).
A pesar de ello, cada una de estas enzimas reabdiicaciones especificas sobre el
acido meromicélico (Figura 5). Recientemente sedéi@rminado lo crucial de estas
sutiles modificaciones sobre los acidos micoélicasgye si bien estas enzimas no son
esenciales, mutantes afectados en la sintesis tde &sciones quimicas se ven
afectados en la permeabilidad celular y disminugenvirulencia (Barkanet al.,
2009;Daoet al., 2008;Dyeret al., 2005;Glickmaret al., 2000;Racet al., 2006;Yuanet
al., 1998).
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Figura 5: Modificaciones realizadas sobre las insaturacdqmeximales y distales presentes en
el &cido meromicdlico por parte de las CSAMaWduberculosis, dando lugar a las distintas

familias de &cidos micolicas, metoxi y ceto.

Como se ha mencionado, los acidos micolicos salbagrasos de cadena larga
con una cadena de alquilo y un grupo hidroxilo esiggonesa y 3 respectivamente.
Los estudios quimicos realizados en la década@alidstraron que estos acidos grasos
se pueden agrupar en familias dependiendo de gitudn de la cantidad de dobles
enlaces y de la existencia 0 no de funciones oagsn en su molécula. Una
clasificacion por longitud y nimero de dobles eeta@entifica a los acidos y o
mientras que de acuerdo a la presencia de funciamxigenadas se agrupan en ceto,
metoxi, epoxi, éster yo-metoxi (Barry, lllet al., 1998;Nikaidoet al., 1993). La Figura
6 muestra la estructura de cada uno de estos gyugo$a Tabla | se puede observar su

distribucion en distintas especies de micobacterias
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Tabla I: distribucion de acidos micdlicos en diferentgseetes del Génerdycobacterium.

Abreviaturasuo: alpha,a’: alpha’, M: metoxi, K: ceta; epoxi, WE: ésterp-1 M: o-1 metoxi.

Los datos presentados entre paréntesis correspar®nponentes minoritarios.

Especies Acidos micolicos — Lo.n.gitutlj,de la
a M K e | WE M ramificacion en a
Patogenas de

crecimiento lento
M. africanum + + + 26
M. avium + + + (22)-24
M. bovis + + (24)-26
M. bovis BCG + + (24)-26
M. intracellulare + + + (22)-24
M. kansasii + + + (22)-24
M. leprae + + + 22-24
M. marinum + + + 24-(26)
M. microti + + + 26
M. paratuberculosis + + + 24
M. tuberculosis + + (24)-26
M. ulcerans + + 24

No patégenas de

crecimiento lento
M. gordonae + + + (22)-24

Patégenas de

crecimiento rapido
M. abscessus + (20-22)-24
M. chelonae + (22)-24
M. fortuitum + + + (22)-24

No patégenas de

crecimiento rapido
M. aurum + + 22-24
M. phlei + (+) 22-24
M. smegmatis + + (22)-24
M. thermoresistible + + (22)-24
M. vaccae + + 22-24
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Figura 6: Estructura de los acidos micolicos presentdd esmegmatis y M. tuberculosis

Durante los estudios llevados a cabo para detarrsirmecanismo de accion de
la droga anti-tuberculosa Isoniacida, se identifin@ gen, denominaddnhA,
codificando para una enoil-ACP reductasa parteciéd FASII de sintesis de acidos
micoélicos (Banerjeest al., 1994;Vilchezeet al., 2000). El interés derivado de estos
resultados se tradujo en una larga lista de trabajilicados referidos a drogas que
actian sobre dicha sintesis asi como también dabegpresion y regulacion de las
enzimas componentes de FASII. Una de las conclesiobtenidas es que la mayoria
de las drogas especificamente anti-micobacteriactasn sobre la via de sintesis de los
acidos micoélicos, resaltando la importancia de alisfia. Asi, otras drogas como
Etionamida, y moléculas activas pero sin uso terd@® como Triclosan y
Tiolactomicina, también actian sobre la via meradan(Larseret al., 2002;McMurry
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et al., 1999;Parikhet al., 2000;Slayderet al., 1996). Posteriores estudios genéticos,
enzimaticos y bioinformaticos confirmaron la presande genes codificando otras
enzimas del ciclo FASII, comkasA, kasB, mabA, codificando para la-ceto acil ACP
sintasas A y B \B-ceto acil ACP reductasa, respectivamente. Finaienean el afio
2007 se identifico el ultimo componente del sisteR#eSIl, la B-hidroxiacil ACP
deshidratasa, codificada por el opet@idABC. El hecho que por la naturaleza de sus
substratos (acilos de cadena larga) estas enzonassenciales para la supervivencia de
la micobacteria y no se encuentran presentes ehumlano las hace un blanco

interesante para el disefio de drogas.

Isoxil y Tiacetazona

Dos drogas activas sohivé tuberculosis, Isoxil (ISO) y Tiacetazona (TAC), han
sido utilizadas en tratamientos terapéuticos, [em sido posteriormente dejadas de
lado por presentar efectos adversos y elevadacaparie resistencia (Dukes al.,
1992;Ellardet al., 1974;Fave=zt al., 1970;Kampelmann, 1970;Punzalenal., 1970).
La identificacion de los blancos moleculares patasdrogas, mecanismos de accion y
de resistencia permitiria proponer modificacioressanales sobre sus estructuras que
puedan posibilitar el uso de derivados de las nssrBa ha determinado que ambas
drogas son en realidad pro-drogas que requieremativacion intra-celular. Esto no es
sorprendente ya que muchas drogas anti-tubercutusa®n realidad pro-drogas que
necesitan de un paso previo de activacion paraegjsu efecto. Entre los ejemplos que
podemos citar se encuentran INH, activada por léalasa-peroxidasa KatG
(Marcinkevicieneet al., 1995;Wengenackt al., 1998); Pirazinamida, activada por la
pirazinamidasa PncA (Scorpio & Zhang, 1996) y Hioida, activada por EthA
(DeBarberet al., 2000). En el caso de ISO y TAC esta activaciomediada por EthA,
la misma mono-oxigenasa que también activa a Htiatea (Doveret al., 2007). La
expresion del gesthA esta regulada por un represor transcripcionabdarhilia TetR
denominado EthR que se encuentra corriente argbgeahethA (Baulardet al., 2000).
Si bien se desconoce el rol biolégico que cumpla eszima en la micobacteria se ha
visto que tanto mutaciones en el g#imA como mutaciones en el promotoraleR que
aumenten su transcripcion generan resistencia a TAQ y ETH (Boonaianet al.,
2010;DeBarbeet al., 2000;Kordulakovat al., 2007).
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Se ha demostrado que ISO es un inhibidor de lasséntle acido oleico y acidos
micélicos y es efectivo contra cepas multirresitgsmeM. tuberculosis (Phetsuksiriet
al., 1999;Phetsuksiet al., 2003;Windet al., 1971). En contraste con la incertidumbre
gue existe con respecto a la funciéon de DesAl YAReBesA3 (codificada por el gen
Rv3229c) es una enzima de membrana que posee actividaar@s@oA desaturasa
(Phetsuksiriet al., 2003). Uno de los productos de esta reaccidacidb oleico, es un
constituyente esencial de los fosfolipidos de mamdory los triglicéridos (Hung &
Walker, 1970;0kuyamat al., 1967;Walkeret al., 1970).La sobre-expresion ddesA3
enM. bovis confiridé una leve resistencia a ISO, sugiriende g8 uno de los blancos de
esta droga (Phetsuksatial., 2003). La inhibicion de la sintesis de acidoauej acidos
micolicos por parte de ISO es independiente; estoh& comprobado utilizando
inhibidores especificos de la sintesis de acidacamlecomo por ejemplo el acido
esterculico, que no alteran la sintesis de acidoélitns. Por otro lado se han disefiado
analogos estructurales de ISO que pierden la adghale inhibir la sintesis de acido
oleico pero retienen la capacidad de inhibir &cichisdlicos (Bhowruthet al., 2006).
Todo esto indica que existe otro blanco involucradda sintesis de acidos micolicos
que aun no ha sido identificado. Seria interespostular que ISO esté inhibiendo otra
desaturasa que se encuentre implicada en la sinesicidos micélicos. Una hipétesis
interesante es que I1SO esté inhibiendo tambiéddaaturasas DesAl y DesA2, y que
esto genere la inhibicidon en la sintesis de loda&cimicolicos. Sin embargo, existe
también la posibilidad de que esté actuando sobrblanco completamente distinto
involucrado en la sintesis de acidos micdlicos copmr ejemplo, alguno de los
componentes del ciclo FASII.

Por otra parte, TAC es una droga cuyo uso seddigtontinuando en una gran
cantidad de paises debido a sus efectos advewmws, tvdo en pacientes con VIH, en
los cuales genera un sindrome muco-cutaneo que guiegresar a una necrosis toxica
epidérmica (Dukest al., 1992). Sin embargo, todavia es utilizada comerradtiva
terapéutica para el tratamiento de cepas multstesies en algunos paises
subdesarrollados en pacientes VIH negativos dedislo bajo costo. Se ha probado que
TAC inhibe la sintesis de acidos micoélicos en mamterias, aunque se desconoce su
blanco de accion. A partir de estudiosMnbovis var. BCG PasteuiM. chelonae y M.
marinum Alahari et al. postularon a las ciclopropano sintasas de acidieslioos
(CSAMSs) como el blanco de accion de TAC (Alaletral., 2007). Las CSAMs fueron

descriptas como blanco de accion de TAC a partladdservacion de la acumulacion
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de precursores insaturados de acidos micolico® ldegtratamiento d#. bovis BCG
Pasteur con la droga. Sin embargo, la sobre-exprésilependiente de los genes de las
CSAMSs no alterd la concentracién inhibitoria minipgaa TAC y ademas se probé que
concentraciones sub inhibitorias de TAC inhiben G&AMs sin producir alteracion
alguna sobre el crecimiento en cultivo. No existelencia hasta el momento de que
estas enzimas sean esenciales en micobacterias eStwlapunta a la existencia de otro
blanco esencial afectado por TAC en micobacterias.
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Figura 7: Estructuras de las drogas antituberculosas Isiia@gINH), Etionamida
(ETH), Tiacetazona (TAC) e Isoxil (ISO), sus actigees y sitios de inhibicion.
(Modificado de Doveret al., 2007)
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Identificar los blancos y dilucidar los mecanisnuesresistencia de las drogas
Tiacetazona e Isoxil en micobacterias, de maneraatldar nuevos blancos para el

disefio de drogas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar la CIM de ISO y TAC para distintas esgemicobacterianas

» Estudiar el efecto de las drogas ISO y TAC sobsingesis de acidos grasos y
acidos micolicos en micobacterias

« Aislar mutantes espontaneas resistentes a estgasdso caracterizarlas por:
nivel de resistencia, mecanismo de resistenciaacmares implicadas.

» Sobre-expresar los distintos componentes de FA$E ydesaturasas DesAl y
DesA2 y determinar el efecto de esta sobre-expresibre la resistencia y/o

sensibilidad a las drogas en estudio
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MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y Medios de cultivo

Las cepas utilizadas en este trabajo de tesisrfudrduberculosis H37Rv, M
bovis BCG PasteurM. kansasii, M. avium, M. smegmatis m¢” 155, M. fortuitum y M.
aurum. Para la manipulacién de ADN y construccion ddares se utilizé la cepa de
coli DH5a (F endAl glnV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG &80dlacZ4M15
A(lacZYA-argF)U169,hsdR17(rc” m*), 1).

Para los experimentos con las distintas esped@&s iputantes obtenidas en este
trabajo se utilizaron los siguientes medios: Mibdbek 7H9-glicerol, Middlebrook
7H9-glicerol sélido, en ambos casos con o sin ebgapo de suplemento de ADS u
OADS (albumina, dextrosa, cloruro de sodio o aalico, albumina, dextrosa, cloruro
de sodio respectivamente) utilizado al 10% v/vaRas trabajos cok&. coli DH5a se
utilizé6 medio Luria-Bertani. Dada la notoria capmhead de las micobacterias para dar un
crecimiento no homogéneo debido a asociacion cekiar, se usan tensioactivos en la
formulacién de los medios de cultivo liquidos. Dheaeste trabajo se utilizé Tritbn WR
1339 (0.25 % p/v).

Se utilizaron los antibiéticos Kanamicina o Higrama a 20ug/ml o 50ug/ml,

respectivamente, cuando fuera necesario.

Medios de cultivo para micobacterias
Caldo Middlebrook 7H9, (composicion en g/l)

(NH,).SOy 0,50
Nap(HPOy) 2,50
K(H.POy) 1,00
Citrato de sodio 0,10
MgSOy 0,05
CaCl 0,005
ZnSQ 0,001
CusSQ 0,001
Citrato férrico amonico 0,04
Acido |-glutamico 0,50
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Piridoxina 0,001
Biotina 0,0005
ADS

Albumina 5% pl/v
Dextrosa 2% plv

NacCl 0,81% plv

OADS

AlbUumina 5% plv
Dextrosa 2% plv

NacCl 0,81% p/v

Acido oleico 0,06% v/v

Preparacion de un litro de medio 7H9 ADS sélido:

Agua destilada 890ml
7H9 4,79
ADS 100ml
Glicerol 50% 10ml
Agar 159

(Para preparar 7H9 OADS se reemplaza el ADS por ®AD

Medio liguido 7H9 ADS Glicerol Triton WR1339 (7HIDS-GT), su composicidén por

litro es la siguiente:

Agua destilada 890ml
7H9 4,79
ADS 100ml
Glicerol 50% v/v 10ml
Triton WR1339 250 mg/ml 1mi

Medios de cultivo parakE. coli

Luria-Bertani (LB)
Agua destilada 1000ml
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NaCl
Extracto de levadura
Triptona

Terrific Broth

Agua destilada
Triptona

Extracto de levadura
Glicerol

KoHPO,

KH,PO,

10g
59
10g

csp 1000ml
129
249
4ml
12,54g
2,319

Medio GYT (para preparacion de células electrocdarges de. coli)

Agua destilada
Glicerol
Extracto de levadura

Triptona

900ml
100ml

1,25¢g

2,59

Determinacion de la concentracion inhibitoria minina (CIM gg)

La ClMgg -cantidad minima de droga que inhibe el crecimiedegb 99% del

in6culo sembrado- fue determinada sembrando umpaidiil (equivalente a $@élulas

aproximadamente) de cultivos saturados de lasnthsticepas crecidos a 37°C, en
medio sélido 7H9-ADS sin antibidticos o suplementadn concentraciones crecientes

de los antibioticos en estudio. Los resultadosdindeidos luego de incubar las placas

por 30 dias en el caso dk tuberculosis, M bovisy M. avium, 15 dias en el caso &

kansasii y 5 dias en el caso dé. smegmatis, M. fortuitum y M. aurum, todos a 37°C.

La concentracion considerada como GJNue aquella que causé una reduccion del
99% en los recuentos de células viables respeltaccantidad de células presentes en
medio de cultivo sin el agregado de antibiéticosirAsmo se evaluo la actividad a lo

largo de las concentraciones utilizadas determmatitdraciones en el tamafo de las

colonias sin pérdida del numero de las mismas céspeplacas control.
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Curvas de crecimiento

El andlisis del crecimiento de las cepas sez@aiiilizando cultivos crecidos en
medio liquido 7H9ADS-GT. Cultivos saturados de leepas en estudio fueron
utilizados para inocular medio fresco e incubagetehuna Dgyonminicial = 0,2-0,3; en
este punto los cultivos se dividieron en alicuotaas cuales se les agrego distintas
concentraciones de las drogas en estudio. Se tanadicuotas a distintos tiempos de

los cultivos y se determind la R§nm

Aislamiento de cepas resistentes a Isoxil y Tiacet@na

Para el aislamiento de mutantes resistentes a siregacrecieron 3 cultivos
independientes dd. tuberculosis H37Rvy M. kansasii, se sembraron 104 de cultivo
saturado y 10Qul de una dilucién 16 de cada cultivo en placas de 7H9 ADS con
concentraciones de TAC de 2, 5 y gg¢ml (CIM= 0,1-0,5ug/ml) 0 ISO 5, 10 y 25
“pg/ml (CIM= 0,5-1pg/ml). Ademas se sembré una diluciéri®¥ara determinar las
UFC/ml. A partir de estos datos se pudo determiaafrecuencia de aparicion de
resistencia a ambos antibidticos. Las placas fumaubadas por 30 dias (0 mas cuando
fuera necesario) y las colonias que crecieron fueepicadas en medio sélido 7H9
ADS-Glicerol con y sin el antibiético para el quefon seleccionadas de manera tal de

confirmar la resistencia.

Plasmidos utilizados en el desarrollo de esta tesis

El vector utilizado para clonar los distintos gehesel pMV261. Este plasmido
permite clonar genes bajo el control del promotorstitutivohsp60 y posee un cassette
de resistencia a Kanamicina que permite la selecd® las cepas que poseen este
plasmido.

Los vectores pML1342 y pML1357 son plasmidos quéntsgran en los sitios
attB utilizados por los micobacteriofagos L5 y Gjleespectivamente, lo cual permite
integrar distintos genes en el cromosoma de mitebas. Poseen un cassette de
resistencia a Higromicina. Una vez que se obtianmepa con el plasmido integrado se
transforma la misma con el plasmido pCreSacBI TKque posee la recombinasa Cre
gue remueve el esqueleto (donde se encuentreelgrasia y el cassette de resistencia a
Higromicina) dejando integrado en el cromosomarsefge el gen de interés. Este

altimo plasmido posee un marcador de contra séeague impide el crecimiento en
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medios con sacarosa de modo tal que una vez obgsehad colonias se repican en

placas con 7H9-ADS-Glicerol + sacarosa 2% (p/vamarrar el plasmido pCreSacBI.

Para el clonado de genes se utilizé el plasmido @BRint [I-TOPO®

(inVitrogen).
Oligonucledtidos cebadores utilizados
Sitio de
Primer Secuencia corte |Descripcion
deh Fw TB GGATCCCGTGGCGTTGAGCGCAGACA BamHI| parar@do en pMV261
Rv0635 Rv GAATTCTGAACTCACGCAGCGCCATC EcoRI | parachy en pMV261
Rv0636 Fw GGATCCTCTGATGGCGCTGCGTGAGTTC BamH| palanar en pMV261
Rv0636 Rv GAATTCCTACGCTAACTTCGCCGAGGCGAT EcoRl | paronar en pMV261
Rv0637 Fw GGATCCTATGGCGCTCAAGACCGATATCC BamHI| packonar en pMV261
deh Rv TB GAATTCCAGCGGCCAGTTGCTAATTACG EcoRI | parbbpar en pMV261
mabA Fw GAATTCGTGACTGCCACAGCCACTGA EcoRIl | para cloren pMV261
mabA Rv AAGCTTTCAGTGGCCCATACCCATGC Hindlll | para alar en pMV261
desAl Fw GGATCCCATGTCAGCCAAGCTGACCG BamHI| para doen pMV261
desAl Rv GAATTCCGCCGGGCTAACGACGGCTC EcoRI| para @oen pMV261
desA2 Fw GAATTCCGCATGGCACAGAAACCTGTC EcoRI | para okr en pMV261
desA2 Rv AAGCTTGGGTGTCTAGCCCGTGACGAAT Hindlll| pacdonar en pMV261
Rv3230 Fw AAGCTTCTATGAGCAAGAAACACACGACGCTTAHIndIll  |para clonar en pMV261
Rv3230 Rv GTTAACACTAGATGTCCAGCACGCAATCA Hpal pardanar en pMV261
desA3 Fw AAGCTTCGATGGCGATCACTGACGTCGACGTA| Hindlll| gra clonar en pMV261
desA3 Rv GTTAACCGCCGAGCAATCTTAGGCTGCCA Hpal parachr en pMV261
pMV261 Fw TTGAGCCGTCCGTCGCGGGCACT No tiene p/cheaueMV261
pMV261 Rv GATCACCGCGGCCATGATGGCA No tiene p/chequpdMV261
ethA Fw AAGCTTCCATGACCGAGCACCTCGACGTTGT Hindlll | parclonar en pMV261
ethA Rv GTTAACGGCGCTAAACCGTCGCTAAAGCTAAA | Hpal parelonar en pMV261
mmaA4 Fw GGATCCGAACATGACGAGAATGGCCGAGAA BamHI | paonar en pMV261
mmaA4 Rv GAATTCCTCGCCGGGCTTAGGCCGCGGCAC EcoRI| pel@ar en pMV261
deh seq Fwl TB AGGCTGTCAACCTTGCGCTGCGAA No tiefdsecuenciar hadABC de TB
deh seq Fwl K GCCGACGAGGAGGAATACGACGAG No tiene gu$hadABC de kansasii
deh seq Rv1 TBy K ATGTTGGGAAAACCCCGAGGTCCGAGTG Nene | p/sec hadABC de TB y kansasgji
ethA Fwl (K) GCAGCTTACCGCGTGTCGATAGT Neetie | p/sec ethA de kansasii
ethA Fwl (tb) GCAGCTTACTACGTGTCGATA No tieng¢ p/sethA de TB
ethA Fw2 (Kytb) | ATCATCCATCCGCAGCACTG No tieng pisethA de kansasiiy TB
ethA Fw3 (Kytb) | ACCGCAACGGGGTTGAACCT No tieng pfsethA de kansasiiy TB
ethA Rv1 (tb) ATATCGCCTACAGCGACGACGAC No tieng pfsethA de TB
ethA Rv1 (K) ATTCGTGCCGGGCGAAGTCCTCTAC No tiene efsethA de kansasii
ethA Rv2 (K) GTTGCGGTGACGATGATGTCGG No tiene p/sabA de kansasii
ethA Rv2 (tb) GTTGCGGTAATGATGATGTCAGC No tieng pfsethA de TB
ethARv3 (Kytb) | CAGTGCTGCGGATGGATGAT No tieng pfsethA de kansasiiy TB
mmaA4 Fwl (K) ACCAGTTCACACTCGCCAAGTAGA No tiene @s mmaA4 de kansasii
mmaA4 Fwl (tb) CCGAATGGGCTACATCGACTGCAA No tiene set mmaA4 de TB
mmaA4 Fw2 (K y tbolGACACCAACCGCTCACGTCA No tieng p/sec mmaA4 de kaiisa$B
mmaA4 Rv2 (K y tbh)GAAGAAGTCGTCGTAGTTCTCGTG No tieneg p/sec mmaA4 degkasiiy TB
mmaA4 Rvl (K) TGCGGTCGCGCTCTTGGCTGAT No tiene p/semaA4 de kansasii
mmaA4 Rv1l (th) CCATCCATCACCCGCAACTTCGC No tiene @¢snmaA4 de TB
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Extraccion de ADN para Reaccion en Cadena de la Ralerasa

El ADN de las micobacterias se obtuvo mediante retogolo descrito por
Madiraju (Madirajuet al., 2000):

Se toman colonias de una placa y se pasan a urdéuimicrocentrifuga con tapa
O-ring que tiene 104 de Tris-EDTA pH=8. Se agregan bolitas de Zircot100um
hasta que quede una pelicula de Tris-EDTA sobreniamas. Luego se siguieron los
siguientes pasos:

» Agitar mecanicamente 1min

* Incubar en hielo 1min

e Agitar mecanicamente 1min

* Incubar en hielo 1min

* Incubar a 95°C 10min

* Centrifugar a 12.000 rpm 2min

» Agitar mecanicamente 1min

* Incubar en hielo 1min

* Centrifugar a 12.000 rpm 2min

» Pasar sobrenadante a tubo eppendorf y utilighpdra 5@l de mezcla de PCR

Electroporacién deE. coli

Se inocularon 25 ml de LB con una coloniakdeoli. Se incubo toda la noche a
37°C y se diluyé en 500ml de LB. Se dej6 llegacudtivo a DQoonm de 0,35-0,4 y se
puso en hielo por 15 minutos. A partir de aqui $dda centrifugaciones se realizaron a
4°C y las soluciones utilizadas se incubaron pregige en hielo. Se centrifugé 15min
a 1000g, se resuspendio en agua, se centrifugdi20am000g, se resuspendio en
250ml de glicerol 10%, se centrifugé 20 min a 1Q08g resuspendié en 10ml de
glicerol 10%, se centrifugd 20 min a 10009 y seispendio en 1ml de medio GYT frio.
Se midio la D@yonm de una dilucion 1 en 100 y se llevé a una DO=80-42 caso de
ser necesario. Se guardaron alicuotas géate20°C para su posterior utilizacién.

Para la transformacion se utilizaron cubetas detrej@oracion de 0,2 cm (Bio-
Rad), previamente enfriadas, donde se incubaratélatas con 10 a 100 ng de ADN en
un volumen de [@. La electroporacion se llevd a cabo en un elpcrador

MicroPulserTM (Bio-Rad), fijando el pulso progranca@&C2 (2,5 kV). Se recuperé

25



MATERIALESMETODOS

agregando 1ml de LB e incubando a 37°C por 1h,duglo cual se sembraron 100

en placas de LB agar con el antibiético correspantéi

Electroporacion deM. tuberculosis

Se crecieron 20ml dkl. tuberculosis H37Rv en medio 7H9-ADS-GT a 37°C.
Una vez alcanzada una ¥ghm de 0,5-1 se centrifugd el cultivo 15min a 2000gey
lavé 3 veces con una solucion de glicerol 10% (wdv}iemperatura ambiente. El
precipitado fue resuspendido en @Dde glicerol 10% (v/v), se agregd el ADN y se
dej6 a temperatura ambiente por 10min. Se colocémencélulas en cubetas de
electroporacion de 0,2 cm (Bio-Rad) y se le dioputso de 2,5V y 28F, con una
resistencia de 1000 Se agregd inmediatamente 1ml de medio 7H9-ADS-&T,
traspaso a un tubo de 15ml y se dej6é incubandagitacion toda la noche a 37°C. Al
dia siguiente se centrifugd, se resuspendio ettpet 100l de medio y se sembré en
placas de 7H9 ADS Glicerol con los antibidticosrespondientes. Las placas fueron
incubadas a 37°C por 30 dias.

MANIPULACION DE ADN

Preparacion de ADN plasmidico

Se siguid el protocolo de lisis alcalina:

Se inocul6 una colonia d& coli en 2,5 ml de medio Terrific Broth en un tubo
de 15 ml con el antibidtico adecuado. Se incuba tachoche a 37°C con agitacion. Se
tomaron 2 ml de la suspension en un tubo eppendeefcentrifugd a 12500 rpm por 1
minuto. Se removio el sobrenadante y se centrifagla misma velocidad por 2
segundos, descartando el exceso de liquido. Sspexsdio el pellet en 200 ul de buffer
de lisis (50mM glucosa, 25mM Tris-HCI (pH 8,0), I0NEDTA y lisozima 5 mg/ml),
se agitd mecanicamente por 5 segundos e incubdpeetatura ambiente por 5 minutos.
Se agregaron 400 ul de solucion alcalina fres@aNONaOH, 1% SDS), se mezclo por
inversion 5 veces y se colocé el tubo en bafio da dglada por 5 minutos. Se
agregaron 300 pl de acetato de amonio 7.5M frio{H a la solucidn, se mezclo por
inversion suave 5 veces y se coloco el tubo en dafimgua helada por 5 minutos. Se
centrifugd la mezcla a 12500 rpm por 5 minutosnaperatura ambiente. Se transfirié el
sobrenadante a un tubo eppendorf. Se agregaromolijfhenes de isopropanol y se
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incubd a temperatura ambiente por 10 minutos. S&ittgo la mezcla 12500 rpm por
10 minutos a temperatura ambiente y se descagobeénadante. Se agregaron 100 pl
de acetato de amonio 2M (pH 7,4) al pellet, seagicanicamente y se incubo6 en bafio
de agua helada por 5 minutos. Se centrifugo la lmezd 2500 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente y se separé el sobrenadanggr&garon 100 ul de isopropanol y
se incubd a temperatura ambiente por 10 minutoseB&ifugo la mezcla a 12500 rpm
por 10 minutos a temperatura ambiente y se desehaobrenadante. Se lavo el pellet
con etanol 70%. Se removio el etanol por centrifiay se dejo secar el pellet.

Finalmente, se disolvié el pellet en 50 ul de adgstilada.

Tratamiento con enzimas de restriccion, ligasas yos$fatasas

alcalinas

Las condiciones generales para los tratamientosAdB con enzimas de
restriccion, fosfatasa alcalina y reacciones daclin con T4 ADN ligasa fueron
realizadas mediante métodos convencionales segubr8ak (Sambroolet al., 1989),
y segun las recomendaciones de los manuales dadogtorios proveedores de las

enzimas utilizadas.

Secuenciacion de ADN
La secuenciacion de ADN de plasmidos y de fragnseaioplificados por PCR
fue realizada en el servicio de secuenciacion délgersidad de Maine, ME, USA. El

andlisis de las secuencias se realizé utilizangoogirama SegManll (DNASTAR Inc.).

Purificaciéon de ADN de geles de agarosa
Los fragmentos de ADN obtenidos de las digestiomezimaticas y de las
reacciones de PCR fueron purificados con el kitaMi® SV Gel and PCR Clean-Up

System (Promega), siguiendo las instruccionesateidante.

Clonado de genes

Para el clonado de genes se utilizO en todos Isssck misma estrategia: se
utilizaron oligonucledtidos sintéticos (que possdins de restriccion para clonar en el
sitio de multiple clonado del plasmido pMV261) eraueaccion de PCR. La mezcla de

reaccion de PCR contenia:
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H,0 miliQ 37,8
Buffer 10X pu
dNTPs (10mM c/u) 1,49
DMSO 2,5
Oligo Fw (2QuM) ul
Oligo Rv (2QuMm) ul
ADN cromosomal dl
Pfx ADN polimerasa (Invitrogen) Qb

Las mezclas fueron sometidas a desnaturalizacgiC(9L min), seguido de 25
ciclos de desnaturalizacion (94°C, 1 min), anillédonin) y extension (68°C, 1 a 2 min
de acuerdo a la longitud del fragmento a amplificar

Los fragmentos amplificados fueron analizados pecteforesis en geles de
agarosa (0,8% p/v). Los productos de PCR fueramados en el vector pCR®-Blunt II-
TOPO® (Invitrogen) y el inserto clonado fue confatio por analisis de restriccion y

secuenciacion.

Andlisis de la sintesis de acidos grasos y acidogaticos

La sintesis de acidos grasos y acidos micolicosahadizada en las distintas
cepas mediante la incorporacion del precursor céid@[1-1*C] 4cido acético. Cultivos
de M. tuberculosis, M. bovis y M. kansasii fueron crecidos en 7H9 ADS-GT hasta una
DOsoonn=0,3. En este punto se dividieron los cultivos #ouatas las cuales fueron
tratadas con distintas concentraciones de ISO o @ A€ubadas por 16h a 37°C, luego
se agregé [12C] &cido acético y se continud la incubacién poa87°C. Luego de la
marcacion las células fueron colectadas por ceghaiion, lavadas dos veces con agua
y sometidas a hidrdlisis alcalina con hidréxidotekeabutilamonio (TBAH, Aldrich) al
15% (v/v) a 100°C por 12hs. Posteriormente se @uacon 2ml de CkCl, y 100ul de
CHGsl a cada tubo, mezclandose los mismos por rotati@mperatura ambiente por 1h.
Los metil-ésteres asi formados fueron obtenidosianesl separacion de las fases
acuosa y organica por centrifugacion a baja vesmtidla fase organica fue recuperada
y secada a 55°C bajo atmésfera de nitrogeno luedo cual se resuspendié en 2 ml de
eter etilico. Se dejo decantar por precipitaci@ristos sélidos presentes en la muestra

y el sobrenadante, conteniendo los metil éstereacis grasos y acidos micdlicos

28



MATERIALESMETODOS

(FAMEs y MAMEs, de sus siglas en inglés), se tradpa otro tubo y se secd a 55°C
bajo atmdsfera de nitrégeno.

Los MAMEs y FAMEs fueron separados por cromatografh capa delgada
(TLC) utilizando silica G 60 como soporte. Paral'la&C mono-dimensional se utilizo
éter de petroleo:éter etilico (85:15 v/v) como fas&vil. Las muestras (aprox. 40.000
cpm) fueron sembradas y desarrolladas tres vecestersistema. Para las TLC mono-
dimensionales con Agse impregnaron las placas con una solucion de AgN@ p/v
y se utilizd el mismo sistema de solventes. PardlLl@ bidimensional las muestras
(aprox. 100.000 cpm) fueron sembradas en placa#ida previamente tratadas con una
solucion de AgN®@ 10% p/v y desarrolladas dos veces en hexano-aadtagtilo (95:5
v/v) en la primer direccion y tres veces en étepeledleo-éter etilico (85:15 v/v) en la
segunda direccion. En ambos casos la radioactivitadente fue evidenciada por
autorradiografia a -80°C en placas X-OMAT (Kodak).

Para los ensayos de recuento de radioactividadnaed en la placa de
cromatografia la zona correspondiente a las mandeascidos grasos y acidos
micolicos presentes en la placa de autorradiograficgego se raspo la silica de la placa
de TLC, se paso a un vial de plastico, se le agettjquido centelleador y se midieron

las cpm en el contador de centelleo.

Estudio con inhibidores de bombas de eflujo

Para realizar el ensayo con inhibidores de bomleasfldjo se determiné la
concentracion inhibitoria minima en medio solido97Hl cual se adicion6 carbonil
cianuro me-clorofenilhidrazona (CCCP) o Verapamilm &oncentraciones sub-

inhibitorias de Jug/ml y 40ug/ml, respectivamente.
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ESTUDIOS PRELIMINARES

Perfil de resistencia a TAC e ISO de distintas espres

micobacterianas

Debido a que tanto TAC como ISO han sido utilizagedusivamente para el
tratamiento clinico de la tuberculosis, existen mpogos reportes de su accién sobre
otras especies de micobacterias. Por tal motivadueos establecer el perfil de
resistencia a estas drogas de distintas espectedacterianas que se encontraban en
ese momento en el laboratorio y que poseen caistatas diferentes en cuanto a su
crecimiento (lento o rapido) y al perfil de acidogolicos presentes en su envoltura.
Para ello se determin6é la CIM a estas drogas pag diguientes especies
micobacterianasM. tuberculosis H37Rv, M. bovis BCG PasteurM. kansasii, M.
avium, M. fortuitum, M. aurumy M. smegmatis m¢® 155 (Tabla I1)

Tabla Il : CIM en medio sélido 7H9 ADS para ISO y TAC deeaxdips micobacterianas de

crecimiento lento y rapido

CIM (pug/ml)

Especies de crec. lento TAC ISO
M. tuberculosis H37Rv 0,1-0,25 0,5-1
M. bovis BCG Pasteur 1,5-3 0,5
M. kansasii 0,5 1-2,5
M. avium 100 >50
Especies de crec. rapido

M. fortuitum >100 >50
M. aurum 50 >50
M. smegmatis m¢ 155 >100 >50

Como puede observarse en la Tabla Il, todas lasceEspde crecimiento rapido
presentaron una alta resistencia a ambas drogavatares de CIM>50 pg/ml. Por el
contrario, las especies de crecimiento lento, acextepcion dél. avium, presentaron
valores de CIM mas bajos de entre 0,1pg8nl. A partir de estos resultados se decidié
continuar los estudios con las siguientes espebeguberculosis H37Rv, M. bovis
BCG Pasteur W. kansasii.
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Si bien se realizaron muchos experimentos en copafla ambas drogas, los
estudios realizados con TAC e ISO seran presen@&gas capitulos separados para
permitir una mejor comprension de los resultadtssypasos que se siguieron con cada

una de estas drogas.
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CAPITULO I: TIACETAZONA

Efecto de TAC sobre el crecimiento en medio liquido

Se analizo6 el efecto de TAC sobre el crecimientonedio liquido 7H9-ADS-
GT en las especies seleccionadas mencionadasoamente. De esta manera pudo
observarse un efecto dosis dependiente de TAC selboeecimiento de todas las

especies (Figura 8).
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Figura 8: Efecto de TAC sobre el crecimiento en medio dqQuiH9-ADS-GT déM.
tuberculosis H37Rv,M. bovis BCG Pasteur W. kansasii Las concentraciones de TAC estan

expresadas gmg/ml. Los valores representan el promedio de #psticiones independientes.

Efecto de TAC sobre la sintesis de acidos grasos acidos
micolicos

Prosiguiendo con el estudio de TACMntuberculosis H37Rv,M. bovis BCG y
M. kansasii y tratando de dilucidar su mecanismo de accioreakzaron ensayos de
incorporacion de [12C] 4cido acético en medio liquido 7H9-ADS-GT enemdsa y en

presencia de distintas concentraciones de TAC, ceenalescribe en Materiales y
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Métodos. Los metil ésteres de acidos grasos y aaiaodlicos (FAMEs y MAMES)
obtenidos fueron analizados por TLC impregnadaAgNOs, o que permite separar
los acidos grasos y acidos micélicos de acuerdoishturacion de los mismos ya que
el ion Ag" se une a los dobles enlaces presentes en las utasléetardando su
migracion.

En este punto es necesario aclarar que mientrastrabiajo de tesis se estaba
llevando a cabo fue publicado un articulo (Alatéral., 2007) donde se afirmaba, a
través de estudios cad. bovis BCG Pasteur Y. marinum, que TAC inhibia la
ciclopropanacion de acidos micolicos en micobaaseactuando sobre las CSAMs. Los
autores llegaron a esta conclusion mediante lanadbsén de la acumulacion de un
precursor insaturado de acidos micdlicos que ptabaruna migracion retardada con
respecto a los acidos micdlicos maduros luegordtriento con TAC. Sin embargo,
estos mismos autores afirmaban que la inhibiciélasl€SAMs no seria el blanco letal
de TAC ya que la inhibicién de las CSAMs se prodaceoncentraciones muy por
debajo del valor de la CIM para esta droga y laresepresion individual de las
CSAMs por separado no confirié resistencia a lamais

Como puede observarse en la Figura 9, TAC inhilmés las familias de acidos
micélicos en las 3 especies, siendo los acidos-ro@tblicos mas resistentes a la
inhibicién. En el caso particular d#l. bovis BCG Pasteur puede observarse la
acumulacion de un precursor, que llamaremos X,ur@nmigracion menor en la TLC,
lo que esta de acuerdo con lo observado por Aladtaal.. Sin embargo, em.
tuberculosis y M. kansasii no se observd una acumulacion significativa de est

precursor lo cual indicaria que TAC no esta inlitdelas CSAMs de estas especies.
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M. tuberculosis H37Rv M. bovis BCG Pasteur M. kansasii
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Figura 9: TLC impregnada con AgN{le cultivos déVl. tuberculosis, M. bovis BCG Pasteur y
M. kansasii marcados con [}!C] 4cido acético luego de tratar con TAC. Los FAMES
MAMEs fueron extraidos y se sembraron 40.000 cpta @m.C. Las muestras fueron corridas
3 veces con éter de petréleo-éter etilico (85:A6)S: Acidos grasos saturados; AGI: Acidos

grasos insaturados; Acidosa-micélicos; M: Acidos metoxi-micolicos; K: Acidosto-

micolicos; X: Precursor insaturado de acidos moodi

Para obtener una mejor resolucién de los acidosliwis y los precursores
insaturados, que podrian solaparse en una TLC hdihdebido a la polaridad de los
mismos, los FAMEs y MAMEs fueron sometidos a un&€TD que permite separar los
compuestos en cuanto a su polaridad (primer dirdepsi a su nivel de insaturacién
(segunda dimension, con Ag De esta manera pudo observarse nuevamente que el
precursor X solo se acumuld Bh bovis BCG Pasteur luego del tratamiento pero no en

M. tuberculosis 0 enM. kansasii (Figura 10).
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Control TAC

M. tuberculosis
H37Rv

M. bovis
BCG Pasteur

M. kansasii

Figura 10: TLC-2D impregnada con AgNgQle cultivos déM. tuberculosis, M. bovis BCG
Pasteur W. kansasii marcados con [1!C] 4cido acético tratados o no con TAQuPmI para
M. tuberculosis y M. bovis BCG y 25ug/ml paraM. kansasii). Los MAMEs y FAMEs fueron
extraidos y se sembraron 100.000 cpm en cada Ta€muestras fueron corridas 2 veces con
hexano-acetato de etilo (95:5) en la primer didatgi 3 veces con éter de petroleo-éter etilico
(85:15) en la segunda direccion. AGS: Acidos grastsrados; AGI: Acidos grasos
insaturadosa: Acidosa-micélicos; M: Acidos metoxi-micélicos; K: Acidogt-micélicos; X:

Precursor insaturado de acidos micolicos.
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Esto nos llevé a pensar que TAC no estaria actudeda misma manera en
estas especies 0 bien la acumulacion del precas@ra tan significativa como para
observarse a simple vista en la TLC. Por este mal&cidimos cuantificar la intensidad
de cada mancha, esto se hizo marcando el conternada una en la TLC, raspandola y
midiendo la cantidad de cuentas presente en lasasisSe determiné asi el porcentaje
de cuentas de cada mancha respecto al total déasu@ngura 11); puede observarse
gue en las 3 especies hay una disminucion entiesgrde acidos micadlicos, siendo los
o— y metoxi-micélicos los mas afectados. También poldservarse que el incremento
del precursor X solo se produceMnbovis BCG mientras que en las otras dos especies
practicamente no se alter6 la cantidad de esteurs@c Fue interesante observar
también en todas las especies un incremento o dacidmu de acidos grasos, tanto
saturados como insaturados, en la misma medidaedigminuyé la sintesis de acidos

micolicos.
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Figura 11: Porcentaje de marca total extraida de las TL&2@s (barras negras) y después
(barras blancas) del tratamiento con TAC. AGS: ésidrasos saturados; AGI: Acidos grasos
insaturadosa: Acidosa-micélicos; M: Acidos metoxi-micélicos; K: Acidogto-micélicos; X:

Precursor insaturado de acidos micoélicos. Promaeli® repeticiones.
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Si las Unicas enzimas afectadas por TAC en lasséntie acidos micolicos
fueran las CSAMs seria esperable que la disminud@dla sintesis de acidos micolicos
maduros causara la acumulacion de los precursesesurados. En cambio, lo que se
observé fue que la disminucién en la sintesis dieloacmicélicos generé una
acumulacion de acidos grasos. Es interesante sefaéa estos efectos, es decir,
inhibicion de acidos micélicos y acumulacién dedési grasos, son similares a los
observados luego del tratamiento con INH y ETH,ibidores de la enoil ACP
reductasa de FASII (Vilchezs al., 2000;Winderet al., 1971). Esto nos llevo a pensar
en dos posibilidades para la accion de TAC: a)estieviese inhibiendo una enzima del
ciclo FASII y de esta manera causando un efectdasial de otras drogas que inhiben
FASII, o b) que la inhibicibn de mudltiples blancasc¢luidas las CSAMSs, produjera
alguna sefial que frene la sintesis de acidos o=l

Teniendo en cuenta estas 2 hipétesis decidimoar amsutantes espontaneas

resistentes a esta droga que pudieran darnos sjpaesta.

Aislamiento de mutantes resistentes a TAC

El aislamiento de mutantes resistentes y su caizatén ha sido una estrategia
tradicional y muy valiosa para la determinaciérgdaes involucrados en el mecanismo
de accidon de antibidticos asi como para deterrmmaczanismos de resistencia a los
mismos (Grzegorzewicet al., 2012;Kenney & Churchward, 1994;La Rosaal.,
2012;Morlock et al., 2000;Nessaet al., 2011). Por tal motivo se aislaron mutantes
espontaneos dil. tuberculosis H37Rv y M. kansasii resistentes a TAC. Para ello se
inocularon 3 cultivos independientes con aproximaetate 10 células cada uno y se
dejaron crecer los cultivos hasta saturacion. Wrmobtenidos los cultivos saturados se
sembraron distintas diluciones en medio soélido AB®-Glicerol con TAC; las
concentraciones de TAC utilizadas fueron 2, 5 yud0nl paraM. tuberculosis H37Rv
y 5, 10 y 25ug/ml paraM. kansasii. Las colonias asi obtenidas fueron repicadas en
medio sélido con y sin TAC para confirmar la resmigia. También se sembraron
diluciones en medio sin droga para realizar elertmde UFC inicial. De esta manera
se pudo calcular la frecuencia de aparicion de mesaresistentes con valores promedio
de 4,4x1¢ y 1,8x10° paraM. tuberculosis y M. kansasii, respectivamente. De esta
forma se seleccionaron 20 mutantes resistentes@ dedVl. tuberculosis y 15 deM.

kansasii para continuar con la caracterizacion.
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Perfil de resistencia a drogas de las mutantes regentes aisladas

Ya se han reportado en la literatura cepas clinesistentes a TAC que poseen
mutaciones emthA (DeBarberet al., 2000), gen que codifica para la mono-oxigenasa
EthA que cataliza la activacion de TAC. Se han etrado mutaciones a lo largo de
toda la secuencia del gen lo cual indica que lastmxia esta mediada por la
inactivacion de su producto. También se han enadotrmutaciones en la region
promotora deethR, que codifica para un represor de la familia TgtRegula la
transcripcion degthA; de esta manera mutaciones que producen sobresgxprde
EthR provocan una disminucién en la transcripciémttdA y por lo tanto resistencia a
las drogas activadas por EthA, es decir, TAC, ISETH. Si bien la delecion dethA
produce resistencia a las 3 drogas, se han repamathciones puntuales que provocan
sustituciones de amino&cidos que confieren resistenuna o dos drogas solamente, la
razén de esta discrepancia no ha sido debidamelarada (DeBarbest al., 2000).

Al aislar mutantes resistentes a Tiacetazona elasfsibilidad de que estas
posean mutaciones @hA o en el promotor dethR, las cuales serian resistentes no
solo a TAC sino también a ISO y/o ETH. Para deacaste tipo de mutaciones se
determiné la CIM de las mutantes Mle tuberculosis y M. kansasii aisladas para las 3
drogas activadas por EthA, de esta manera aguplasolo presentaran resistencia a
TAC deberian tener mutaciones en el blanco dedgadi_os resultados se describen en
las Tablas Ill, IV, Vy VL.
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Tabla Ill : CIM para TAC, ETH e ISO d#l. tuberculosis H37Rv y las mutantes espontaneas

resistentes a TAC aisladas.

CIM (pg/ml)
ETH TAC ISO
| M. tuberculosis H37Rv 2,5 0,15 2,5
MTBR4 2,5 >5 2,5
MTBR5 2,5 >5 2,5
MTBR6 2,5 >5 2,5
MTBR7 2,5 >5 2,5
MTBRS 2,5 >5 2,5
MTBR11 2,5 >5 2,5
MTBR12 2,5 >5 2,5
MTBR17 2,5 >5 2,5
MTBR18 2,5 >5 2,5
MTBR16 2,5 >5 5
MTBR1 2,5 >5 5
MTBR2 2,5 >5 10-25
MTBR3 2,5 >5 5
MTBRY 2,5 >5 10
MTBR10 2,5 >5 5
MTBR13 2,5 >5 5
MTBR14 2,5 >5 10
MTBR19 2,5 >5 10
MTBR15 25 >5 >25
MTBR20 25 >5 10

su resistencia y/o sensibilidad a TAC, ETH e ISO.

ETH

TAC

ISO

PR PRI RI)]

X (0|00

N [O|O|[©|D

Tabla IV: Agrupamiento de las 20 mutantesMetuberculosis H37Rv aisladas en funcion de
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Tabla V: CIM para TAC, ETH e ISO d#l. kansasii y las mutantes espontaneas resistentes a
TAC aisladas.

CIM (pg/ml)
ETH TAC ISO
| M. kansasii 1 0,5 1
MKR 5.1 1 25 >25
MKR 5.3 1 >25 >25
MKR 5.4 1 >25 >25
MKR 10.2 1 >25 >25
MKR 10.6 1 >25 10
MKR 10.7 1 >25 2,5
MKR 10.9 1 >25 5
MKR 25.3 1 >25 10-25
MKR 5.2 2,5 >25 >25
MKR 5.9 2,5 >25 >25
MKR 10.1 2,5 >25 >25
MKR 10.10 2,5 >25 >25
MKR 10.12 2,5 >25 >25
MKR 25.1 2,5 >25 10-25
MKR 25.2 2,5 >25 10-25

Tabla VI: Agrupamiento de las 15 mutantesMiekansasii aisladas en funcion de su resistencia
y/o sensibilidad a TAC, ETH e ISO.

ETH TAC ISO n
S R S 0
S R R 8
R R S 0
R R R 7

Total 15

De las 20 mutantes resistentes a TACMiduberculosis: 9 fueron resistentes
solo a TAC, otras 9 fueron resistentes a TAC e y38&% 2 restantes fueron resistentes a
las 3 drogas. A partir de aqui decidimos seguibajendo solo con las 9 mutantes
resistentes solo a TAC, es decir, MTBR4, 5, 6, 1,l1812, 17 y 18.

Por otro lado, ninguna de las 15 mutantesvdé&ansasii aisladas presentaron
resistencia sélo a TAC sino que 7 de ellas presamt@sistencia a TAC, ISOy ETH y
las 8 restantes fueron resistentes a TAC e ISQhieédi no pudimos aislar ninguna
mutante resistente a TAC y sensible a ISO y ETHidilmos continuar con la
caracterizacion de todas estas mutantes ya quristerehasta el momento reportes de
los mecanismos, ya sea por mutacionestled u otro gen, que median la resistencia a

estas drogas eévl. kansasii.
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Andlisis del perfil de &cidos micolicos de las muides resistentes
aTAC

Como parte de la caracterizacidon de las mutangisteates a TAC se realizaron
ensayos de incorporacién de'[G] acido acético y posterior extraccién de FAMEs y
MAMEs. Estos fueron resueltos tanto en TLC noroaaho en TLC con AgN©

En el caso de las mutantesMetuberculosis se observé que 6 de las 9 mutantes
solo tenian acidosi-micolicos y no poseian acidos micolicos oxigenadsss decir,
metoxi- y ceto-micélicos. Las 3 mutantes restamessentaron un perfil de acidos
micélicos igual al de la cepa parental (Figura 12A)

Cuando se corrieron estas mismas muestras en uaniiregnada con AgNQ
(Figura 12B) se observo que en las muestras dé hastantes que no tenian acidos
micélicos oxigenados habia una mancha (denominadpu® corria mas retrasada que
la de los acidosi-micolicos maduros. Teniendo en cuenta que en k@ marmal esta
mancha no se ve, es decir que corre junto comdoscolicos maduros se llegé a la
conclusion de que la mancha Y corresponderia acigo &-micélico inmaduro que
posee una insaturacion en lugar de una cicloprapgama(Figura 13). Esto se
correlaciona con una publicacién donde se delecargenmmaAd, que codifica para
la CSAM que forma el precursor de los micélicosggexiados (ver Figura 5); los acidos
micélicos de esta mutante consistian en addasicélicos maduros diciclopropanados
y acidosa-micélicos mono-ciclopropanados con un ciclopropangosicion proximal

y un doble enlace en posicidn distal (Dinadagakd., 2003).
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AGS
AG

AGI

Acidos

Micélicos

Acidos
Micélicos

ori
rigen Origen

H37Rv 4 5 6 7 8 11 12 17 18 H37Rv 4 5 6 7 8 11 12 17 18
M. tuberculosis TAC" M. tuberculosis TAC®

Figura 12: TLC sin (A) y con (B) AgNQ@de acidos micélicos y acidos grasosvile
tuberculosis H37Rv y las mutantes resistentes a TAC. AG: Acglesos; AGS: Acidos grasos
saturados; AGI: Acidos grasos insaturadosAcidosa-micélicos; M: Acidos metoxi-

micélicos; K: Acidos ceto-micélicos; Y: Acidoa-micélicos mono-insaturados.

Acides amiccliccs R AR S N SOOOSOOOO
CC,H

Precurser ¥ SO N O o
CC,H

Figura 13: Estructura de los acidosmicolicos maduros d®l. tuberculosis y del precursor

mono-insaturado Y.

Al mismo tiempo se realizaron los mismos ensayos f@s mutantes dil.
kansasii resistentes a TAC encontrandose que todas lastestpresentaron el mismo
perfil que la cepa parental tanto en la TLC noromaho en la impregnada con AghlO
(Figural4).
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AG

Acidos
Micélicos | M
K
Origen
'Z;;\\ 51 52 53 54 59 10.1 10.2 10.6 10.7 10.9 10.10 10.12 25.1 25.2 25.3
&
& M. kansasii TAC"
@.

AGS

AGI

Acidos
Micolicos

B 51 52 53 54 59 101 10.2 10.6 10.7 10.9 10.10 10.12 25.1 25.2 25.3

<

M. kansasii TAC®
@.

Figura 14: TLC sin (A) y con (B) AgNQ@de &cidos micdlicos y acidos grasosvilansasii y
las mutantes resistentes a TAC. AG: Acidos gra&6sS: Acidos grasos saturados; AGI:
Acidos grasos insaturadas; Acidosa-micélicos; M: Acidos metoxi-micolicos; K: Acidos

ceto-micolicos.
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Secuenciacion del gemmaA4 de las mutantes deM. tuberculosis

deficientes en acidos micolicos oxigenados

En un trabajo publicado en el afio 2009 (Alalarial., 2009) se aislaron
mutantes resistentes a TAC N bovis BCG y observaron que 5 de las 9 mutantes
aisladas no sintetizaban acidos micdlicos oxigesatimian mutaciones eénmaA4 y
que estas mutaciones estaban localizadas a lo dergoda la proteina; el resto de las
mutantes aisladas no fueron caracterizadas en gighlicacion. Luego de tratar las
mutantes obtenidas con TAC y realizar ensayos deatian y TLC, vieron inhibicién
de las CSAMs aun a bajas concentraciones de dimgaal indicaba que TAC seguia
inhibiendo las CSAMs. Ademas, el andlisis de ungante insercional en una region
temprana del gemmaA4 mostré que la misma tenia alta resistencia a Tp®C|o tanto
concluyeron que la pérdida de este gen provocabal®C no se active y no pueda
ejercer su efecto. A partir de estas observacigostularon el siguiente modelo de
accion de TAC: esta pro-droga seria activada plbAEbroduciéndose intermediarios
capaces de inhibir las CSAMs y luego se producina segunda activacion mediada
por MmaA4 gue daria el producto que inhibe el deggencial de TAC (Figura 15).

Cabe destacar que las 5 mutanteddéovis BCG Pasteur con mutaciones en
mmaA4 aisladas por Alaharet al. presentaron el mismo perfil de acidos micolicos qu
las 6 mutantes dil. tuberculosis aisladas en este trabajo de tesis que fueronii@esscr

mas arriba.

~vacon? e P ——1 | Blanco esencial
primaria \/secundaria
CSAMs
"\, Inhibicion de la

ciclopropanacion

Figura 15: Modelo de activacion de TAC por parte de EthA m&A4 y sitios de inhibicion
propuestos por Alahaet al.(Alahariet al., 2009)

Para confirmar si la deficiencia en la sintesigddos micolicos oxigenados en

las mutantes d®. tuberculosis resistentes a TAC se debia a mutaciones en lananzi
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MmaA4, o habia otro tipo de mutaciones que diesde #notipo, se secuencio el gen
mmaA4 de todas las mutantes resistentes. De esta msm@wado determinar que las 6
mutantes que eran deficientes en la sintesis dmsachicolicos oxigenados poseian
mutaciones en el gemmaA4; 4 de las mutaciones generaron sustituciones de
aminoacidos, una produjo un codon de terminacitenrgstante un cambio en el marco
de lectura (Tabla VII y Figura 16). Por otro ladms 3 mutantes que tenian un perfil
normal de &cidos micolicos no presentaron mutasi@mnmaAd4, confirmando que la

resistencia a TAC no se debe a mutaciones en este g

Tabla VII : CIM para TAC, perfil de acidos micolicos y cambienmmaA4 de las mutantes de
M. tuberculosis H37Rv resistentes a TAC

CIM TAC Micélicos Cambios en mmaA4
(Mg/ml) | Oxigenados| Nucleétido Aminoécido
M. tuberculosis H37Rv 0,1-0,25 Si
MTBR4 50 No Ag748 Cambio de marco
MTBR5 50 No c552¢ Termina en 184
MTBR6 10 Si Sin cambios Sin cambios
MTBR7 10 No g302a G101D
MTBR8 10 No g671a G224D
MTBR11 25 Si Sin cambios Sin cambios
MTBR12 25 Si Sin cambios Sin cambios
MTBR17 25 No c552¢ Termina en 184
MTBR18 25 No cl70t A57V
V( MTBR18)
1 MIRMAEKPI SPTKTRTRFEDI QAHYDVSDDFFAL FQDPTRTYSCAYFEPPEL TLEEAQYA
D( MTBR7)

61 KVDLNLDKLDLKPGMTLLDI GCOAGT TMRRAVERFDVNVI GLTLSKNQHARCEQVLASI D
121 TNRSRQVLLQGVWEDFAEPVDRI VS| EAFEHFGHENYDDFFKRCFNI MPADGRMTVQSSVS
vSTOP( MIBR5 y 17) D( HRTACS)
181 YHPYEMAARGKKLSFETARFI KFI VTElI FPGGRL PSTEMWEHGEKAGFTVPEPLSLRPH
vAlnt ( MTBR4)
241 Y1 KTLRI WEDTLQSNKDKAI EVTSEEVYNRYNMKYL RGCEHYFTDEM. DCSLVTYLKPGAA
301 A

Figura 16: Secuencia de aminoacidos de la enzima MmaA4 wciaries presentes en las cepas
de M. tuberculosis resistentes a TAC. El sitio de unién a S-ademnstionina se encuentra

subrayado.
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Rol de MmaA4 en la resistencia a TAC

Es interesante notar que, segun Alaleral., TAC estaria inhibiendo todas las
CSAMs con excepcion de MmaA4 y que ademas esta C8ANparticular seria un
activador secundario de TAC. Si bien mutacioneseaA4, llevando a la pérdida de
actividad de la enzima, fueron suficientes parderanalta resistencia a TAC, esto no
parece suficiente para afirmar que es un activamundario. Por este motivo
decidimos estudiar el efecto de la sobre-expredi®na mono-oxigenasa EthA, de
MmaA4 y de ambas enzimas sobre la sensibilidad @ &#M. tuberculosis.

Para ello clonamos los genehA y mmaA4 en el plasmido pMV261, que
permite la expresion de estos genes bajo el prarhgd60 de micobacterias. Tanto la
sobre-expresion dethA como demmaA4 produjo una leve reduccion (2 veces) en el
valor de CIM para TAC (Tabla VIII).

Tabla VIII : CIM para TAC de las cepas b tuberculosis H37Rv control (pMV261) y sobre-

expresando la mono-oxigenasa EthA y la metil-tenasia MmaA4

CIM TAC
(pg/ml)
M. tuberculosis pMV261 0,1
M. tuberculosis pMV261::ethA 0,05
M. tuberculosis pMV261::mmaA4 0,05

Continuando con la hipdtesis que plantea que Mmaéda un activador
pensamos que si ambas enzimas fueran necesarmsgasar TAC y asi ejercer su
efecto sobre el blanco esencial, entonces la stpresion de ambas enzimas deberia
producir un efecto aditivo y en consecuencia pitasaim valor de CIM a TAC mas
bajo que la sobre-expresion de cada una por separad

Para ver si esta hipotesis era cierta utilizamosé®dologias distintas. Por un
lado decidimos utilizar un compuesto, denominadterill etil butirato (PEB), que
induce la sobre-expresion de la mono-oxigenasa Ethravés de la inhibicion de la
union del represor EthR al promotor d#hA; de esta manera el agregado de este
compuesto en el medio de crecimiento aumenta Isitskdad a drogas activadas por
EthA (Grauet al., 2012;Webekt al., 2008). De esta manera utilizamos la cepdde
tuberculosis que sobre-expresa MmaA4 y determinamos la CIM & BA ausencia o
presencia de PEB. El agregado de PEB al mediogdur una disminucion en la CIM
a TAC como se hubiese esperado si tanto EthA com@aM} fuesen activadores de

esta droga (Tabla IX).
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Tabla IX: CIM para TAC de las cepas ti& tuberculosis H37Rv pMV261 (control) y la cepa

sobre-expresando la metiltransferasa MmaA4 en aiserpresencia de PEB.

CIM TAC (ug/ml)
sin PEB + PEB 0,5mM
M. tuberculosis H37Rv pMV261 0,1 0,05
M. tuberculosis H37Rv pMV261::mmaA4 0,05 0,05

Por otra parte, se construyeron cepabldeiberculosis H37Rv que poseen en el
cromosoma una copia extra de los gema®A4 y ethA bajo el promotoihsp60. Para
ello se utilizd una técnica descripta recientemdhteff et al., 2010) que permite
integrar genes en distintos lugares del cromosoenil.ctuberculosis utilizando una
serie de vectores, denominados pML, que poseengrasas de distintos
micobacteriofagos. Brevemente, se cloné el gemugés bajo el promotdrsp60 del
plasmido pMV261, luego se subcloné el gen junto ebrpromotorhsp60 en un
plasmido de la serie pML, el cual se integra ecr@inosoma de la micobacteria ya que
expresa una integrasa de micobacteriofagos quetanskplasmido en un sitio attB
especifico; esta serie de plasmidos posee resstaridigromicina. Una vez integrada
la construccion en el cromosoma se transformaaegia con el plasmido pCreSacBI
(Km®) que expresa una recombinasa especifica que aligtiesqueleto del plasmido
gue se encontraba integrado dejando solo el gemtdeés en el cromosoma. El
plasmido pCreSacBI es eliminado pasando la cepangdio de cultivo con sacarosa,
ya que este plasmido posee un marcador de cotmdici®m que impide su crecimiento
en medios con sacarosa. Luego, a partir de ests sepvuelven a repetir los pasos
anteriores con otro gen de interés y utilizando glasmido de la serie pML que se
integre en otro sitio attB del cromosoma. De estamera quedan solo los genes de
interés integrados en el cromosoma y se eliminan ni@rcadores de resistencia.
Utilizando esta técnica se construyeron cepad.deberculosis con copias extra de los
genesmmaAd, ethA y de ambos genes. Al determinar la CIM para TACladeepa
merodiploide para ambos genes se vio que no pdesaayor sensibilidad lo que

sugiere que MmaA4 no seria activador de TAC (Tabla
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Tabla X: CIM para TAC de las cepas bk tuberculosis H37Rv pML1342 (control) y las cepas
con una copia extra del gemmaA4, del gerethA y de ambos genes.

CIM TAC
(pg/ml)
M. tuberculosis H37Rv pML1342 0,1
M. tuberculosis + mmaA4 0,1
M. tuberculosis + ethA 0,05
M. tuberculosis + mmaA4 + ethA 0,05

Estos resultados nos llevan a pensar que, sinoie® puede negar que MmaA4
es necesaria para la accion de TAC, esta enzinszni@ un activador secundario sino

que estaria cumpliendo otro rol ain no determinado.

Secuenciacion dethA

Como se indico en la Tabla V, las mutantedvidéansasii aisladas presentaron
2 tipos de perfiles de resistencia, TAETH>-ISO? (Grupo 1) y TAG-ETHR-ISO®
(Grupo 1l). Si bien es esperable que se puedamebteutantes resistentes a las 3
drogas, ya que comparten el activador EthA, esatsm que 8 de las 15 mutantes
presenten resistencia cruzada solo a ISO. Existportes de cepas clinicas bk
tuberculosis que poseen mutaciones &@hA que confieren resistencia a solo una o dos
de las drogas activadas por esta mono-oxigen&salcssensibles para las otras, lo cual
sugiere que podrian existir mutacionestt\ que presenten un fenotipo de resistencia
cruzada entre TAC e ISO. Por este motivo, decidisemsienciar el geethA de las 8
mutantes del Grupo |, es decir, que presentarasteasia cruzada solo a ISO. También
incluimos en el estudio a una de las mutantes debpd@ll que presentaba resistencia
cruzada a ISO y ETH (KRTAC 5.2). Como puede obsee/&n la Tabla XI, las 8
mutantes secuenciadas que presentaron resistenzéa a ISO y TAC pero no a ETH
(5.1, 5.3, 5.4, 10.2, 10.6, 10.7, 10.9 y 25.3)imneén mutaciones en el activador EthA
mientras que la mutante resistente a las 3 draRFAC 5.2) tiene una mutacién que
produce un cambio de aminoacido (T366M), lo quaesagjue esta mutacion seria la
responsable de la resistencia a TAC, ISO y ETHefa manera pudimos concluir que
la resistencia cruzada a TAC e ISO en las 8 mutaseé Grupo | secuenciadas no se
debe a mutaciones en el activador. Por lo tantadiueos seguir caracterizando este
sub-grupo de mutantes.

48



CAPITULO HACETAZONA

Tabla XI: Perfil de resistencia a TAC, ISO y ETH; perfil @&eidos micdlicos y mutaciones en
ethA de las mutantes dbl. kansasii resistentes a TAC del Grupo | y Grupoll. Nd: No

Determinado

CIM (pg/ml) Micdlicos Cambios en ethA
TAC ISO ETH oxigenados | Nucle6tido | Aminoacido
M. kansasii 0,5 1 1 Sl Sin cambios | Sin cambios
KRTAC 5.1 25 >25 1 SI Sin cambios | Sin cambios
KRTAC 5.3 >25 >25 1 Sl Sin cambios | Sin cambios
— |KRTAC5.4 >25 >25 1 Sl Sin cambios | Sin cambios
8 |KRTAC 10.2 >25 >25 1 SI Sin cambios | Sin cambios
g KRTAC 10.6 >25 10 1 Sl Sin cambios | Sin cambios
KRTAC 10.7 >25 2,5 1 Sl Sin cambios | Sin cambios
KRTAC 10.9 >25 5 1 Sl Sin cambios | Sin cambios
KRTAC 25.3 >25 10-25 1 Sl Sin cambios | Sin cambios
KRTAC 5.2 >25 >25 2,5 Sl c1098t T366M
KRTAC 5.9 >25 >25 2,5 Sl Nd Nd
S |KRTAC 10.1 >25 >25 2,5 Sl Nd Nd
g' KRTAC 10.10 >25 >25 2,5 Sl Nd Nd
O |KRTAC 10.12 >25 >25 2,5 Sl Nd Nd
KRTAC 25.1 >25 10-25 2,5 Sl Nd Nd
KRTAC 25.2 >25 10-25 2,5 Sl Nd Nd

Por otro lado, si bien las mutantes Me tuberculosis aisladas presentaron un
perfil TACR-ETH®-ISO®, para estar seguros de que no habia mutacioneth&rse
secuencio este gen en las mutantes MTBR6, 11 gsl@ecir las mutantes que no tenian
mutaciones emmmaAd4. La secuencia del gesthA de estas 3 mutantes no presenté
ninglin cambio respecto a la cepa parental condbpndemos concluir que la mutacion

responsable de la resistencia se encuentra epasteadel genoma.

Estudio con inhibidores de bombas de eflujo

Los mecanismos de eflujo que median la resisteba@eriana a distintos
antibioticos han sido muy estudiados en diversatehias, incluyendo las micobacterias
(da Silvaet al., 2011;Poole, 2005). A partir de la secuenciaciéh genoma dev.
tuberculosis (Cole et al., 1998) se han identificado muchos genes que cadifpara
bombas de eflujo putativas (Ba al., 2002;Guptaet al., 2006;Sandeet al., 2000).
Ademas, la sobre-expresion de distintas bombadluje se encuentra asociada con la
resistencia a multiples drogas en aislamientoscoléndeM. tuberculosis (da Silvaet
al., 2011;Haocet al., 2011;Rodriguest al., 2011;Singhet al., 2011). Estas bombas de
eflujo son proteinas de membrana que exportanesostiuera de la célula a partir de un

mecanismo dependiente de energia, que puede praleld hidrolisis de ATP o de la
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fuerza protén motriz de la membrana. La funciom@pal de las mismas es expulsar
las sustancias toxicas presentes en el ambientecamb diversos metabolitos
producidos dentro de la célula, protegiendo a kmmaide los efectos toxicos que éstos
pudieran producir.

Existen diversos inhibidores que afectan distiféasilias de bombas de eflujo,
impidiendo asi la expulsion de las sustancias triex, que pueden ser utilizados para
determinar si la resistencia a antibiéticos estdiaga por este tipo de mecanismos.
Entre los inhibidores mas utilizados podemos merasi@l Verapamilo, un bloqueador
de canales dependientes de calcio que inhibe unrgrajo de bombas de eflujo, y la
carbonil cianuro m-clorofenilhidrazona (CCCP), uasacoplador del gradiente de
protones.

Con el fin de determinar si la resistencia a TAQanmutantes aisladas podia
deberse a mecanismos que involucren bombas de s#iujetermind la CIM a TAC en
ausencia o en presencia de concentraciones subtantais de Verapamilo o CCCP, las
concentraciones determinadas y utilizadas posieeotre fueron 40 pg/ml
(CIM=100ug/ml) y 0,5ug/ml (CIM=4ug/ml), respectivamente.

Se seleccionaron las 3 mutantes resistentes a TeAK. duberculosis que no
presentaron mutaciones emmaA4 y las mutantes resistentes del Grupo |Me
kansasii. La CIM para TAC de estas mutantes en presencitosianhibidores de
bombas de eflujo no se alter6 por lo cual podemasluair que la resistencia no se debe
a la expulsién de la droga por parte de bombasfldm,epor lo menos aquellas que
pueden ser inhibidas por Verapamilo o CCCP.

Sobre-expresion de los genes de FASII

El efecto de TAC, es decir, inhibicion de la siirgede acidos micdlicos y
acumulacion de acidos grasos es similar al obserletjo del tratamiento con INH y
ETH. Si recordamos, el blanco de estos dos antbmierianos es la enoil ACP
reductasa InhA de FASII, la inhibicidon de esta pra&provoca el cese de la sintesis de
acidos micdlicos y la consecuente acumulacion d@éoacgrasos que no pueden ser
elongados por FASII.

Para evaluar si TAC actia sobre alguna enzima idlel EASII que pudiera
traducirse en el mismo efecto, decidimos sobreesgrrlos componentes del ciclo de
elongacion, es decikasA, inhA, mabA y hadABC que codifican para Ig-cetoacil ACP
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sintasa A, la enoil ACP reductasa, facetoacil ACP reductasa y el complepe
hidroxiacil ACP deshidratasa, respectivamente.|&aacon estos genes en el plasmido
pMV261 bajo el control del promotdisp60 y se transformdv. tuberculosis H37Rv.
Las colonias obtenidas fueron repicadas y se detérfa CIM para TAC y como
control también se determiné la CIM para INH y ETH.

Fue interesante observar que la sobre-expresioropdonhadABC confirid
resistencia a TAC, pero no a INH o ETH, con un vd® CIM >50ug/ml (Figura 17),
mas de 500 veces el valor de la cepa parentaésid de los componentes de FASII no
confirié resistencia a las drogas ensayadas sah/opara el caso de INH y ETH como

era de esperarse (Tabla XII).

Tabla XlI : CIM para TAC, INH y ETH déM. tuberculosis H37Rv sobre-expresando los
distintos componentes de FASII.

CIM (pg/ml)
M tuberculosis H37Rv TAC INH ETH
pMV261 0,1 0,05 1
pMV261::inhA 0,1 >1 >5
pMV261::kasA 0,05 0,05 1
pMV261::mabA 0,1 0,05 1
pMV261::hadABC >50 0,05 1

Control TAC 0,1pg/ml TAC 0,25pg/ml

TAC 0,5pg/ml TAC 2,5ug/ml TAC 10pg/ml TAC 25ug/ml

Figura 17: Determinacion de la CIM a TAC en medio sélido 7ADS de la cepa control de
M. tuberculosis (pMV261) y la cepa sobre-expresando el complejladkeshidratasa
(PMV261:hadABC). Se sembraron aproximadament&1@ ufc de cada cepa y las fotos fueron

tomadas luego de 30 dias de incubacion a 37°C.
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Este resultado estaria indicando quB-tidroxiacil ACP deshidratasa de FASII
podria ser el blanco esencial de TAC ya que stesaexpresion genera alta resistencia a
la misma. Recientemente se caracterizO el comptigo la B-hidroxiacil ACP
deshidratasa, en este trabajo se concluyd0 que @stglejo consiste en dos
heterodimeros, HadAB y HadBC, que actuarian secalemente en la sintesis del 4cido
meromicélico ya que poseen afinidad por acil ACRs distinta longitud. El
heterodimero HadAB actuaria en los pasos inicialemtermedios de elongacion,
mientras que HadBC seria el encargado de los Wtpasos (Cantaloubet,al., 2011).

Como siguiente paso decidimos determinar cual segémes del operon de la
deshidratasa estaba confiriendo la resistencia@, pAra ello clonamos cada uno de los
3 genes individualmente en el plasmido pMV261. Sorgentemente, la sobre-
expresion de ninguno de los genes individualmemefid el mismo nivel de
resistencia a TAC que el operdn entero y solo l@esexpresiéon de HadC dio una
moderada resistencia, con un valor de CIM de Q)g/inl, 5 a 10 veces la CIM de la
cepa con el plasmido vacio (Tabla XIIl). A parte dstos resultados pensamos que
TAC podria estar inhibiendo mas de un componeriteateplejo deshidratasa. Por ello
decidimos clonar los gend®dAB y hadBC, codificando para los dos heterodimeros
funcionales. Se determiné la CIM a TAC para estasriztrucciones y pudo observarse
gue mientras la cepa sobre-expresahddAB tiene una CIM de 2,ug/ml, la que
sobre-expres&adBC tiene una CIM >5Qug/ml, igual valor al que presenta la cepa
sobre-expresando el operon entero (Tabla XIll). éat@ablemente por razones de
solubilidad de la droga en el medio de cultivo egadieron utilizar valores mayores a
50 ug/ml y no se puede determinar si el heterodimermBidaconfiere exactamente la
misma resistencia que el operén entero. Esto ggrijue si bien ambos heterodimeros
confieren resistencia a TAC, la sobre-expresiorhd&trodimero HadBC otorga mayor
resistencia y, por lo tanto, seria el mas afecfatolrAC. Esto es sorprendente ya que
de acuerdo a estudios de mutagénesis con librddasansposones (Sassettial.,
2003), HadC no seria esencial para el crecimigntétro de M. tuberculosis. Por otro
lado el operorhadABC se encuentra conservado en todas las micobacteicasso en
M. leprae, cuyo genoma es el mas reducido dentro de esirgénque ha perdido
muchos genes a lo largo de la evolucién, mantepiexdb el minimo necesario para

sobrevivir en el huésped. Si bien es necesariortestadios de delecion del gen, esta
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altima observacion junto con los resultados destescia a TAC indicarian que HadC

es esencial en micobacterias.

Tabla Xl : CIM de TAC sobreM. tuberculosis H37Rv pMV261 (control) yM. tuberculosis

sobre-expresando los distintos componentes dellegorgte |aB-hidroxiacil ACP deshidratasa.

CIM TAC

M tuberculosis H37Rv (Hg/ml)
pMV261 0,1
pMV261::hadABC >50
pMV261::hadA 0,1
pMV261::hadB 0,05
pMV261::hadC 0,5-1
pMV261::hadAB 25
pMV261::hadBC >50

Secuenciacion del operomadABC de las mutantes resistentes a
TAC

La observaciéon de que la sobre-expresion del opeudn codifica para el
complejo deshidratasa genera resistencia a TAK.eéaberculosis nos llevé pensar que
las mutantes resistentes a TAC aisladas previanpeghéan tener mutaciones en estos
genes. De esta manera seleccionamos las 3 mutesgesentes a TAC déV.
tuberculosis H37Rv que no tenian mutacionesramaA4 ni enethA (MTBR6, 11y 12)

y las 8 mutantes dd. kansasii del Grupo | (5.1, 5.3, 5.4, 10.2, 10.6, 10.7, 30Z5.3).
Se amplificé por PCR el operd@adABC junto con 700pb por arriba del mismo, para
cubrir posibles mutaciones que provoquen la soxpeesion del operdn (Figura 18), se

purificd el producto luego de correr en un gel garasa y se envié a secuenciar.

deh seq Fw
—

pmGz——  hadA 1 hae - hadc e

deh seq Rv
Figura 18: Organizacion génica del operdn que codifica phcmmplejo de I@-hidroxiacil
ACP deshidratasa. Se encuentra indicado el sitlold@lacion de los oligos utilizados para
amplificar y secuenciar el operén junto con 700pisiente arriba del mismo. El gepmG2

codifica para la proteina ribosomal L33.
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Del analisis de las secuencias del opdamABC se desprenden los resultados
presentados en las Tablas XIV y XV. De las 3 maswakeM. tuberculosis, 2 de ellas
presentaron mutaciones en el open@dABC. La mutante MTBR6 tiene una mutacién
enhadC que provoca una sustitucién de la Alanina en pasit51 por Valina, mientras
que la mutante MTBR12 tiene una mutaciénhadA que provoca la sustitucion de la
Cisteina en posicién 61 por Serina. La mutante MIBRo tiene mutaciones en este
operdn, lo cual sugiere que existen otros mecarssda resistencia a TAC aun no

identificados.

Tabla XIV: CIM a TAC y cambios en la secuencia de nucleétigoaminoacidos de las

mutantes d®. tuberculosis resistentes a TAC

Cambios en el operén hadABC
CIM TAC de M. tuberculosis
(ng/ml) Nucle6tido Aminoacido
M. tuberculosis H37Rv 0,15
MTBR6 10 c451t de hadC A151V de HadC
MTBR11 25 Sin cambios
MTBR12 25 g182c de hadA C61S de HadA

Con respecto a las mutantes Me kansasii, 6 de las 8 mutantes presentaron
mutaciones en el operén. Una de ellas, KRTAC 1lfiehe exactamente la misma
mutacion en HadA (C61S) que una de las mutanted.daberculosis (MTBR12), lo
cual es una evidencia fuerte de que esta mutaeibda esponsable de la resistencia a
TAC. Las mutantes KRTAC 5.4 y 10.7 tienen una mdta@nhadC que provoca la
sustitucion de la Valina en posicion 85 por IsoleaclLa mutante KRTAC 5.3 tiene
una insercion de 3 nucleotidos lesdA que provoca la duplicacion de la Tirosina 108.
Por otro lado, 2 mutantes (KRTAC 10.6 y 25.3) pnésen una mutacion silente en
hadA (c303t) que no provoca un cambio de aminoacidasenutantes fueron aisladas
en forma independiente por lo cual pensamos quensgtacion es responsable de la
resistencia a TAC. Dado que no hay un cambio den@dmido creemos que esta
mutacion podria estar afectando algun tipo de aeffuh transcripcional o alterando de
algun modo la traduccién, aunque se deben hacerestéslios para comprobarlo.
Finalmente, las 2 mutantes restantes (KRTAC 5.D.9)Ino tienen mutaciones en el

operonhadABC y la razon de su resistencia no pudo ser detedaina
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Tabla XV: CIM a TAC y cambios en la secuencia de nucleétigoaminoacidos de las

mutantes d®. kansasii resistentes a TAC

Cambios en el operén hadABC
CIM TAC de M. kansasii
(ng/ml) Nucleétido Aminoacido
M. kansasii 0,5
KRTAC 5.1 25 Sin cambios
KRTAC 5.3 >25 Insercion tat en 321 de hadA | Insercion Y en 108 de HadA
KRTAC 5.4 >25 g250c de hadC V85| de HadC
KRTAC 10.2 >25 g182c de hadA C61S de HadA
KRTAC 10.6 >25 c303t de hadA Sin cambios
KRTAC 10.7 >25 g250c de hadC V85| de HadC
KRTAC 10.9 >25 Sin cambios
KRTAC 25.3 >25 c303t de hadA Sin cambios
HadA
H37Rv VALSADI VGVHYRYPDHYEVEREKI REYAVAVONDDAWYFEEDGAAEL GYKGLLAPLTFI 60
BCG Past eur MAL SADI VGVHYRYPDHYEVEREKI REYAVAVONDDAWYFEEDGAAEL GYKGLLAPLTFI 60
kansasi i I\/PLTTNI VGVHYRYPDHYEVEREKI REHAQAVONDDAFFFDEKASAELGYDGLLAPLTFI 60
--:********************* * *khkkk kK k- :* * .:***** ¥k Kk kkkkk %k
S(MIBR12 y KRTAC 10. 2) vY(KRTAC 5. 3)
H37Rv CVFGYKAQAAFFKHANI ATAEAQ VQVDQVLKFEKPI VAGDKL YCDVYVDSVREAHGTQ 120
BCG Past eur CVFGYKAQAAFFKHANI ATAEAQ VQVDQVLKFEKPI VAGDKL YCDVYVDSVREAHGTQ 120
kansasi i CVFGYKAQSAFFKHANI AVQDAQ VQVDQVLKFAKPI VAGDKL YCDVYVDSVREAHGTQ 120
********:*********- :************ *****************:********
H37Rv | VTKNI VTNEEGDLVQETYTTLAGRAGEDGE- G-FSDGAA 158
BCG Past eur I VTKNI VTNEEGDLVQETYTTLAGRAGEDGE- GFSDGAA 158
kansasi i I VTKNI | TNEDGDI VQETYTTLAGRAGEDGEVG-SDGAA 159
******:***:**:***************** Kk kkk k%
HadC
H37Rv MALKTDI RGM WRYPDYFI VGREQCREFARAVKCDHPAFFSEEAAADL GYDALVAPLTFV 60
BCG Past eur MALKTDI RGM WRYPDYFI VCREQCREFARAVKCDHPAFFSEEAAADL GYDALVAPLTRV 60
kansasi i MALKTDI RGM WRYPDYFI VGREQLRQFAQAI KCDHPAYFEEDAAAEL GYDAI VAPMIFV 60
EE R IR Sk I I R S I I R I I R I I O *: **: *: ******: *- *: ***: *****: ***: * k%
| (KRTAC 5.4 y 10.7)
H37Rv Tl LAKYVQLDFFRHVDVGVETMQ VQVDQRFVFHKPVLAGDKLWARMDI HSVDERFGADI 120
BCG Past eur Tl LAKYVQLDFFRHVDVGVETMQ VQVDQRFVFHKPVLAGDKLWARMVDI HSVDERFGADI 120
kansasi i Tl LAKLVQLDFFRNVDI GVETMQ VQVDQRFVFYKPVLAGDKLWARMDI HSVDERFGADI 120
* Kk k k% *******: **: ****************: EE IR IR R I S S I S I S I O o
V( MTBR6)
H37Rv VVTRNL CTNDDGEL VVEAYT TL MEQQGDGSARLKWDKESGQVI RTA 166
BCG Past eur VVTRNL CTNDDGEL VMEAYT TL MGQQGDGSARLKWDKESGQVI RTA 166
kansasi i VVTKNTCHNDNGEL VLEAYT TL MEQQGDGSAKLKWDKESGQVWRTG 166

kkkk k kkokkhkkk . kkkhkhkhkkhkhkhkdhkhkkhkhkkhk khkkkhkhkkhkkhkkh k%

Figura 19: Alineamiento de las secuencias aminoacidicasatB\ty HadC déM. tuberculosis
H37Rv,M. bovis BCG Pasteur . kansasii. Por encima de los alineamientos se muestran

mutaciones encontradas en las mutantéd.daberculosisy M. kansasii resistentes a TAC.
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DISCUSION

Uno de los avances mas importantes en la luchaactatuberculosis ha sido el
entendimiento de los mecanismos moleculares dérada las drogas antituberculosas
y de los mecanismos de resistencia a estas drbgasstigaciones llevadas a cabo
durante las ultimas dos décadas lograron identifasablancos de accion de la mayoria
de las drogas antituberculosas como, por ejemNld, ETH, Pirazinamida (PZA) y el
acido p-amino-salicilico (PAS), componentes priat@p del arsenal antituberculoso. Al
mismo tiempo, se descubrieron los mecanismos d&arsia a las drogas mencionadas
anteriormente, esto es muy importante para el digkinuevas drogas que puedan
sortear esos mecanismos de resistencia y de esteranser efectivas contra cepas
multi-resistentes. Llamativamente, los tres primemmmpuestos mencionados mas
arriba son pro-drogas, una caracteristica cadanviez comun dentro de las drogas
antituberculosas o antimicobacterianas especifieasdecir, que requieren un paso
previo de activacion para generar el/los metabslitactivo/s que actuaran con su
molécula diana. Esta activacion es llevada a calvadjferentes enzimas; la catalasa-
peroxidasa KatG es la responsable de la activat@oiNH, la amidasa pirazinamidasa
convierte PZA en &cido pirazinoico y la flavin memxdgenasa EthA modifica ETH
para dar el metabolito reactivo que finalmente a&uwsobre InhA. EthA es también
responsable de la activacion de otras dos drogéitulmrculosas, ISO y TAC.
Recientemente, a partir de trabajos llevados a pabel grupo de Kremer, se propuso
un mecanismo de accion de TAC y también se dilugidaauevos mecanismos de
resistencia a esta pro-droga; en sus reportes wvalbear que TAC inhibia la
ciclopropanacion de los acidos micdlicos y postulague actuaba a nivel de las
CSAMSs; ademas, mostraron que mutaciones en Mmadgldae las CSAMs, generaba
resistencia a TAC y postularon a esta CSAM comacsegundo activador de TAC,
necesario para ejercer su efecto letal (Alabaal., 2007;Alahariet al., 2009;Doveret
al., 2007). A pesar de esto, los mismos autores sestigue las CSAMs no son el
blanco esencial de TAC y que el mismo no pudodemtificado en ese reporte. Estos
trabajos, que fueron publicados mientras esta estaba en progreso, mostraban que
luego del tratamiento de cultivos 8& bovis BCG Pasteur con TAC se acumulaban
precursores insaturados de acidos micolicos. Nagestsultados, trabajando céh
tuberculosis H37Rv y M. kansasii, mostraron que TAC afecta la sintesis de acidos

micélicos sin producir una acumulacién significatide estos precursores insaturados.
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Es importante resaltar que cuando utilizafosovis BCG Pasteur pudimos reproducir
las observaciones reportadas, lo cual sugiere fuesce de esta cepa puede haber
influido en la acumulacion de este precursor ydiea una conclusion errénea. Es
necesario recordar qud. bovis BCG Pasteur es naturalmente deficiente en lassénte
de acidos metoxi-micélicos debido a una mutacioiMemaA3, la CSAM responsable
de sintesis de esta familia de acidos micolicos dgerencia corM. tuberculosis
H37Rv yM. kansasii, que poseen acidas, metoxi- y ceto-micolicos, podria explicar
los distintos efectos de TAC sobre estas espe@slo tanto, si bien existe inhibicién
de las CSAMs como consecuencia del tratamientoTé®@, la acumulacion de los
precursores insaturados parece ser especie-dependissta variacion en los efectos
observados luego del tratamiento con TAC nos llavgensar si la inhibicion de las
CSAMs era suficiente para justificar el arrestocdecimiento o si TAC podria estar
actuando sobre otro blanco aun no identificadoliRealo estos mismos estudios en
M. tuberculosis y M. kansasii observamos que TAC estaba afectando la sintesixide
las familias de acidos micodlicos en ambas espeaigsjue los acidos ceto-micolicos
fueron mas resistentes a la inhibicion. La cuarddion de la cantidad de radioactividad
en acidos grasos, en las distintas familias deoécidicélicos y en los precursores
insaturados revelo que, luego del tratamiento od@,Tse producia una acumulacion de
acidos grasos a expensas de la inhibicion de tassdnde acidos micolicos, mientras
que la cantidad de precursores insaturados permaac@tstante.

Estos resultados nos llevaron a pensar que podber fotra enzima en la via de
sintesis de acidos micolicos que estuviese afegiadaalguno de los metabolitos
generados luego de la activacion de TAC. Fue porgele decidimos clonar y sobre-
expresar todos los componentes de FASII y ver compactaba esto en la resistencia a
TAC. Solo la sobre-expresion del operén que caglifiara el complejo de [&hidroxi-
acil ACP deshidratasa e. tuberculosis confirio resistencia a TAC con valores de 500
veces la CIM de la cepa control con el plasmiddozagecientemente se demostré que
el complejo de la deshidratasa actiua formando étsrddimeros, HadAB y HadBC,
uno actuando en los ciclos iniciales e intermed®®longacién (HadAB) y el otro en
los ultimos ciclos (HadBC) (Sacabal., 2007). Por otro lado, cuando se sobre-expresé
cada gen por separado, ninguno confirié gran essis y solo HadC presenté una CIM
mayor (5 veces) a la cepa control. Este resultagdesignificar que, o bien TAC actla
sobre mas de una subunidad del complejo o que peegi¥n de uno solo de los
monomeros no sea suficiente para producir un plegamestable y la correspondiente
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interaccion entre las subunidades, y se necesite-&xpresion de ambas subunidades
para obtener una proteina estable. En concordanaiaesto, en estudios recientes de
interaccion proteina-proteina de los distintos comemtes del complejo deshidratasa,
observaron que al expresar cada gen por separadpraskician interacciones
inespecificas con otras proteinas concluyendo gbe & debia a un plegamiento
incorrecto de cada mondmero por separado lo queragea la inespecificidad de
interaccion; es decir, que se necesita la expresibnltdnea para que se formen los
heterodimeros y, por lo tanto, no sorprende quegumo de los tres genes
independientes confiriera resistencia a TAC (Cantaget al., 2011). Sin embargo, al
expresar los genes que codifican para los hetesrd@éfuncionales HadAB y HadBC
se observo una mayor resistencia a TAC, con vattee3IM de 2,5ug/ml y >50ug/ml,
respectivamente. El hecho de que el heterodimedBE8aonfiera mayor resistencia a
TAC, similar a la del operén entero, hace suponer gste heterodimero, o por lo
menos la subunidad HadC del mismo, sea el masadfeqtor TAC. Se ha propuesto
que el heterodimero HadBC actia en los ultimos gasb ciclo de elongacion de
FASII, similar a lo observado para facetoacil ACP sintasa KasB (Cantaloudteal .,
2011;Veyron-Churleet al., 2005). En estos reportes se postula la existareidos
complejos de elongacién de FASII, denominados EIFRIE2FASII; en el primer
complejo actuarian las enzimas InhA, KasA, MabA heterodimero HadAB y en el
segundo complejo KasA y HadAB serian reemplazada&asB y HadBC (Figura 20).
A su vez las distintas CSAMs (MmaAl, MmaA2, MmaABnaA4, CmaA2, UmaA y
PcaA) interaccionarian especificamente con lasnthst subunidades (KasA o KasB;
HadAB o HadBC) dependiendo de la posicion, distaproximal, donde actuen.
Estudios realizados eM. tuberculosis y M. marinum demostraron que Ig-cetoacil
ACP sintasa KasB no es esencial en estas espBtiati dt al., 2007;Gacet al., 2003);

la cepa deM. tuberculosis con la delecion del gekasB produce acidos micélicos mas
cortos (2 a 6 carbonos) pero es vialleitro. A partir de estudios de mutagénesis de
alta densidad (Sassett al., 2003) el gen que codifica para la subunidad HddlC
complejo deshidratasa es considerado no esenciglauno se han hecho estudios de
delecion de este gen para confirmarlo. Teniendouemta que HadBC actuaria en el
complejo E2FASII junto con KasB, y que esta Ultiexano esencial en micobacterias,
seria l6gico pensar que la delecionrdelC seria similar a la delecién dasB. Sin

embargo, si bien deben realizarse los estudiosteidn del gerhadC mencionados
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anteriormente, a partir de los resultados obten@iosste trabajo y teniendo en cuenta
que mutantes resistentes a TAC presentan mutacemesta subunidad tanto bh
tuberculosis como enM. kansasii, es dificil pensar que HadC sea no esencial en

micobacterias.

C T-FASAI

(E2-FAS-II

I-FAS-II )

(E1-FAS-I

Figura 20: Modelo de los distintos complejos de FASII quésenarian durante la

sintesis de &cidos micélicos, propuesto por Cambalet al. a partir de estudios de interaccion
proteina-proteina de los distintos componentesidiel de FASII y las CSAMs. I-FASII:
Complejo de Iniciacion; E1-FASII: Complejo de Elaogn 1; E2-FASII: Complejo de
Elongacion 2; T-FASII: Complejo de Terminacion. gedado de Cantaloutseal. 2011).
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Nuestros estudios combinando genética y lipidordeaostraron que 6 de las 9
mutantes dé/. tuberculosis tenian alteraciones en el perfil de acidos mioélisiendo
deficientes en la sintesis de acidos micolicosendglos, y presentaban mutaciones en
el genmmaA4. A esta CSAM se le ha asignado un rol importantdaeresistencia a
TAC, ya que mutaciones en este gen generan alisterega, por lo cual se le ha
postulado como segundo activador de TAC. La pérdidependiente dehA o mmaA4
genera una alta resistencia a TAC lo cual sopata leipétesis, ya que si actdan en
pasos sucesivos la pérdida de uno sélo de losadctigs impediria que se forme el
metabolito activo. Nuestros resultados mostrara lgusobre-expresion aamaAd4, en
presencia de un inhibidor de EthR y, por lo tammvocando también la sobre-
expresion de EthA, no aumento la sensibilidad d€ Taas alla de la sobre-expresion
de cada gen individualmente. Ademas una cepa coondipiide para ambos genes
tampoco fue mas sensible que las cepas merodiplp@& cada gen individualmente.
Estos resultados contradicen la hip6tesis de Mmaoddo segundo activador ya que si
esto fuese asi la sobre-expresion de ambos deppemizrar mayor resistencia que la
sobre-expresion de uno solo de los activadores. $tgjiere que si bien se necesita que
la enzima MmaA4 sea funcional para retener la béigsid a TAC, es poco probable
gue sea un activador secundario de esta droga. #&dshMmaA4 fuera un activador
secundario deberian poder aislarse mutantes ccecionés enmmaA4 que no activen
la droga y retengan su funcion como metil-transferaPor el contrario, todas las
mutantes emmaA4 pierden su capacidad de sintetizar acidos mics®lmxgenados
sugiriendo que o bien la sintesis de esta famiéamdcolicos es de algin modo
indispensable para que TAC ejerza su efecto o @ssaga la presencia de esta enzima
para estabilizar la union de la droga con su blanco

Por otro lado, las 15 mutantes resistentes a TA®l.dkansasii presentaron un
perfil normal de acidos micolicos. El analisis hiormatico del genoma dd. kansasii
revel6 la presencia de 7 genes con homologia a GSAVIpensamos que en esta
especie TAC debe ser activada por una CSAM cornidenenfuncién que tiene MmaA4
enM. tuberculosis, resulta extrafio que no se hayan aislado mutdefesentes en este
gen que provoquen la pérdida de los acidos mic®liogigenados. Este es otro
argumento en contra de MmaA4 como segundo activaeloAC.

Si tenemos en cuenta la hipotesis de que MmaAddatestabilizando de alguna
manera la union de TAC a su blanco esencial, elasposibilidad de que otra de las

CSAMs esté cumpliendo el mismo rol que MmaA4hentuberculosis. Debido a que
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las mutantes presentaron un perfil normal de acid@®licos no teniamos ningdn
indicio de cual de las CSAM podria estar afectatl@stas mutantes, si es que habia
alguna afectada, y por lo tanto no nos pareciés@tiienciar todas las CSAMs de estas
mutantes.

A partir de los resultados obtenidos de sobre-axpmedel operdn que codifica
para el complejo de I8-hidroxiacil ACP deshidratasa de FASII pensamos egie
complejo enzimatico podria ser el blanco esen@al AC y seria l6gico suponer que
mutaciones en estos genes pudiesen conferir reSista esta droga. Por este motivo
decidimos secuenciar el operén en las 3 mutantés. deberculosis TACR-ETH® que
no tenian mutaciones eanmaA4. Fue interesante observar que 2 de las 3 mutantes
poseian mutaciones en esta regién, una en HadAotrdaen HadC. Sin embargo, es
dificil conciliar el hecho de que tanto mutaciomeslos polipéptidos HadA y HadC
como mutaciones en la metiltransferasa MmaA4 sditisates para generar alta
resistencia a TAC eM. tuberculosis ya que las deshidratasas (por lo menos HadAB)
actian mucho antes que las CSAMs en la sintesisaddb mero-micélico. Es
interesante mencionar que las mutaciones aquiitdssse encuentran localizadas en las
subunidades HadA y HadC defahidroxiacil ACP deshidratasa; mas interesante aun,
no se aislaron mutantes en la subunidad HadB, # €& compartida por ambos
heterodimeros. La prediccion de la estructuraddecide HadA, HadB y HadC indica
que las mismas poseen una estructura denominadge'siot dog fold” (SHD) (Sacco
et al., 2007), dominio caracteristico de enzimas corvigetil hidratasa y deshidratasa
(Pidugu et al., 2009); todas las enzimas caracterizadas hastaosiento con esta
estructura forman homodimeros que poseen 2 sitibga en su estructura cuaternaria
(Hisano et al., 2003;Koski et al., 2004). Por el contrario, I#-hidroxiacil ACP
deshidratasa de FASII seria la primer deshidratasa forma heterodimeros. Este
resultado puede ser comprendido si tenemos en awdntol de cada subunidad;
mientras que HadB es la subunidad que presentanghob catalitico, HadA y HadC
serian las encargadas de estabilizar la larga aatkencilo. La estructura cristalogréafica
y el modelado molecular de las deshidratasas RvQER@216 deM. tuberculosis han
sido recientemente publicadas (Castetl al., 2005;Johanssoret al., 2006).
Desafortunadamente, ninguna de estas proteina®si@ @on proteinas del tipo HadA o
HadC; por lo tanto, aunque estamos aportando esi@keile la participacion de &

hidroxiacil ACP deshidratasa de FASII en la resisi® a TAC, la falta de informaciéon
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estructural acerca de este tipo de heterodimerosafins por HadAB y HadBC impide
un mayor analisis del impacto que tienen las mates encontradas en la actividad o
en las interacciones proteina-proteina. Como meanios anteriormente, existen
interacciones proteina-proteina entre las enzimead-AISIl y con las CSAMS; en
particular podemos destacar el hecho de que Mmatkfaictia con los heterodimeros
HadAB y HadBC. Considerando nuestros resultadossyde Alahariet al. seria
interesante postular que TAC, una vez activadobtbA, inhibe la sintesis de acidos
micolicos alterando las interacciones proteinaginat entre componentes de FASII y
las CSAMs en lugar de inhibir la funcion de unaimwz especifica; de este modo
mutaciones en la metil transferasa MmaA4 y en laBusidades del complejo
deshidratasa podrian proteger a estas proteinés atxion de TAC, manteniendo la
interaccion entre ellas.

Por otro lado, 6 de las 8 mutantes Mekansasii resistentes a TAC presentan
mutaciones ehadA o hadC, teniendo todas estas un perfil de acidos micslidéntico
a la cepa parental. AUn mas interesante resuiftaodlo que 2 de las mutantes resistentes
presenten una mutacion silenciosa dentro del opguéncodifica para Ig8-hidroxiacil
ACP deshidratasa. Esta mutacién no genera un cahebéminoacidos en la subunidad
HadA, y por lo tanto existe la posibilidad de gaerésistencia esté ligada de alguna
manera a un mecanismo de regulacion transcripcmogle se esté alterando de algun
modo la traduccién de las subunidades. En estédeetd¢ben realizarse estudios que
permitan determinar el nivel de transcripcién dedenes del operdradABC en estas
mutantes y determinar si estas mutaciones produicencremento en la transcripcion
de los mismos.

Aunque deben realizarse mas estudios a fin de rdiei@r el impacto a nivel
estructural de las mutaciones encontradas en &mtds subunidades del complejo
deshidratasa asi como de las mutaciones silencioaiésdas enM. kansasi, los
resultados obtenidos a partir de la sobre-expreggdoperorhadABC permiten afirmar
gue estas mutaciones son las responsables deidtemem a TAC. A partir de los
resultados obtenidos en este trabajo de tesisrséibafiado cepas merodiploides para
ethA y mmaA4 en M. tuberculosis a fin de aislar nuevas mutantes resistentes y
determinar si existen otras mutaciones posibleslasnsubunidades del complejo
deshidratasa que generen resistencia a TAC,; estdaciones, junto al analisis
estructural de estas enzimas permitird determinadel se ubican los cambios y, en

consecuencia, cual seria el sitio de accion de @A@ro de la proteina. Sin embargo,
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considerando que alguna de las mutantes no tienetacibnes en los genes
secuenciados(hA, mmaA4, hadABC), no puede descartarse la posibilidad de que haya
otros mecanismos de resistencia involucrados.

Con respecto a este ultimo punto debemos tambiémciorear los estudios
realizados con respecto a la activacion de TACpaote de EthA, que se encuentra
resumido en la Figura 21. En estos reportes sé bBetp conclusién que la accién de
EthA sobre TAC produce un &cido sulfénico que lupgede ser convertido en dos
metabolitos distintos, un acido sulfinico y unabecaiimida (Nishida & Ortiz de
Montellano, 2011). Se ha visto que la adicion deagion (GSH) al inicio de la reaccion
inhibe la formacion de estos metabolitos. Las nactdrias no producen glutation sino
que sintetizan micotiol (MSH, acetil-L-cisteina-tAmo-inositil-2-deoxi-D-
glucopirandsido), siendo éste el principal tioll&dd en micobacterias. El micotiol, al
igual que GSH, tiene la funcion de proteger lasilaél contra el estrés oxidativo y
diversos compuestos electrofilicos y es mantenidose estado reducido por una
micotiol reductasa. El acido sulfénico formado luede la accién de EthA puede
reaccionar con GSH, regenerando TAC en un cicibdue puede dejar a la célula sin
proteccion contra el estrés oxidativo. Por otratgpaha sido demostrado que el
metabolito carbodiimida puede reaccionar con GSSH, formandose un complejo
TAC-GSH (o TAC-MSH) mediante una unién covalentsteEmetabolito tendria la
capacidad de unirse covalentemente a cisteina®s @siduos nucleofilicos presentes
en proteinas esenciales y, mediante la formaciéandaducto, ejercer un efecto letal
sobre la micobacteria. Es interesante notar que Rsimutantes aisladas resistentes a
TAC, una enM. tuberculosis y la otra enM. kansasii, posean una mutacion que
reemplaza una Cisteina por Serina en la posiciate@ladA; lo cual nos lleva a pensar
si este metabolito generado luego de la activad@®mAC por parte de EthA no podria
estar reaccionando con la Cisteina presente en kad& esta manera, inhibiendo su
funcién. Claramente, se deben realizar mas estysices comprobar o descartar esta

posibilidad.
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EthA

3 \ 2 \>7NH3
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Figura 21: Metabolitos formados luego de la activacion deCTgor la mono-oxigenasa EthA y
reacciones que involucran al glutatién (GSH). lidAcsulfénico; 2: Acido sulfinico; 3:
Carbodiimida; 4: Complejo Carbodiimida-Glutatién.
(Adaptado de Nishida y Ortiz de Montellano)

Ademas debemos tener en cuenta que estos resultalitten a la3-hidroxiacil
ACP deshidratasa como un blanco atractivo parésefid de nuevas drogas ya que son
esenciales en micobacterias, porque no existestensa FASIlI en humanos y también
por la estructura particular que adoptarian estasmas dentro de la familia de las

deshidratasas.
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CAPITULO II: ISOXIL

Como se mencion6 en la Introduccion, existen regagjtie demuestran que ISO
inhibe la sintesis de todas las familias de acidie®licos enM. tuberculosis, M. bovis
BCG y M. aurum A*. Ademas de la inhibicién de &acidos micolicos, bseové una
disminucién en la sintesis de acidos grasos, opuedd que se observa luego del
tratamiento con inhibidores de FASII como INH y ETddnde la inhibicién de acidos
micélicos va acompafada de una acumulacién de siddasos (Phetsuksiat al.,
1999). El analisis de la composicion de estos &cgtasos luego del tratamiento con
ISO permiti6 comprobar que se estaba inhibiendsimdéesis de acido oleico, acido
graso insaturado mayoritario en estas especiesnésleel agregado de acido oleico en
el medio de cultivo permitié aliviar ligeramentetéicidad de ISO. La sobre-expresiéon
del gendesA3 que codifica para la estearoil-CoA desaturasargamea leve resistencia
a esta droga por lo cual se concluyé que éstaseenzima inhibida por ISO que
impedia la sintesis del acido oleico (Phetsuksirial., 2003). Existen distintas
evidencias que soportan la hipétesis que la inidibide la sintesis de acidos micélicos
es independiente de la inhibicién de la sintesiaaigdo oleico. Por una parte, estudios
realizados con &acido esterculico, un inhibidor e#m® de estearoil desaturasas,
provoco inhibicion de la sintesis de acido oleitw afectar los acidos micélicos
(Phetsuksiriet al., 2003). Por otro lado, estudios con analogos @sirales de ISO
mostraron que algunos de estos perdieron la cagzhcld inhibir la sintesis de &cido
oleico pero seguian manteniendo su actividad cdogracidos micolicos (Bhowrut
al., 2006).

Como mencionamos al principio de la seccion Redo#tade todas las especies
ensayadas, solbl. tuberculosis, M. bovis BCG y M. kansasii fueron sensibles a 1ISO
con valores de CIM entre Ojfig/ml y 2,5 ug/ml. Debido a que, segun los reportes
mencionados anteriormente, el efecto de 1ISO sgbiteberculosis y M. bovis BCG es
el mismo, decidimos continuar nuestro trabajo bbrtuberculosis H37Rv y conM.

kansasii, especie sobre la cual no existia ningun reporiuanto al efecto de I1SO.

Curvas de crecimiento

Se analiz6 el efecto de ISO sobre el crecimientmedio liquido 7H9-ADS-GT
enM. tuberculosis y M. kansasii (Figura 22). De esta manera pudo observarse gtoefe
dosis dependiente de ISO sobre el crecimiento ediorlé&quido de ambas especies
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aungue se necesitaron concentraciones mayoresirgabér el crecimiento en M.

kansasii, concordando con los valores de CIM en medio eo6lid

M. tuberculosis H37Rv M. kansasii

—&— Control —&— Control
—8— IS0 05 —8— IS0 1
1S0 1 5 1SO 2,5 »

4 4 —¥—1S025 —¥— IS0 10
—&— SO 5 —&— |SO 25
4
s /
£
]

| el =

0 T T T T T T 0 T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 0 50 100 150 200

t (h) t(h)

600nm
600nm

DO
DO

Figura 22: Curvas de crecimiento en medio 7H9-ADS-GT deivwdtdeM. tuberculosis
H37Rv (izquierda) M. kansasii (derecha) tratados con ISO. Las concentracionéS@estan

expresadas eug/ml. Los valores representan el promedio de gpsticiones.

Efecto de ISO sobre la sintesis de &cidos micdlicgs acidos

grasos
Si bien el efecto de ISO sobM. tuberculosis ha sido estudiado, nunca se
realizaron este tipo de ensayos Mn kansasii. Por lo tanto decidimos comparar el
efecto de ISO sobre la sintesis de acidos micoljcasidos grasos, en especial acido
oleico, en estas dos especies. Para ello se mealizasayos de incorporacion de'fC]
acido acético en ausencia o presencia de distictascentraciones de ISO.
Posteriormente se realizd la extraccion de los FAMBMAMES y se analizaron por
TLC con AgNQ. En el caso d#. tuberculosis H37Rv se observo una inhibicidn tanto
de la sintesis de todas las familias de acidoslimisd(@, metoxi y ceto) como de los
acidos grasos insaturados, efecto similar al radoren la literatura (Figura 23). Es
necesario aclarar en este punto que los acidosgiasaturados eNl. tuberculosis
estdn compuestos en su gran mayoria por acidooo{€houet al., 1998;Hung &
Walker, 1970;Lambertt al., 1986). En cuanto Bl. kansasii, no se observé inhibiciéon
de la sintesis de &cidos grasos insaturados adncamtraciones de 3%y/ml de I1SO;
por otro lado, si bien se observé una disminucidfaesintesis de todas las familias de
acidos micolicos, siendo los acidos ceto-micoliogss resistentes a la inhibicion, esta
inhibicion no fue tan significativa como en el caloM. tuberculosis. En ningun caso

se observo la aparicion de manchas nuevas enrshtograma.
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M. tuberculosis H37Rv M. kansasii
AGI ‘ - .
- Acidos
Micélicos
Acidos | @ e -
Micolicos | M - -
K - L
ISO (ug/ml) O 25 5 10 25 ISO (pg/ml) 0 25 5 10 25

Figura 23: TLC impregnada con AgN{e cultivos deM. tuberculosis (izquierda) yM.
kansasii (derecha) marcados con acida'{C] acético luego de tratar con 1SO. Los metil-éster
de acidos micdlicos y acidos grasos fueron exteaydse sembraron 40.000 cpm en la TLC. Las
muestras fueron corridas 3 veces con éter de petéibr etilico (85:15). AGS: Acidos grasos
saturados; AGI: Acidos grasos insaturadosAcidosa-micolicos; M: Acidos metoxi-

micélicos; K: Acidos ceto-micélicos.

Como mencionamos anteriormente, el tratamientdld&ansasii con 1ISO no
produjo inhibicion de la sintesis de acido oleicontrario a lo observado eM.
tuberculosis y M. bovis BCG. La inhibicion de la sintesis de acido olgiw parte de
ISO en estas dos especies estaria mediada poriliciGn de la estearoil-CoA
desaturasa, codificada por el gdesA3 en M. tuberculosis H37Rv y por el gen
BCG _3259c en M. bovis BCG Pasteur; siendo las Unicas estearoil-CoA dessds
presentes en el genoma de estas dos especiegnEste posee tres cajas de histidina
gue son caracteristicas de las acil-lipido y aoikQdesaturasas y cuya secuencia
consenso es HH, HX,3HH y H(Q)X;3HH. Experimentos de mutagénesis sitio
dirigida de estas histidinas demostraron que todas esenciales, estando
probablemente involucradas en la coordinacion detro de di-hierro del sitio activo
(Avelange-Macherett al., 1995;Los & Murata, 1998;Shanklet al., 1994). El analisis
del genoma dél. kansasii en busca de genes homologos a la estearoil-Coffutasa

revel6 que existen 3 genes con homologdesA3, con una similitud del 93%, 89% y
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64% y a los cuales denominamigkan_DesA3.1, Mkan_DesA3.2 y Mkan DesA3.3,

respectivamente. Las enzimas codificadas por €stgenes poseen las 3 cajas de

histidina caracteristicas de acil-CoA desaturaSagi(a 24).
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Figura 24: Alineamiento de las estearoil-CoA desaturasad .deberculosis H37Rv, M. bovis

BCG Pasteur M. kansasii. En amarillo se resaltan las 3 cajas de histidamacteristicas de

acil-CoA desaturasas.
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Fue interesante observar que dos de estos gevidan DesA3.1l y
Mkan_DesA3.2, se encuentran contiguos en el genoma lo cual ifgeespecular que
podrian haberse originado a partir de una dupbicagénica. Si bien deben realizarse
estudios para determinar no solo si estas 3 dasasise expresan bh kansasii sino
también la especificidad de las mismas, el hechqu#elSO no inhiba la sintesis de
acido oleico en esta especie sugiere que, o biarderestas desaturasas no es inhibida
por ISO y permite compensar la inhibicion de lagmé& 0 se necesita una mayor
cantidad de droga para observar la inhibicion dsitdesis ya que hay una mayor

cantidad de desaturasas que unirian droga disrmdoygor lo tanto el efecto bioldgico.

Sobre-expresion de los genalesAl, desA2 y desA3

Como se menciond en la Introduccion, existen eyeebma déVl. tuberculosis
otras 2 desaturasas, anotadas como acil-ACP dasasur Estas desaturasas se
encuentran conservadas en todas las especies dbagtierias secuenciadas hasta el
momento y estan postuladas como esencialég. éuberculosis (Sassettet al., 2003).

Si bien se les ha asignado un rol en la sintesécaks micolicos, introduciendo los
dobles enlaces distales y proximales del &cido miedico (Dyeret al., 2005;Raman
et al., 2005;Ramaret al., 2007), no existen hasta el momento evidenciastipas y/o
bioquimicas que prueben este rol.

Partiendo de la hipotesis de que tanto DesAl coesAR estan involucradas en
la sintesis de acidos micdlicos y teniendo en euehthecho de que ISO inhibe la
sintesis de acido oleico y acidos micdlicos, esis evd a pensar que quizas este
compuesto esté inhibiendo todas las desaturasds téberculosis o cual explicaria
que actle sobre ambas vias. Para comprobar shigsiizsis era correcta decidimos
clonar y sobre-expresar todas las desaturasdd. deberculosis y determinar si esta
sobre-expresion generaba resistencia a ISO. Plaraselclonaron estos genes en el
plasmido pMV261 y se determind la CIM a ISO y cooomtrol se determiné la CIM
para INH y ETH. La sobre-expresion de ninguna de3ldesaturasas genero resistencia
a ISO y solo la construccion que contielesAl presentd una leve resistencia de apenas
el doble que la cepa control con el plasmido vé&€abla XVI). Esto fue esperable ya
que segun lo reportado por Phetsuksiri (Phetsudtsadi., 2003), la sobre-expresion de
desA3 enM. bovis BCG incremento la CIM a ISO solo al doble, lo coaéde deberse a

diferencias en la técnica de determinacién delrnva@éoCIM. Si bien no puede negarse
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que DesA3 es la estearoil-CoA desaturasa resp@ndalh sintesis de acido oleico en
micobacterias (Chang al., 2008;Chang & Fox, 2006;Phetsukstial., 2003), no esta
claro si éste es el blanco afectado por ISO qusackuinhibicidon de la sintesis de acido

oleico ya que no existe hasta el momento una evidelirecta que lo compruebe.

Tabla XVI: CIM para I1SO, INH y ETH deM. tuberculosis pMV261 (control) y sobre-

expresando las desaturasas DesAl, DesA2 y DesA3.

CIM (pg/ml)
ISO INH ETH
M. tuberculosis H37Rv pMV261 0,5 <0,1 1
M. tuberculosis H37Rv pMV261::desAl 1 <0,1 1
M. tuberculosis H37Rv pMV261::desA2 0,5 <0,1 1
M. tuberculosis H37Rv pMV261::desA3 0,5 <0,1 1

Aunque la sobre-expresion de los genes que codiffira las desaturasas
DesAl y DesA2 no generaron resistencia a 1ISO, eoien cuenta su rol hipotético en
la sintesis de acidos micdlicos, quisimos ver seddre-expresion de estos genes
alteraba el perfil de acidos micdlicos y/o acidossgs erM. tuberculosis H37Rv. Para
ello realizamos ensayos de marcacién con’@]-acido acético de cultivos dé.
tuberculosis H37Rv transformadas con los plasmidos pMV261, pBl/2lesAl y
pMV261::desA2 y posteriormente los acidos grasos y &cidos nuigslextraidos fueron
resueltos en una TLC con AgNQOComo puede observarse en la TLC (Figura 25), no
hubo ninguna diferencia significativa tanto en effipde acidos grasos como de acidos
micélicos en las cepas que sobre-expresan lasudasas DesAl y DesA2 con respecto
al control, por lo tanto, el rol de estas desaaga la sintesis de acidos micadlicos, si

es que existe, no pudo ser determinado.
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M. tuberculosis H37Rv

AGS
AGI

i a
Acidos M
Micélicos K

Origen

Figura 25: TLC con AgNQ de &cidos grasos y acidos micolicogvtléuberculosis pMV261,
pMV261:desAl y pMV261:desA2. Se sembraron 40.000 cpm de cada muestra y seroar8
veces con éter de petroleo-éter etilico (85:15)SABcidos grasos saturados, AGI: Acidos
grasos insaturados; Acidosa-micolicos, M: Acidos metoxi-micélicos, K: Acido®to-

micolicos

El hecho de que la sobre-expresion de DesAl y DegAgenera resistencia a
ISO no permite descartar la posibilidad de que antesaturasas sean blanco de esta
droga y que la sobre-expresion de una de ellazsacsgficiente ya que la otra sigue
siendo inhibida. Para confirmar, o descartar, petbilidad decidimos insertar ambos
genes en el cromosoma Mlie tuberculosis bajo el promotohsp60 utilizando la técnica
descrita en el capitulo | (Huft al., 2010) que permite integrar genes en distintos
lugares del cromosoma & tuberculosis.

Utilizando esta técnica clonamos los genes queficadipara las desaturasas
DesAl y DesA2 bajo el promotbsp60, las subclonamos en los plasmidos pML1342 y
pML1357, respectivamente y las integramos en dasipartes del cromosoma ke
tuberculosis. Se determiné asi la CIM a ISO de las cepas eapdes cada gen
individualmente y la cepa que expresa ambos gdreda XVII). No hubo diferencia

entre las distintas cepas en cuanto a la resistemdSO, por lo cual, descartamos
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definitivamente a las desaturasas DesAl y DesAZocpaosible blanco de accidén de
ISO.

Tabla XVII : CIM para ISO déVl. tuberculosis con los genedesAl y/o desA2 integrados en el
cromosoma bajo la expresién del promdtgp60. La CIM fue determinada en medio sélido
7H9 sin (ADS) y con (OADS) el agregado de aciddcole

CIM ISO (ug/ml)

ADS OADS
M. tuberculosis H37Rv pML1342 0,5 1
M. tuberculosis H37Rv + desAl 0,5 1
M. tuberculosis H37Rv + desA2 0,5 1
M. tuberculosis H37Rv + desAl + desA2 0,5 1

Sobre-expresion de los genes de FASII

El hecho de que la sobre-expresion de las desatubesAl y DesA2 no genero
resistencia a 1SO sugiere que no son el blancostk droga y, a partir de esta
observacién, pensamos que quizas ISO estaba aotusimte otro componente de
FASII. Por este motivo, clonamos y sobre-expresaamil. tuberculosis H37Rv las
enzimas de elongacion del ciclo FASII, es decirsAalnhA, MabA y HadABC y
determinamos la CIM para ISO. Teniendo en cuengal§0 inhibe la sintesis de acido
oleico y esto podria interferir en la determinacia la CIM, los ensayos fueron
realizados en dos medios distintos, uno es el mgakose venia utilizando, es decir,
7H9-ADS-GIi y el otro es el mismo medio con el ag@o de acido oleico (el acido
oleico se agrega en la preparacion de ADS), al @eabminamos 7H9-OADS-GIi. En
la Tabla XVIII puede observarse que la sobre-exgnedel oper6rmadABC, pero no la
del resto de los componentes de FASII, generdtessia a ISO, con una CIM de 2,5y
5 ug/ml en ausencia y presencia de acido oleico emedio, respectivamente; esto es 5
veces la CIM de la cepa control con el plasmiddosdo cual nos llevo a pensar que el
complejo de Ig-hidroxiacil ACP deshidratasa podria ser blanctSd2. El agregado de
acido oleico en el medio alivi6 la toxicidad a I8@rementando levemente los valores

de CIM en todos los casos.
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Tabla XVIII : CIM para ISO déV. tuberculosis sobre-expresando los distintos componentes de

FASII en ausencia y presencia de &acido oleico emeélio de cultivo.

CIM ISO (ug/ml)

ADS OADS
M. tuberculosis H37Rv pMV261 0,5 1
M. tuberculosis H37Rv pMV261::inhA 0,5 1
M. tuberculosis H37Rv pMV261::mabA 0,25 1
M. tuberculosis H37Rv pMV261::kasA 0,25 0,5
M. tuberculosis H37Rv pMV261::hadABC 25 5

Los resultados obtenidos sugieren que el complgjbidroxiacil ACP
deshidratasa de FASII estaria involucrado en Ilstesgia a 1ISO. Para determinar que
subunidad en particular es la que estaria invallagrelonamos cada gen por separado y
ademas, teniendo en cuenta lo que se habia obegraaal TAC en la seccién anterior,
se clonaron los genes que codifican para los hditesyos HadAB y HadBC. Se
determin6é nuevamente la CIM pavha tuberculosis sobre-expresando cada una de estas
construcciones. Como puede observarse en la TdklalX sobre-expresion de cada
gen por separado no generd resistencia a 1ISO,nestesulté extrafio ya que, como
mencionamos anteriormente, la expresion de cada&ldd por separado no permitiria
formar un complejo funcional. Por otro lado, la reebxpresion de HadAB y HadBC

confirid una resistencia comparable a la del opertgro.

Tabla XIX: CIM para ISO deM. tuberculosis H37Rv pMV261 (control) yM. tuberculosis

sobre-expresando los distintos componentes dellegorge [a3-hidroxiacil ACP deshidratasa.

M. tuberculosis H37Rv CIM ISO (ug/ml)
pMV261 0,5
pMV261::hadABC 2,5
pMV261::hadA 0,5
pMV261::hadB 0,5
pMV261::hadC 0,5
pMV261::hadAB 2,5
pMV261::hadBC 2,5
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Aislamiento de mutantes resistentes a ISO

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos des-soipresion del complejo
deshidratasa, decidimos aislar mutantes resistentt30 deM. tuberculosis y M.
kansasii y caracterizarlas a fin de determinar los mecanssde resistencia a esta droga.
Para el aislamiento de las mutantes se inocularorulBvos independientes con
aproximadamente f@élulas cada uno y se dejaron crecer hasta sainrddna vez
obtenidos los cultivos saturados se sembraromtistdiluciones en medio solido 7H9-
OADS-Glicerol con ISO; las concentraciones de 1$izadas fueron 5, 10 y 25g/ml.

Se utilizé este medio complementado con acido oleicfin de evitar aislar cepas
resistentes que tengan mutaciones en la via desisirtel mismo. Las colonias fueron
repicadas en medio sélido con y sin ISO para awmatirla resistencia. También se
sembraron diluciones en medio sin droga para egatizrecuento de UFC inicial. Asi
se pudo calcular la frecuencia de aparicion de megaresistentes con valores promedio
de 1,5x10 y 6,9x10" paraM. tuberculosis y M. kansasii, respectivamente. De esta
manera se seleccionaron 28 mutantes resistenté€ad@ M. tuberculosis y 20 deM.
kansasii para continuar con la caracterizacion.

Como primer paso en la caracterizacion de las rnegadeM. tuberculosis
resistentes a I1SO, y a fin de descartar aquelldantas que pudiesen tener mutaciones
en el gen que codifica para la mono-oxigenasa EskAjeterminé la CIM para TAC y
ETH. De esta forma se seleccionaron aquellas cgpas siendo resistentes a 1SO,
siguen siendo sensibles a TAC y ETH. De esta mamasaquedamos con 6 mutantes

para posterior analisis en profundidad (Tabla XX)

Tabla XX: Perfil de resistencia de las mutantedvdéuberculosis H37Rv seleccionadas.

CIM (pg/ml)
ISO (ADS) | ISO (OADS) TAC ETH
M. tuberculosis H37Rv 1 2,5 0,5 1
HRISO 5.8 5 25 0,5 1
HRISO 5.9 5 25 0,5 1
HRISO 5.13 5 25 0,5 1
HRISO 5.14 5 25 0,5 1
HRISO 5.16 5 25 0,5 1
HRISO 5.18 5 25 0,5 1

Por otra parte, también se determind el perfiledéstencia de las 20 mutantes de
M. kansasii (Tabla XXI). Fue interesante observar que 19 de 28 mutantes
presentaban resistencia cruzada para TAC y sol@etanaensible a esta droga (KRISO
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10.2); llamativamente, esta mutante presentabdawearesistencia a ISO (2 g/ml)
mientras que las demas presentaban mayor ressieridug/ml). Ademas ninguna de
las mutantes presento resistencia a ETH.

Al realizar los ensayos de CIM en medio suplementeah acido oleico nos
sorprendié ver que las mutantes Me kansasii presentaban valores de CIM a ISO
menores que en ausencia de dicho suplemento. Esipuesto a lo observado kh
tuberculosis y M. bovis BCG, donde el agregado de acido oleico aliviaokactdad de
ISO. La razon de esta discrepancia no ha podiddeterminada pero el hecho de que
ISO no inhiba la sintesis de &cido oleicdvrkansasii, como indicamos anteriormente,
puede ser la razon de esta diferencia de compatéonirente a la suplementacion con
acido oleico.

A partir de estos resultados decidimos continuaralacterizacion de 7 de las
mutantes tratando de seleccionar (ver Tabla XXtlosolos perfiles de resistencia
distintos posibles.

Tabla XXI: Perfil de resistencia a ISO, TAC y ETH de lasant¢s déV. kansasii resistentes a

ISO aisladas. Las mutantes que se seleccionar@n Sgguir caracterizdndose se encuentran

resaltadas.
CIM (ug/ml)

ISO (ADS) | ISO (OADS) TAC ETH
M. kansasii 1 1 0,5 2,5
KRISO 25.1 >25 5-10 >5 2,5
KRISO 25.2 >25 5-10 >5 2,5
KRISO 25.3 >25 2,5 >5 2,5
KRISO 25.4 >25 5-10 >5 2,5
KRISO 10.1 >25 2,5 >5 2,5
KRISO 10.2 2,5 2,5 0,5 2,5
KRISO 10.3 10-25 2,5 >5 2,5
KRISO 10.4 10-25 2,5 >5 2,5
KRISO 10.5 >25 10 >5 2,5
KRISO 10.6 >25 5 >5 2,5
KRISO 10.7 >25 10-25 >5 2,5
KRISO 10.8 >25 5 >5 2,5
KRISO 10.9 >25 5 >5 2,5
KRISO 10.10 >25 >25 >5 2,5
KRISO 5.1 >25 5 >5 2,5
KRISO 5.2 >25 5 >5 2,5
KRISO 5.3 >25 5 >5 2,5
KRISO 5.4 >25 5 >5 2,5
KRISO 5.5 >25 5 >5 2,5
KRISO 5.6 >25 5 >5 2,5
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Estudios con inhibidores de bombas de eflujo

Para determinar si la resistencia a ISO en lasmtegadeM. tuberculosis y M.
kansasii resistentes a ISO se debia a bombas de eflujeddi@ estudiar como la
presencia de inhibidores de bombas de eflujo dfacla CIM a ISO de las mutantes
aisladas. Para ello se determiné la CIM a ISO ediongblido 7H9 OADS en ausencia
y en presencia de concentracion sub-inhibitoria¥et@pamilo (4Qug/ml) y CCCP (1
pg/ml).

En el caso de las mutantes Mle tuberculosis (Tabla XXIl) la presencia de
Verapamilo en el medio disminuy6 la CIM de todas fautantes mientras que la
presencia de CCCP disminuy6 la CIM de las mutaHRRESO 5.9, 5.13, 5.16 y 5.18.
Esto indicaria que existen bombas de eflujo invaldas en la resistencia a ISO en estas
mutantes.

Por lo tanto, si bien estos resultados sugieren aimaas bombas de eflujo
involucradas en la resistencia a ISOMertuberculosis, se hace imposible identificarla/s

debido a la gran cantidad de genes que codificemlaa mismas.

Tabla XXII : CIM de las mutantes dd. tuberculosis resistentes a ISO en ausencia o presencia

de concentraciones sub-inhibitorias de CCCP o \éandp.

CIM ISO (ug/ml) en 7H9 OADS
s/inhibidor CCCP Verapamilo

M. tuberculosis H37Rv 1 0,5 0,5
HRISO 5.8 10-25 10-25 25
HRISO 5.9 10-25 5 25
HRISO 5.13 10-25 5 25
HRISO 5.14 10-25 10-25 25
HRISO 5.16 10-25 5 25
HRISO 5.18 10-25 5 25

Por otro lado, cuando se determiné la CIM a ISQadenutantes seleccionadas
de M. kansasii, que se encuentran resaltadas en la Tabla XX§enobservo ninguna
diferencia en la CIM para ISO en presencia denbghidores de bombas de eflujo lo

cual sugiere que en estas mutantes la resisten@ataria mediada por este mecanismo.
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Secuenciacion de los geneghA y hadABC de las mutantes
resistentes a ISO dé/. tuberculosis

Si bien el estudio con inhibidores de bombas tigoeéstaria indicando que la
resistencia de las mutantes Me tuberculosis aisladas se deberia a un mecanismo de
expulsion de ISO fuera de la micobacteria decidim@suenciar los genethA y el
operonhadABC para descartar mutaciones en estos genes quecspamsables de la
resistencia a ISO. Ninguna de las mutantes se@daxipresentd mutaciones en estos
genes lo que refuerza aun mas la idea de un meuards resistencia mediado por

bombas de eflujo.

Secuenciacion de los genegthA y hadABC de las mutantes

resistentes a ISO dé/. kansasii

Continuando con la caracterizacion de las mutaseed. kansasii resistentes a
ISO, y siguiendo con el mismo razonamiento del toépianterior, decidimos
secuenciar los genethA y hadABC de estas mutantes. El motivo por el cual decidimos
secuenciarethA fue que casi todas las mutantes, salvo una, gegsenresistencia
cruzada a TAC, por lo tanto quisimos descartarokihilidad de que haya mutaciones
en el gen que codifica para EthA y que se tradegcaste fenotipo de resistencia
cruzada. Para ello se amplifico no solo el g sino también la region promotora de
ethR (Figura 26). Ninguna de las mutantes presentd giartas en el gesthA ni en la
region promotora dethR, lo cual indica que la resistencia no se debeafalta de

activacion.
Fw
—_—
—
Rv

Figura 26: Organizacion genética @hA y ethR enM. kansasii. Los oligos Fw y Rv se

utilizaron para amplificar y secuenciar el g#imA y el promotor dethR.

Por otro lado, a partir del impacto de la sobreresign del oper6hadABC en
la CIM a ISO deM. tuberculosis, y ante el hecho de que en esta especie no pudimos
aislar mutantes resistentes en el posible bland&@e¢ decidimos ver si eM. kansasii

podria haber mutaciones en este operdon que caafiriesistencia a 1ISO. Del mismo
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modo que lo descrito en el capitulo anterior, spléicd y secuencio el operdmdABC
junto con 700pb por arriba del operén para descantggaciones en el promotor que
pudieran alterar la transcripcion del mismo. Seuseciaron 7 de las mutantes
resistentes a ISO, 4 de ellas (KRISO 25.1, 10.72019 5.1) no tenian mutaciones en
esta region mientras que las 3 restantes (KRISQ, 10.3 y 25.3) tenian mutaciones
silenciosas emadA, donde se cambia un coddn gac por gat, ambosicatib para
acido aspartico (Tabla XXIIl). Lo que nos llamé déencién fue que 2 de estas 3
mutantes (KRISO 10.2 y 25.3) presentaban la mismoiacion silenciosa encontrada en
2 de las mutantes resistentes a TAC (KRTAC 10.6b)8)2descritas en el capitulo
anterior, lo que significa que se aislo la mismdaunion seleccionando resistencia a dos
drogas distintas. Estas 4 mutantes presentan emesigtcruzada a TAC e ISO, y
teniendo en cuenta el efecto de la sobre-exprebaperorhadABC en la CIM a TAC

e ISO enM. tuberculosis, se refuerza ain mas la idea de que esta mutpodia tener
algun efecto en la transcripcion de estos genes,pgovoque un incremento de las
enzimas del complejo deshidratasa y asi la coneoteitresistencia a ambas drogas.

Tabla XXIII : Perfil de resistencia a 1ISO, TAC y ETH y muta@sren el oper6hadABC de

las mutantes d®l. kansasii resistentes a ISO aisladas en este trabajo.

CIM (pg/ml) Cambios Cambios en hadABC
ISO TAC ETH en ethA Nucle6tido Aminoacido

M. kansasii 1 0,5 2,5

KRISO 25.1 >25 >5 2,5 No No

KRISO 25.3 >25 >5 2,5 No ¢303t de hadA | D101D de HadA
KRISO 10.2 2,5 0,5 2,5 No c399t de hadA | D133D de HadA
KRISO 10.3 10-25 >5 2,5 No ¢303t de hadA | D101D de HadA
KRISO 10.7 >25 >5 2,5 No No

KRISO 10.10 >25 >5 2,5 No No

KRISO 5.1 >25 >5 2,5 No No
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DISCUSION

La sobre-expresion del operdn que codifica parapihidroxiacil ACP
deshidratasa de FASII genero resistencia a ISM.etuberculosis y esto, sumado al
hecho de que esta enzima esté involucrada entésisile acidos micolicos, nos llevé a
pensar que éste era el blanco esencial de ISOwa tie sintesis de estos acidos grasos
esenciales. Para comprobar esto decidimos aisltantes espontaneas y secuenciar el
operonhadABC a fin de encontrar mutaciones en estos genesuguarnf responsables
de la resistencia y confirmen la hipoétesis. Lamaptaente, ninguna de las mutantes
resistentes a ISO dé. tuberculosis aisladas presentd mutaciones en dicho operon.

La resistencia a drogas no es adquirida mediaatesfgrencia horizontal de
genes enM. tuberculosis ya que este patdgeno no contiene plasmidos y rsteex
transferencia de ADN (Zainuddin & Dale, 1990). Rotanto, la resistencia a drogas
antituberculosas en micobacterias se genera p@&cioues espontaneas en la molécula
blanco, en el activador en el caso de pro-drogasregiones regulatorias. Sin embargo,
cepas clinicas del. tuberculosis resistentes a drogas (de un 5% a un 30% depemdiend
la droga) no poseen mutaciones en estos genegesdgir por lo tanto, la existencia de
otros mecanismos de resistencia (Dalla Cest., 2009;Musser, 1995;Telerdf al.,
1993). El eflujo de drogas es uno de los mecanisteoesistencia a antibidticos mas
diseminado entre los microorganismos, siendo eradmten bacterias Gram positivas y
Gram negativas incluyendo especies de importartieca (Kohleret al., 1999). Las
bombas de eflujo han sido clasificadas en 5 famillBC (ATP binding cassette),
MFS (major facilitator superfamily), SMR (small midiug resistance), RND
(resistance-nodulation-cell division) y MATE (mudlitug and toxic compounds
extrusion) (Saier, Jr., 2000). EI genomaMiguberculosis contiene genes que codifican

para transportadores de todas estas familiép:{www.membranetransport.oygy

varias bombas de eflujo de micobacterias han salacterizadas experimentalmente
(De et al., 2006). Uno de los ensayos mas utilizados patadiestla existencia de un
mecanismo de eflujo en la resistencia a drogasbesrear como los inhibidores de
bombas de eflujo afectan la resistencia a unardetada droga. Entre los inhibidores
de bombas de eflujo mas utilizados podemos mencieinderapamilo y CCCP, que
actian como bloqueador de canales de calcio y olglsalor del gradiente de protones,
respectivamente (Adanes al., 2011;Gupteaet al., 2010;Milanoet al., 2009;Pascat al.,
2004;Pascat al., 2005). De acuerdo a los ensayos con estos imnésdle bombas de
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eflujo, los cuales disminuyeron la CIM a ISO de tastantes deM. tuberculosis
resistentes, el mecanismo de resistencia a egja drolas mutantes aisladas se deberia
a una o mas bombas de eflujo que estarian bombdéemiloga al exterior. Si bien esta
es la primer evidencia de un mecanismo de eflwolutrado en la resistencia I1SO,
existen mas de 25 genes bh tuberculosis que codifican para bombas de eflujo
putativas en esta especie, lo cual hace dificittifiear cual seria la responsable de la
resistencia a 1SO.

Es interesante el hecho de que hasta el momentoayan podido aislarse
mutantes que permitan identificar el blanco esém@alSO enM. tuberculosis. Esto
podria deberse a que ISO inhibe por lo menos das &$enciales distintas &
tuberculosis, por un lado inhibe la sintesis de acido oleicpoy otro la sintesis de
acidos micolicos. Como explicamos anteriormentastexsuficiente evidencia para
afirmar que estos efectos son independientes umdrale, por lo tanto, se necesitarian
mutaciones en mas de un blanco que generen resisteria droga. Esto explicaria
porqué las mutantes resistentes a ISO aisladast@especie, de acuerdo al estudio con
los inhibidores Verapamilo y CCCP, presentaron @sanismo de resistencia mediado
por bombas de eflujo. Este mecanismo de resistes®wni@ el mas frecuentemente
aislado para una droga que inhibe multiples blayeogue una mutacién que genere
una mayor expulsion de la droga al exterior debeaifdarse con mucha mayor
frecuencia que varias mutaciones en los distinkascbs. Una posibilidad es que ISO
esté actuando sobre ambos heterodimeros del cangdeja deshidratasa, es decir,
HadAB y HadBC vy, por lo tanto se necesiten mutaesoen ambos heterodimeros para
generar resistencia. Por otro lado existe otra bgimEd que permitiria obtener
resistencia a una pro-droga que afecta multipkesdols y es que se impida la activacion
de la misma; en el caso de las mutanteMdauberculosis aisladas en este trabajo de
tesis esa posibilidad fue descartada ya que seersgiduel gen que codifica para la
mono-oxigenasa EthA y se observé que ninguna daléantes tenia alteraciones en la
secuencia de ADN respecto a la cepa parental.dPtanto, a pesar de que la sobre-
expresion de Ig-hidroxiacil ACP deshidratasa genera resistencl&@ y que esta
droga inhibe la sintesis de acidos micolicos, npuo determinar con certeza si esta
enzima es el blanco o uno de los blancos de ISO.

Por otra parte, también se aislaron mutantes eesést a ISO eNl. kansasii. En
esta especie ISO no inhibid la sintesis de acidicoly, por lo tanto, pensamos que esto

quizas nos permitiria aislar mutantes en la moéébldnco. Fue sorprendente observar

80



CAPITULO 1I: ISOXIL

que 19 de las 20 mutantes aisladas presentabateresa cruzada a TAC pero no a
ETH. Esto podria deberse a: a) mutaciones en mlador EthA que afecten solo la
activacion de estas 2 drogas, b) que ambas drogagactan el mismo blanco o c) que
exista un mecanismo de resistencia aun no idesdificque solo genere resistencia a
TAC e ISO pero no a ETH. Para ver cual de estadtdss era la correcta decidimos
escoger 7 de estas mutantes y secuenciar tanenetlgh como el operdrmadABC.
Ninguna de las 7 mutantes presentd mutacioneth@nlo cual indica que la resistencia
no se debia a una falta de activacion de ISO. famparte, 2 de las 7 mutantes (KRISO
10.3 y 25.3) tenian mutaciones en el opeh&dABC, presentando una mutacion
silenciosa eradA que no modifica la secuencia de aminoacidos. mstacion fue la
misma que se habia encontrado en 2 de las mu@aMskansasii resistentes a TAC
que se describieron en el capitulo anterior (KRTI®® y 25.3). Si recordamos estas 2
mutantes presentaron resistencia cruzada a IS@eas se aislo la misma mutacion
seleccionando para dos drogas distintas y estacintaonfiere resistencia cruzada a
ISO y TAC pero no a ETH. La causa de la resistedei@stas mutantes no pudo ser
determinada pero teniendo en cuenta que la solpress&n de lg3-hidroxiacil ACP
deshidratasa genera resistencia a ISO y TAC, pera BTH, enM. tuberculosis; es
posible que esta mutacidn permita sobre-expresarsidbunidades del complejo
deshidratasa y de esta manera generar resisteagibas drogas.

Estudios de la activacion de ISO por parte de BbeAmitieron concluir que
luego de la accion de esta mono-oxigenasa se gem@iabolitos similares a los que se
producen luego de la activaciéon de TAC (Figura(Eordulakovaet al., 2007). En este
reporte se identificaron, mediante cromatografjaitia acoplada a espectrometria de
masas, los distintos metabolitos que se formanoludg la activacion de 1SO. Es
interesante notar la formacion de un compuestourogrupo funcional carbodiimida
(compuesto 4 en la Figura 27), similar al que d#ahaisto en la activacion de TAC, y
que los autores postulan como el metabolito acte/¢50. Queda por determinar si este
compuesto se une a proteinas esenciales de la anteola o si forma algun tipo de
aducto que luego actle sobre su molécula blanccheEho de que luego de ser
activados por EthA tanto TAC como ISO formen meliéd® similares apoya la teoria
de que ambas drogas podrian actuar sobre el mitanoob es decir, Ig-hidroxiacil
ACP deshidratasa de FASII. Ademas, esto permgixf@icar que existan mecanismos
de resistencia independientes de EthA que genesgstencia a ambas drogas pero no a
ETH como puede observarse en un gran nimero deuttes aisladas en este trabajo
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de tesis. Como mencionamos en el capitulo antefianicotiol puede reaccionar con
estos metabolitos impidiendo su accién sobre l&&oubth blanco lo cual permite pensar
gue este podria ser un mecanismo que genere nesasteambas drogas.
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Figura 27: Metabolitos generados luego de la activaciorSde por parte de EthA. El
compuesto 4 es la carbodiimida que se postulé admeetabolito activo de 1SO.
(Adaptado de Kordulakowet al.)
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CONCLUSIONES
Se determin¢ el efecto de TAC sobre la sintesigcas micolicos
y acidos grasos eM. tuberculosis, M. bovis BCG Pasteur .
kansasii observandose un efecto inhibitorio sobre la sist@s los
primeros y un concomitante incremento de los Uki@oque indica
que TAC actla a nivel de FASII.
La sobre-expresion del operon que codifica par@-hadroxiacil
ACP deshidratasa, pero no del resto de las enziim&ASII, enM.
tuberculosis confirio resistencia a TAC.
Se aislaron mutantes resistentes a TACMiguberculosis y M.
kansasii que presentaron mutaciones en las subunidades KadA
HadC del complejo de Bhidroxiacil ACP deshidratasa. Estas
mutaciones serian las responsables de la resesi@AAC.
Teniendo en cuenta estos datos podemos concluilT 4@eactla
inhibiendo el ciclo de elongacién de FASII, y mépexificamente,
la B-hidroxiacil ACP deshidratasa validando esta enzioaeno
blanco para el disefio de drogas.
Se determind el efecto de ISO sobtetuberculosis y M. kansasii.
En M. tuberculosis ISO inhibe la sintesis de acidos micadlicos y
acido oleico mientras que &M kansasii inhibe la sintesis de acidos
micolicos sin afectar la sintesis de &acido oleico.
Se sobre-expresaron las desaturasas DesAl y Des/sgparado y
las dos juntas eM. tuberculosis. Ninguna de estas cepas presento
resistencia a ISO lo cual indica que las desatarBssAl y DesA2
no son blanco de I1SO.
Se sobre-expresaron los genes que codifican paranamas de

elongacion de FASII eNl. tuberculosis. Solo la sobre-expresion del
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operon que codifica para el complejo deBdaidroxiacil ACP
deshidratasa confirid resistencia a ISO.

Se aislaron mutantes resistentes a ISOMVertuberculosis y M.
kansasii. El estudio con inhibidores de bombas de eflupticaria
gue el mecanismo de resistencia en las mutantét téoerculosis
aisladas se deberia a la presencia de una o mdmbal® eflujo que
esta expulsando la droga al exterior.

La secuenciacion del operbadABC de las mutantes dé. kansasii
resistentes a ISO reveldé que dos mutantes presantamutacion
silenciosa efmadA, estas mutantes no solo son resistentes a ISO sino
también a TAC. Esta misma mutacién fue aislada etambes dév.
kansasii resistentes a TAC lo cual refuerza la idea de est@
mutacion es la responsable de la resistencia a samhtmgas. La
razon por la cual esta mutacion genera la resistanc pudo ser
determinada.

Los resultados obtenidos a partir de este trabajtesis, junto con
estudios estructurales de I@-hidroxiacil ACP deshidratasa,
permitiran sintetizar derivados de TAC e ISO cofiretle aumentar
su accion bactericida y disminuir sus efectos abeer

Se identificaron nuevos genes involucrados endetencia a TAC
e ISO. Esto permitird construir cepas merodiplojuke® estos genes
en M. tuberculosis a fin de dilucidar si existen otros blancos y

determinar nuevos mecanismos de resistencia acrsiges.
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RESUMEN

Mycobacterium tuberculosis es un patégeno humano que causa mas de un millén
de muertes anuales, siendo el agente infecciogerlzam mas letal. El surgimiento de
cepas multi resistentes y extremadamente resisteliefd. tuberculosis, practicamente
intratables con los antibidticos que existen aotealte, ha generado la necesidad de
contar con nuevas drogas para combatir esta erdadn®or tal motivo es necesario
validar nuevos blancos de accion de drogas y estlmd mecanismos de resistencia a
las mismas.

Isoxil y Tiacetazona son dos drogas que fueroizaths para el tratamiento de
la tuberculosis y luego dejadas de lado por prodef@ctos adversos. Si bien se ha
estudiado su accién sobre la sintesis de acidodliots, acidos grasos de cadena larga
gue son componentes esenciales de la envolturkarcdkilas micobacterias, su blanco
de accidn emM. tuberculosis aun se desconoce.

Por lo tanto en este trabajo de tesis decidimdgaeastudios a fin de develar
el/los blancos de estas drogas. Para ello sedutilim estrategia combinada basada en
lipidomica y genomica a partir del estudio del &dete las drogas sobre la sintesis de
acidos grasos y acidos micadlicos y de la secueidtigienomica de mutantes resistentes
a las drogas.

A partir de estudios llevados a cabo con Tiacetazencomprobé que la enzima
esencial B-hidroxiacil ACP deshidratasa de FASII juega un hoésperado en la
resistencia a esta droga. La sobre-expresion adgbomue codifica para esta proteina
genero resistencia a TAC y ademas mutantes espastéesistentes a TAC presentaron
mutaciones en distintas subunidades de la proteimae sugiere que esta enzima seria
el blanco esencial de TAC.

En el caso de Isoxil la sobre-expresion d@-ladroxiacil-ACP deshidratasa de
FASII genero resistencia a esta droga pero no se@bdido encontrar mutaciones en el
operén en las mutantes resistentesMietuberculosis. Estudios con inhibidores de
bombas de eflujo permiten concluir que la resiséern las mutantes resistentes a 1ISO
aisladas podria deberse a bombas de eflujo que esptilsando la droga al exterior.
Por otro lado, al analizar las mutantes resistedeeM. kansasii, encontramos una
mutacion silente dentro del operdn que estariargade resistencia a 1ISO, aunque no

se pudo determinar de qué manera lo esta haciendo.
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Estos resultados validan a fahidroxiacil ACP deshidratasa de FASII como
blanco para el disefio de drogas antituberculosalsren la puerta para el desarrollo
racional de drogas que inhiban esta enzima esateialicobacterias.

Los resultados obtenidos a partir de este trablajdesis, junto con estudios
estructurales de I@-hidroxiacil ACP deshidratasa, permitira sintetiziarivados de
TAC e ISO con el fin de aumentar su accion badtixio/ disminuir sus efectos
adversos.

Ademas la informacién obtenida se podra utilizarapaenerar cepas
merodiploides en los genes involucrados en latesig@a a fin de poder dilucidar si
existen mas blancos esenciales de ISO y TAC asiocotros mecanismos de

resistencia.
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