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1. Resumen

La aparicién de cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes al tratamiento
convencional de primera linea genera la necesidad de desarrollar nuevos antimicrobianos para
combatir la enfermedad. Una estrategia, para reducir tiempos y costes, puede provenir del
reposicionamiento farmacolégico como en el caso de la selamectina. Para ello, se debe determinar
su mecanismo de accién empleando un microorganismo modelo como Mycobacterium smegmatis.
En un estudio previo del Grupo de Investigacidn, se identific6 por ensayo en tablero de ajedrez
(checkerboard) la existencia de interaccidn sinérgica entre selamectina y etambutol.

En este trabajo se ha observado la ausencia de interaccién con otros inhibidores de la sintesis de
la pared celular como PBTZ-169, lo que parece indicar que existe una relacion entre las dianas del
etambutol y el modo de accién de la selamectina, que se ha estudiado en mayor profundidad. Se
han construido mutantes de sobreexpresion en plasmido y knock-out por recombineering de estas
dianas y se han iniciado los pasos para realizar un analisis de la respuesta transcripcional de
algunos genes de sintesis de la pared celular ante el tratamiento con ambos farmacos.

También se ha caracterizado la actividad del compuesto frente a un inéculo mayor que el
estandarizado por ensayos de determinacion de las concentraciones minimas inhibitoria y
bactericida y cinética de muerte, llegando a establecer el perfil de accién de los compuestos y la
dependencia del inéculo y las condiciones dptimas de la extraccion de RNA.

Sin embargo, la pandemia de la COVID-19 no ha permitido finalizar estas dos lineas, que requieren
estudios futuros de susceptibilidad a los antibidticos en los mutantes construidos y caracterizar
la respuesta transcripcional al tratamiento con selamectina y etambutol en las condiciones
Optimas establecidas.

1. Abstract

The emergence of Mycobacterium tuberculosis strains resistant to the first line
conventional treatment generates the necessity to develop new antimicrobial compounds for the
disease treatment. A strategy to reduce cost and time can come from drug repurposing as in the
case of selamectin. However, its mechanism of action must be first elucidated using
Mycobacterium smegmatis as model organism. In a previous study from the laboratory, it was
identified the synergic combination between selamectin and ethambutol by checkerboard.

In this project, it has been observed the absence of interaction with other cell wall synthesis
inhibitors as PBTZ-169, what suggests that there is a relationship between the targets of
ethambutol and the mechanism of action of selamectin, which has been studied in depth.
Overexpression in plasmid and knock out by recombineering mutants of these targets have been
built and the first steps to conduct an analysis of transcriptional response of some cell wall
biosynthesis genes after treatment with both drugs have been performed.

Compound activity against a greater inoculum than the standardized has also been characterised
by minimum inhibitory and bactericidal concentration and time kill assays, establishing the
compound action profile, inoculum dependence and optimal conditions for RNA extraction.

However, the COVID-19’s pandemic has not allowed us to finish these lines of action which require
further susceptibility studies to the built mutants and the characterization of the transcriptional
response to selamectin and ethambutol’s treatment in the optimal established conditions.

[1]
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2. Introduccion
2.1. Tuberculosis y tratamiento de la enfermedad

La tuberculosis (TB) es la enfermedad infecciosa con mayor mortalidad en el mundo.
Causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis, ha sido considerada una emergencia publica
global durante los dltimos 25 afios. La tasa de infeccién anual se estimé en 2018 en 10 millones
de personas, aunque los casos a nivel nacional pueden variar entre 50 y mas de 5.000 por millén
de personas y afio. Esto se debe, en parte, a la distribucién desigual de la enfermedad y su relacién
con el indice de desarrollo del pais. Ademas, se estima que en la actualidad 1.700 millones de
personas estan infectados de forma latente con el bacilo y podrian desarrollar la enfermedad en
un futuro. Tanto la incidencia como la mortalidad de la TB estan asociados, entre otros factores, a
los indices de pobreza o co-morbilidad con VIH y, aunque la incidencia ha disminuido un 1,6%
anual desde el afio 2000, se espera un incremento en la misma como consecuencia del impacto de
la COVID-19 (1,2).

Aunque la enfermedad ha sido conocida a lo largo de la historia, alcanzando la proporcién de
pandemia durante los siglos XVIII y XIX (3), el agente infeccioso que la causaba no fue conocido
hasta su aislamiento por Robert Koch en 1882. Desde ese momento, comenzaron las acciones para
reducir la mortalidad de la TB con el Movimiento Sanatorio (4). Con la aparicién de los primeros
quimioterapicos y antibidticos, se desarrolld el primer tratamiento farmacolégico para la
enfermedad en 1944 empleando estreptomicina. Aunque se observo una mejoria respecto al
tratamiento anterior, rapidamente aparecieron cepas resistentes, haciendo necesario el uso
combinado con acido paraaminosalicilico (5) o el empleo de rifampicina para reducir el periodo
de tratamiento y las cepas resistentes. En 1990 se introdujo el tratamiento actual, un régimen
intensivo de 2 meses llamado RHZE con rifampicina (R), isoniazida (H), pirazinamida (Z) y
etambutol (E) seguidos de 4 meses de isoniazida y rifampicina. El empleo combinado de estos
farmacos busca reducir los efectos adversos y mejora la adherencia del paciente al tratamiento,
tratando ademas de reducir la apariciéon de cepas resistentes (6), aunque estas han continuado
emergiendo (7).

Para facilitar su estudio y tratamiento, las cepas resistentes se han clasificado como MDR-TB y
XDR-TB. La tuberculosis multi resistente a farmacos (MDR-TB) posee resistencia a
rifampicina e isoniazida. Aunque hay multiples tratamientos en estudio para estas cepas (8),
poseen baja tasa de éxito y altos efectos adversos por el empleo prolongado de multiples firmacos
(9). La tuberculosis extensivamente resistente a fairmacos (XDR-TB) constituye el 9,6% de
los casos MDR-TB. Estas cepas poseen, ademas, resistencia a inyectables y fluoroquinolonas y
deben ser tratadas con mas de 6 fArmacos en la fase intensiva y 4 en la fase de continuacion (10).
Recientemente se ha introducido la bedaquilina (B), aprobada en 2012, que junto a pretomanid
(Pa) y linezolid (L) forman parte del nuevo régimen (BPaL) ensayado para pacientes XDR-TB (11).

2.2. Desarrollo y reposicionamiento de antimicrobianos en la actualidad
2.2.1. Descubrimiento de antimicrobianos

El desarrollo de un nuevo antimicrobiano es un proceso largo y costoso que puede abarcar
mas de quince afios (12) y alcanzar 2.870 millones de doélares (13). Los antimicrobianos son,
normalmente, moléculas pequefias que derivan de un metabolito producido por un
microorganismo cuya diana es una enzima que participa en un proceso esencial para otro
microorganismo, como la sintesis de la pared celular (beta-lactdmicos).

[2]
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En la primera época del descubrimiento, se identificaron compuestos quimicos producidos por
microbios presentes en el suelo con capacidad para inhibir el crecimiento de microorganismos
vecinos, conduciendo al descubrimiento de las principales familias de antibi6éticos aunque sin
conocer su mecanismo de accion. Estos test fenotipicos de célula completa consisten en
enfrentar al microrganismo productor, aislado del suelo, a una serie de microorganismos
indicadores para observar la inhibicion del crecimiento sobre estos (12).

Cuando los antibiéticos descubiertos por este método dejaron de efectivos en el tratamiento de
las enfermedades, los avances en biologia estructural e ingenieria genética permitieron el
desarrollo de una aproximaciéon basada en el disefio racional de farmacos. Esta estrategia
empleaba técnicas de cribado de alto rendimiento para identificar farmacos capaces de inhibir
selectivamente proteinas esenciales, logrando conocer simultaneamente la actividad inhibitoria y
el mecanismo de accion. Sin embargo, aunque los compuestos tenian capacidad para inhibir la
diana estudiada in vitro, en muchas ocasiones la molécula no era capaz de atravesar la pared
celular, resultando en la pérdida de actividad del compuesto in vivo.

A pesar de ello, esta aproximacion no soluciona el problema de la aparicién de resistencias a
antibioéticos. Para minimizarlo, los nuevos antibiéticos son empleados puntualmente como
ultimo recurso frente a infecciones multirresistentes. Esto, junto al gran coste necesario para su
desarrollo y la diseminacion de resistencias que acortan su vida til, redujo la investigacion en el
desarrollo de nuevos antimicrobianos generando un “agujero de innovaciéon” en el que no se
descubrieron nuevas familias entre 1960 y 2000 (12).

2.2.2. Reposicionamiento farmacolégico

El reposicionamiento farmacolégico permite acortar los periodos desde el descubrimiento
de una actividad determinada en una molécula hasta su uso en la clinica. Esta estrategia se basa
en la busqueda de nuevos usos para farmacos ya aprobados para uso clinico, o en procesos
finales de estarlo. De esta manera, se reducen los tiempos y costes asociados al desarrollo del
farmaco, que inicamente requiere la realizacion de ensayos preclinicos de eficacia y fases clinicas

tardias. | 3 -5 Afios | >2afios | 6-7Afios |  1-2Af0s |

Id(:l;tifi-c’acLénly Descubrimiento c::i:?:ass Aprobacién
validaci6n de la de Hits y

diana (LlyM)  comercializacién
Figura 1. Desarrollo de Fases Aprobacién
fdrmacos tradicional (arriba) clinicas y
Yy  por  reposicionamiento (y 1) comercializacién

(abajo). Adaptado de (14,15). [ 1-2Afos | 1-2Afios | 1-6Afos |  1-2Ados |

Aunque que las caracteristicas farmacocinéticas, farmacodinamicas y toxicoldgicas serian
conocidas acortando las fases iniciales (15), deben realizarse las fases preclinicas de
comprobacidn de la eficacia y clinicas tardias, donde se establece la seguridad y eficacia de la

molécula para la nueva indicacién (Figura 1). Sin embargo, para el caso de antimicrobianos se
suele observar esta actividad a mayores concentraciones que los niveles normales de exposicion
farmacolégica, lo que puede suponer un incremento en la toxicidad y reacciones adversas. No
obstante, aunque puede ser necesario definir nuevos perfiles de farmacocinética y
farmacodindmica, suponen un punto de partida mas fiable que el desarrollo de novo de un
antibiotico.

[3]
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2.3. Avermectinas

2.3.1. Introduccién )
Las avermectinas son una familia de compuestos, producidos o, j',mg

por Streptomyces avermitilis, con accion antiparasitica (16). Sobre H3cf°'v"'“H 03 '““‘-V“"H?fﬁv,

ellos, se realizaron diversas modificaciones en su estructura para dar ““‘"‘"ﬁ cﬁf‘“ ,l

lugar a derivados como la selamectina (SEL) (Figura 2) o la Hﬂ\_?:',;“:o

ivermectina, el producto de salud animal mas Figura 2. Estructura quimica 0(?1-\'}“&&:

vendido del mundo (17) y un importante firmaco  de la selamectina, un ejemplo o™
de avermectina.

antiparasitico en humanos (18).
2.3.2. Mecanismo de accion de las avermectinas y potencial antimicrobiano

Las avermectinas interfieren con los canales de cloro dependientes de glutamato,
localizados en células nerviosas y musculares de los parasitos (19); al unirse a ellos producen su
apertura y la consecuente entrada de cloro en la célula. Esto, produce la hiperpolarizacion de la
membrana, lo que impide la transmisién del impulso nervioso y produce la muerte del parasito
por paralisis (17). La molécula posee gran especificidad por estos canales a concentraciones
nanomolares. Sin embargo, a concentraciones micromolares posee cierta inespecificidad por
canales dependientes de ligando en vertebrados como pueden ser los receptores de GABA o los
receptores de acetil colina (20) lo que puede causar toxicidad. Ademas, mutaciones en la proteina
ABCB1 (Glicoproteina P) pueden causar neurotoxicidad, al ser la principal proteina encargada de
evitar su paso por la barrera hematoencefalica (21).

Desde hace mas de 40 afios se han encontrado nuevos usos para los compuestos derivados de la
familia, con efectos diversos que varian desde actividad anti viral, contra HIV o dengue (22); a
antitumoral, frente a ciertos tipos de leucemia (23). Incluso se ha observado su capacidad para
inhibir la replicacion del SARS-CoV2 (24). Aunque inicialmente no se observd efecto
antimicrobiano contra diversas bacterias Gram positivas y Gram negativas, recientemente se ha
observado su actividad in vitro frente a M. tuberculosis, tanto con cepas de laboratorio como
MDR-TB y XDR-TB clinicas (25).

Al comparar la capacidad de la ivermectina y sus derivados para inhibir el crecimiento de
M. tuberculosis se observé que la selamectina producia mayor inhibicién que el resto de
compuestos (26), por lo que fue introducido en sucesivos estudios para la identificacion del modo
de accion frente a este microorganismo en los cuales se observé una interaccion sinérgica entre
selamectina y etambutol (27).

2.4. Sintesis de la pared celular y mecanismo de accién de la selamectina
2.4.1. Sintesis de la pared celular en bacterias del género Mycobacterium

La pared celular bacteriana es una estructura compuesta principalmente por
peptidoglicano, un polimero de N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico. La pared de las
bacterias del género Mycobacterium contiene, ademas, un polimero de arabinogalactano unido al
peptidoglicano y largas cadenas de acidos micélicos, con relevancia para su homeostasis,
patogenicidad y supervivencia (28). El estudio de la sintesis de esta pared ha permitido
comprender las rutas metabdlicas implicadas en este proceso y entender el funcionamiento de
farmacos para el tratamiento de la TB como el etambutol o el PBTZ-169.

[4]
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El etambutol (EMB) es un farmaco de primera linea empleado contra la TB que interfiere con la
correcta sintesis de la pared celular al inhibir selectivamente las enzimas EmbA, EmbB y EmbC
(29,30), codificadas en el operén embCAB presente en bacterias del género Mycobacterium. Su
expresion esta controlada por el activador transcripcional EmbR y codifica para tres arabinosil-
transferasas que incorporan residuos de arabinosa sobre lipomanano (EmbC) o galactano (EmbA
y EmbB) permitiendo la posterior insercién de los acidos micélicos en la pared celular (31).

El PBTZ-169 es un potencial fairmaco en desarrollo contra la TB, que actualmente se encuentra
en fases clinicas. Interfiere con la sintesis de la pared celular inhibiendo de forma selectiva la
proteina DprE1 (32). Esta enzima y DprE2 catalizan de forma sucesiva el paso de decaprenil-
fosforibosa a decaprenil-fosfo-arabinofuranosa, sustrato de EmbA, EmbB y EmbC (31).

° —
\‘2‘“‘0 GLCL L Figura 3. Esquema de la
“V arabinogalactano inhibicién ejercida por
DprEl DprE2| pecaprenil-P- © butol ¢ P
Decaprenil P-Ribosa | —— ——| -~ o L O Etambuto etambutol y PBTZ-169
1 5”% Arabinacion de en el proceso de sintesis
PBTZ-169 C lipomanano de la pared celular.

2.4.2. Inhibidores de la sintesis de la pared celular y selamectina

Identificar el modo de acciéon de un compuesto antimicrobiano permite conocer la diana y
ruta metabolica vital afectada. Esto, puede suponer una base sobre la cual realizar modificaciones
sobre el compuesto para aumentar su afinidad por la diana o capacidad inhibitoria (optimizacién)
pero ademas permite una mejor comprension de la biologia de la bacteria y sus rutas, lo que
facilita el descubrimiento de potenciales nuevos farmacos contra antiguas o nuevas dianas.

Alguna de las estrategias recientes para el descubrimiento del modo de accién de los
antimicrobianos hace uso de las tecnologias 6micas como la transcriptémica (33). Por ejemplo, el
estudio de la respuesta transcripcional en presencia y ausencia de un antimicrobiano permite
definir un perfil de expresion con relacion al tratamiento para identificar potenciales dianas del
farmaco en estudio. Este proceso se puede realizar por medio de un estudio del transcriptoma
completo del microorganismo, que supone un gran coste de tiempo y recursos; o estudiando un
numero reducido de genes y proteinas con posible implicaciéon en el mecanismo de accién del
compuesto.

La identificacién de la interaccién sinérgica entre selamectina y etambutol ha permitido
identificar un posible mecanismo de accion relacionado. El conocimiento del modo de accién del
etambutol permite centrar la busqueda de respuesta transcripcional en un nimero reducido de
genes, acortando el tiempo necesario para realizar el estudio. Ademas, restringir el niimero de
genes que podrian ser relevantes en el modo de accidn del compuesto permite su estudio
individualizado. Asi, se pueden realizar mutantes de sobreexpresion y knock-out de los genes
implicados para observar un posible cambio en la respuesta al compuesto. Ademas, el estudio de
la interaccién entre selamectina y etambutol con PBTZ-169 puede servir para observar la
relevancia de DprE1 en el mecanismo de accién de ambos compuestos.

Estos experimentos requieren etapas de cultivo bacteriano, que en el caso de M. tuberculosis
pueden extenderse durante afios debido al largo tiempo de duplicacién del organismo. Por ello,
los ensayos se realizan en Mycobacterium smegmatis mc2155, un microorganismo modelo de
micobacterias no patogénico y con rapido crecimiento que facilita la realizacién de los ensayos.

[5]
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3. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo de fin de grado (TFG) es contribuir a la determinacidn del
rol que toman los genes de sintesis de la pared celular en la susceptibilidad de M. smegmatis a
selamectina. Para ello, se siguen dos lineas de trabajo. La primera consiste en la evaluacion de la
respuesta transcripcional de M. smegmatis frente a selamectina y etambutol. Paralelamente, se
busca observar la implicaciéon de los genes del operéon embCAB en la susceptibilidad del
microorganismo, que se comprobara mediante la construccién de mutantes de sobreexpresion y
knock-out de estos genes para determinar cambios en la respuesta a estos fArmacos.

En base a esto, se proponen los siguientes objetivos parciales:

1. Determinar lainteraccion existente entre selamectina - PBTZ-169 y etambutol - PBTZ-
169 contra M. smegmatis.

2. Establecer las condiciones éptimas de extraccion de RNA en un cultivo de M. smegmatis
tratado con selamectina, etambutol y con la combinacién de ambos farmacos.

3. Construir mutantes de sobreexpresion del operén embCAB por sobreexpresion del
regulador EmbR y construir mutantes knock-out simples y multiples de los genes del
operén embCAB por recombineering.

Interaccion entre Selamectina y Etambutol o PBTZ-169

1.Anadlisis de la 2. Estudio de la

respuesta relacién del operon
transcripcional v embCAB con el modo
diferencial al de accion de la
tratamiento con selamectina

! Perfil de actuacion de los
selamectina y antibiéticos en wild-type

etambutol v v
Construcci()p de mutantes del
.. Concentracion operon embCAB
Cinéticas de e e s
b ] HERTS inhibitoria *
v v v O — —
Condiciones Susceptibilidad de O y N
optimas de T = ) |
extraccién de 1a cepa wild-type X ><k
RNA
Clonaje en v N
pSUM36 y | .
5 * pMV261
‘< \{
§ Extraccion de v
> s 2
LY Sobreexpresion Knock-out del operén
v embR embCAB
Determinacion ot ;. :
57 paracion Nuevo perfil de
de lglfixpres;on del perfil de 4 actuagién de
gﬁT_aa;)lé(ﬁ actuacion los antibioticos
Respuesta Implicacién de
transcripcional la sintesis de la
diferencial en pared celular
nBbiotico . haet
I ID I I( selamectina

Figura 4. Esquema de trabajo seguido en este TFG. En verde, experimentos realizados.
En rojo, experimentos no realizados a causa del cierre del laboratorio por la COVID-19.

[e]




Trabajo fin de grado Marcos Manero Carranza

4. Materiales y métodos
4.1. Cepas bacterianas, medios y condiciones de cultivo

Las cepas de M. smegmatis fueron cultivadas a 37 °C en medio liquido Middlebrook 7H9
(BD Difco) + 0,2% glicerol (v/v) (Sigma) + 10% ADC (v/v) (concentraciones finales 0,5%
Albumina sérica bovina - 0,2% Dextrosa - 0,0003% Catalasa - 0,085% NaCl) (BD Difco) + 0,05%
tyloxapol (v/v) (Sigma) o 0,2 % glicerol (Sigma); medio liquido LB (10 g/I triptona, 5 g/l extracto
de levadura, 5 g/1 NaCl); agar Middlebrook 7H10 (BD Difco) y agar LB (10 g/I triptona, 5 g/1
extracto de levadura, 5 g/l NaCl, 17 g/1 agar bacterioldgico). Las cepas de Escherichia coli fueron
cultivadas a 37 °C en agar y medio liquido LB. Las cepas bacterianas que contenian plasmidos

fueron cultivadas en los medios anteriores con un suplemento de antibiético a las concentraciones
correspondientes segln la resistencia portada: kanamicina 20 pg/ml, higromicina B 20 pg/ml
Para conservar cepas a largo plazo se almacenaron alicuotas de los cultivos -80 °C con un 15% de
glicerol (v/v).

Tabla 1. Cepas empleadas en el estudio y sus caracteristicas mds relevantes.

Cepas Caracteristicas mds relevantes

Mycobacterium smegmatis . . L L. .
Cepa modelo de micobacterias con crecimiento rapido y no patogénica.

mc2155
Porta el plasmido pJV53H, empleado en M. smegmatis para la realizacién de
Mycobacterium smegmatis mutantes knock-out por recombineering. Posee las proteinas Che9c gp60 y gp61
pJV53H responsables del proceso de recombinacién bajo un promotor inducible por
acetamida asi como resistencia a higromicina (34).
Escherichia coli Cepa modelo de E. coli ampliamente empleada en laboratorio. Empleada para la
DH5«a propagacién de pladsmidos y pasos intermedios de biologia molecular.

Lo . Empleada para la propagacién del plasmido pSUM36. Este es empleado para la
Escherichia coli

SUM36 sobreexpresion génica por multicopia bajo control del promotor y terminador
p

propios del gen. Porta resistencia a kanamicina (35).

L. i Empleada para la propagacion del plasmido pMV261. Este es empleado para la
Escherichia coli

S sobreexpresion génica bajo el control del promotor de Hsp60 fuerte y constitutivo
p

y un terminador plasmidico. Porta resistencia a kanamicina (36).

i i Cepa de sobreexpresion del regulador EmbR que contiene el plasmido pSUM36
Mycobacterium smegmatis

con el marco abierto de lectura y secuencias reguladoras de embR (MSMEG_1963)
pSUM36 + embR

clonado en el sitio Pstl del sitio de clonaje multiple.

4.2. Antibidticos empleados

Los antibidticos fueron pesados y disueltos en el disolvente correspondiente a
concentraciones de 10 mg/ml salvo PBTZ-169 que fue disuelto a 7 ug/ml. Todos los antibioticos
fueron almacenados a -20°C.

Tabla 2. Antibidticos empleados en el estudio.

Antibiético Referencia Disolvente

Selamectina Y0000814 (European Pharmacopoeia) Etanol
Etambutol E-4630 (Sigma) H20
PBTZ-169 Dr Vadim Makarov (*) Dimetilsulf6xido (DMSO)

(*) Vadim Makarov. (Department of Stresses of Microorganisms, A. N. Bach Institute of Biochemistry, Research Center of
Biotechnology of the Russian Academy of Sciences, Leninsky Prospekt 33-2, Moscow, 119071, Russian Federation.)
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4.3. Determinacion de la actividad antimicrobiana por microdilucién

Los experimentos de determinacién de CIM por microdiluciéon determinan la
concentracion minima de antibi6tico necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano en un 90%
respecto a un cultivo sin antibiético.

Los ensayos fueron llevados a cabo en placas de titulacion de 96 pocillos de fondo plano con
volumen final de 150 pl incluyendo, por cuadruplicado, blancos y controles de crecimiento. Los
compuestos fueron probados en réplica doble mediante diluciones seriadas (1:2) con
concentraciones maximas iniciales de 128 pg/ml para selamectina, 64 pg/ml para etambutol y
40 ng/ml para PBTZ-169. Para todos los compuestos, el experimento fue realizado en dos
condiciones diferentes, inoculando inicialmente 10> o 107 unidades formadoras de colonias
(ufc)/ml, estimadas por mediciones de densidad o6ptica (DO) a 600 nm (una DOsoo de 0,125
corresponde a 107 ufc/ml). Tras 3 dias de incubacioén a 37 °C, se afladieron 30 pl de bromuro de
3-(4,5-dimetilazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (5 mg/ml) + 20% Tween 80 (v/v).

Las bacterias en crecimiento poseen metabolismo activo y pueden reducir el compuesto MTT de
coloracién amarilla a una sal de formazan de coloracién violeta, que es disuelta por accion del
detergente Tween 80. Tras tres horas de incubacién, se realiz6 la medicién de DOsgonm €n un lector
de placas de 96 pocillos. Con la lectura, se realiza una relaciéon entre la densidad 6ptica y la
concentracion de bacterias vivas. Posteriormente, mediante la Ecuacién 1, se puede obtener la
viabilidad bacteriana a una concentracion conocida de antibiodtico, lo que permite establecer la
concentracion minima para inhibir al menos el 90% del crecimiento bacteriano (CIM).
Valor (i) — Media de pocillos blanco

Viabilidad (i) (%) = 100 E ion 1
iabilidad () (%) Media de pocillos control positivo : (Ecuacion 1)

Se realiz6 ademas, un experimento de determinaciéon de la concentracién minima bactericida
(CMB) tomando 20 pl de cultivo bacteriano antes de afadir el MTT, que fueron afiadidos sobre
180 pl de PBS + tyloxapol 0,1% (v/v) para realizar diluciones seriadas 1:10 de la misma hasta
10-8. Finalmente, se sembraron 5 pl en placas de agar LB y se observé el crecimiento 72 horas
después.

4.4. Cinética de muerte de M. smegmatis

El experimento de cinética de muerte determina el tipo de actividad ejercida por las
sustancias probadas contra M. smegmatis (bactericida o bacteriostatico) y su perfil temporal. Se
crecieron cultivos bacterianos en medio liquido 7H9 + 0,2% glicerol + ADC 10% en presencia de
antibioticos a distinta concentracion: selamectina 4, 8, 16, 20, 80 y 200 ug/ml y etambutol 2, 4, 8,
20,40y 100 pg/ml que corresponden a 1, 2, 4, 10, 20 y 50 veces la CIM en cada caso, incluyendo
un cultivo en ausencia de ellos a modo de control. El experimento fue realizado por duplicado con
dos indculos bacterianos diferentes (105 ufc/ml y 107 ufc/ml).

A diferentes tiempos (0, 1, 2, 3, 6, 24, y 48 horas) se tomaron alicuotas de 50 pl que fueron diluidas
en relacion 1:10 en 450 pl de PBS + tyloxapol 0,1% (v/v) desde 10-1a 10-¢. Se plaquearon 100 ul
de cada dilucién en placas de agar LB y se incubaron a 37 °C durante 72 horas, tras las cuales se
determinaron las ufc/ml del cultivo original por conteo de las colonias crecidas en las placas con
relacién a la dilucién plaqueada. Por ultimo, se construyeron las curvas de cinética de muerte
(logio ufc/ml - tiempo).
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4.5. Ensayos de sinergia por tablero de ajedrez (checkerboard)

El ensayo de sinergia por checkerboard permite observar si dos compuestos (A y B)
interaccionan de forma sinérgica, antagonica o no interaccionan. Se inoculan 2-105 ufc/ml de
M. smegmatis en cada pocillo de una placa de 96 pocillos que contiene una matriz bidimensional
de diluciones seriadas 1:2 de dos compuestos diferentes, comenzando en una concentracion de
2x CIM (Figura 5). Tras una incubacion de 24 o 72 horas a 37 °C, se determina el crecimiento por
medio de MTT, como en el experimento de determinacién de concentracién minima inhibitoria.

- Compuesto A

. Control +

g . Crecimiento Figura 5. Ejemplo de ensayo de sinergia

S .

? O Control - por tablero de ajedrez checkerboard. La

3 @ . columna 1 proporciona la CIM de B al

g No crecimiento carecer de compuesto A. La fila H

© OC'MB proporciona la CIM de A al carecer de
Oama compuesto B.

() FIC (Combinacién)

Posteriormente, se realiza una estandarizacion del crecimiento bacteriano por pocillo empleando
la Ecuacion 1. La interaccién se determina por medio del indice FIC (FICI) como la suma de FIC(A)
y FIC(B) o concentracidn inhibitoria fraccionaria de A y B. Observando la CIM de los compuestos
Ay B en presencia del otro se puede establecer su FIC (Ecuacion 2) y el FICI global que permite
conocer la interaccién (Ecuacién 3). Dos antibi6ticos poseen interaccion sinérgica si su FICI es
menor de 0,5, no poseen interaccién si su FICI se encuentra entre 0,5 y 4 y poseen interaccién
antagoénica cuando su FICI es superior a 4 (37). Este ensayo se realizé de forma cruzada y por
duplicado entre selamectina, etambutol y PBTZ-169.

CIM A en presencia de B

FIC (4) = CIM A

(Ecuacion 2) FICI = FIC (A) + FIC (B) (Ecuacion 3)

4.6. Construccion de mutantes del operén emb
4.6.1. Mutantes de sobreexpresion del activador transcripcional embR

Empleando los plasmidos pSUM36 y pMV261, se realiza el clonaje del regulador del
operén embCAB, embR (MSMEG_1963), identificado por BLAST de Rv1267c (Gen embR en
M. tuberculosis H37Rv) frente al genoma de M. smegmatis.

4.6.1.1. Extraccion de DNA cromosémico

Para la amplificacién del gen, se realiza la extraccion y purificacién de DNA cromosémico
de M. smegmatis mc2?155. Partiendo de un cultivo estacionario, se centrifugan 5 ml a 4000 rpm
durante 5 minutos. Posteriormente, se resuspenden en 400 pl de solucién TE (100 mM Tris/HCI,
10 mM EDTA, pH 8) y las bacterias son inactivadas a 85 °C durante 15 minutos. A continuacion, se
enfrian ligeramente las muestras, se afiaden 50 pl de lisozima 10 mg/ml y se incuban a 37 °C
durante una hora. Seguidamente, se afiaden 72,5 pl de SDS 10% (v/v) y 2,5 pl de proteinasa K
(20 mg/ml) y se incuban 10 minutos a 65 °C. Tras la incubacién, se afiaden 100 pl de una
disolucién de CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio)/NaCl (10% CTAB (v/v), 0,7 M NaCl)
precalentadaa 65°Cy 100 pl de NaCl 5 My se incuban a 65 °C durante 10 minutos.
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La extraccion de DNA se realiza anadiendo 750 ul de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1).
Posteriormente, las muestras son centrifugadas durante 5 minutos a 12000 rpm y se recoge la
fase acuosa. Este paso de extraccién de DNA se lleva a cabo dos veces. Tras realizar la extraccion
de la fase acuosa por segunda vez, los acidos nucleicos se precipitan afiadiendo 420 pl de
isopropanol, se introducen en un congelador a -20 °C durante al menos 30 minutos y se recogen
por centrifugaciéon a 12000 rpm durante 5 minutos, desechando el isopropanol (sobrenadante).

A continuacion, el precipitado de 4cidos nucleicos es lavado con etanol 70% (v/v) y centrifugado
de nuevo 5 minutos a 12000 rpm. Finalmente, los acidos nucleicos se resuspenden en 50 pl de
agua libre de nucleasas (Qiagen). Tras esto, se determina la concentracién del DNA y su pureza
empleando un espectrofotémetro ND-1000 (NanoDrop Technologies) y es almacenado a -20°C.

4.6.1.2. Extraccion de DNA plasmidico

Las células recogidas por centrifugacién de 1,5 ml de cultivo estacionario, se resuspenden
en 100 pl de Soluciéon 1 preenfriada en hielo (50 mM glucosa, 10 mM EDTA y 25 mM Tris pH 8).
Tras esto, se adicionan 200 pl de Solucion 2 (0,2 M NaOH, 1% v/v SDS) y el contenido del tubo es
mezclado con suavidad hasta que adquiere un tono transparente e incubado 5 minutos en hielo.
A continuacién, se afiaden 150 pl de Solucién 3 fria (5 M acetato potasico, 11,5% v/v acido acético
glacial), se mezcla con suavidad y se incuban 5 minutos en hielo produciendo la aparicién de un
precipitado blanco. El tubo es centrifugado a 12000 rpm durante 10 minutos y se toma el
sobrenadante, que es transferido a un tubo nuevo.

La extracciéon de DNA plasmidico se realiza mediante la metodologia descrita anteriormente,
resuspendiendo el precipitado final en 30 ul de agua libre de nucleasas. Finalmente se afiade 1 pl
de RNasa 1 mg/ml y se incuba 10 minutos a 37 °C. Tras esto, se determina la concentracién del
DNA y su pureza siendo almacenado a -20 °C. Este protocolo se emple6 para la purificacion de las
construcciones finales de los plasmidos pSUM36 y pMV261 con sus respectivos insertos. Para el
resto de las purificaciones se empled el kit de extracciéon High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche)
a partir de cultivos estacionarios de E. coli empleados para propagar los pldsmidos.

4.6.1.3. Construccion de plasmidos
4.6.1.3.1. pSUM36 y regulador embR (CDS y Regulador propios)

Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se amplificé el marco de lectura
abierto del gen MSMEG_1963 junto a 500 pares de bases aguas arriba (upstream) del inicio de
traduccion y aguas abajo (downstream) del codon de terminacién, regiones que se asume que
contendran el promotor y terminador del gen. Se realizé un clonaje no direccional empleando el
sitio de restriccion Pstl (nico en pSUM36) y sitios de restriccién compatibles Nsil en los extremos
5’ de los primers (no corta en el interior del gen embR).

El disefio de los primers se realiz6 mediante el programa Benchling (38) a partir de la secuencia
génica obtenida en la base de datos Mycobrowser (39) afiadiendo el sitio de restriccién en 5’y 5
bases extra upstream para permitir el corte efectivo (40).

Las secuencias de todos los primers empleados se se encuentran en las Tablas S1.1 a S1.4 de
material suplementario.
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Amplificacién sobre el cromosoma bacteriano .
Terminador

embR embR Pstl+ Nsil
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Producto de amplificacion

Sobre el genoma de M. smegmatis mc2155 se llevé a cabo una PCR de alta fidelidad empleando los
primers pSUM36_F y pSUM36_R y la polimerasa PrimeStar GXL (Takara) que se purificé con el kit
High Pure PCR productisolation (Roche). Posteriormente, el plasmido y el producto de PCR fueron
digeridos respectivamente con las enzimas Pstl y Nsil (Fermentas), que fueron inactivadas a
continuacion. El plasmido fue desfosforilado con fosfatasa alcalina rAPid Alkaline Phosphatase
(Roche) y se realiz6 la ligacién inserto:vector con ratios molares de 3:1 y 5:1 en presencia de
T4DNA ligasa (Invitrogen) durante 24 horas, que posteriormente fue inactivada por calor.

El producto de ligacidn fue transformado mediante choque térmico sobre alicuotas de E. coli DH5«a
termocompetentes. Las alicuotas guardadas a -80 °C fueron descongeladas en hielo. Sobre ellas se
afiadieron 5 pl de la mezcla de ligacion y fueron incubadas en hielo durante 10 minutos. A
continuacion, fueron colocadas en un bafio a 42 °C durante 50 segundos y resuspendidas en
1 ml de medio LB liquido. Finalmente, se incubaron durante 1 hora a 37 °C para permitir la
expresion del gen de resistencia a kanamicina y plaqueadas en agar LB con kanamicina 20 pg/ml.

Al dia siguiente, sobre las colonias crecidas en la placa, se realiz6 una PCR on colony para
comprobar que poseian el plasmido con el inserto correcto empleando el primer forward (pMV_F)
y un primer check (pMV_Check-R) interno del gen, que proporcionan un producto de PCR de
1,2 kb (Figura 13). Dado que el gen clonado posee su promotor y regulador propios no es
necesario estudiar la direccionalidad del clonaje. Las colonias positivas fueron propagadas en
medio LB liquido con kanamicina y el plasmido fue extraido mediante el protocolo de aislamiento
de plasmidos recogido en el apartado 4.6.1.2. y conservado a -20 °C en agua libre de nucleasas.

4.6.1.3.2 pMV261 yregulador embR

Se clon6 la regién codificante (CDS) del gen MSMEG_1963 de forma no direccional
empleando el sitio de restricciéon tnico EcoRlI, localizado en el sitio de clonaje multiple del
plasmido pMV261. Para ello se amplifica la CDS mediante una PCR de gran fidelidad, empleando
dos primers con sitios EcoRI en sendos extremos 5’ (primers pMV_F y pMV_R) sobre el DNA
gendmico de M. smegmatis mc?155.

Amplificacién sobre el cromosoma bacteriano Terminador
< embR plasmidico EcoRl
"
°»& cDs

Promotor

= Hsp60 Figura 7: Clonaje del
. Promotor embR ‘ embR CDS I>€ Terminador embR . ' marco de lectura abierto
I EcoRl —
E \Op, pMV261 de MSMEG_1963 en

pSUM36 quedando bajo

PCR * control del promotor
EcoRI EcoRI MSMEG_1963 Hsp60 y terminador
\ / i plasmidico.
“emmens > Clonale .

Producto de amplificaciéon
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Para ello, el plasmido pMV261 y el producto de PCR fueron digeridos con la enzima EcoRI
(Fermentas). A continuacién, se inactivé la enzima de restriccion, se desfosforil6 el vector y se
realizo la reaccién de ligacion en las mismas condiciones que la construccién anterior. La mezcla
de ligacion se transformé en E. coli DH5a termocompetentes. Tras el crecimiento de las colonias,
la correcta direccionalidad se comprob6é mediante PCR on colony, empleando el primer check
interno del gen (pMV_Check_R) y un primer forward (pMV_Check_F) que hibrida en el interior del
plasmido, resultando en un producto de amplificacion de 1,3 kb (Figura 14). Asi, se comprueba
la direccionalidad del inserto en el vector, que en este caso si es relevante dado que el gen
empleara el promotor Hsp60 del vector para su expresion.

4.6.1.4. Transformacion bacteriana en M. smegmatis mc2155

2 ng de los plasmidos con el inserto dializados en agua libre de nucleasas fueron
transformados por electroporacién sobre alicuotas de M. smegmatis electrocompetentes en
cubetas de 2 mm de paso enfriadas en hielo a 2,5 kV, 25 uF y 1000 Q. Posteriormente, fueron
incubadas durante 3 horas en medio 7H9 + Tween 80 para permitir la expresion del casette de
resistencia al antibi6tico y sembradas en placas de 7H10 con kanamicina 20 pg/ml a 37 °C.

4.6.2. Mutantes knock-out

Empleando el sistema de recombineering (34) se realizan mutantes knock-out de los genes
del operén embCAB (MSMEG_6387-9) identificado por BLAST de los genes de M. tuberculosis
H37Rv frente al genoma de M. smegmatis. Los mutantes a realizar serdn: mutante triple AembCAB,
mutante doble AembAB y los mutantes sencillos AembA, AembB, Aemb(, AembR.

4.6.2.1. Amplificacion del casette de kanamicina

La estrategia empleada para la deleccién de los genes se basa en el empleo de primers
especificos que amplificaran un casette de resistencia a kanamicina. Estos poseen una cola de
50 nucleédtidos en el extremo 5 que no hibridard en el vector, sino que serd idéntica a un
fragmento del gen que se desea eliminar (Figura 8). Por ello, se realizan 6 PCR de amplificacion
del casette de resistencia a kanamicina con las parejas de primers correspondientes (Tabla 3)
empleando la polimerasa MyTaq DNA Polymerase (Bioline). Los productos de PCR fueron
purificados antes de su empleo posterior por medio del Kit indicado anteriormente en el punto
4.6.1.2.

Tabla 3. Esquema de empleo de primers para la generacién de mutantes knock-out de los distintos genes.

N2 Mutante Primer Forward Primer Reverse
1 AembCAB Forward EmbC Reverse EmbB
2 AembAB Forward EmbA Reverse EmbB
3 AembA Forward EmbA Reverse EmbA
4 AembB Forward EmbB Reverse EmbB
5 AembC Forward EmbC Reverse EmbC
6 AembR Forward EmbR Reverse EmbR
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Forward EmbC Forward EmbA Forward EmbB
1 [NINN 11111
A . embC embA embB
1 1111 1
Reverse EmbC Reverse EmbA Reverse EmbB
(TN N
B | Plésmido | Casette de resistencia a Kanamicina > Plasmido
|
i
PCR y electroporacion
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Recombineering en M.smegmatis
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embC
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- | Casette de resistencia a Kanamicina -
V

Figura 8. A. Esquema del operén embCAB y fundamento del disefio de los primers para knock-out.
B. Proceso de amplificacion del casette de kanamicina con los primers anteriores y generacion de mutantes knock-out de
embC sobre el genoma de M. smegmatis mediante el sistema de recombineering.

4.6.2.2. Generacion de electrocompetentes M. smegmatis pJV53H

El funcionamiento del sistema de recombineering se basa en la expresion de gp60, una
exonucleasa 5’ -> 3’ que genera ssDNA a partir del producto de PCR dsDNA; y gp61, que se une a
los extremos de este ssDNA. Durante la replicacion, este sustrato puede sufrir un proceso de
recombinacién en la hebra retardada favorecido por la interaccién de gp61 con la maquinaria de
replicacién en los fragmentos de Okazaki. Gracias a su accién recombinasa, gp61 produce la
sustitucion del gen diana por el casette de resistencia a kanamicina flanqueado por colas
homologas al gen diana, generando un mutante knock-out.

Se inici6 un cultivo de M. smegmatis pJV53H (porta gp60y gp61) en 100 ml de 7H9 + 0,05% Tween
80 + 0,2% succinato (v/v) que mejorara la inducciéon del promotor inducible por acetamida. Tras
un crecimiento overnight, se midio6 la densidad éptica del cultivo a 600 nm. Cuando esta alcanza la
fase exponencial media (entre 0,5y 1), se afiade acetamida hasta una concentracidn final de 0,2%
(v/v) que inducira la expresion de las enzimas del sistema de recombineering. Posteriormente, las
células son incubadas en hielo durante 1,5 horas y posteriormente centrifugadas a 3000 rpm y
4 °C durante 10 minutos para la formacién de un pellet bacteriano.

A continuacién, son lavadas tres veces con una disolucién de 10% glicerol (v/v) enfriada
previamente en hielo, comenzando con un lavado en 20 ml, posteriormente 10 ml y finalizando
con 5 ml. Finalmente, las células son resuspendidas en 1 ml de glicerol 10% (v/v) y alicuotadas
para su uso posterior. Estas células, ya electrocompetentes, son electroporadas en una cubeta fria
de 2 mm de grosor en las condiciones anteriores indicadas con los productos de PCR dializados.
Tras una recuperacion de tres horas en medio LB liquido, son plaqueadas en medio 7H10 con
kanamicina 20 pg/ml. Las células que crezcan previsiblemente habran incorporado a su genoma
el casette de kanamicina. La eliminacion del gen diana se comprueba por PCR, empleando dos
primers upstream y downstream del gen sustituido para observar un cambio en el amplicon
generado de entre 4 y 4,5 kb a 1,5 kb (tamafio del casette de resistencia a kanamicina).
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5. Resultados
5.1. Caracterizacion de la actividad antimicrobiana de selamectina y etambutol
5.1.1. Interaccion entre selamectina, etambutol y PBTZ-169

La existencia de sinergia entre dos compuestos puede ser resultado de un mecanismo de
accidn relacionado al afectar a la misma ruta metabdlica. El PBTZ-169 actia inhibiendo la sintesis
de la pared bacteriana al inhibir a la proteina DprE1 (41), mientras que el etambutol actiia sobre
las proteinas EmbA, EmbB y EmbC (28,30). En el ensayo de checkerboard (Tabla 4), se pudo
confirmar la sinergia entre selamectina y etambutol en una de las dos placas reveladas a 24 horas
y en las dos placas reveladas a 72 horas. La interaccion sinérgica de estos compuestos es conocida
(27), por lo que repitiendo el experimento se podria observar con mayor seguridad esta
interaccion. Ademas, se vio que no existe interaccion entre selamectina y PBTZ-169 o etambutol
y PBTZ-169 a 24 y 48 horas, lo que podria indicar que la selamectina ejerce su accién sobre las
enzimas EmbA, EmbB o EmbC pero no de DprE1 como ocurre en el caso del etambutol.

Tabla 4. Resultados del experimento de sinergia por Checkerboard a 24 horasy 48 horas de crecimiento

Compuesto 24 horas de incubacion 72 horas de incubacion
A B FICA FICB | FICI Interaccion FICA FICB FICI Interaccion
0,5 0,5 1 NO 0,031 0,5 0,531 Sinergia
SEL EMB . . . .
0,125 0,25 | 0,375 Sinergia 0,062 0,25 0,312 Sinergia
0,5 1 1,5 NO 1 1 2 NO
EMB PBTZ-169
1 0,5 1,5 NO 0,5 0,25 0,75 NO
1 1 2 NO 1 1 2 NO
SEL PBTZ-169
0,25 0,5 0,75 NO 1 1 2 NO
Isobolograma Sel x EMB
1 ,
1.0 Figura 9.

Izquierda. Interpretacion de

FICB sinergias en isobolograma.

Derecha. Perfil de interaccion
entre selamectina y etambutol
a 72 horas (Verde) respecto a
un perfil de no interaccién
(Naranja).

FIC Selamectina
o
o

0.0

FICA 1 0.0 05 1.0
FIC Etambutol

Como validacién secundaria de la accion sinérgica entre los compuestos, es necesario realizar un
experimento de cinética de muerte comparando su accién por separado y en combinacidn.
Ademas, esto permitira determinar si haber encontrado una placa con ausencia de interaccion y
otra con interaccion sinérgica clara con 24 horas de crecimiento se debe a una verdadera accién
sinérgica a ese tiempo de crecimiento o por el contrario se trata de una anomalia experimental.

5.1.2. Determinacion de la actividad antimicrobiana de selamectina y etambutol

Una posibilidad para analizar la relevancia de los genes de sintesis de la pared celular en
el mecanismo de accion de la selamectina es analizar la respuesta transcripcional a selamectina y
etambutol. Para ello, se debe realizar una extracciéon de RNA, que necesita un alto nimero de
bacterias tratadas con el farmaco para ser eficiente.
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Esto requiere comenzar el cultivo con un indculo de 107 ufc/ml, cuya respuesta al antibidtico debe
ser caracterizada y comparada respecto al in6culo estandarizado de 105 ufc/ml, puesto que puede
haber variaciones en el perfil de muerte.

Tabla 5. Resultados de tres experimentos de concentracién minima inhibitoria con un inéculo inicial de 105 ufc/mly
107 ufc/ml. Se asume que variaciones de una dilucién en el caso de Selamectina y etambutol son debidos al error
experimental. (*) Para el inéculo de 107 ufc/ml iinicamente se realizaron 2 experimentos. (#) La variacion en el valor de
CIM de PBTZ-169 en el experimento 3 respecto a los experimentos 1y 2 puede deberse a un cambio en el stock de
antibidtico empleado.

Inéculo Antibiético CIM experimento 1 CIM experimento 2 CIM experimento 3
Selamectina 2 pug/ml 2 ug/ml 4 pg/ml
105 ufc/ml Etambutol 2 pg/ml 4 pg/ml 4 pg/ml
PBTZ-169 >20 ng/ml 25 ng/ml 0,976 ng/ml (#)
Selamectina 32 pg/ml 32 pg/ml (@]
107 ufc/ml Etambutol 64 ng/ml >64 ng/ml ™
PBTZ-169 >20 ng/ml 500 ng/ml *)

A partir de los resultados de la Tabla 5 se observa una aparente dependencia de indculo en la CIM
para los tres compuestos. Se planted la posibilidad de que un in6culo elevado tuviera capacidad
para proporcionar sefal positiva en revelado con MTT, aunque el compuesto inhibiera el
crecimiento bacteriano. Para comprobarlo, se realizaron diluciones seriadas de ind6culo
bacteriano observando que, efectivamente, un in6culo inicial de 107 ufc/ml era suficiente para
proporcionar una sefial positiva de crecimiento (Ver Material Suplementario S2).

Por ello, durante el segundo experimento de CIM para el in6culo de 107 ufc/ml se realiz6 de forma
paralela un experimento de CMB. Se vio que el MTT es demasiado sensible para el in6culo de 107
ufc/ml puesto que este es capaz de proporcional sefial alta aunque el cultivo se encuentre en
condiciones bacteriostaticas.

Etambutol

Selamectina

Figura 10. Experimento de concentracion minima bactericida. Se plaquearon por duplicado diluciones seriadas
(entre 10-3y 10-6) de cada pocillo del experimento de CIM con microorganismo y antibidtico (concentraciones
expresadas en pg/ml). Las imdgenes tomadas tras 3 dias de incubacién a 37 °C.

Para el caso de selamectina, hay crecimiento bacteriano hasta en la dilucién 10-6 con 1 pg/ml de
compuesto, que decrece en una dilucién al aumentar la concentracién a 2 pg/ml. Mediante el
conteo de colonias en la placa se determiné una concentracién de 3,8 * 106 ufc/ml a 2 pg/ml,
indicando que el compuesto posee acciéon bacteriostatica a esa dosis. La verdadera accién
bactericida se puede observar a concentraciones superiores a 32 pg/ml, donde disminuye
notablemente el nimero de colonias crecidas aunque se observan anomalias entre diluciones.
Para el caso del etambutol se pudo observar el mismo efecto, alcanzandose la concentracién
bacteriostatica a 2 ug/ml y accién bactericida en concentraciones superiores a 32 ug/ml
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Este experimento, aunque solo se realiz6 una vez, confirmé que la sefial de inhibiciéon observada
por MTT con un in6culo de 107 ufc/ml correspondia a accién bactericida, mientras que la accién
bacteriostatica se encontraba a menores concentraciones, cercanas a las obtenidas parala CIM del
inéculo de 105 ufc/ml. Sin embargo, para validar estos resultados de CIM y CMB, el experimento
deberia ser repetido con réplicas.

Tabla 6. Resultados del experimento de concentracién minima inhibitoria con un inéculo inicial de 107 ufc/ml con CIM y
CMB corregidas al inocular en agar LB.

Antibiético
Selamectina 4 nug/ml 32 pg/ml
Etambutol 2 pg/ml 64 pg/ml

Para caracterizar esta dependencia de indculo en el perfil de actuacién de los compuestos, se
realizé un experimento de cinética de muerte. Con el fin de facilitar el procedimiento
experimental, este se realizé con indculos de 105 ufc/ml y 107 ufc/ml frente a las mismas
concentraciones de antibiotico (1x, 2x, 4x y 10x CIM para 105 ufc/ml) obteniéndose como
resultado la Figura 11, siendo 4 pg/ml la CIM para selamectina y 2 pg/ml la CIM para
etambutol.

Inéculo inicial de 10° ufc/ml Inéculo inicial de 107 ufc/ml

Control

SEL 4 pg/ml
SEL 8 pg/ml
SEL 16 pg/ml
SEL 40 pg/ml
EMB 2 pg/ml
EMB 4 pg/ml
EMB 8 pg/ml
EMB 20 pg/ml

Fbow s

Log10 ufc/ml
Log10 ufc/ml

baowe

Tiempo (h) Tiempo (h)
Figura 11. Resultados del experimento de cinética de muerte para indculos de 105 ufc/mly 107 ufc/ml. El limite de
deteccion se encuentra en 102 ufc/ml

Se pudo observar que, en los primeros tiempos (entre 0 y 6 horas), existe una gran fluctuacién de
hasta media unidad de logaritmo en la concentracién de los cultivos, momentos donde no se
aprecia una fuerte actividad bactericida y por lo tanto las concentraciones deberian permanecer
estables. Esto se debe a un error experimental del propio procedimiento puesto que Unicamente
se cuentan colonias en 100 pl de cultivo diluido (una muestra poco representativa del mismo); y
a la ausencia de detergente en el medio de cultivo, lo que dificulta la homogenizacién de los
cultivos antes del sembrado. La decisiéon de no afiadir detergente se debe a que éste inhibe el
comportamiento antimicrobiano de la selamectina (27).

Ademas, se confirm6 la dependencia de in6culo para la actividad de selamectina y etambutol, que
poseen similitud en su modo de accién a tiempos de 24 y 48 horas. Para un in6culo de 105 ufc/ml,
concentraciones respectivas de 2 pg/ml de etambutol y 4 pg/ml de selamectina (1x CIM) tienen
capacidad bacteriostatica a 24 y 48 horas, pero al incrementar la concentraciéon a 2x CIM se
observa accién bactericida, que produce una reduccion de la concentracion bacteriana de dos
unidades de logaritmo. Sin embargo, para un inéculo de 107 ufc/ml no se lleg6 a ver esta accion
bactericida a las concentraciones y tiempos ensayados, con la excepcion de un ligero descenso de
concentracion en el cultivo de selamectina 40 pg/ml.
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5.2. Condiciones 6ptimas para la extraccion de RNA

El ensayo de cinética de muerte permite determinar las condiciones éptimas de extraccion
de RNA para analizar la respuesta transcripcional de los genes involucrados en la sintesis de la
pared celular en respuesta al tratamiento farmacolégico. El analisis de la expresion de estos genes
en condiciones basales y frente a condiciones inhibitorias de selamectina y etambutol, permite
observar diferencias y similitudes en el patrén de expresién génica que contribuye a determinar
el mecanismo de accion de la selamectina. Adema3s, este andlisis ante un tratamiento combinado
con selamectina y etambutol puede permitir comprender como funciona la sinergia.

Tabla 7. Seleccidn de genes para el estudio de la expresién génica ante un tratamiento con selamectina y etambutol.

Gen Funcion

Codifica para tres arabinosil transferasas sobre galactano y lipomanano que son
Operon embCAB inhibidas por etambutol, uno de los principales farmacos en el tratamiento de
tuberculosis (29,30).

Codifica para un factor de transcripciéon que produce la sobreexpresion de los genes del

embR ,
operdn embCAB (42).
Codifica para una epimerasa que transforma decaprenil-fosforibosa en
MSMEG_6382 . . . . . a
, decaprenilfosforilarabinosa, sustrato de las enzimas codificadas por el operén embCAB
(Ortdlogo de dprE1)
(28).
L. Codifica genes inducidos en situaciones de dafio sobre la pared celular. Su
Operon iniBAC L, . . o
sobreexpresién aumenta en presencia de farmacos que dafian la pared celular (43).
Genes housekeeping para el experimento de RT-qPCR que codifican para la subunidad
mysAYy rrsA

sigma A de la RNA polimerasa y para el 16S rRNA respectivamente.

En las condiciones idéneas de extraccidn, se mantiene una alta concentracion bacteriana que
expresa mecanismos de adaptacion al estrés generado por los antimicrobianos antes del descenso
de la viabilidad del cultivo a causa de la accién del farmaco. Como estas condiciones éptimas no
se pudieron determinar en el primer experimento de cinética de muerte, se decidi6 repetir el
ensayo elevando la concentracion de antibiético a valores de 20x y 50x CIM manteniendo el valor
de 4x CIM para poder comparar los resultados con el primer experimento, obteniéndose como
resultado la Figuras 12, $4.1 y 4.2 (Material Suplementario).

Inéeulo inicial de 10° ufe/ml Inéculo inicial de 107 ufc/ml Control

SEL 16 pg/mL

SEL 80 pg/mL

SEL 200 pg/mL

6- EMB 8 pg/mL

EMB 40 pg/mL

EMB 100 pg/mL

SEL + EMB 16 + 8 pg/mL
SEL + EMB 80 + 40 ug/mL
-+ SEL + EMB 200 + 100 pg/mL

Fhoes

Log10 ufc/ml
Log10 ufc/ml
.

fae

T T T T T T T 1 T T T T T T T T
0 12 24 36 48 0 12 24 36 48

Tiempo (h) Time (h)

Figura 12. Resultados del experimento de cinética de muerte. Izquierda experimento con antibiéticos por separado
realizado antes del confinamiento con inéculo de 105 ufc/mly limite de deteccién en 102 ufc/ml. Como estos estos
antibidticos ejercen su accion a tiempos largos, se sustituyeron las mediciones a 1y 3 horas por una a 2 horas, donde
no es esperable que se produzca gran variacion en la concentracion del cultivo.

Derecha experimento con antibidticos por separado y combinados realizado por un miembro del laboratorio tras el
confinamiento por la COVID-19 con inéculo de 107 ufc/mly limite de deteccién en 104 ufc/ml realizando la medicién
a 24y 48 horas.
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Nota COVID-19: A causa del cierre del laboratorio por la pandemia, no se pudo realizar el experimento de
cinética de muerte combinando selamectina y etambutol para determinar las condiciones dptimas de
extraccion. Sin embargo, tras el confinamiento, el investigador predoctoral José Manuel Ezquerra Azndrez
realizé el experimento (Figura 12 derecha), permitiendo establecer las condiciones éptimas para la
extraccién al obtenerse un perfil de accion idéntico al representado en la Figura $4.1 en las 48 horas
iniciales. En este experimento se realizo una extension de las mediciones hasta 96 horas (Figura $4.2).

Al repetir el experimento queda de manifiesto, de nuevo, la dependencia del in6culo con la acciéon
de ambos antimicrobianos. En los cultivos inoculados con 105 ufc/ml se observa accién
bactericida para todas las concentraciones ensayadas a tiempos de 48 horas, con mayor actividad
de la selamectina que, a concentracion de 200 pg/ml, logra un descenso de la concentracion hasta
102 ufc/ml. Sin embargo, para el inéculo de 107 ufc/ml, los dos antimicrobianos tienen efecto
bacteriostatico a los tiempos ensayados, salvo selamectina 200 pg/ml que produce un descenso
en caso dos unidades de logaritmo a 48 horas.

En este segundo ensayo si se pudieron determinar las condiciones 6ptimas para la extraccidn.
Para el tratamiento con selamectina, esto ocurre a 24 horas con 200 pg/ml, donde el
antimicrobiano ejerce todavia accidn bacteriostatica y la concentracion celular del cultivo se
mantiene elevada, pero se espera una expresidon génica diferencial en respuesta al antibiotico
antes de que comience la muerte celular. Para el etambutol la muerte se produce a tiempos mas
elevados porque a tiempos cortos posee accion bacteriostatica (25,44), por lo que se mediria la
respuesta a 24 horas en el cultivo de 100 pg/ml de etambutol. Ademas, en estas condiciones, la
combinacién de antibidticos a 24h potencia notablemente la actividad bactericida, por lo que la
expresion génica del tratamiento combinado puede ser diferente a la de los compuestos por
separado y su estudio puede ayudar a identificar el mecanismo de acciéon de la combinacién
sinérgica. Sin embargo, para observarla, es preferible usar combinaciones que por separado no
poseen accion bactericida pero en conjunto incrementen en gran medida este efecto como en el
caso de selamectina 16 pg/ml con etambutol 8 pg/ml a 24 horas.

Nota COVID-19: El experimento de determinacion de la expresion por RT-qPCR no fue realizado
debido a la clausura temporal del laboratorio por el SARS-Cov2, aunque los oligonucleétidos fueron
disefiados y se comprobé su especificidad (Ver material suplementario S3). El resultado esperado del
experimento de RT-qPCR es una expresion génica diferencial durante el tratamiento con selamectina o
etambutol respecto al control no tratado. Ademds, si el mecanismo de accién de la selamectina estd
relacionado con el mecanismo de accién del etambutol a nivel de inhibicién de la sintesis de la pared celular,
se espera la induccion del operédn iniBAC (43). Aunque se desconoce el efecto sobre la expresion de los
genes del operén embCAB durante el tratamiento con etambutol, podria ocurrir una respuesta
transcripcional similar entre selamectina y etambutol si ambos poseen un mecanismo de accion relacionado.

5.3.  Rol delos genes del operén embCAB en la resistencia a selamectina

La existencia de interaccidn sinérgica entre etambutol y selamectina podria deberse a un
mecanismo de accion relacionado que se ha tratado de comprobar mediante la manipulacién de
la expresién de los genes del oper6n embCAB y embR.

5.3.1. Mutantes de sobreexpresion de embR

Aumentar la expresion de la diana del farmaco es uno de los mecanismos evolutivos de los
microorganismos para aumentar su resistencia a antibidticos, haciendo que este deba encontrarse
a una mayor concentracion para realizar la misma inhibicion (45).
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Las proteinas EmbA, EmbB y EmbC, principales dianas del etambutol, se sobreexpresan por accién
del factor de transcripcién EmbR. (42). Para estudiar la posible relacién de estos genes con el
mecanismo de accion de la selamectina, se realizaron mutantes de sobreexpresion del regulador
EmbR que consecuentemente poseeran mayor concentracion de estas dianas.

Se comprobd la correcta amplificacién del gen MSMEG_1963 sobre
el genoma de M. smegmatis al correr el resultado de la PCR en un
gel de agarosa al 1% junto al Marker 100bp plus (Generuler)
(Figura 13). Se pueden observar los amplicones mayores de 3kb
para la amplificacién del CDS (3,4 kb) y para CDS y secuencias
reguladoras (REG) (4,4kb) con el promotor y terminador propios
del gen.

Parala amplificacion de embR CDS+REG se observo la presencia de

bandas inespecificas a tamafos inferiores al producto de Figura 13. Resultado de PCR de

amplificacién por lo que se repitié la PCR por triplicado. Cuando se ~ amplificacién ~ sobre  EmbR.
M Marcador de peso molecular
100bp plus, 1 embR CDS, 2 embR
seleccionaron como sustrato para pasos posteriores aquellos en  €DS + REG.

cargaron los nuevos productos de amplificaciéon en el gel se

los que Unicamente se observara la banda correspondiente al gen
amplificado que fueron purificados.

Tras realizarlaligacion y transformacion bacteriana en E. coli, se analizaron por PCR doce colonias
positivas de cada cultivo para comprobar si la resistencia a kanamicina se debia a la presencia del
vector e inserto deseados o por una mutacién espontanea que les conferia resistencia. También
se comprobo la direccionalidad en el clonaje de embR CDS pMV261. El resultado de la PCR fue
positivo para cinco colonias transformadas con el plasmido pSUM36+embR CDS+REG (1,2 kb) y
nueve para el caso de pMV261+embR CDS (1,3kb).

Marker 100bpPlus
bp

el M. . pSUM36 + embR (CDS+REG)

2000
1500 1’ Skb

1000
200 e

E 1kb
700

PMV_Check_F e

I |pMV261 Promotor hsp60

Terminador .

G oMV_Check_R

<= pMV_Check_R
—)
1,2kB 1,3kB

Figura 14. Arriba. Resultado de PCR on colony. Izquierda. resultado para pSUM36 + Inserto. Derecha. resultado
para pMV261 + Inserto. El primer pocillo de cada fila corresponde al Marker 100bp plus (I1zquierda).
Abajo. Esquema de PCR de comprobacion de la presencia del inserto en pSUM36 y pMV261.

Tras la transformacién bacteriana en M. smegmatis, inicamente se observo crecimiento de
colonias en la transformacién con pSUM36+embR CDS+REG y, aunque fueron repetidas 3 veces,
no se lleg6 a observar crecimiento para el plasmido pMV261 que contenia EmbR bajo el control
del promotor Hsp60. Cinco de estas colonias fueron aisladas y crecidas medio liquido 7H9 con
kanamicina 20 pg/ml para su congelacidn en glicerol de modo que pudieran ser usadas en el
laboratorio para experimentos posteriores.
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Nota COVID-19: Aunque el paso posterior a la construccién de los mutantes era caracterizar su
susceptibilidad a selamectina, etambutol y PBTZ-169; estos experimentos no pudieron llevarse a cabo
debido al cierre del laboratorio por la COVID-109.

La caracterizacion de estos mutantes se haria empleando los mismos ensayos realizados con la cepa
wild-type para observar un posible cambio en la actividad antimicrobiana. Se conoce que como
consecuencia de la sobreexpresion de EmbR se produce una reduccion de la susceptibilidad a etambutol al
aumentar la expresion de EmbA, EmbB y EmbC (42). Un fenémeno parecido al exponer la bacteria a
selamectina indicaria un mecanismo de accion similar o la existencia de dianas potenciales en el operon
embCAB. Asi mismo, se espera que la concentraciéon minima inhibitoria del PBTZ-169 no sufra cambios,
puesto que posee una diana diferente (DprE1).

5.3.2. Mutantes knock-out del operon embCABy embR

Para este estudio, se planted la realizacién de diversos mutantes knock-out del operon
embCAB mediante el uso de la técnica de recombineering (Ver material suplementario S5). Estos
mutantes presumiblemente poseerian mayor sensibilidad a selamectina, puesto que la ausencia
de estos genes produciria un perfil similar a la inhibicién en un tratamiento con etambutol.

Tras la electroporacion por duplicado de la cepa de M. smegmatis pJV53 no se observd crecimiento
en ningun caso. Este hecho se esperaba para el caso de mutantes doble y triple (AembAB y
AembCAB), donde la ausencia completa de estos genes deberia imposibilitar la viabilidad del
microorganismo dado que se produciria la pérdida de una ruta esencial (46). Sin embargo, se
conoce que los genes individualmente no son esenciales para el crecimiento del microorganismo
(47). Una posible explicacién para los resultados observados es que, durante la recombinacidn, se
produjera un fallo y no se realizara la sustituciéon del gen por el casette de kanamicina. Esto
imposibilitaria el crecimiento de las bacterias en medio que contenia el antibiético.

El experimento se realizé colocando colas de identidad de tinicamente 50 nucle6tidos durante el
disefio de los primers, para permitir en un inico paso de PCR amplificar el casette de kanamicina
y tener el producto final de recombineering. Estos, podrian no ser suficientes para realizar el
experimento de manera eficiente dado que, para una recombinacion eficiente, es recomendable
emplear sustratos con al menos 500 nucleétidos de identidad (48). Otra posible razdn para el fallo
del experimento, consultada con miembros del laboratorio en base a su experiencia previa en
estas técnicas, es que la eficacia del stock de células electrocompetentes del laboratorio era menor
de lo esperado, por lo que se deberia realizar un nuevo stock para aumentar el rendimiento de la
técnica.

Por ello, se plantea realizar de nuevo el experimento ampliando las colas de identidad. Esto se
puede realizar, por ejemplo, mediante tres PCR disefiando primers con extremos solapantes en 3’
y 5’ para la amplificacidon por separado de las colas y el casette de resistencia a kanamicina que
podria ser ensamblado por Gibson Assembly (49) para obtener el sustrato con el que transformar
(Ver material suplementario S6).

Nota COVID-19: Aunque se esperaba repetir este experimento generando un nuevo stock de células
electrocompetentes y ampliando los nucledtidos de identidad en el sustrato de recombinacion, no se pudo
llevar a cabo por la clausura del laboratorio debido a la COVID-19.
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6. Discusion

La resistencia a los antibidticos es un problema global que amenaza los sistemas de salud de
paises avanzados y en vias de desarrollo. La aparicién de cepas multi resistentes incrementa los
costes de los tratamientos actuales y el riesgo de que infecciones facilmente tratables en el pasado
sean letales en un futuro (50). Una de las alternativas actuales para enfrentar este problema se
encuentra en el reposicionamiento farmacoldgico, que trata de identificar nuevas aplicaciones
terapéuticas en farmacos clinicamente aprobados para otras indicaciones. Siguiendo esta
estrategia, se identificd la actividad antimicrobiana de la selamectina frente a micobacterias (25).
A pesar de poseer uso veterinario extendido, la selamectina no ha sido autorizada para su uso en
humanos (51) y no hay ensayos clinicos iniciados (52), por lo que para su aprobacién como
antimicrobiano debera superar las fases de aprobacién farmacoldgica en humanos. Aunque esto
puede suponer una dificultad para el empleo de este farmaco en terapia, el descubrimiento de su
mecanismo de accion para inhibir el crecimiento de bacterias del género Mycobacterium puede
ser un punto de partida para el desarrollo de nuevos fAirmacos, asi como para comprender mejor
el funcionamiento fisioldgico de la bacteria y sus rutas metabdlicas.

Estudios previos muestran la potencial relaciéon entre el modo de accidon de la selamectina y
etambutol implicando los procesos de sintesis de la pared celular (53). Por ello, a lo largo de este
TFG se han seguido dos caminos para observar la relevancia de los genes de sintesis de la pared
celular en el modo de acciéon de la selamectina como antimicrobiano frente a M. smegmatis
(Figura 3).

Se ha buscado observar la respuesta transcripcional diferencial de genes relacionados con la
sintesis de la pared celular y con el mecanismo de accién de etambutol y PBTZ-169 ante un
tratamiento con selamectina o etambutol. La ausencia de interaccion entre PBTZ-169 con
selamectina o etambutol y la sinergia entre selamectina y etambutol identificadas en la Tabla 4
podrian ser indicativa de que selamectina ejerce su accion interfiriendo con la funcién de EmbA
EmbB o EmbC pero no de DprE1, principal diana del PBTZ-169. Para estudiar la respuesta, se debe
obtener suficiente material genético de partida por lo que fue necesario caracterizar la accién de
los antimicrobianos ante un inéculo de 107 ufc/ml. Se observd que existia una dependencia del
indculo con el modo de actuacion de estos compuestos, resultando en un incremento en la CIM
para 107 ufc/ml respecto al in6culo de 105 ufc/ml (Tabla 5) y cambio en el perfil de muerte
(Figuras 11 y 12). Estos ensayos permitieron determinar las condiciones Optimas para la
extraccion de RNA sobre la cual analizar la expresion génica diferencia que tienen lugar a las 24
horas de tratar con selamectina (con 200 pg/ml), etambutol (con 100 pug/ml) o combinando
ambos farmacos (con 16 pg/ml de selamectina y 8 pg/ml de etambutol).

Paralelamente, se ha tratado de determinar el rol que toman las proteinas codificadas por el
operon embCAB en el mecanismo de accidon de la selamectina. Se espera que el cambio de
expresion en las dianas del etambutol produzca un cambio en la susceptibilidad a selamectina si
este farmaco tiene como diana alguna de estas proteinas. Para ello, se construyeron mutantes de
M. smegmatis con sobreexpresion del regulador embR y se realizaron todos los pasos para la
construcciéon de mutantes knock-out aunque estos ultimos no se llegaron a aislar. En futuros
estudios se debe determinar la concentracién minima inhibitoria y los perfiles de muerte de estos
mutantes ante selamectina y etambutol que confirmarian la posible relaciéon entre el modo de
accion de la selamectina y las proteinas codificadas por embCAB.
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7. Conclusiones

1. Laselamectina posee interaccion sinérgica con etambutol pero no existe interaccion entre
selamectina y PBTZ-169 o etambutol y PBTZ-169, lo que podria estar relacionado con una
relacién en el mecanismo de actuacion de selamectina y etambutol.

2. Ladeterminacidn de la concentraciéon minima inhibitoria de un inéculo de 107 ufc/ml por
MTT puede proporcionar falsos positivos si el compuesto probado tiene accidn
bacteriostatica por lo que se debe comprobar mediante la siembra en agar.

3. La concentracién minima inhibitoria y el efecto bactericida o bacteriostatico de
selamectina y etambutol en un cultivo de M. smegmatis son dependientes del in6culo
inicial.

4. Las condiciones dptimas para la extraccion de RNA que permiten analizar la respuesta
transcripcional diferencial ante un tratamiento con selamectina ocurren a 24 horas con
un cultivo inoculado con 107 ufc/ml de M. smegmatisy 200 ug/ml de selamectina, mientras
que para el tratamiento con etambutol ocurren a 24 horas con 100 pg/ml.

5. Las condiciones 6ptimas para la extraccion de RNA que permiten analizar la respuesta
transcripcional diferencial ante un tratamiento combinado con selamectina y etambutol
ocurren a 24 horas en un cultivo inoculado con 107 ufc/ml de M. smegmatis con 16 pg/ml
de selamectina y 8 ug/ml de etambutol.

7. Conclusions

1. Selamectin has a synergic interaction with ethambutol but there is no interaction between
selamectin and PBTZ-169 or ethambutol and PBTZ-169. This could indicate a relationship
in the mechanism of action of selamectin and ethambutol.

2. Determination of minimum inhibitory concentration using MTT with an inoculum of 107
colony former units per millilitre (cfu/ml) can provide false positive results if the
compound tested has bacteriostatic effect. For this reason, it must be checked in agar.

3. The minimum inhibitory concentration and the bacteriostatic or bactericide effect of
selamectin and ethambutol against M. smegmatis depend of initial inoculum.

4. The optimal conditions for RNA extraction that allow the analysis of the transcriptional
response of selamectin occur at 24 hours with a 107 cfu/ml inoculum of M. smegmatis and
200 pg/ml of selamectin while for ethambutol occurs with 100 pg/ml of ethambutol.

5. The optimal conditions for RNA extraction to analyse the transcriptional response after a
combined treatment with selamectin and ethambutol occur at 24 hours in a culture
inoculated with 107 cfu/ml of M. smegmatis and 16 pg/ml of selamectina and 8 pg/ml of
ethambutol.
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