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Resumen

La tuberculosis es uno de los desafios mas importantes para la salud publica en el
mundo. Actualmente hay una prevalencia de 2 billones de personas infectadas con
Mycobacterium tuberculosis, lo que representa el 30% de la poblacion mundial. En la
actualidad, entre los blancos terapéuticos de mayor interés para el control de patégenos
intracelulares se encuentran las proteinas de membrana plasmatica encargadas del
transporte idnico: ATPasas, transportadores ABC y sistemas antiporter ion/H" (Novoa
et. al. 2012). De hecho, la regulacién de la concentraciéon de iones metalicos es central
en la fisiologia de la interaccibn hospedero- patégeno y ambos han desarrollado
mecanismos sofisticados para el transporte de iones hacia el interior o el exterior celular
dependiendo de sus necesidades (Soldati y Neyrolles, 2012).

Estudios gendémicos de M. tuberculosis evidenciaron que existen 28 secuencias que
codifican para transportadores putativos de iones metdlicos, entre ellos 12 ATPasas tipo
P (Novoa et. al., 2012; Agranoff y Krishna, 2004, 1998). Este gran nimero de ATPasas
(el mayor nimero reportado para una bacteria), puede dar la versatilidad requerida al
bacilo para adaptarse a las condiciones intra- y extracelulares durante las diferentes
etapas de la infecciéon, las cuales difieren marcadamente en osmolaridad,
concentraciones de iones metdlicos, pH y disponibilidad de nutrientes.

Estudios bioinformaticos, permitieron clasificar a las ATPasas tipo P de M. tuberculosis
CtpA, CtpB, CtpC, CtpD, CtpG, CtpJ y CtpV como transportadores de metales pesados
(Cu?*, Cu*, Cu'/ Cu®, Zn*' y Co*/Ni*"); a CtpE, CtpF, CtpH y Ctpl como transportadores
de iones de metales alcalinos y alcalinotérreos (Na*, K*, Ca®*, H" y Mg®); y a KdpB,
como una proteina que tiene alta identidad con la subunidad R de una ATPasa
multimérica transportadora de K de E. coli (Novoa et. al. 2012). Sin embargo, la
especificidad de sustrato para estas ATPasas solo ha sido establecida
experimentalmente para tres de ellas. A partir de la creacion de mutantes se ha logrado
establecer que CtpD es una Co*/Ni** - ATPasa (Raimunda et. al. 2012) y que CtpV y
CtpC son ATPasas transportadoras de Cu®* y Zn?**, respectivamente. (Ward S. et.al. 2010
y Botella H. et.al. 2011).

En nuestro grupo de investigacion con anterioridad establecio la actividad ATPasa
dependiente de Na' en la membrana plasmatica de M. tuberculosis. Dicha actividad se
asocié a la presencia de una Na" ATPasa tipo P, pues es inhibida por vanadato, un
reconocido inhibidor de este tipo de bombas (Cuesta, 2010). Los estudios bioinformaticos
también identificaron en el genoma del bacilo, al gen ctpE (Rv0908) de M. tuberculosis
como posible codificante de una Na® ATPasa tipo P.
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El presente trabajo busca establecer la especificidad idnica de la proteina codificada por
el gen ctpE de M. tuberculosis. Especificamente, se logré la clonacién del gen en el
vector de expresién pBADAZ2 y la expresion heterdloga en células de E. coli del producto
génico CtpE. También, los resultados de algunos ensayos bioquimicos y medidas
electrofisiologicas, realizados en vesiculas de membrana de E. coli, sugieren que la
proteina CtpE corresponde a un transportador de Na™ y/o K”.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, ATPasas tipo P

Abstract

Tuberculosis is one of the most important challenges for global public health. Currently,
there is a prevalence of 2 billion people infected with Mycobacterium tuberculosis, which
represents 30% of world’s population. Among the new therapeutic targets of highest
interest to control intracellular pathogens, there are plasma membrane proteins involved
in ionic transport: ATPases, ABC transporters and antiporter systems ion/H" (Novoa et.
al. 2012). In fact, the regulation of metallic ions concentration plays an important role in
the physiology of host- pathogen interaction and both have developed sophisticated
mechanisms for ion transport to the intra- or extracellular space according to their needs.
(Soldati and Neyrolles, 2012).

Different studies have shown that M. tuberculosis genome possess 28 sequences that
codify putative trasnsporters of metallic ions, including 12 P type ATPases (Novoa et. al.,
2012; Agranoff and Krishna, 2004, 1998). This is the highest humber reported for any
bacteria, and might give the bacillum versatility to survive to different confitions during the
infection, which differ in osmolarity, metallic ion concentration, pH and nutrient availability.

Bioinformatic studies allowed to classify P type ATPases of M. tuberculosis CtpA, CtpB,
CtpC, CtpD, CtpG, CtpJ and CtpV as heavy metal transporters (Cu®*, Cu*, Cu*/ Cu?",
Zn** and Co**/Ni*); CtpE, CtpF, CtpH and Ctpl as alkaline and alkaline earth metal
transporters (Na*, K*, Ca®*, H" and Mg®"); and KdpB, as a protein with high identity with B
subunit of a multimeric ATPase transporter of K* in E. coli (Novoa et. al. 2012).
However, ion specificity has only been achieved for three of them. From mutagenesis
studies it has been possible to establish that CtpD is a Co®*/Ni** - ATPase (Raimunda et.
al. 2012) while CtpV and CtpC are transporters of Cu®* and Zn?*, respectively. (Ward S.
et.al. 2010 and Botella H. et.al. 2011).

Within our research group it has been stablished the ATPase activity stimulated by Na™ in
the plasma membrane of M. tuberculosis. This activity was associated to the presence of
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a Na’ type P ATPase, due to it is inhibited by vanadate, a recognized inhibitor of this kind
of pumps (Cuesta, 2010). Bioinformatic studies also identified the gene ctpE (Rv0908) in
M. tuberculosis genome as the codifying gene of a Na* type P ATPase.

The objective of this work is to stablish the ion specificity of the protein codified by the
gene ctpE of M. tuberculosis. Specifically, cloning the gene in the expression vector
pBADA2 and heterologous expression of CtpE in E. coli was achieved. The obtained
results from biochemical assays and electrophysiological measurements made on
membrane vesicles of E. coli, suggest that the protein CtpE corresponds to a Na* and/or
K" transporter.

Key words Mycobacterium tuberculosis, type P ATPases
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1. Justificacion

La TB es una enfermedad infecciosa causada por M. tuberculosis, una bacteria altamente
patogénica. De acuerdo con el reporte mas reciente de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), en el afio 2011 se presentaron cerca de 8,3 -9,0 millones de nuevos casos
de esta enfermedad en todo el mundo (WHO,2012). En Colombia, segun informes del
Ministerio de Salud y Proteccién Social y del Instituto Nacional de Salud (INS), en el afio
2011, se registraron 10731 nuevos casos, siendo las regiones mas afectadas: Orinoquia,
Amazonia y los departamentos de Chocé, Quindio y Guajira (MINSALUD, 2012; INS,
2009).

En la mayoria de casos, la bacteria y el hospedero establecen un equilibrio, y los
individuos infectados pueden permanecer asintomaticos por varias décadas.
Actualmente, existe una prevalencia en todo el mundo de 2 billones de personas
infectadas con M. tuberculosis, de los que un 10% desarrollaran TB debido al
debilitamiento de su sistema inmune por causas diversas como la co-infeccién con el
virus de inmunodeficiencia humana (VIH), malnutricion o edad avanzada (Sundaramurthy
y Pieters, 2007; Lougheed et. al., 2009).

Aunque se ha progresado en el entendimiento de la base de la infeccién, la interaccion
de la bacteria con los macréfagos, la respuesta inmune del hospedero y el paso al estado
de persistencia, aln existen muchas preguntas acerca de la biologia del bacilo
tuberculoso. Por ejemplo, el conocimiento de los requerimientos nutricionales de la
micobacteria ha sido ampliamente estudiado; sin embargo, aun no se ha estabecido la
identidad de los transportadores de dichos compuestos esenciales (Niederwies, 2008).

Estudios bioinformaticos del genoma de M. tuberculosis evidenciaron que existen 28
secuencias que codifican para transportadores putativos de iones metalicos, entre ellos
12 ATPasas tipo P (CtpA, CtpB, CtpC, CtpD, CtpE, CtpF, CtpG, CtpH, Ctpl, CtpJ, CtpV y
KdpB), las cuales han sido poco caracterizadas experimentalmente (Novoa et. al., 2012;
Agranoff y Krishna, 2004, 1998). Algunos de estos marcos de lectura también son
codificados en M. leprae sugiriendo que tienen un rol a nivel intracelular, ya que este
microorganismo Unicamente sobrevive en el interior de las células hospederas.

Este gran niumero de ATPasas (el mayor nimero reportado para una bacteria), puede dar
la versatilidad requerida al bacilo para adaptarse a las condiciones intra- y extracelulares
durante las diferentes etapas de la infeccion, las cuales difieren marcadamente en
osmolaridad, concentraciones de iones metalicos, pH y disponibilidad de nutrientes.
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En este sentido, las ATPasas tipo P transportadoras de cationes Na*, Ca*", K*, H*, Cu*' y
Zn** juegan un rol importante en el control de la homeostasis celular y el transporte
secundario de metabolitos.Varias de estas ATPasas se han implicado en la supervivencia
de M. tuberculosis y otros patdgenos intracelulares en el fagosoma. De hecho, la
expresion de algunas de estas bombas es inducida cuando el bacilo infecta células
humanas (Botella et. al. 2012). Por otro lado, estudios llevados a cabo en nuestro grupo
de investigacion, han evidenciado no solo la presencia de una actividad Na*/K* ATPasa,
en la membrana plasmatica de M. smegmatis y M. tuberculosis, sino también su
importancia al someter a ambas micobacterias a condiciones de estrés metabdlico como
hipoxia e inanicién (resultados no publicados).

Los estudios recientes sugieren que la familia de ATPasas tipo P juega un rol importante
en la patogénesis de M.tuberculosis y por tanto, seria de gran interés identificar el sutrato
transportado por cada miembro Ctp y establecer su contribucién (y posible redundancia)
a la resistencia de la bacteria (Botella et. al. 2012). Entre las bombas transportadoras de
metales alcalinos y alcalinoterreos se ha propuesto a CtpF, CtpH y CtpE como una
Na'/K*, Ca®" y Na" ATPasa, respectivamente (Novoa et. al., 2012).

En la actualidad, el transporte de Na* mediado por ATPasas tipo P en M. tuberculosis es
completamente desconocido. Para otros organismos, no se ha reportado una actividad
transportadora de Na' mediada simultaneamente por Na® y Na'/K* ATPasas, como
ocurriria para M. tuberculosis. La existencia de un mecanismo alterno que ayude a
mantener la concentracion intracelular de Na* (ademas de una Na'/K* ATPasa) podria
tener un impacto significativo en procesos metabdlicos esenciales y la sefialiazacion
fisiologica de la micobacteria (Rocafull et. al. 2012, Agranoff y Krishna, 2004, 1998,
Yatime et. al. 2009).
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2.Marco Teorico

2.1 Generalidades acerca de las micobacterias

El género Mycobacterium estd compuesto por cerca de 100 especies de bacterias que en
su gran mayoria son ambientales y no patégenas. Sin embargo, algunas especies como
M. tuberculosis, M. leprae y M. ulcerans, corresponden a patégenos humanos causantes
de tuberculosis (TB), lepra y ulceras de buruli, respectivamente. Su éxito como
patdégenos recae en la capacidad de residir y proliferar en los macréfagos del hospedero
estableciendo asi enfermedades a largo término (Cosma, 2003).

Este género esta conformado por bacilos aerobios, inmdviles y no esporulados con un
tamafo de 0,2-0,6 x 1-10 ym. Son muy exigentes nutricionalmente, algunos bacilos son
de crecimiento lento y otros de crecimiento rapido. La pared celular es rica en lipidos y es
precisamente esta superficie hidrofébica la que le confiere a las micobacterias resistencia
frente a muchos desinfectantes, antibidticos y tinciones habituales de laboratorio; de
hecho al ser tefiidos, los bacilos no se pueden decolorar con soluciones acidas y por esta
razén son conocidos como acido alcohol resistentes. EI método de tincion mas empleado
para identificar bacterias de este género es Ziehl-Neelsen (Cosma, 2003; Tomashefski y
Farver, 2008). Ademas de su capacidad acido-alcohol resistentes, también comparten
otras caracteristicas como: la presencia de acidos micélicos con 60-90 atomos de
carbono en su pared celular y un elevado contenido de guanosina+citosina (61-71%) en
su DNA (Murray et. al., 2006).

Otra clasificacion de este género, se da entre micobacterias no tuberculosas (Complejo
M. avium, MAC) y micobacterias tuberculosas (Complejo M. tuberculosis). Las
micobacterias no tuberculosas son ubicuas en el medio ambiente, existen en una
variedad de hospederos animales y se cree que son contraidas desde el ambiente
(suelo, agua, polvo, aves, animales, comida). Entre ellas se encuentran M. avium y M.
intracellulare que son patégenos oportunistas, es decir que solo causan infecciones en
ciertos hospederos. Se ha especulado que una vez han entrado en los pulmones, estas
bacterias forman biofilm como lo hacen en fuentes ambientales y con el tiempo provocan
la destruccién de las mucosas (Tomashefski y Farver, 2008). Por otro lado, el complejo
M. tuberculosis consiste de M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. microti, M.
canneti, y M. pinnipedii, los que a pesar de ser organismos cercanamente relacionados a
nivel de secuencia de nucledtidos, difieren significativamente en su morfologia,
bioquimica y hospedero infectado (Cosma, 2003; Tomashefski y Farver, 2008).

2.1.1 Envoltura celular

En las micobacterias, esta barrera fisica tiene baja permeabilidad incluso para la toma de
nutrientes, lo cual entre otros, retarda el crecimiento de las mismas (Dafeé , 2008). Su
composicion quimica es diferente a la presentada por bacterias gram positivas y gram
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negativas; de hecho el contenido lipidico puede alcanzar cerca del 40% del peso seco
de la micobacteria (Dafeé , 2008).

Se ha establecido que la envoltura celular consiste de la membrana plasmética o bicapa
lipidica, rodeada por una pared celular de carbohidratos y lipidos, que a su vez esta
rodeada por la capsula compuesta principalmente de polisacarido y proteina (Figura 2-1).
La presencia de periplasma entre la membrana plasmética y el peptidoglicano (capa de
10- 15 nm de espesor), aun debe ser demostrada (Dafe€, 2008). A pesar de que
estructuralmente las micobacterias son similares a las bacterias gram positivas, también
poseen caracteristicas de bacterias gram negativas, razén por la cual las micobacterias
no se han clasificado dentro de ninguno de los dos grupos (Hett E, 2008).

Membrana plasmaéatica o bicapa lipidica: Su composicion, apariencia y funcién no son
muy diferentes de otras membranas biologicas. La bicapa lipidica esta compuesta
principalmente de fosfolipidos cuya fraccion de acidos grasos tienen cadenas de menos
de 20 carbonos, presentan dobles enlaces o ramificaciones: &cido palmitico (Cis.0),
octadecenoico (Cig1) Y 10-metiloctadecenoico (tuberculostearico Ciq).Los fosfolipidos
encontrados son: fosfatidilinositol manosidos (PIM), fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina
(CL), fosfatidiletanolamina (PE) y poco fosfatidilinositol (PI). Las micobacterias no tienen
fosfatidilcolina (PC). El mayor componente de la membrana plasmatica es la CL
(aproximadamente 52%), PIM (36-38%) y PE (aproximadamente 10%) (Dafeé M, 2008;
Goren M, 1972).

Pared celular: Consiste de un “esqueleto” covalentemente enlazado y una variedad de
sustancias unidas no covalentemente como lipidos, glicolipidos y pocos polipéptidos. El
“‘esqueleto” es una macromolécula conformada por peptidoglicano unido por enlaces
covalentes al arabinogalactano y acidos micélicos (a ramificados y B hidroxilados de
cadenas muy largas de mas de Cy) que define la forma de la pared celular. Se ha
propuesto que los acidos micdlicos forman una monocapa cerca de la superficie externa
de la pared intercalados con cadenas de acidos grasos. Este modelo se “asemeja” a la
membrana externa de las bacterias gram negativas, sin embargo, su presencia no se ha
corroborado hasta ahora con micrografias electrénicas. En este caso la toma de
nutrientes se facilitaria por la presencia de porinas en la pared que han sido reportadas
en M. chelonae y M. smegmatis (Dafeé M, 2008).

Capa externa o cpsula: Los principales componentes de esta capa son polisacaridos y
proteinas y su proporcién varia con respecto a la especie; por ejemplo, para especies de
crecimiento lento como M. tuberculosis y M. kansaii hay una mayor proporcién de
polisacaridos, mientras que para especies de crecimiento rapido como M. smegmatis la
capsula estd compuesta mayoritariamente de proteinas. Solo entre el 2 -3% del material
expuesto en la superficie corresponde a lipidos (Dafeé M, 2008). En M. tuberculosis, los
polisacéridos identificados son glucano, arabinomanano y manano. Por otro lado,
también se ha reportado la presencia de proteinas como [-lactamasas, fosfolipasas,
hemaglutinina, catalasa, peroxidasa, superoxido dismutasa etc. (Dafeé y Etienne, 1999).
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Figura 2-1: Envoltura celular de las micobacterias. La membrana plasmatica compuesta por fosfolipidos
como fosfatidilinositol manosidos (PIM), es rodeada por una pared celular rica en carbohidratos y lipidos
(acidos micodlicos, lipoarabinomanano LAM, lipomanano LM) (Tomado de Park y Bendelac, 2000).
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2.2 Mycobacterium tuberculosis

Es un bacilo no movil, aerobio y &cido- alcohol resistente. Fue descubierto por Robert
Koch en 1882. Cultivado sobre medio sélido, crece lentamente (aproximadamente en 2
semanas) y las colonias formadas son rugosas de color crema (Cosma, 2003;
Tomashefski y Farver, 2008). Este patdgeno intracelular es el mas ancestral del complejo
M. tuberculosis. Debido a que este bacilo es un patégeno obligado, solo es contraido
desde humanos infectados (Cosma, 2003; Tomashefski y Farver, 2008).

A partir de andlisis bioinforméticos del genoma de M. tuberculosis (aproximadamente
4000 kpb), se encontré que el bacilo es capaz de sintetizar todos los aminoacidos
esenciales, vitaminas, y cofactores, y metabolizar una gran cantidad de compuestos
organicos. Bajo condiciones aerbbicas, el ATP es generado por fosforilacion oxidativa
empleando la cadena de transporte de electrones, aunque es evidente que también debe
poseer los mecanismos necesarios para adaptarse a los cambios ambientales
microaerofilicos y/o anaerdbicos en el interior del granuloma. M. tuberculosis es
resistente a muchos antibiéticos gracias a su envoltura celular hidrofébica que actua
como barrera permeable, y a que es capaz de sintetizar enzimas hidroliticas y
transferasas como la B-lactamasa y aminoglicosidoacetil transferasa, y varios sistemas
de eflujo de drogas como por ejemplo transportadores tipo ABC (Cole et. al. 1998).
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La envoltura celular de M. tuberculosis tiene una composicion de lipidos, glicolipidos y
polisacaridos inusuales similar a la de otras micobacterias (4cidos micdlicos,
lipoarabinomanano y arabinogalactano entre otros), los cuales son responsables de
disparar las reacciones inflamatorias del hospedero (Murray et. al., 2006). Debido a que
M. tuberculosis presenta tan diversos y numerosos ligandos en su superficie, es de
esperar que in vivo, la bacteria sea internalizada en los macréfagos usando mas de una
via mediada por receptor, de hecho se ha comprobado que la bacteria activa el sistema
complemento para ser opsonizada por C3b y de esta forma ser reconocida por los
receptores CR1, CR3 y CR4 de los macrofagos para ser fagocitada, ademas la bacteria
no opsonizada puede ser reconocida gracias a sus polisacaridos de superficie
(lipoarabinomanano) por otros receptores como el receptor de manosa con el fin de
entrar a los macréfagos (Ernst, 1998).

2.3 Tuberculosis

La TB es una enfermedad generada por la infeccibn con M. tuberculosis y afecta
principalmente los pulmones (TB pulmonar) aunque también puede afectar otros 6rganos
(TB extrapulmonar).

A pesar de la disponibilidad de tratamientos, en la actualidad la TB se mantiene como un
problema de salud publica global. La TB junto con la malaria y el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) son las enfermedades con mayores tasas de
mortalidad anual en el mundo especialmente en paises subdesarrollados (en Africa y
Asia se presenta mas del 80% de los casos), de hecho, es la segunda causa de muerte
por enfermedades infecciosas a nivel mundial después de la infeccién por el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH).

De acuerdo con el reporte mas reciente de la Organizaciébn Mundial de la Salud (OMS)
en el afio 2011 se presentaron cerca de 8,3 -9,0 millones de nuevos casos de esta
enfermedad (WHO,2012; Rachman y Kaufmann, 2007). En Colombia, segun informes del
Ministerio de Salud y Proteccion Social y del Instituto Nacional de Salud (INS), en el afio
2011, se registraron 10731 nuevos casos, siendo las regiones mas afectadas: Orinoquia,
Amazonia y los departamentos de Chocé, Quindio y Guajira (MINSALUD, 2012; INS,
2009).

Se estima que un tercio de la poblacion mundial esta infectada con M. tuberculosis pero
solo el 10% de esa poblacion desarrollara la enfermedad activa, y el riesgo se incrementa
mas de 10 veces en individuos coinfectados con VIH (Figura 2-2) (WHO, 2012; Koul et.al.
2011). Por otro lado, también exite un estado de infeccibn que se conoce como TB
latente, la cual es asintomatica y no infecciosa, surge de la restriccion inmune del
crecimiento de M. tuberculosis en el hospedero. El estado metabdlico no replicativo de la
bacteria que adquiere durante la TB latente, se denomina dormancia. De las condiciones
de estrés en las que se encuentra la bacteria durante la latencia, es la hipoxia la que
induce estados no replicativos y tolerancia a ciertas drogas como isoniazida (Koul et.al.
2011).
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Los factores que determinan la progresion de la enfermedad son: el nimero de bacilos
inhalados, la susceptibilidad del hospedero y la respuesta inmunoldgica del mismo
(Cosma, 2003; Tomashefski y Farver 2008).

La tuberculosis puede ser tratada con drogas como: isoniazida (INH), etambutol (EMB),
rifampicina (RMP) y pirazinamida (PZA), las cuales se suministran durante un largo
tiempo (18-24 meses) y en diferentes combinaciones (8-10 medicamentos). Sin embargo,
se ha incrementado la aparicion de cepas multidrogorresistentes de M. tuberculosis
(MDR-TB) que son resistentes a por lo menos a RMP e INH, las dos principales drogas
de primera linea usadas para tratar TB; y también las cepas extremadamente resistentes
de M. tuberculosis (XDR-TB) las cuales son resistentes a RMP, INH y fluoroquinolonas y
otras drogas de segunda linea (por ejemplo kanamicina) lo que deteriora el tratamiento
actual. Ademas no hay drogas disponibles en contra de M. tuberculosis en estado
dormante (WHO, 2012; Koul et.al. 2011).

Figura 2-2: Etapas de la infeccién de M. tuberculosis. Transmisién de M. tuberculosis y progresion de la
enfermedad activa y latente. Solo una parte de la poblacion presentard la enfermedad activa varios afios
después de la exposicién a la bacteria (por ejemplo, pacientes inmunosuprimidos por infeccion con VIH).
Después del tratamiento el 95% de los pacientes se recupera (*), mientras que sin tratamiento (**) en el 50%
de los casos el individuo fallece (Tomado de Koul et.al., 2011).
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Por estas razones, se necesitan desarrollar nuevos medicamentos que puedan atacar la
TB capaces de acortar el periodo de tratamiento (incluyendo menores frecuencias y dosis
de medicamento), que estén dirigidas a combatir las cepas MDR-TB y XDR-TB y que
ademas puedan ser co-administradas con medicamentos contra el VIH. Entre los nuevos
medicamentos que se estan desarrollando actualmente se encuentran las diarilquinolinas
(TMC207) y benzotiazainas (BTZ043) las cuales afectan la sintesis de ATP
(especialmente en condiciones de hipoxia) y la sintesis de arabinano, respectivamente.
Al ser medicamentos dirigidos contra proteinas de membrana que son mas facilmente
accesibles (sitios de union) desde el espacio periplasmico, se eliminan algunos
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problemas relacionados con la permeabilidad de la membrana de la micobacteria (Koul
et.al. 2011).

Hasta el momento la Unica vacuna usada como una medida preventiva (aunque no
completamente eficaz) es la variante atenuada de M. bovis (BCG) pero muestra
efectividad variable en prevenir TB en adultos. Se han hecho grandes esfuerzos para
descubrir una vacuna novedosa y en la actualidad existen muchos candidatos a vacuna
gue estan siendo probadas en modelos animales e incluso 7 de ellos estan siendo
probados en poblaciones pediatricas (Koul et.al. 2011).

2.3.1 Patogénesis

El bacilo tuberculoso se dispersa por contacto interpersonal via aérea cuando las
personas infectadas expelen la bacteria viva en gotas pequefias, por ejemplo tosiendo.
Los organismos son depositados en el alvéolo donde producen una reaccion inflamatoria
y se multiplican libremente produciendo una acumulacién local de neutréfilos y
macrofagos. Los macréfagos son la primera linea de defensa en contra del bacilo, no
solo actllan como células presentadoras de antigeno para los linfocitos T ayudadores
CDA4+ (los cuales son reclutados junto con los monocitos al lugar de la lesién) sino que
fagocitan la bacteria e inician la destruccién del bacilo. La acumulacion local de linfocitos,
macro6fagos y células epiteliales en la lesion tuberculosa forman el granuloma (Figura 2-
3) (Tomashefski y Farver, 2008). A pesar de que la activacién de linfocitos lleva a la
produccion de anticuerpos esta respuesta no es eficaz puesto que las bacterias se
encuentran protegidas en su localizacién intracelular (Murray, et. al., 2006).

Figura 2-3: Esquema del granuloma clasico y respuesta inmune propuesta para la infeccién por M.
tuberculosis. Los macréfagos alveolares (M@), células epiteliales (E) y Células de Langhans rodean a la
bacteria en el centro del granulama donde los niveles de oxigeno son bajos creando un ambiente hostil para
la micobacteria. Las células T reconocen el antigeno y liberan un gran nimero de citoquinas para matar las
células infectadas o las micobacterias. Los macrofagos emplean especies reactivas de oxigeno (RIO) y
nitrdgeno (RNI) para matar el bacilo. (Tomado de Tomashefskiy Farver, 2008)
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Sin embargo, este mecanismo solo ayuda a contener la infeccion y no erradica
totalmente a M. tuberculosis; después de ser fagocitada la bacteria no es degradada
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debido a que impide la maduracion del fagosoma, es decir que inhibe la fusién fagosoma-
lisosoma en el macréfago; de esta manera la bacteria sobrevive en un ambiente
ligeramente acido. Ademas las bacterias fagocitadas evitan su destruccion mediada por
especies de oOxido nitrico y aniones superdxido al catabolizar cataliticamente los
oxidantes generados (Murray, et. al. 2006; Chastellier, 2009). De este modo, el
organismo puede vivir durante largos periodos dentro de los granulomas, inhibiendo la
maduracién del fagosoma y eliminando las enzimas lisosomales necesarias para destruir
la micobacteria. El desarrollo de la enfermedad dependerd del balance entre el
macrofago para eliminar la bacteria y la capacidad de la bacteria para destruir el
macrofago y dispersarse a otros tejidos por vias linfaticas o vasculares. (Cosma, 2003;
Tomashefski y Farver 2008).

2.4 Mecanismos de transporte de nutrientes empleados
por M. tuberculosis

A pesar de que los requerimientos nutricionales de las micobacterias han sido
ampliamente estudiados, aun hoy en dia la identidad de muchos de los transportadores
de nutrientes esenciales todavia es desconocida. Aunque se sabe que M. tuberculosis
emplea carbohidratos como fuente de carbono durante la primera semana de infeccién y
gue esta fuente de energia puede ser remplazada por lipidos (acidos grasos) durante el
progreso de la enfermedad, alin no se conocen las proteinas de membrana encargadas
de mediar este proceso (Niederweis, 2008).

Por otro lado, estudios genémicos han reportado la presencia de genes que codificarian
proteinas transportadoras putativas de solutos que contienen sulfato, fosfato y algunos
aminodcidos. En el genoma de M. tuberculosis también se han reportado la presencia de
28 genes que codifican para una gran variedad de transportadores primarios y
secundarios de iones metalicos, representando asi el 24% de todos los transportadores
en el organismo, entre ellos 12 ATPasas tipo P (el mayor nimero reportado para un
organismo procariota). Las especificidades posibles de ion incluyen K*, Na*, Cu®*", Cd*",
Zn** Mn?, Mg?, Ca?*, Co*, Ni**, Fe?"®*" y Hg*(Novoa et. al. 2012, Niederweis, 2008,
Agranoff y Krishna, 2004) (Figura 2-4).

Algunos de estos marcos de lectura también son codificados en M. leprae sugiriendo que
tienen un rol a nivel intracelular. De acuerdo con Agranoff y Krishna (2004, 1998) este
gran niumero de ATPasas puede dar la versatilidad requerida al bacilo para adaptarse a
los niches intra- y extracelulares durante las diferentes etapas de la infeccion, las cuales
difieren marcadamente en osmolaridad, concentraciones de iones metalicos, pH y
disponibilidad de nutrientes. Los mismos investigadores resaltan el hecho que al no
haber datos de la influencia de estos metales (excepto del Mg®") en la expresion génica
de M. tuberculosis, lo convierte en un area de estudio significativa ya que los iones
metélicos son muy importantes como cofactores metabdlicos esenciales y mensajeros en
la sefalizacién fisioldgica.



24

Figura 2-4: Esquema del alineamiento de las 12 secuencias protéicas de las ATPasas tipo P de M.
tuberculosis transportadoras de iones metalicos . El sitio de fosforilacion ha sido alineado para facilitar la
comparacion en el tamafio de las proteinas. El loop citoplasmatico mas largo se muestra en rosado
intermedio, y los extremos N- y C- terminal en rosado claro y oscuro respectivamente. Se indican las
secuencias de los dominios conservados en las ATPasas tipo P (Tomado de Agranoff y Krishna, 2004).
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Otros estudios de knockout de genes descritas por Agranoff (2004,1998), mas
precisamente con el gen mntH de M. tuberculosis que codifica para un transportador de
Mn*, reportaron que no hay un efecto fenotipico de los mutantes en los medios de
cultivo liquido y dentro de los macréfagos a pesar de la aparente importancia de este
cation para el metabolismo del bacilo. Esto podria confirmar el efecto compensatorio de
las ATPasas tipo P y sus numerosas especificidades de sustrato.

2.5 ATPasas

Las ATPasas son proteinas de membrana que hidrolizan ATP, liberando energia que es
utilizada para transportar al menos una sustancia a través de la bicapa lipidica (EC
3.6.1.3 adenosintrifosfatasas). Se encuentran tanto en bacterias como plantas y animales
y pueden clasificarse en 4 grupos. ATPasas tipo P, F, V y ABC (Pedersen, 2007):

- ATPasas tipo F: Estan presentes en la mayoria de tipos celulares aerobios y actiian
como ATP sintasas, es decir que producen ATP a partir de ADP y Pi en presencia de
Mg®" en respuesta a un gradiente electroquimico de protones generado por la cadena de
transporte de electrones. Estas proteinas se localizan en la membrana interna de la
mitocondria de eucariotes, membrana plasmatica de bacterias y en el tilacoide del
cloroplasto en las plantas. Consisten de dos subunidades una F; o catalitica y la F, de
soporte en la membrana (por eso también son llamadas las F;F, ATPasas) (Pedersen,
2007).
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- ATPasas tipo V: Se encuentran en las vacuolas de organismos eucariotas y
membranas plasmaticas de bacterias y también de eucariotas. Estan involucradas en
diferentes procesos intra- e intercelulares como endocitosis mediada por receptor,
transporte activo de metabolitos y proteinas, y homeostasis (Pedersen, 2007) .

- ABC ATPasas: Méas conocidas como transportadores ABC, son ubicuas en los
sistemas biolégicos ya que transportan diferentes nutrientes hacia fuera y dentro de la
célula, entre ellos CI' y colesterol. Algunas de estas solo son inducidas en presencia de
sustancias extrafias y se llaman transportadores resistentes a drogas (Pedersen, 2007).

- ATPasas tipo P: Son una familia ubicua y variada de proteinas integrales de membrana
gue estan involucradas en proceso de transporte de iones y lipidos en todos los
organismos vivos. Su nombre proviene del hecho de que forman un intermediario
fosforilado en un residuo conservado de acido aspartico (Asp) durante la catalisis. Sus
masas moleculares oscilan entre 70-150 kDa (Pedersen, 2007).

2.6 ATPasas tipo P

Su nombre es debido a que forman un intermediario fosforilado (del inglés,
phosphorylated) en un residuo conservado de Asp durante la catélisis. Estas bombas
ibnicas comparten diferentes caracteristicas bioquimicas: estables en acido, son
fosforiladas en un residuo de Asp durante el ciclo catalitico, son inhibidas por vanadato
(anélogo al estado de transicion, estado E2), y requieren Mg?* para estabilizar el estado
de transicién (Pedersen, 2007; Kuhlbrandt, 2004; Palmgren y Niseen, 2011).

Alineamientos de secuencias protéicas muestran patrones conservados caracteristicos,
entre ellos la secuencia del motivo DKTGTLT, la presencia de entre 6-10 hélices
transmembranales (M1-M10) y dominios citoplasmaticos muy conservados entre las
hélices M2 y M3 y entre M4 y M5 (Kihlbrandt, 2004). Basados en su similaridad de
secuencias, la familia de ATPasas tipo P puede ser dividida en 5 ramas (I- V), las cuales
a su vez pueden subdividirse dependiendo del ion transportado (Tabla 2-1) (Kuhlbrandt,
2004; Palmgren y Niseen, 2011).

-ATPasas Tipo |: Las mas sencillas y antiguas de las ATPasas tipo P. Se dividen en 2
subtipos y transportan K*, Cu*, Ag*, Zn**, Cd*, Pb®** (Kuhlbrandt, 2004; Palmgren y
Niseen, 2011).

- ATPasas Tipo IV y V: Son el subtipo més relacionado a las ATPasas tipo |. A pesar de
su homologia estructural, todavia es desconocida su funcion. En el caso de las Tipo IV
pueden estar relacionadas con la traslocacion de lipidos (Kuhlbrandt, 2004; Palmgren y
Niseen, 2011).

- ATPasas Tipo Il y lll: ATPasas tipo P electrogénicas, las cuales han sido las mas
investigadas, ya que crean y mantienen el potencial de membrana en las células de
plantas y animales gracias a la generacion de un gradiente iénico. Entre ellas se
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encuentra la Ca** ATPasa de reticulo sarcoplasmico (del inglés, Sarco/endoplasmic
reticulum Ca®* ATPase, SERCA), la cual intercambia 2 iones Ca®" hacia el lumen del
reticulo por 2 o 3 iones H"; y la Na'/K* ATPasa que intercambia 3 iones Na* desde el
citosol por 2 K* del espacio extracelular (Kiihlbrandt, 2004).

Tabla 2-1: Clasificacion de la familia de ATPasas tipo P en 5 grupos (Tipo | =Tipo V). A suvez se
muestran la subclasificacion de estas bombas con respecto al ion transportado.

Tipo lon Transportado Organismos Observaciones
IA: K Bacterias Compuesto por diferentes subunidades.
E.coli: Kdp

IB: Cu’, Ag", Bacterias Proteinas de resistencia a metales en

zn*,cd*, Pb*, S. cerevisiae bacterias.

Co** Plantas y animales. Una sola cadena de polipéptido.
Organizacion diferente de hélices
transmembrana.

IIA: Ca®* (SERCA) Animales Estructura determinada por rayos X

IIB: Ca?® Plantas

(membrana)

IIC: Na'/K* Animales Heteroligomeros: Subunidad a catalitica y

y HIK". Subunidad B ayuda a ensamblar. Algunas

presentan subunidad y.
Potencial de membrana en plantas y

animales
IID: Na* Eucariotas
Tipo Ill IA: H Plantas y hongos Mantienen el pH intracelular 6,6 cuando el
exterior es de 3,5.
1B: Mg* Bacterias
Tipo IV Lipidos Eucariotas Caracteristicas principales de las

transportadoras de iones, incluyendo sitios
de unién a ion.

Tipo V Desconocido Eucariotas Especificidad del sustrato y funciéon
biol6gica aln desconocidas.

A partir de estudios realizados con la SERCA, Na'/K" ATPasas y H" ATPasas se ha
determinado que las estructuras de las ATPasas tipo P son mas conservadas que sus
secuencias. En general, existen 5 dominios (citoplasmaticos y de membrana)
conservados en la estructura de las ATPasas tipo P relacionados de acuerdo son su
funcién o posicion (Figura 2-5). Los residuos requeridos para la funcién enzimatica son
invariantes. Algunas diferencias se observan en los loops extra-citoplasmaticos y
citoplasmaticos (Kuhlbrandt, 2004; Palmgren y Niseen, 2011).

- Dominios citoplasmaticos

Dominio de fosforilacién (P): Es el dominio catalitico de la enzima y a su vez el mas
conservado de los 4 ya que contiene la secuencia caracteristica DKTGTLT (sitio de
fosforilacion en Asp). En cada ciclo es fosforilado por el dominio N y desfosforilado por el
dominio A. Existen otras dos secuencias conservadas en este dominio: TGDN vy
GDGXND que estan involucrados en la coordinacion de Mg** (Kuhlbrandt, 2004;
Palmgren y Niseen, 2011).

Dominio de unién al nucleétido (N): Solo el 20% de los residuos son conservados y
estan relacionados con el sitio de union al nucleotido. Solo la base adenosina del ATP
encaja en el sitio de unién gracias a las interacciones hidrofobicas facilitadas por un
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residuo de fenilalanina. Por otro lado, el grupo trifosfato sobresale hacia el solvente, de
esta forma el y - fosfato (y-P) alcanza en el dominio P el Asp que es fosforilado. Actla
como una proteina quinasa sobre el dominio P (Kuhlbrandt, 2004; Palmgren y Niseen,
2011).

Dominio actuador (A): A diferencia de los otros dominios, éste no contiene sitios de
unién a un ion o cofactor. Al parecer su funcion durante el ciclo catalitico es facilitar el
contacto del sitio de fosforilacion y el ATP durante el ciclo de bombeo del ion. Actla
como una fosfatasa sobre el sustrato dominio P (Kihlbrandt, 2004; Palmgren y Niseen,
2011).

Figura 2-5: Dominios conservados para las ATPasas tipo P. A) Diagrama de la estructura de la Na‘/K"
ATPasa de la glandula rectal de tiburén (obtenida por difraccion de rayos X 2.4 A°) . El color cambia
gradualmente desde N- terminal (azul) hasta C- terminal (rojo). Se identifican los dominios N, P y A en el
dominio citoplasmaético. El ATP se ubica en el dominio N. Los iones K" unidos se marcan como circulos I, Il'y
C. A su vez se distingue la subunidad a catalitica de la subunidad R extracelular. (Tomado de Toyoshima et.
al. (2011)) B) Esquema de los dominios presentes en las ATPasas tipo P. En el dominio citoplasmatico se
encuentra el nominio A, P y N. En el dominio de membrana se encuentran las hélices transmembranales del
dominio Ty el dominio S. (Tomado de Palmgren y Niseen (2011)).
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- Dominios de membrana (M)

Este dominio es el mas grande de los 4 y consiste de las hélices transmembrana que
rodean los sitios de union al ion. En estos ultimos, los iones son coordinados por cadenas
laterales idnicas y polares. La conservacion de residuos en la membrana es baja, debido
a la adaptacion del sitio de unién al ion a diferentes iones sustrato y porque hay poca
presion evolutiva por conservar residuos hidrofébicos no importantes en la bicapa lipidica
(Kdhlbrandt, 2004; Palmgren y Niseen, 2011).

Dominio de transporte (T): Es flexible y consiste de 6 hélices transmembrana que
poseen el sitio de unién al ion. EI nimero de sitios de unién depende del tipo de ATPasa
y puede variar entre 1 y 3 (Kuhlbrandt, 2004; Palmgren y Niseen, 2011).

Domino de soporte (S): Es una unidad auxiliar que provee soporte estructural al
dominio T y en algunos casos sitios de unidon a ion adicionales (Kuhlbrandt, 2004;
Palmgren y Niseen, 2011).

Dominio de regulacion (R): Las ATPasas pueden tener este dominio o0 no y por lo
general esta presente en N- o0 C- terminal. Actlan autoinhibiendo el resto de la molécula
ya sea al restringir sus movimientos o porque son reguladores de la afinidad por lo
cationes (Kihlbrandt, 2004; Palmgren y Niseen, 2011).

2.6.1 Ciclo Post- Albers de las ATPasas tipo P

Se ha establecido que las ATPasas tipo P sufren grandes cambios conformacionales con
el fin de transportar iones a través de la membrana. El ciclo general se basa en el
esquema de Post —Albers para la Na'/K* ATPasa, durante el cual la enzima opta
principalmente 2 estados: E1 y E2 (enzima 1 y enzima 2, respectivamente) cada uno de
los cuales tiene diferente afinidad por el nucle6tido y los iones transportados; mientras
gue en E1 el sitio de unién al ion enfrenta el lado citoplasmatico, en E2 este se ubica de
cara al lado extracelular (Kiihlbrandt, 2004; Palmgren y Niseen, 2011).

El ciclo inicia cuando el ion 1, X*, alcanza el sitio de unién de alta afinidad en el estado
El a través de un canal de acceso. La unién de Mg®* - ATP al dominio N provoca su
aproximacion al dominio P y de esta forma se asegura que el y-Pi del ATP alcance el sitio
de fosforilacién en el estado E1-P. Durante la reaccién de fosforilacion, el ion Mg** facilita
el ataque nucleofilico del Asp del dominio P en el y-Pi reduciendo la repulsion
electrostatica y estabilizando el estado de transicion pentavalente. En la transicion entre
los estados E1-P y E2-P el domino A rota con el fin de que el loop TGE se acerque al
sitio de fosforilacion y asi las cadenas laterales polares remplacen el Asp fosforilado en la
esfera de coordinacién del ion Mg?*; en este punto también se disocia el ADP. La
proteina entonces sufre un nuevo cambio conformacional que resulta en la liberacion del
ion X" al lado extracelular. La entrada de un segundo ion Y*en E2- P pareceria estimular
la hidrélisis del residuo de Asp; como resultado el Mg®*y el ion fosfato podrian escapar.
Por ultimo la enzima desde el estado E2 retorna al estado E1 en el que el sitio de unién
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al ion se abre en el lado citoplasmatico y otro ciclo puede comenzar (Kihlbrandt, 2004)
(Figura 2-6).

Figura 2- 6: Ciclo de Post- Albers para las ATPasas tipo P. El ion 1, X, alcanza el sitio de unién en el
estado E1. La unién de Mg” - ATP al dominio N provoca su aproximacion al dominio P y se fosforila la
enzima alcanzando el estado E1-P. Durante la transicién entre los estados E1-P y E2-P el domino A rota y
las cadenas laterales polares remplazan el Asp fosforilado en la esfera de coordinacién del ion Mg”; en este
punto también se disocia el ADP. La proteina sufre un nuevo cambio conformacional que resulta en la
liberacion del ion X" al lado extracelular. La entrada de un segundo ion Y* en E2- P estimula la hidrdlisis del
residuo de Asp; como resultado el Mg2+ y el ion fosfato escapan. Por dltimo la enzima desde el estado E2
retorna al estado E1. (Tomado de Kuhlbrandt, 2004)

E1 E1-P

Mg-ATP !

2.6.2 Na" ATPasas tipo P

Este tipo de enzimas se consideran independientes de K*, insensibles a ouabaina pero
inhibidas por furosemida, esto con el fin de distinguirlas de las bien conocidas Na'/K"
ATPasas, a la cual se le atribuye el principal transporte activo primario de Na* (Rocafull
et. al, 2011; Almeida, 2008). La Na" ATPasa o “segunda bomba de sodio™ ha sido
implicada en la regulacion del volumen celular y al igual que la Na'/K* ATPasa forma un
intermediario fosforilado desde ATP en presencia de Mg* y es inhibida por vanadato
(Pinoniy Lopez, 2009).

Importancia del ion sodio (Na*)

Debido a que el Na* es el cation metalico mas abundante en el plasma humano y otras
fuentes ambientales, no es de extrafiar que muchas enzimas posean sitios de unién a
Na* para aumentar su actividad, entre las que se encuentra la B- galactosidasa, Trp
sintasa y algunas proteasas (trombina). Los cationes monovalentes pueden participar en
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el aumento de la velocidad de reaccién o la regulacion alostérica de estas enzimas (Page
y Di Cera, 2006). Estas funciones se suman a las mas conocidas del Na* como son la
generacién y el mantenimiento del potencial de membrana y el acople de su gradiente de
concentracion con el transporte de otros nutrientes.

Ciertamente, existen muchos otros organismos que toleran mayores concentraciones de
Na" que el ser humano, siendo el ejemplo extremo los organismos halotolerantes (como
algunas arqueas, bacterias y hongos). En estos ambientes de alta fuerza ionica, se
requieren importantes adaptaciones celulares para la supervivencia; por ejemplo,
métodos alternativos para alcanzar el balance osmotico que permiten incrementar los
niveles de K" intracelular y el empleo del Na* como ion de acoplamiento en la sintesis de
ATP, conocido como ciclo del sodio (Page y Di Cera, 2006).

En el caso de algunas bacterias patdgenas, emplear el ciclo de sodio le da la versatilidad
al organismo para tener nuevas formas de sintetizar ATP (fuente de energia), moverse,
regular el pH o tomar nutrientes, lo que le facilitaria la colonizacion y su supervivencia en
el hospedero (Hase et.al. 2001):

- Sintesis de ATP: La mayoria de bacterias emplean la fuerza protonmotriz como fuente
de energia. Sin embargo, también se encuentran numerosos reportes acerca de
organismos extremofilos como termofilos y alcaldfilos que emplean el ion Na* en cambio
de, o ademés de H", en un ciclo en el cual el bombeo de iones Na* a través de la
membrana se da por una bomba primaria como Na® ATP sintetasa y otros
transportadores de Na’. El ciclo del Na*, se ha verificado en bacterias como Vibrio
alginolyticus, Propionigenium modestum y Clostridium fervidus. Este ciclo también se ha
sugerido en bacterias marinas debido a su requerimiento de Na* para el crecimiento y la
respiracion. Interesantemente, en el caso de Escherichia coli (E. coli), también se ha
reportado que el ciclo es necesario para sobrevivir bajo condiciones de estrés en altas
concentraciones de Na'.

- El transporte dependiente de Na* en el caso de bacterias parasiticas obligadas
(Enterococcus faecalis, Neisseria meningitidis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
entérica, entre otras) en el que los aminoacidos y nutrientes alanina, prolina, glutamato,
aspartato, serina, treonina, citrato, malato y lactato son transportados al interior celular
por medio de transporte secundario gracias a la fuerza motriz generada por H* o Na'.
Otros estudios han evidenciado el cotransporte de Na® con melobiosa, prolina y
glutamato en varias bacterias incluyendo E. coli y Bacillus subtilis.

-También se ha propuesto el eflujo de drogas dependiente de Na' relacionado con la
resistencia a antibioticos en algunas bacterias; y por ultimo la movilidad para ciertos
microorganismos que poseen flagelos y la fuerza motriz depende de Na* como en el caso
de V. alginolyticus.

Se ha reconocido la importancia del ciclo del Na* para algunos patégenos humanos y por
tanto se sugiere que las bombas primarias de Na* son potenciales blancos terapéuticos.
Hasta el momento se han identificado algunos inhibidores como la korormicina,
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monensina, amilorida y los iones Ag™ y Li* que inhiben algunos transportadores como los
antiporter Na*/H" y sistemas NQR (Hase et. al., 2001).

Por otro lado, la distribucion en la naturaleza del transportador de membrana NQR
aparentemente es limitado a bacterias marinas y algunos patégenos de animales y
humanos; por tanto, las subunidades de esta proteina se han convertido en candidatos a
vacuna. El transportador NgrA de Actinobacillus pleuropneumoniae (agente causante de
infeccion pulmonar en cerdos) ha resultado inmunogénico en cerdos infectados; de
hecho, en el suero de los animales, se encontraron anticuerpos anti- NgrA que
presumiblemente ayudaron al hospedero a combatir la infeccion (Hase et. al., 2001).
Aunque estos estudios son preliminares, se podria dar una nueva direccion a futuras
investigaciones de las bombas de Na* en infecciones bacterianas (Hase et. al., 2001).

A pesar de que los iones Na* asisten la funcion de diferentes macromoléculas, para la
mayoria de células una concentracion elevada de Na" es deletérea, probablemente
porque interfiere con el funcionamiento correcto de ciertos blancos celulares. Debido a la
abundancia de Na' en diferentes ambientes naturales, las células han desarrollado
mecanismos para mantener bajos los niveles de Na" intracelular. Uno de ellos es la
inhibicién del transportador de membrana para impedir la entrada de estos metales al
citoplasma, sin embargo, cuando la concentracion de estos cationes en el medio
extracelular es igual o un poco mayor a la tolerada por la célula, esto no es suficiente.
Por ello, también se encuentran diferentes tipos de sistemas de exportacion del ion que
ayudan a balancear la concentracion de los cationes evitando que alcancen una
concentracion téxica a nivel intracelular (Benito et. al., 2002; Ruiz y Arifio, 2007). En
principio, todas las células exportan Na* desde el citoplasma por transporte activo. En
células animales este es el trabajo de la Na'/K* ATPasa y en plantas ocurre un
intercambio de Na® por H® (Heefner, 1982). Las bacterias emplean mecanismos de
transporte primario y secundario.

Na" ATPasas tipo P de eucariotas

Se han caracterizado en organismos tan diversos como cangrejos, truchas, algunos
parasitos, levaduras y cobayos. El estudio llevado a cabo por Rocafull et. al. (2011) logré
demostrar que la Na® ATPasa independiente de K* e insensible a ouabaina, presente en
las células epiteliales del intestino de cobayo, es una entidad molecular, bioquimica y
antigénica diferente de la Na'/K* ATPasa. La caracterizacién de la enzima permiti6
establecer que esta compuesta por al menos 2 subunidades (90 kDa a, 50 kDa (), una
de las cuales es glicosilada (B) e interactia de modo distinto a la subunidad B de la
Na‘’/K* ATPasa con la Concanavalina A. Esto se concluyé a partir de los resultados
obtenidos por cromatografia de afinidad, la Na® ATPasa no se asocié a la matriz,
mientras que la Na'/K* ATPasa se uni6 a la columna y se eluyé en presencia de glucosa.
Esto sugiere que los patrones de oligosacaridos son diferentes en ambas proteinas.

Los estudios realizados por Ventrella et. al.(2010) con extractos de tejidos de rifidn de
rata y branquias de trucha, empleando *P, permitieron seguir la formacion y



32

comportamiento del intermediario fosforilado de la enzima en funcion de la concentracion
de Na'. Gracias a estas observaciones los investigadores proponen el ciclo catalitico
para la Na® ATPasa. En este caso E1 y E2 se refieren a los 2 estados conformacionales
de la proteina a medida que el Na* atraviesa la membrana. El primer paso, la formacion
del intermediario fosforilado Na*- E1~P, es estimulado por Na*, dependiente de Mg®* y
reversible en presencia de furosemida. El paso de Na*- E1~P a la conformacién Na*- E2-
P es inhibido por furosemida. Durante la desfosforilacion se liberan al medio el Na* y Pi.
Por dltimo, la enzima retoma la configuracién inicial de E2 a E1. Sin embargo, es
necesaria mayor evidencia experimental para asegurar que este es el ciclo de reaccion
de la Na* ATPasa (Figura 2- 7).

Figura 2-7: Ciclo catalitico propuesto para la Na' ATPasa. E1 y E2 se refieren a los 2 estados
conformacionales de la proteina a medida que el Na* atraviesa la membrana. La formacién del intermediario
fosforilado Na*- E1~P, es estimulado por Na*. El paso de Na*- E1~P a la conformacion Na*- E2-P es inhibido
por furosemida. Durante la desfosforilacién se liberan al medio el Na” y Pi. Por Gltimo, la enzima retoma la
configuracion inicial de E2 a E1. (Tomado de Ventrella et. al., 2010)
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Por otro lado, un interesante reporte se hizo en el estudio con invertebrados,
especificamente con cangrejos Neohelice granulata. Pinoni et. al. (2009) encontraron 2
tipos de Na* ATPasas insensibles a ouabaina pero solo una de las isoformas es inhibida
por furosemida. La actividad Na® ATPasa de cada una de estas isoformas, no se ve
afectada de la misma manera al cambiar el pH o condiciones de salinidad en los
ensayos, lo que sugiere la existencia de una regulacion diferencial de ambas enzimas.

Las Na" ATPasas tipo P también han sido bien caracterizadas y ampliamente reportadas
en levaduras, donde se conocen cominmente como sistema ENA. Los estudios de
Benito et. al. (2002) han permitido concluir que las ENA son un grupo de enzimas
pertenecientes a una subfamilia de ATPasas con actividad similar que participan en el
transporte de Na*, Li* y K" al exterior celular. Al parecer, el sistema ENA se encuentra en
todos los hongos y algunas plantas como briofitas. Los genes de ENA se han identificado
en mas de 20 especies, especialmente en levaduras como Saccaromyces cerevisiae,
Schwanniomyces occidentalis, Neurospora crassa, Candida albicans y Debaryomyces
hansenni. En el caso de la levadura S. cerevisiae se han reportado dos mecanismos de
extrusion de Na': el primero, es un sistema antiporter H'/Na*, capaz de intercambiar
iones Na“, Li* y K* por H*. El segundo, se trata de una ATPasa tipo P codificada por el
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sistema ENA, el cual parece ser el mas importante en las condiciones normales de
crecimiento.

S. cerevisiae posee varias copias del gen ENA, aunque su nimero puede variar entre
cepas. En el caso de la cepa FY1679 (cuyo genoma ha sido secuenciado) se encuentran
3 copias del gen: ENAL, ENA2 y ENAS. El transporte de cada catidon es determinado por
la especificidad de la proteina o por las concentraciones intra- o extracelulares de los
iones. Bajo condiciones normales de crecimiento, las 3 proteinas se expresan en niveles
bajos y similares. Sin embargo, la expresién de ENA1 se incrementa como respuesta al
estrés salino o pH alcalino. El gen también es capaz de responder a sefiales nutricionales
como disponibilidad de glucosa o de nitrégeno. La expresion heter6loga de ENAL en
otras levaduras o células de plantas incrementa marcadamente la tolerancia a los iones
Na* y Li* disminuyendo el contenido intracelular de estos iones, mostrando asi la
importancia de esta ATPasa en la destoxificacién (Ruiz y Arifio, 2007).

Na" ATPasas tipo P de procariotas

Hasta el momento en procariotas solo se ha reportado la presencia de una Na* ATPasa
tipo P en la bacteria Exiguobacterium aurantiacum, cuyo pH éptimo de crecimiento es 9y
ademas exhibe una toma de leucina dependiente de Na* tanto a pH 7,5 y 10 (Koyama,
1999; Ueno et. al 2000; Suzuki et. al. 2005)

Los estudios realizados por Koyama (1999) permitieron identificar por primera vez una
Na" ATPasa tipo P en procariotas. Estos ensayos, se llevaron a cabo inicialmente con
vesiculas de membrana plasmatica de E. aurantiacum donde se detectdé actividad
ATPasa estimulada por Na* y sensible a vanadato. La identificacién de un polipéptido de
aproximadamente 100 kDa que formaba un intermediario fosforilado sugirié fuertemente
gue se trataba de una ATPasa tipo P. La purificacién de la proteina fue llevada a cabo
por Ueno et. al. (2000) lo que permitié caracterizar los parametros cinéticos de la enzima
y establecer que la toma de aminoacidos como leucina y serina por parte de la bacteria
es dependiente de Na’. De hecho no se detecta crecimiento bacteriano de E.
aurantiacum cuando el medio de cultivo no contiene Na".

En los Ultimos estudios realizados por Suzuki et. al. (2005) lograron identificar, clonar y
expresar en E. coli el gen que codifica para la Na* ATPasa. La secuenciacion del gen y
los posteriores estudios bioinformaticos alcanzaron resultados muy interesantes. La Na*
ATPasa esta compuesta por 876 aminoacidos y el andlisis de hidrofobicidad revel6 que
posee al menos 10 regiones transmembranales, segmentos que son muy similares a los
de la Na'/K* ATPasa y la Ca** ATPasa de reticulo sarcoplasmico (SERCA). También se
encontraron en el loop citoplasmatico las regiones conservadas para ATPasas tipo P:
DKTGTLT (sitio de fosforilacién) y TGDGVND (sitio de coordinacion Mg®"). Corriente
abajo de esta ultima secuencia, se reportd la region DDNFNTI, la cual ha sido asociada a
Na" (ENA) y Ca** ATPasas. Otros alineamientos mostraron que hay una mayor identidad
con Ca®* ATPasa que con H" ATPasa en regiones transmembranales. De igual forma
dicha similitud no fue mayor con ENA que con Na‘'/K" ATPasa. Todos estos estudios
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podrian sugerir que la principal diferencia entre las secuencias de estas ATPasas podria
encontrarse en el sitio de union al ion.

2.7 Técnicas electrofisioldgicas empleadas en estudios
de transporte

Existen diferentes técnicas para el estudio de los procesos de transporte en las proteinas
de membrana, siendo las medidas electrofisiolégicas las mas comunes. Sin embargo,
medidas directas empleando Patch clamp o Voltage clamp no pueden ser usadas para
los transportadores bacterianos debido al pequefio tamafio de estas células y a la
dificultad de expresar dichas proteinas en células eucariotas (por ejemplo en oocitos)
(Tadini et. al. 2008, Schulz et. al. 2008). Por otro lado, la caracterizacion eléctrica de
diferentes proteinas transportadoras incluidas las ATPasas tipo P, se ha llevado a cabo
por medio de las técnicas: Bicapas lipidicas planares (BLM, por sus siglas en inglés
Black or Bilayer Lipid Membranes) y mas recientemente por Membranas soportadas en
solido (SSM, por sus siglas en inglés Solid Supported Membranes). Ambas técnicas
permiten una medida directa de las corrientes eléctricas generadas por el transportador
debidas a una activacion quimica (un “salto” o cambio rapido en la concentracion de
sustrato). Las medidas de corriente incluso pueden proveer informacion acerca del
mecanismo de reaccion de la enzima. Experimentalmente, BLM y SSM permiten trabajar
con fragmentos de membrana enriquecidos con la proteina de interés o proteoliposomas
reconstituidos; ambos tipos de muestras son adsorbidos espontaneamente a la
membrana y las medidas de traslocacibn de carga se obtienen por medio de
acoplamiento capacitivo (ver abajo) (Tadini et. al. 2008, Schulz et. al. 2008).

2.7.1 Modelo eléctrico de la membrana

La membrana celular o bicapa lipidica puede representarse por medio de un circuito
eléctrico RC, es decir, que esta compuesto por una resistencia conectada en paralelo con
un capacitor (Figura 2-8). La membrana lipidica actia como una capa de material no
conductor o aislante eléctrico (interior hidrofébico), rodeada por soluciones de electrolitos
en el medio intra- y extracelular (conductores eléctricos); dicha combinacion es
representada por un capacitor capaz de almacenar carga eléctrica. La cantidad de carga
gue un capacitor puede almacenar o capacitancia (C) depende de la constante dieléctrica
del material entre las placas (k, 2,1 para cadenas de hidrocarburos) y el espesor del
aislante (®) relacionadas por medio de la Ecuacién 1 donde €, es una constante eléctrica
(8,85 x 10" C V' m™ de permitividad en el vacio) (Latorre R. et. al. 1996, Elmslie K.,
2005):

KeOA
1)

Ecuacién 1 C =
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Debido a que la membrana es capaz de separar carga eléctrica, en este caso debido a
una diferencia de concentracidbn de cationes y aniones entre ambos lados de la
membrana, se genera una diferencia de potencial (Vm) o potencial de membrana.

Por otro lado, los iones no pueden atravesar una bicapa lipidica a menos que posean
vias especializadas para hacerlo; en el caso de las membranas bioldgicas los canales y
transportadores facilitan el paso de iones entre el medio intra- y extracelular
constituyendo asi una conductancia eléctrica (reciproco de resistencia). En el circuito
equivalente, estas proteinas transportadoras conforman la Resitencia de la membrana
(Rm).

Figura 2-8: Circuito RC de la membrana plasmatica. A la izquierda la representacionde un canal embebido
en una bicapa lipidica. A la derecha, el circuito equivalente. Cm: Capacitancia de la membrana, Rm:
Resistencia de la Membranay Em (Vm) Potencial de membrana. (Tomado de Latorre et. al. (1996))
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Las bombas electrogénicas, como en el caso de algunas ATPasas tipo P, contribuyen a
la generacién de corrientes transmembranales que modifican el potencial de membrana,
gue de otra forma estaria solo determinado por la permeabilidad selectiva de los canales
(difusién o transporte pasivo) (Lauger P., 1991).

En principio, se puede considerar una bomba embebida en la membrana que se
encuentra en un estado estacionario Ei. Si el sistema es perturbado en un tiempo t= 0 por
un cambio repentino de un parametro externo, por ejemplo la temperatura, el voltaje o la
concentracion de sustrato de manera que la bomba se active, el sistema se aproxima a
un nuevo estado estacionario Ei+1 produciendo asi una corriente transitoria o de estado
preestacionario Ip (corriente de la bomba); dicha corriente esta asociada a los
parametros microscopicos del ciclo de transporte; Ip decae a 0 con una constante de
tiempo 1i y es igual al tiempo de relajacion del paso de Ei —Ei+1 (Figura 2-9). (Lauger P.,
1991).

Si el anterior proceso esta acoplado a un circuito de medida (como en el caso de BLM o
SSM por acoplamiento capacitivo, ver abajo) y si el proceso de decaimiento de la
corriente est4 asociado con un proceso de traslocacion de carga, un movimiento de
carga compensatorio debe ocurrir en el circuito externo. La activacion de la bomba lleva a
la generacion de una corriente transitoria Ip(t) y en el circuito de medida externo una
corriente dependiente del tiempo I(t) es registrada (Lauger P., 1991).
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Figura 2-9: Esquema general de la generacion de corriente por las bombas electrogénicas.Una bomba
embebida en la membrana que se encuentra en un estado estacionario Ei es perturbada por un cambio
repentino de un parametro externo, la bomba se activa y el sistema se aproxima a un nuevo estado
estacionario Ei+1 produciendo asi una corriente Ip (corriente de la bomba); dicha corriente esta asociada a
los parametros microscopicos del ciclo de transporte y decae a 0 con una constante de tiempo Ti. El anterior
proceso esta acoplado a un circuito de medida externo. (Modificado de Lauger (1991)).
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2.7.2 Acoplamiento capacitivo

En experimentos de BLM o SSM, las vesiculas de membrana o proteoliposomas
enriquecidos con la proteina de transporte i6nico en estudio, son adsorbidos
espontdneamente a la BLM o SSM formando asi una “membrana compuesta” la cual
provee un espacio acuoso en ambos lados de la proteina embebida en la membrana. El
comportamiento eléctrico de la membrana compuesta puede ser descrito y analizado por
un circuito equivalente, como el mostrado en la Figura 2-10 para el caso de experimentos
de SSM (Tadini et. al. 2008, Schulz et. al. 2008).

En la Figura 2-10 se representa el transportador (incorporado en la membrana adsorbida)
como una fuente de corriente (©). La vesicula de membrana o proteoliposoma a su vez
se caracteriza por una capacitancia y conductancia especifica (Cp y Gp,
respectivamente). El desplazamiento de carga en el transportador es transmitido al
circuito de medida por medio de la capacitancia de la membrana planar o soportada en
sélido (Cm). Este principio de medida se llama acoplamiento capacitivo. La activacion de
la bomba lleva a la generacion de un corriente transitoria Ip (t), esta sefial es
distorsionada por el circuito (la constante del sistema es introducida en la sefal, y una
corriente dependiente del tiempo I(t) es registrada (Lauger P., 1991, Tadini et. al. 2008,
Schulz et. al. 2008)

La corriente medida después del salto de concentracion de sustrato es caracterizada por
tres partes: un aumento rgpido, decaimiento lento y un componente lento con amplitud
negativa. Las dos primeras fases proveen informaciéon acerca del ciclo catalitico de la
enzima como la identificacién de pasos electrogénicos y constantes de velocidad. La
tercera fase se asocia con la constante del sistema T, y es determinada por los
componentes del circuito. En general, el valor del pico de la corriente medida es usado
para cuantificar la actividad transportadora de la proteina bajo estudio. Este pico de
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corriente representa una amplitud de corriente inicial registrada cuando el sustrato
alcanza el sitio de unién y el transporte inicia. (Fendler K., 1993, Schulz et. al. 2008).

Figura 2-10: Esquema de la adsorcién de proteoliposomas (A) y fragmentos de membrana (B) sobre
SSM (Arriba). Cp y Gc: Capacitancia y Conductancia de la membrana que contiene la proteina de interés.
Cm y Gm: Capacitancia y Conductancia de la membrana soportada sobre la superficie de oro. Ip(t) Corriente
debida a la bomba, I(t) corriente registrada en el circuito de medida externo. Abajo, se muestra la sefial de
la corriente transitoria Ip (t) de la bomba, la cual es distorsionada por el circuito, y una corriente dependiente
del tiempo I(t) es registrada. To es una constante de tiempo de decaimiento de corriente del sistema cuyo
valor es determinado por los componentes del circuito (Modificado de Schulz et. al. 2008).
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3.Hipoétesis Experimental

Las ATPasas tipo P son enzimas fundamentales para mantener los gradientes idnicos y
la homeostasis celular. Especificamente en las micobacterias, las ATPasas tipo P
podrian conferir versatilidad a los bacilos para colonizar y sobrevivir en el hospedero.
Aparentemente, la familia de ATPasas tipo P podria jugar un rol importante en la
patogénesis de M.tuberculosis y por tanto, seria de gran interés identificar la
especificidad idnica de estas enzimas (Botella et. al. 2012). La caracterizacion de estas
bombas, permitiria en el futuro utilizarlas como dianas terapéuticas en el desarrollo de
nuevos medicamentos antituberculosos.

En la actualidad no existen reportes acerca del transporte i6nico del Na* mediado por
ATPasas tipo P en las micobacterias. Al respecto, nuestro grupo de investigacion ha
sugerido mediante estudios in silico la presencia de un transportador de Na* codificado
por el gen ctpE (Rv0908), tanto en el genoma de la cepa virulenta como de la cepa no
virulenta de M. tuberculosis: H37Rv y H37Ra, respectivamente (Novoa . et.al.,, 2012).
También, nuestro grupo ha determinado el nivel de actividad ATPasa en vesiculas de
membrana de M. tuberculosis H37Ra estimulada por el aumento en la concentracién de
Na*, en ausencia de K”, la cual es inhibida por vanadato (Cuesta J., 2010).

De acuerdo con estos antecedentes se propone que el gen ctpE (Rv0908) presente en el
genoma del bacilo tuberculoso, codifica una bomba de Na”.
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4.0bjetivos

4.1 Objetivo General

Establecer la posible especificidad i6nica de la proteina CtpE codificada por el gen ctpE
(Rv0908) de M. tuberculosis, posible Na* ATPasa tipo P.

4.2 Objetivos Especificos

= Construir un plasmido recombinante de expresién del gen ctpE (Rv0908) de M.

tuberculosis.

= Optimizar las condiciones de la expresion heteréloga en Escherichia coli de la

proteina CtpE de M. tuberculosis.

» Estudiar la especificidad iénica de la proteina CtpE, expresada en vesiculas de
membrana, por medio de ensayos bioquimicos y medidas electrofisioldgicas

preliminares.
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5.Materiales y Métodos

5.1 Cepas bacterianas, medios y condiciones de cultivo

En el desarrollo de este trabajo se emplearon diferentes cepas de la bacteria E. coli, sus
genotipos se muestran en la Tabla 5-1. E. coli fue cultivada en medio Luria Bertani (LB)
liquido con agitacion constante a 250 rpm o LB - agar a 37°C. En caso de ser necesario
estos medios fueron suplementados con ampicilina (Amp) 100 yg/mL, carbenicilina (Car)
100 pg/mL o cloranfenicol (Cam) 34 pg/mL.

Tabla 5-1: Descripcion de las cepas de E. coli empleadas en el presente estudio.

Cepade E. coli Uso Genotipo Caracteristica
relevante
Clonacion, endA deficientes en endonucleasa
DH5a hy . S
propagacion y recA deficientes en recombinacion
mantenimiento de endA deficientes en endonucleasa
XL1 Blue P e s
plasmido. recA deficientes en recombinacion
endA deficientes en endonucleasa
Clonacion y recA deficientes en recombinacion
TOP10 h !
expresion. - capaz de transportar L-arabinosa
araBADC ;
pero no metabolizarla.
Rosetta 2 Expresion PRARE Plasmido con genes para tRNA

poco comunes en E. coli

5.2 Recombinantes de clonacion y expresion

5.2.1 Primera estrategia

Esta estrategia consistia en la amplificacién del gen ctpE (Rv0908) a partir de DNA
gendmico de M. tuberculosis H37Rv y clonacion en el vector pPGEMT easy; seguido por la
liberacion del fragmento de interés por digestion con enzimas de restriccion y su
clonacion en el vector de expresion pET 19b.

5.2.1.1 Amplificacion del gen ctpE por PCR

Se disefid una primera pareja de iniciadores “mismatch” que tuvieran el sitio de
restriccion CATCGAG reconocido por la enzima Xhol (Tabla 5-2). El gen ctpE fue
amplificado por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés
Polymerase Chain Reaction) empleando como plantila DNA gendmico de la cepa M.
tuberculosis H37Rv y la DNA polimerasa Dream Tag (Fermentas).

Se optimizaron las condiciones de reaccion empleando las siguientes concentraciones
finales de buffer de reaccion 1x (Fermentas), dNTPs 333 uM cada uno, iniciadores 2,0
MM, MgCl, 1,5 mM, DNA gendémico 6,2 -7,7 ng/ yL y Dream Taq 1,5 u. El ciclo de
amplificacién consistié de una desnaturalizacion inicial a 94,0°C por 10 minutos, seguida
de 35 ciclos de desnaturalizaciéon a 94,0 °C por 1 minuto, temperatura de hibridacién 62,0
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°C por 1 minuto, extensién a 72,0 °C por 3 minutos y una extensién final a 72,0 °C por 10
minutos. Los productos de reaccion fueron separados en geles de agarosa al 1%
preparados en buffer TAE (Tris acetato 40mM, EDTA 1 mM, pH 8), y visualizados con
tincibn de bromuro de etidio y radiacion UV (254 nm). Posteriormente, los productos
obtenidos del tamafio esperado, fueron purificados con el kit de purificacion de banda de
Axygen y cuantificados midiendo la absorbancia a 260 nm en Nanodrop.

Tabla 5-2: Iniciadores disefiados para amplificar el gen ctpE a partir de DNA genémico de M.
tuberculosis H37Rv (Primera estrategia). En rojo se indica el sitio de restriccion Xhol incluido en los
iniciadores. Las bases no complementarias al gen se resaltan en rojo oscuro.

Iniciador Secuencia 5 —3’ Tm Tamafio del Producto

(°C) esperado
CtpEFw1 CCCGGCTCGAGTTCCAAGGC 60 2522 pb
CtpERev1 GGATTGCTCGAGCTGCGGGC 60

5.2.1.2 Clonacion del gen ctpE en el vector pGEMT easy

El producto de PCR de 2522pb fue empleado como inserto para la clonacién en el vector
pGEMT-easy (Anexo A). La ligacién se llevé a cabo en relacion molar 3:1 inserto: vector,
en buffer de reaccién 1x (Tris HCI 30 mM pH 7,8, MgCl, 10 mM, DTT 10 mM, ATP 1 mM,
PEG 8000 5%) T4 DNA ligasa 1u (Promega) durante 1 hora a temperatura ambiente y
toda la noche a 4°C. El producto de la ligacion fue empleado directamente para
transformar células termocompetentes de E. coli TOP10. Brevemente, las células fueron
incubadas durante 30 minutos en hielo con 5 yL del producto de ligacion, y sometidas a
un choque térmico manteniendo las células 40 segundos a 42°C y enfriadas rapidamente
a 0°C durante 15 minutos. Luego se incubaron las células en medio liquido LB durante 1
hora a 37°C, se sembraron en placas de LB - agar suplementadas con Amp, X-Gal e
IPTG, y se incubaron nuevamente a 37°C entre 12 y 16 horas. Posteriormente se
seleccionaron algunas colonias para verificar la presencia del inserto (en el recombinante
pPGEMT easy CtpE) por PCR en colonia y analisis de restriccion.

5.2.1.3 Clonacion del gen ctpE en el vector de expresion pET19b

Tanto el producto de PCR como el vector de expresion pET 19b (Anexo A) fueron
digeridos con la enzima de restriccion Xhol 1 u (Fermentas), en buffer R 1x (Fermentas,
Tris HCI 10 mM pH 8,5, MgCl, 10 mM, KCI 100 mM, BSA 0,1 mg/mL), durante 2 h a
37°C. Los productos de la digestion fueron separados en gel de agarosa al 1% y
purificados, despues se emplearon en la reaccion de ligacion en diferente relacion molar
inserto: vector, 3:2, 3:1, 2:1 y 1:1, en buffer de reaccién 1x (Tris HCI 40 mM pH 7,8,
MgCl, 10 mM, DTT 10 mM ATP 0,5 mM), T4 DNA ligasa 1u (Fermentas) durante toda la
noche a 4°C. El producto de la ligacion fue empleado directamente para transformar
células termocompetentes de E. coli TOP10 como se describié anteriormente. Luego, las
células se incubaron en medio liquido LB durante 1 hora a 37°C, y se sembraron en
placas de LB - agar suplementadas con Amp, las que se incubaron a 37°C entre 12y 16
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horas. Posteriormente se seleccionaron algunas colonias para verificar la presencia del
inserto (en el recombinante pET19b CtpE) por PCR en colonia.

5.2.1.4 PCR en colonia

Las colonias seleccionadas fueron resuspendidas en 100 pyL de agua y empleadas
directamente como DNA plantilla, en las reacciones de PCR para determinar la presencia
del inserto ctpE en cada unos de los vectores. Los iniciadores empleados para el posible
recombinante pGEMT —easy CtpE fueron SP6 (5" TAGGTGACACTATAGAATACTC3)y T7
(5" TAATACGACTCACTATAGGG 3°) que hacen parte de la secuencia del vector. En el caso
del posible recombinante pET 19b- CtpE se usaron los iniciadores pET comp down (5
TAGTTATTGCTCAGCGGTGG 37), pET comp up (5 ACAGCAGCGGCCATATCG3) y
RT ctpE dir (5 ACAACGAGCGGGCCTATCCGS"). Se emplearon las siguientes
condiciones de reaccién: buffer de reacciéon 1x (Fermentas), dNTPs 333 uM cada uno,
iniciadores 0,5 uM, MgCl, 1,5 mM, y Dream Taq 1,5 u. El ciclo de amplificacién consistio
de una desnaturalizacién inicial a 94,0°C por 10 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94,0 °C por 1 minuto, temperatura de hibridacion entre 47-52°C por 1
minuto, extensién a 72,0 °C por 30 segundos Yy una extension final a 72,0 °C por 10
minutos. Los productos de la reaccion se separaron en gel de agarosa al 1% y fueron
visualizados por tincion con bromuro de etidio bajo radiacion UV (254 nm).

5.2.2 Segunda estrategia

La segunda estrategia de clonacién se dividi6 en 2 pasos: Primero, la clonacién del gen
ctpE amplificado por PCR desde DNA gendémico en un vector de clonacién pJET 1.2
(Fermentas); seguida de una subclonacion dirigida en el vector de expresion pBAD-A2
(Invitrogen, modificado).

5.2.2.1 Amplificacién del gen ctpE por PCR

Para amplificar nuevamente el gen ctpE de M. tuberculosis se disefié una nueva pareja
de iniciadores empleando el programa Clone Manager. Estos iniciadores son totalmente
complementarios a las regiones presentes en los extremos 5° y 3" del gen y tienen un
contenido GC entre 50- 60% (Tabla 5-3).

Tabla 5-3: Iniciadores disefiados para amplificar el gen ctpE a partir de DNA gendmico de M.
tuberculosis H37Ra (Segunda estrategia) y DNA plasmidico de pJET1.2- CtpE. En rojo se indican los
sitios de restriccion insertados en los iniciadores, las secuencias AGATCT y GAATTC son reconocidas por
las enzimas Bglll y EcoRI, respectivamente. Las bases resaltadas en negrilla y rojo no son complementarias
al gen.

Iniciador Secuencia 5°—3’ Tm Tamafio del Producto
(°C) esperado

EFw1 GCACTGGGACGGCGACACTTTCACGTTC 74 2616 pb

ERev1l GCCATCAATGGCCGCCTGGATGCACTAC 75 P

E Bglll Fw GAAGATCTCGATGACCCGTTCGGCTTCG 72 2411 pb

EEcoRI Rev CGGAATTCCGTCGCCACACTCTCGGTTTC 74
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El gen ctpE fue amplificado por PCR empleando como plantilla DNA gendmico de la
cepa M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177) y la DNA polimerasa Phusion High — Fidelity
(Thermo Scientific). Se optimizaron las condiciones de reaccién empleando las siguientes
concentraciones finales de buffer GC 1x (Thermo Scientific), dNTPs 200 uM cada uno,
iniciadores 0,5 uM, MgCl, 1,5 mM, DNA gendémico 2 ng/ uL, Phusion 1u y DMSO 3%.

El ciclo de amplificacion consistié de una desnaturalizacion inicial a 98,0°C por 2 minutos,
seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 98,0 °C por 20 segundos, hibridaciéon
probando diferentes temperaturas entre 64,9 °C- 72,0 °C por 30 segundos, extensién a
72,0 °C por 1 minuto 40 segundos y una extension final a 72,0 °C por 10 minutos.

Los productos de reaccion fueron separados en geles de agarosa al 1% preparados en
buffer TAE, y visualizados con tinciébn de bromuro de etidio y radiacion UV (254 nm).
Posteriormente, los productos obtenidos del tamafio esperado, fueron purificados con el
kit de purificacion de banda QIAquick (QIAGEN) y cuantificados midiendo la absorbancia
a 260 nm en Nanodrop.

5.2.2.2 Clonacidn del gen ctpE en el vector de clonaciéon pJET 1.2

El producto de PCR de 2616 pb fue empleado como inserto para la clonacion en el vector
pJET 1.2 (Anexo A). La ligacion se llevo a cabo en relacion molar 3:1 inserto: vector, en
buffer de reaccion 1x (Thermo Scientific), T4 DNA ligasa 5u (Thermo Scientific) durante
15 minutos a temperatura ambiente (25°C). El producto de la ligacion fue empleado
directamente para transformar células termocompetentes de E. coli DH5a. Brevemente,
las células fueron incubadas durante 5 minutos en hielo con 5 yL del producto de
ligacion, y sometidas a un choque térmico manteniendo las células 90 segundos a 42°C y
enfriadas rapidamente a 0°C durante 15 minutos. Luego se incubaron las células en
medio liquido LB durante 1 hora a 37°C, se sembraron en placas de LB - agar
suplementadas con Amp, y se incubaron nuevamente a 37°C entre 12 y 16 horas.

Posteriormente se seleccionaron algunas colonias para verificar la presencia del inserto
por medio de mapeo de restriccién y secuenciacion del fragmento de interés. Para esto
se hizo extraccion “Midiprep” de plasmido por lisis alcalina empleando el kit HiSpeed
(QIAGEN). EI recombinante de clonacion se identific6 como pJET 1.2- CtpE.

5.2.2.3 Subclonacion del gen ctpE en el vector de expresion pBAD A2

A partir del recombinante pJET1.2 -CtpE, se amplificé nuevamente el gen ctpE por PCR.
En este caso se disefiaron los iniciadores de tal forma que insertaran los sitios de
restriccion adecuados en los extremos 5 de acuerdo con el sitio multiple de clonacion
(MCS) del vector de expresion pBAD -A2 (los sitios de restriccidbn presentes en este
vector en el MCS son: Ncol, Bglll, Nael y EcoRI). La secuencia de los iniciadores
empleados se muestran en la Tabla 5-3, el iniciador directo incluye el sitio de restriccion
ANGATCT mientras que el iniciador reverso tiene la secuencia GMAATTC, reconocidos
por las enzimas de restriccion Bglll y EcoRI respectivamente.
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El vector pBAD —A2 ha sido modificado desde pBAD (Invitrogen) e incluye una secuencia
de nucleétidos que codifica un tag de 10 histidinas en el extremo C- terminal de la
proteina recombinante expresada. El vector fue amablemente proveido en el Instituto
Max Planck de Biofisica, Frankfurt, Alemania (Anexo A).

La nueva PCR fue llevada a cabo empleando el plasmido recombinante pJET1.2-CtpE
como plantilla y la DNA polimerasa Phusion High — Fidelity (Thermo Scientific). Se
optimizaron las condiciones de reaccién empleando las siguientes concentraciones
finales de buffer GC 1x o buffer HF 1x (Thermo Scientific), dNTPs 200 yM cada uno,
iniciadores 0,5 uM, MgCl, 1,5 mM, DNA plasmidico 3 ng/ pL, Phusion 1u y DMSO 3%. El
ciclo de amplificacién consistié de una desnaturalizacién inicial a 98,0°C por 2 minutos,
seguida de 35 ciclos de desnaturalizacién a 98,0 °C por 20 segundos, hibridacién
probando diferentes temperaturas entre 60,1 °C- 67,7 °C por 30 segundos, extension a
72,0 °C por 1 minuto 40 segundos y una extension final a 72,0 °C por 10 minutos.

Los productos de reaccion del tamafio esperado fueron separados en geles de agarosa
al 1% preparados en buffer TAE, y visualizados con tincion de bromuro de etidio y
radiacion UV (254 nm). Posteriormente, los productos esperados fueron purificados con
el kit de purificaciébn de banda ZymoClean DNA gel recovery (Epicenter) y cuantificados
midiendo la absorbancia a 260 nm en Nanodrop.

Posteriormente se llevd a cabo la digestion doble tanto del inserto como del vector con
las endonucleasas de restriccion Bglll y EcoRI (NewEngland Biolabs) empleando las
siguientes condiciones de reaccion: buffer EcoRI 1x (Tris HClI 100 mM pH 7,5, NaCl 50
mM, MgCl, 10 mM Triton X-100 0,025%), Bglll 1 u, EcoRI 1u y aproximadamente 614 —
640 ng de DNA. Se incubé la reaccién por 1 hora a 37°C y los productos de reaccién
fueron purificados con el kit de purificacion QIAquick PCR (QIAGEN) y cuantificados
midiendo la absorbancia a 260 nm en Nanodrop.

Para la reaccion de ligacién se usé el kit Fast-Link DNA Ligation Kit (Epicentre). Se
ajustaron las condiciones de reaccién de tal forma que la relacion molar inserto: vector
fuera 2:1, buffer 1x (Tris acetato 33 mM pH 7,5, acetato de potasio 66 mM, de acetato de
magnesio 10 mM, DTT 0,5 mM), ATP 10 mM y Fast Link DNA ligasa 2u. Se incub0 la
reaccion por 15 minutos a temperatura ambiente (25°C) y se inactivd la enzima por
calentamiento a 70°C durante 15 minutos. El producto de ligacion se empled
directamente para la transformacion de células termocompetentes de E. coli TOP10 vy E.
coli XL1 Blue como se describi6é anteriormente.

Finalmente se seleccionaron algunas colonias para verificar la presencia del inserto por
medio de mapeo de restriccion y secuenciacion del fragmento de interés. Para esto se
hizo extraccion “Midiprep” de plasmido por lisis alcalina empleando el kit HiSpeed
(QIAGEN). El recombinante de expresion se identifico como pBADA2-CtpE.
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5.2.2.4 Preparacion de células termocompetentes

Las diferentes cepas de E. coli termocompetentes empleadas para la transformacion con
los recombinantes obtenidos durante la presente investigacién, fueron preparadas por
métodos quimicos. Se inocularon 5 mL de medio LB con una colonia de E. coli y el cultivo
fue incubado a 37°C, 250 rpm durante toda la noche. Después 1 mL del cultivo fue
empleado para inocular 50 mL de medio LB fresco y se sigui6 el crecimiento bacteriano
hasta alcanzar la fase logaritmica en ODgo 0,35-055. En este punto se enfriaron las
células sobre hielo durante 30 minutos y luego se recolectaron por centrifugacién a 4000
rpm (rotor SN291, Megafuge 16R Thermo Scientific), durante 10 minutos a 4°C. El pellet
bacteriano se resuspendidé en medio frio TSS el cual consiste de medio LB, PEG 8000
10% p/v, DMSO 5%, 20-50 mM MgSO,. Las células se guardaron en alicuotas de 100uL
a -70°C (Mulhardt, 2006).

5.2.2.5 Analisis de colonias obtenidas por mapeo de restriccién

El andlisis de restriccién se llevé a cabo para los plasmidos recombinantes pJET1.2 -
CtpE y pBAD A2 - CtpE. En el caso de pJET 1.2-CtpE se emplearon las enzimas Hindlll,
Bglll, Pvul y Pstl y para el recombinante pBAD A2- CtpE, las enzimas BamHI,EcoRl,
Ndel, Hindlll y Bglll (New England Biolabs). En cada caso se prepararon reacciones de
20 pL empleando siempre el buffer recomendado por el fabricante en una concentracion
final 1x, entre 400-600 ng de DNA plasmidico y 1u de enzima. Todas las reacciones se
incubaron durante 1 hora a 37°C. Los productos de reaccion fueron separados en geles
de agarosa al 1% preparados en buffer TAE y visualizados con tincion de bromuro de
etidio y radiacion UV (254 nm).

5.2.2.6 Secuenciacion de recombinantes obtenidos

Para la secuenciacion de los pladsmidos recombinantes se optd por el servicio de la
compafia Eurofins MWG Operon en Ebersberg, Alemania. Con el fin de secuenciar el
gen ctpE se disefid un par de iniciadores (Clone Manager) de tal manera que hibridaran
al interior del gen y ademas se utilizaron iniciadores que hibridan en el vector en las
regiones cercanas al MCS (Tabla 5-4). Los resultados se muestran en el Anexo B.

Tabla 5-4: Iniciadores disefiados para la secuenciacidn de los recombinantes pJET 1.2 CtpE y
pBADA2- CtpE.

Iniciador Secuencia 5—3’
SeqE1fw TGACCATCTACACCCAGTTG
SeqEZ2rev GTATGCCCGTGTGATTGC
pBAD fw ATGCCATAGCATTTTTATCC
pBAD rev GATTTAATCTGTATCAGG
pJET 1.2 fw CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC

pJET 1.2 rev AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG
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5.3 Expresion heterdloga de la proteina CtpE en E. coli

Con el fin de determinar las condiciones 6ptimas de la expresion de la proteina CtpE en
E. coli primero se hicieron ensayos a pequefia escala, evaluando la expresién de la
proteina en diferentes cepas, variando el tiempo y la temperatura de induccién y la
concentracion de inductor (L-arabinosa). La deteccién de CtpE se siguié por medio de
SDS-PAGE (electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes) y
western blot.

5.3.1 Optimizacion de la expresion

Cepa de E. coli: La expresion de la proteina recombinante CtpE se evalué en las cepas
de E. coli TOP10 (Invitrogen) y Rosetta 2 (Novagen). En el caso de TOP10 se trabajaron
2 variables: 1) transformacion de las células con el recombinante pBADA2-CtpE y 2)
cotransformacion de las células con pBADA2 — CtpE y el plasmido pRARE que codifica
para tRNAs poco comunes en E. coli (este plasmido tiene un gen de resistencia a Cam,
el mapa de este vector se puede consultar en el Anexo A).

En cada caso, se inocul6 una colonia de E. coli transformada con el (los) plasmido(s) en
2 mL de medio LB suplementado con 100 ug/mL de Amp y si era necesario 34 ug/mL
Cam, y se incubd durante toda la noche a 37°C con agitacion (250 rpm). Al dia siguiente
200 pL del cultivo anterior se emplearon para inocular 10 mL de medio fresco
conteniendo el antibiético adecuado y se continu6 el crecimiento bacteriano a 37°C hasta
alcanzar la fase logaritmica (ODgy aprox 0,5- 0.6). En este punto se indujo el cultivo con
L- arabinosa en una concentracién final de 0,2% (concentracién mas alta recomendada).
Se tomaron alicuotas de 1 mL de cada cultivo en tiempo 0 h (preinduccién), a 2h, 4h, 5h
y 6h de induccién, y se centrifugaron a 13000 rpm en una microcentrifuga por 1 minuto.
Los pellets se guardaron a -20°C para su posterior analisis por SDS-PAGE y western
blot.

Temperatura de induccién: Luego se evalué el efecto de la temperatura de induccion
en la expresion de proteina CtpE en las 3 cepas de E. coli: TOP10 pBADA2 CtpE, TOP10
pBADA2 CtpE + pRARE y Rosetta 2 pBADA2 CtpE. En cada caso, se inoculd una
colonia de E. coli transformada con el (los) plasmido(s) en 2 mL de medio LB
suplementado con 100 pg/mL de Amp y si era necesario 34 ug/mL Cam, y se incubd
durante toda la noche a 37°C con agitacion (250 rpm). Al dia siguiente 200 L del cultivo
anterior se emplearon para inocular 10 mL de medio fresco conteniendo el antibidtico
adecuado y se continué el crecimiento bacteriano a 37°C hasta alcanzar la fase
logaritmica (ODeg aprox 0,5- 0.6). En este punto se indujo el cultivo con L- arabinosa en
una concentracion final de 0,2%. Para cada colonia se prepararon 3 cultivos de 10 mL y
cada uno se incubé a una temperatura diferente: 37°C, 30°C y 25°C. Se tomaron
alicuotas de 1 mL de cada cultivo tiempo Oh (preinduccion) y en 2 puntos de tiempo a 4h
y 6h de induccion; después se centrifugaron a 13000 rpm en una microcentrifuga por 1
minuto. Los pellets se guardaron a -20°C para su posterior analisis por SDS-PAGE y
western blot.
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Concentracién _de inductor L-arabinosa: A partir de los resultados anteriores, se
inoculé una colonia de E. coli TOP10 transformada con pBADA2- CtpE en 2 mL de
medio LB suplementado con 100 uyg/mL de Amp, y se incubd durante toda la noche a
37°C con agitacion (250 rpm). Al dia siguiente 200 uL del cultivo anterior se emplearon
para inocular 10 mL de medio fresco y se continu6 el crecimiento bacteriano a 37°C
hasta alcanzar la fase logaritmica (ODgo aprox 0,5- 0.6). En este punto se indujo el
cultivo con diferentes concentraciones finales de L- arabinosa: 0,00002%, 0,0002%,
0,002%, 0,02% y 0,2%. Después se tomaron alicuotas de 1 mL a tiempo Oh
(preinduccién) y en 2 puntos de tiempo a 4h y 6h de induccion; después se centrifugaron
a 13000 rpm en una microcentrifuga por 1 minuto. Los pellets se guardaron a -20°C para
su posterior analisis por SDS-PAGE y western blot.

5.3.2 Determinacion de la cinética de crecimiento para las tres
cepas de E. coli transformadas con pBADA2 CtpE e
inducidas con L-arabinosa

Durante los ensayos de expresion de la proteina CtpE en E .coli se sigui6 el crecimiento
bacteriano luego de la induccién con L- arabinosa para las tres cepas de E. coli: TOP10
pBADA2 CtpE, TOP10 pBADA2 CtpE + pRARE y Rosetta 2 pBADA2 CtpE con el fin de
evaluar el efecto de la expresién de esta proteina en E. coli, ya que se ha reportado que
la expresion heteréloga de proteinas de membrana inhibe fuertemente el crecimiento
bacteriano (Wagner S, et. al.,, 2007, 2006; Miroux y Walker, 1996). Como control se
tomaron las cepas de Rosetta 2 pBADA2 CtpE y TOP10 pBADA2 CtpE transformadas
pero sin inducir.

En cada caso, se inocul6 una colonia de E. coli transformada con el (los) plasmido(s) en
2 mL de medio LB suplementado con 100 pg/mL de Amp (junto a 34 yg/mL Cam cuando
fuese necesario), y se incub6 durante toda la noche a 37°C con agitacion (250 rpm). Al
dia siguiente 200 uL del cultivo anterior se emplearon para inocular 10 mL de medio
fresco conteniendo el antibidtico adecuado, los que se incubaron a 37°C hasta alcanzar
la fase logaritmica (ODggo aprox 0,5- 0.6). En este punto se indujo el cultivo con L-
arabinosa en una concentracion final de 0,2%. Se tomaron alicuotas de 1 mL de cada
cultivo en tiempo 0 h (preinduccion), a 2h, 4h y 6h de induccion y se midié el ODgy por
duplicado.

5.3.3 Obtencion de vesiculas de membrana de E. coli

Con el fin de identificar la localizacion celular de la proteina recombinante CtpE
expresada en E. coli, y posteriormente realizar los ensayos funcionales de actividad
ATPasa y especificidad i6nica en la membrana plasmatica sobreexpresando CtpE, se
obtuvieron diferentes fracciones celulares a partir de E. coli TOP10 pBADA2-CtpE. La
estrategia se baso6 en el fraccionamiento por centrifugacion diferencial a partir de lisados
celulares.
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Teniendo presente los resultados de optimizaciéon de la seccién 5.3.1, una colonia de E.
coli TOP10 transformada con pBADA2- CtpE se inocul6 en 100 mL de medio LB
suplementado con Car 100 pg/mL, y se incubd durante toda la noche a 37°C con
agitacion (250 rpm). Al dia siguiente el precultivo obtenido se utilizé para inocular 6 L de
medio LB + Car 100 pg/mL, el cual fue incubado a 37°C con agitacion hasta alcanzar un
ODgqo aproximadamente 0,5. En este punto el cultivo fue inducido con L-arabinosa 0,2%
y se continud con la incubacion durante 4 horas. Después las células fueron recolectadas
por centrifugacion a 4200 rpm (rotor JS4,2, Beckman), durante 35 minutos a 4°C. El
pellet fue resuspendido en buffer de lavado (Tris 25 mM pH 7,0 a 4°C, KCI 100 mM, 10%
glicerol) y centrifugado nuevamente a 4200 rpm (rotor JS4,2, Beckman), durante 35
minutos a 4°C. El pellet se podia guardar a -70°C o ser resuspendido nuevamente en
buffer de lisis (Tris 50 mM pH 7,0 a 4°C, glicerol 10%, KCI 200 mM, PMSF 1 mM, DNAsal
0,02 mg/mL, EDTA 5 mM) para continuar con el rompimiento de las células. Las células
se resuspendieron en relacion 1:5 en buffer de lisis y se rompieron por presiéon mecénica
en un Microfluidizador M-110L (4 veces, 18000 psi).

El lisado celular, se centrifugd a 9000 rpm (rotor SS34, Sorvall) durante 15 minutos a 4°C
para separar el pellet (células no rotas, detrito celular) y el sobrenadante fue centrifugado
nuevamente a 45000 rpm (rotor Ti60, Beckman) durante 1 hora a 4°C con el fin de
obtener las membranas celulares. El segundo sobrenadante corresponde a las proteinas
solubles y el citosol. Los fragmentos de membrana (pellet) fueron resuspendidos en
buffer de lavado (Tris 50 mM pH 7,0 a 4°C, glicerol 10%, KCI 200 mM) y centrifugados a
45000 rpm (rotor Ti60, Beckman) durante 1 hora a 4°C. Finalmente los fragmentos de
membrana se resuspendieron en el minimo volumen de buffer de lavado
(aproximadamente 7 mL) y la proteina total se cuantific6 por el método de Bradford. Las
membranas se guardaron a -70°C. En cada uno de los pasos de centrifugacién una
alicota de los pellets y sobrenadantes se guardé para analizar por dot blot la localizacion
de la proteina expresada (Mandal et.al. 2002, Sharma et.al. 2000).

5.3.4 Deteccion de la proteina CtpE por SDS- PAGE y western
blot

Los pellets de células obtenidos en cada uno de los ensayos de expresion fueron
resuspendidos y/o diluidos en solucion de SDS al 1% y se incubaron durante 10 minutos
a temperatura ambiente; luego se adicion6 buffer carga (5x: SDS 10%, Tris HCI 200 mM
pH 6,8, glicerol 20%, de azul de bromofenol 0,05%, R- mercaptoetanol 25% o DTT 200
mM) hasta una concentracién final 1x y se incubé durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Luego se centrifugaron a 13000 rpm en una microcentrifuga durante 5 minutos
y los sobrenadantes se cargaron en geles SDS-PAGE 10% (TGX Biorad). La
electroforesis se llevd a cabo a 100 V durante 1 hora empleando como buffer de corrida
Tris 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, SDS 0,1%. Una vez finalizada la electroforesis, los
geles se tifieron con solucion de Coomassie (coomassie R250 0,1%, acido acético 10%,
metanol 40%) o se empled directamente para western blot.
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Para la electrotransferencia de las proteinas desde el gel de poliacrilamida a las
membranas de polifluoruro de vinilideno, PVDF, (0,45um) se emple6 un sistema semi
seco Trans-Blot SD Cell (Biorad). En este caso, se ensambldé el montaje: papel
filtro/membrana de PVDF/gel / papel fitlro, sobre el dispositivo de transferencia. El papel
filtro era previamente humedecido en buffer de transferencia (Tris 25 mM pH 8,3, glicina
150mM, metanol 10%) y la membrana de PVDF activada en metanol y lavada en el
mismo buffer. Se ajusto el sistema a corriente constante 145 mA y voltaje 24V durante 1
hora. Al finalizar se separo6 el gel de la membrana para la inmundeteccion de la proteina.

Después de la electrotransferencia, la membrana de PVDF se incubd con solucion de
blogueo (leche 5% en buffer TBS (Tris HCI 10 mM pH 7,5, NaCl 150 mM)), durante 30-45
minutos a temperatura ambiente. Luego se lavé 3 veces con buffer TBS 1x durante 5
minutos. Luego la membrana se incubd con anticuerpo primario durante toda la noche a
4°C. En este caso se emplearon anticuerpos monoclonales anti-His de ratén (SC-8036,
Santa Cruz), en una diluciébn 1:1000 en soluciéon de leche 1% en buffer TBS. Al dia
siguiente se hicieron 3 lavados con buffer TBS 1x y se incubd la membrana con
anticuerpos secundarios durante 2 horas a 4°C. Se emplearon anticuerpos policlonales
anti-ratén obtenidos en conejo y acoplados a fosfatasa alcalina (A4312Sigma) en una
dilucion 1:1000 en solucion de leche al 1% en buffer TBS. Finalmente la membrana se
lavo 3 veces con buffer TBS 1x y se procedi6 a la deteccion cromogénica de la proteina
con la adicion de la solucion del sustrato BCPI/NBT (SigmaFast, Sigma) sobre la
membrana.

5.3.5 Analisis por Dot Blot

Los pellets de células, los sobrenadantes y las vesiculas de membrana recolectados
durante el fraccionamiento por centrifugacién diferencial de los lisados celulares (seccién
5.3.2), fueron resuspendidos y/o diluidos en solucibn de SDS al 1% hasta una
concentracion de 7-8 ug/uL de proteina y se incubaron durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Luego se centrifugaron a 13000 rpm en una microcentrifuga durante 5 minutos
y 5 uL de los sobrenadantes se adsorbieron sobre la membrana de PVDF junto con el
control positivo (proteina Nha de E. coli marcada con 6xHisTag en C- terminal (Mager et.
al. 2011) y el control negativo (vesiculas de membrana de E. coli sin transformar). Para la
deteccion de la proteina recombinante se siguioé el mismo protocolo de inmunodetecciéon
descrito en la seccion 5.3.4.

5.3.6 Experimentos de solubilizacion de proteina CtpE a pequefia
escala

Los experimentos de dot blot indicaron que la proteina recombinante CtpE se localizé en
las membranas plasméticas de E. coli, por lo tanto se realizaron ensayos a pequeia
escala (200 uL) de solubilizacion de CtpE utilizando diferentes detergentes: ibnicos como
SDS (dodecilsulfato de sodio, anionico) y Cholate (colato de sodio, aniénico); no iénicos
como Triton X 100, DM (n-decil- B-maltosido), OG (n-octil- R-piranosido), NG (heopentil
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glicol) y DM (n-dodecil- 3-maltopiranosido); y zwitterionicos como Phosk, Zwittergent y
LDAO (oxido de laurildimetilamina). Los fragmentos de membrana (5 pg/uL
concentracion final) fueron incubados con soluciones de cada detergente al 1%
(concentracion final), a temperatura ambiente durante 1 hora con agitacion constante. El
material insoluble fue separado por centrifugacion a 13000 rpm en una microcentrifuga
durante 5 minutos, y los sobrenadantes fueron analizados por dot blot (Lewinson et.al.,
2008).

5.3.7 Cuantificacion de proteina

La cuantificacion de proteina se llevo a cabo por el método de Bradford. Brevemente, en
placas de 96 pozos se adicionaron 200 pL de solucion de Coomassie R (Biorad) y 5 uL
de muestra, se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos para desarrollar el color
y se hicieron lecturas de absorbancia a 562 nm. Para la curva de calibracién se emple6
como patrén solucion de BSA entre 0,125 mg/mL-1,000 mg/mL (Bradford, 1976; Ventrella
et. al. 2010).

5.4 Ensayos de actividad ATPasa

Los ensayos de actividad ATPasa se llevaron a cabo siguiendo la metodologia propuesta
por Lanzetta et. al. (1979), cuantificando colorimétricamente el fosfato inorganico (Pi)
liberado en la hidrélisis enzimatica de ATP. Para esto, se realiz6 una curva de
calibracion de fosfatos con concentraciones entre 5 — 300 uM de NaH,PO, en la que se
interpolaron los resultados obtenidos.

Inicialmente, se determiné la actividad ATPasa basal en las vesiculas de membrana, lo
que significa que es estimulada Unicamente por Mg* en el medio de reaccion. Esta
actividad es debida a la presencia de Mg”** ATPasas en la membrana plasmatica de E.
coli y esta implicita en estos ensayos debido a que el Mg es un cofactor de las ATPasas
tipo P. Los ensayos se llevaron a cabo en placas de ELISA de 96 pozos. En un volumen
final de reaccion de 25 pyL compuesto por: HEPES 20 mM pH 7,2, glicerol 15% EGTA
0,25 mMy MgCl, 2 mM, se afiadieron 0,2 mg/mL de proteina (vesiculas de membrana) y
Tris ATP hasta una concentracion final de 1 mM, lo que da inicio a la reaccion. A
continuacion, las muestras se incubaron a 25°C durante 10 minutos, tiempo en el que la
reaccion enzimatica se detuvo por la adicion de 175 uL de solucion de de H,SO,4 20 mM.
Una vez finalizada la reaccion, se afiadieron a cada muestra 15 L de solucion de 14 mM
verde malaquita/ 40% H,SO, y 0,02% molibdato de amonio/Tween 0,4%, lo que lleva a la
formacion de un complejo coloreado, que se mantiene estable al incubar a 25°C durante
30 minutos. Finalmente, la concentracion de complejo se midi6 determinando la
absorbancia a 645 nm e interpolando en la curva de calibracién. Las reacciones
enzimaticas fueron llevadas a cabo por triplicado, y la actividad ATPasa se reporté como
pumol de Pi liberado/mg de proteina*minuto a 25 °Cy pH 7,2.
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Una vez determinada la actividad basal, en experimentos independientes, se determin6
la actividad ATPasa especifica en las vesiculas de membrana, estimulada por los
cationes: Ca”*, Na" y K'. Para este caso se sigui6 el mismo protocolo descrito
anteriomente, pero las reacciones se suplementaron individualmente con alguna de las
siguientes sales CaCl, 30 uM, NaCl 130 mM y KCI 40 mM, concentracion final.

En todos los experimentos, la actividad ATPasa medida en las vesiculas de membrana
de E. coli expresando CtpE (E. coli TOP10 pBADA2 CtpE) se comparé con la actividad
determinada en vesiculas de membrana de E. coli sin transformar utilizado como control.

Finalmente, la actividad ATPasa tipo P se determiné suplementando las reacciones con
el inhibidor especifico vanadato (VO,%). Para estos ensayos, especificamente a cada
muestra se agregdé vanadato de sodio (NazVO,) al medio de reaccibn a una
concentracion final de 50 uM, justo antes de anadir la proteina, y el protocolo se continué
como lo descrito anteriormente.

5.5 Medidas electrofisioldgicas del transporte i0nico en
membranas soportadas en solido (SSM)

En la técnica de membranas soportadas en sélido (SSM), las vesiculas de membrana
gue contienen la proteina de interés son adsorbidas sobre SSM y activadas por un
cambio rapido ( o “salto”) en la concentracion de sustrato. La traslocacion de carga es
medida por acoplamiento capacitivo de la membrana soportada (seccion 2.7.2), la cual
esta conectada a un circuito de medida externo (Figura 5-1).

Figura 5-1: Esquema de una vesicula de membrana que es adsorbida sobre una membrana soportada
en solido (SSM). En el caso de ATPasas tipo P, la proteina es activada por ATP. La SSM esta soportada
sobre el electrodo de oro (Au), el cual a su vez esta conectado a un circuito de medida externo. RE es el
electrodo de referencia de Ag/AgCl (Modificado de Tadini et.al, 2008).
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Experimentalmente un “salto” en la concentracion de sustrato se logra gracias a un
intercambio rapido entre las soluciones activadora (A) y no activadora (NA) que estan en
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contacto con SSM. Las soluciones A y NA tienen exactamente la misma composicién, sin
embargo la solucién A también contiene el sustrato para la proteina transportadora, que
en el caso de las ATPasas tipo P es el ATP. Una vez la ATPasa es activada en presencia
del ion transportado, se genera una corriente eléctrica que puede ser medida (Figura 5-
2).

Figura 5-2: Esquema del protocolo de intercambio de soluciones activadora (A) y no activadora (NA)
en un experimento tipico de SSM. Las dos soluciones son secuencialmente conducidas a través de la
cubeta que contiene la SSM en tres pasos: NA/A/NA. V1y V2 conjunto de valvulas que controla el flujo de
soluciones. W desecho, (waste). SSM, membrana soportada en solido. AgCI (electrodo de referencia).
(Modificado de Bazzone et.al. 2012)
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La configuracion general del sistema SSM consiste de: 1) camara faradaica con una via
para el intercambio de soluciones y 2) circuitos externos para la amplificacion de la sefal
y la adquisicion y andlisis de datos (Figura 5-3). La camara faradaica incluye los
contenedores de las soluciones A y NA (botellas de polietileno presurizadas con gas
nitrégeno a una presion de 0,5 bar), valvulas y tubos requeridos para el control del flujo
de soluciones (controladas por computador), asi como la cubeta donde se encuentra la
SSM sobre el electrodo de oro (Figura 5-4). La cubeta se conecta a un amplificador y un
generador en el circuito externo.

Figura 5-3: Configuracion general del sistema SSM. 1) camara faradaica. 2) sistema de adquisicion y
andlisis de datos. 3) manometro digital para controlar la presion en el flujo de soluciones A/NA. 4)
amplificador 5) generador 6) osciloscopio.
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Figura 5-4: Interior de la camara faradaica del sistema SSM. Se incluye el sistema completo de flujo de
soluciones A /NA sobre SSM. Est4 compuesto por vélvulas (V1 y V2), contenedores de las soluciones
(A/NA) y la cubeta c conteniendo el electrodo de oro sobre el que se forma la SSM. to w (desecho), a
(conexion al amplificador), to 1/U (conexion al generador). (Tomado de Schulz et. al. 2008).

5.5.1 Preparacion del montaje

El electrodo de oro sobre el cual se ensambla la SSM se ubica sobre una lamina de vidrio
como se muestra en la Figura 5-5, el conjunto se conoce como chip sensor. La pelicula
de oro se compone de dos partes conectadas por un delgado filamento. La parte que
tiene la mayor area superficial es la que sera conectada al amplificador, mientras que la
parte circular hacia el centro, es el lugar donde se forma la SSM.

Figura 5-5: Chip sensor que contiene el electrodo de oro sobre el cual se ensambla la SSM. La parte
circular es el sitio donde se ensambla la SSM tiene un area de 1mm?. La parte de mayor area superficial es
el sitio de contacto con el amplificador (Tomado de Schulz et. al. 2008).

10 mm
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El chip sensor es incubado previamente por un periodo de 6 horas en solucion etandlica
de octadecanotiol 1mM con el fin de que una primera monocapa de octadecilmercaptano
se autoensamble sobre la superficie de oro (Pintschovius y Fendler 1999). Luego, el chip
se seca bajo una corriente de nitrégeno gaseoso. Posteriormente, se adicionan 2uL de
una solucion de lipidos (15mg /mL difitanoilfosfatidilcolina disuelto en n-decano) sobre el
electrodo de oro, de esta manera, se autoensambla una segunda monocapa para dar
lugar a la bicapa lipidica 0 SSM.
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Este chip con la SSM formada, se dispuso en una cubeta como la que se observa en la
Figura 5-6. Esta cubeta hecha de “Plexiglass”, consta de una parte superior y una parte
inferior (hy b, respectivamente) entre las que se encuentra el chip sensor ubicado de tal
manera que la parte circular del electrodo de oro quede justo debajo del orificio de
entrada de soluciones (in). En el orificio de salida (out) se conecta el electrodo de
referencia. Este electrodo de referencia es un electrodo de Ag/AgCI el cual se separa de
la via por donde fluyen las soluciones mediante un puente salino de acrilamida saturado
con 100mM de KCI.

Figura 5-6: Cubetas utilizadas como soporte para el chip sensor con la SSM. La cabeza (h) y base (b)
de las cubetas estan hechas de “Plexiglass”. El chip sensor (g) esta ubicado justo debajo del orificio de
entrada (in). En el orificio de salida (out) se conecta el electrodo de referencia (r) (Tomado de Schulz et. al.
2008).

El montaje de la cubeta junto con el chip sensor se coloca en la camara faradaica (Figura
5-4) y se conectan los electrodos; mientras que el electrodo de oro se conecta al
amplificador de corriente (10° V/A), el electrodo de referencia se conecta a un generador.

Una vez la vélvula V, es conectada al orificio de entrada de solucion de la cubeta (Figura
5-4), la SSM se lava con solucién no activadora (NA) y se miden los parametros de la
membrana (capacitancia y conductancia) hasta que permanezcan constantes después de
aproximadamente 1 hora. Para la medicion de la capacitancia se aplic6 un potencial de
onda triangular de 50mV mientras que para la conductancia se aplicé un pulso de voltaje
positivo de 100mV y se midié la corriente después de 1 s de aplicado el pulso. Se
aceptaron valores de 300-500nF/cm? para la capacitancia y 100-200nS/cm? para la
conductancia. Las sefales fueron registradas con el software SurfE R One Control
Version 3.5.2 (2004).

5.5.2 Adicion de las vesiculas de membrana E. coli TOP10 CtpE

Las vesiculas de membrana fueron diluidas a una concentracion de 10 ug/uL con buffer
de lavado (seccion 5.3.2) y sonicadas tres veces (50 W, 30 kHz) durante 10 s con
intervalos de enfriamiento de 20 s en hielo.
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Una vez los parametros de la SSM eran adecuados (capacitancia y conductancia), se
desconect6é el electrodo de referencia momentaneamente para aplicar 30 pL de la
suspension de vesiculas de membrana a la SSM por medio del orificio de salida (out) de
la cubeta (Figura 5-6). El elctrodo de referencia se conectdé nuevamente y se permitié que
las vesiculas de membrana se adsorbieran a la SSM durante 1 hora. Después de este
tiempo la SSM fue lavada con solucién no activadora.

5.5.3 Protocolo de intercambio de soluciones

Todas las medidas eléctricas en SSM se llevaron a cabo mediante un protocolo de
intercambio sencillo de soluciones. Esto significa que las dos soluciones, A /NA son
secuencialmente conducidas a través de la cubeta que contiene la SSM en tres pasos:
NA/A/NA. Durante el experimento se asegura que se establezca un continuo flujo de
soluciones. Este protocolo produce un salto en la concentraciéon de ATP en la SSM
iniciando el desplazamiento de carga (Schulz et. al. 2008).

En la Tabla 5-5 se indica la composiciéon de las soluciones utilizadas para las medidas del
transporte en SSM. Para cada cation a ser probado sobre las vesiculas de membrana
qgue contienen a CtpE, se preparé una pareja de soluciones A/NA. Cada conjunto de
soluciones corresponde a un experimento diferente. Las sefales fueron registradas con
el software SurfE R One Control Version 3.5.2 (2004).

Tabla 5-5: Composicion de las soluciones preparadas para las medidas electrofisioldgicas en
vesiculas de membrana de E. coli TOP10 CtpE adsorbidas a la SSM. Todas las soluciones contenian 25
mM MOPS pH 7,0, 2 mM MgCl, y 0,2 mM DTT, ademas de la concentracion de iones a ser probados y la
cantidad de cloruro de colina (CholCl) necesaria para mantener la fuerza ionica constante en todas las
medidas.

Salto en la concentracion de ATP
Sistema a ser
medido A NA
KCl 50mM KCIl 50mM
K* holClI M
CholCl 80mM CholCl 80m
TrisATP 300puM
NaCl 80mM
Na'/K* NaCl 80mM KCl 50mM
KCI 50mM
TrisATP 300pM
NaCl 80mM
+ NaCl 80mM
N holClI M
a CholCl 50mM CholCl S0m
TrisATP 300uM
0,25mM EGTA
20 0,25mM EGTA 0,5mM Ca®* (50uM libre)
Ca 0,5mM Ca“" (50uM libre) 129 5mM CholCl
129,5mM CholCl ’
TrisATP 300uM
Mg®* (Basal) Tris ATP 300uM
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6.Resultados y Discusidén

Las ATPasas tipo P son proteinas integrales de membrana, ubicuas en la naturaleza, que
cumplen funciones importantes a nivel celular. Estas proteinas estan involucradas en el
proceso de transporte de iones y lipidos a través de la membrana, y por tanto contribuyen
al mantenimiento de los gradientes i6nicos y la homeostasis celular.

En el caso de las micobacterias, durante los Ultimos afios ha surgido un gran interés en la
caracterizacion de estas bombas, especialmente las transportadoras de metales
pesados, las cuales podrian jugar un papel importante en la virulencia de la especie
patogénica M. tuberculosis. La regulacion de la concentracion de iones metalicos es
fundamental en la fisiologia de la interaccion hospedero- patégeno. Una vez el bacilo es
fagocitado, durante la maduracion del fagosoma se produce una gran variacion en las
concentraciones de iones como Ca?*, K" y CI, que indirectamente esta relacionado con
su acidificacién (Soldati y Neyrolles, 2012). Ademas, la micobacteria debe soportar
concentraciones téxicas de metales pesados como Zn* y Cu?. Un mecanismo de
defensa que utiliza el macrofago para restringir a la micobacteria y facilitar su eliminacién
(Botella H. et.al. 2011).

M. tuberculosis posee en su genoma 12 genes que codifican para ATPasas tipo P, el
mayor nimero reportado hasta el momento para una bacteria, (ctpA, ctpB, ctpC, ctpD,
ctpE, ctpF, ctpG, ctpH, ctpl, ctpJ, ctpV y kdpB), lo que se presume daria una gran
versatilidad a la micobacteria para sobrevivir dentro del macréfago (Agranoff, 2004). Sin
embargo, la especificidad de sustrato para estas ATPasas solo ha sido establecida
experimentalmente para tres de ellas.

Estudios realizados por Raimunda et. al. (2012) en M. smegmatis permitieron identificar
que el gen ctpD codifica una Co**/Ni** - ATPasa, lo que permiti6 extrapolar los
resultados a su contraparte en M. tuberculosis también anotado como ctpD. Por otro
lado, mediante la construccion de mutantes de M. tuberculosis también se pudo
establecer que los genes ctpV y ctpC codifican para ATPasas transportadoras de Cu** y
Zn**, respectivamente. (Ward S. etal. 2010 y Botella H. et.al. 2011). Los reportes
anteriores, concuerdan con las predicciones bioinformaticas realizadas por parte de
nuestro grupo de investigacion (seccion 6.1; Novoa. et.al, 2012), en las que también se
propone a CtpE como una Na* ATPasa tipo P, la enzima que es el objeto de la presente
investigacion.

6.1 Antecedentes

La presencia de una posible Na® ATPasa tipo P en la membrana plasmaética de M.
tuberculosis se ha propuesto en nuestro grupo de investigacion desde dos
aproximaciones diferentes: Primero, por medio de estudios bioinformaticos, los cuales
sugieren la presencia de un transportador de Na".
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Inicialmente, las bombas identificadas en M. tuberculosis CtpA, CtpB, CtpC, CtpD, CtpE,
CtpF, CtpG, CtpH, Ctpl, CtpJ, CtpV y KdpB, fueron clasificadas en tres grupos: 1.
transportadores de metales pesados, 2. transportadores de iones de metales alcalinos y
alcalinotérreos y 3. KdpB que corresponde a la subunidad B de una ATPasa multimérica
procariota transportadora de K* (Novoa . et. al. 2012).

El grupo de transportadores de metales pesados esta compuesto por CtpA, CtpB, CtpC,
CtpD, CtpG, CtpJ y CtpV y podrian transportar Cu‘/ Cu®** (CtpA, CtpB y CtpV), Zn*
(CtpC) y Co*INi** (CtpD, CtpG y CtpJ). Por otro lado, CtpE, CtpF, CtpH y Ctpl son
transportadores de iones de metales alcalinos y alcalinotérreos como: Na*, K*, Ca** y
Mg?"; finalmente KdpB, la cual a pesar de contener los motivos caracteristicos de
fosforilacion de las ATPasas tipo P, no posee sitios de unién a ion, esta proteina tiene
una alta identidad con la subunidad B de una ATPasa multimérica transportadora de K*
de E. coli (Novoa et. al. 2012).

Los transportadores de iones de metales alcalinos y alcalinotérreos (CtpE, CtpF, CtpH y
Ctpl), poseen 10 segmentos transmembranales (Figura 6-1), y dos loops citoplasmaticos
que incluyen los sitios de fosforilacion [DKTGTLT] y sitios de union a ATP [DARE] y
[VISGD]. También poseen el sitio [PEGL] el cual ha sido asociado a transportadores de
Ca®, Na' y K* (Thever y Saier, 2009). Estudios adicionales a partir de los perfiles de
hidrofobicidad y “agrupamiento topolégico” permitieron proponer a CtpE como una
posible Na® ATPasa tipo P (Novoa et. al. 2012, Lewinson O. et.al. 2009). Dicha proteina
esta codificada por el gen ctpE (Rv0908), tanto en el genoma de la cepa virulenta como
de la cepa no virulenta de M. tuberculosis: H37Rv y H37Ra, respectivamente.

Figura 6-1: Predicciones bioinformaticas de la topologia y perfil de hidrofobicidad de CtpE. A)
Topologia de las ATPasas tipo P del grupo de metales alcalinos y alcalinotérreos. B) Perfil de hidrofobicidad
de la proteina CtpE y agrupamiento topoldgico con los consensos de otras ATPasas tipo P. (Tomado de
Novoa et.al. 2012)
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Segundo, experimentalmente se detectd la actividad ATPasa en vesiculas de membrana
de M. tuberculosis H37Ra estimulada por el aumento en la concentracién de Na* y en
ausencia de K* (Figura 6-2). Estos resultados evidencian que efectivamente M.
tuberculosis H37Ra expresa en su membrana una enzima que transporta Na® a
expensas de la hidrélisis de ATP; ademas, debido a que dicha actividad es inhibida por
vanadato, se puede asociar a una actividad ATPasa tipo P (Cuesta J., 2010).

Figura 6-2: Deteccién de la actividad ATPasa estimulada por Na* (40 mM) y en ausencia de K* sobre
las vesiculas de membrana de M. tuberculosis H37Ra. La segunda columna evidencia la disminucién en
dicha actividad sobre las vesiculas en presencia del inhibidor (vanadato 50 yM). En naranja, actividad
ATPasa estimulada por Na* y en azul, actividad ATPasa basal (Cuesta J., 2010).
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6.2 Construccion de los recombinantes de clonacion y
de expresion.

6.2.1 Primera estrategia

El gen ctpE de M. tuberculosis tiene una longitud de 2394 pb y codifica un polipéptido de
aproximadamente 83 kDa, el cual corresponde a una Unica subunidad para la posible Na*
ATPasa tipo P (Tuberculist http://genolist.pasteur.fr/TuberculList/).

Al iniciar este trabajo se plante6 una estrategia de clonacién del gen ctpE en el vector de
clonacion pGEMT- easy, seguida por la liberacién del fragmento de interés por digestiéon
con enzimas de restriccion y subclonacion en el vector de expresion pET 19b (Anexo A).
El vector pET 19b solo tiene 3 secuencias de restriccion en su MCS reconocidas por las
enzimas BamHI, Ndel y Xhol. Los sitios de restriccion de las enzimas BamHI y Ndel se
encuentran en la secuencia del gen ctpE, por tanto, los iniciadores CtpEFw1 y CtpERev1
disefiados para amplificar el gen desde DNA gendmico, solo incluian el sitio de
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restriccion Xhol, de esta manera se esperaba insertar la misma secuencia de restriccion
(CATCGAG) en los extremos 5’ y 3"del fragmento amplificado.

Empleando DNA gendmico de M. tuberculosis H37Rv como plantilla, se logré amplificar
por PCR un fragmento del tamafio esperado, aproximadamente 2500 pb (Figura 6-3). La
banda obtenida no es muy intensa, indicando la baja eficiencia de la reaccion debido
probablemente al tamafio del fragmento y al alto contenido de G + C en la region de
interés (%GC 63,5), y por tanto la presencia de estructuras secundarias en el DNA que
impiden el progreso de la DNA polimerasa (Kolmodin L y Birch D., 2002). Sin embargo, el
incremento en la concentracion de Mg?* o la adicién de DMSO al medio de reaccion, no
tuvieron ningun efecto en la cantidad de producto obtenido.

Figura 6-3: Amplificacion por PCR del gen ctpE (Rv0908) a partir de DNA gendmico de M. tuberculosis
H37Rv. En el carril 1 se observa el patrén de peso molecular (PM) Generuler 1 kb (Fermentas); 2, producto
de amplificacion obtenido (2522 pb); 3, control negativo de la reaccidon (reaccion sin DNA plantilla). (Gel de
agarosa al 1% preparado en buffer TAE y teflido con bromuro de etidio).
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3000
2500
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La Dream Taqg DNA polimerasa empleada, genera extremos 3" - dA, por lo que es posible
clonar el producto de la reaccion en vectores T como el pGEMT-easy. En este caso, el
fragmento ctpE podria insertarse en dos orientaciones diferentes como se observa en la
Figura 6-4; sin embargo, esto no representaria ningun inconveniente para la liberacion
del fragmento por digestion con la enzima de restriccion Xhol.

La identificacion de colonias de E. coli TOP10 transformadas con el recombinante de
interés, se baso en la seleccion blanco/azul (a- complementacion). Para confirmar la
presencia del recombinante en las colonias de color blanco, se llevo a cabo PCR en
colonia empleando los iniciadores T7 y SP6 que hibridan en el vector en los extremos
del inserto, gen ctpE, (52 pb corriente arriba y 136 pb corriente abajo del sitio de
clonacion, respectivamente). El tamafio del producto de PCR esperado era de 2697 pb.
En principio se logré identificar una posible colonia positiva (colonia b3), es decir, que
estuviera transformada con alguno de los recombinantes esperados (Figura 6-5 A). Sin
embargo, analisis posteriores con la enzima de restriccion Xhol sobre el plasmido
extraido, evidenciaron que no se trataba de un clon positivo pGEMT easy- CtpE, ya que
no se obtuvo el patrén de bandas esperado, el que corresponderia a la liberaciéon del
fragmento ctpE de 2505 pb desde el vector (Figura 6-5 B).
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Figura 6-4: Mapa de los posibles recombinantes de clonacién pGEMT easy- CtpE. A) Inserto ctpE
(flecha naranja) clonado en marco de lectura correcto y B) en sentido opuesto. Gen de resistencia a
ampicilina (incluido el promotor) en morado y origen de replicacion en rojo. En verde se muestran los
promotores T7 y lac. (Imagenes creadas con la herramienta BVTech Plasmid 5.1).
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Figura 6-5: Tamizaje de colonias mediante PCR y mapeo de restriccidon para la identificacién de los
posibles clones pGEMT easy — CtpE. A) La PCR en colonia se realizé sobre 3 colonias blancas de E. coli
TOP10 (b1, b2, b3). Carril 1, patron de peso molecular (PM) Generuler 1 kb (Fermentas); 2, colonia bl; 3,
colonia b2; 4, colonia b3; 5, control negativo (colonia de E. coli TOP10 sin transformar). La flecha indica un
producto de amplificacion en el tamafio esperado (2797 pb) Unicamente para la colonia b3 (Gel de agarosa
al 1% preparado en buffer TAE tefiido con bromuro de etidio) B) Mapeo de restriccion de la colonia b3. A la
izquierda, gel de agarosa: Carril 1, patron de peso molecular (PM) Generuler 1 kb (Fermentas); 2, digestion
con la enzima de restriccién Xhol del plasmido extraido a partir de la colonia b3; 3, DNA plasmidico de la
colonia b3 sin digerir. Las flechas indican la posicién de las bandas observadas alrededor de 3500 pb y 2000
pb, que no corresponden con el tamafio esperado. (Gel de agarosa al 1% preparado en buffer TAE tefiido
con bromuro de etidio). A la derecha, diagrama representativo de los resultados esperados (fragmentos de
3035 pb y 2505 pb), realizado con la herramienta ApEA plasmid editor v2.0.4.
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Paralelamente se intent6 clonar el fragmento ctpE en el vector pET 19b. Una vez digerido
el producto de PCR y el vector de expresion con Xhol, después de la ligacion, existia la
posibilidad de obtener dos tipos de recombiantes: ctpE podria quedar en marco de
lectura correcto, o en sentido opuesto con respecto al sitio de inicio de la transcripcion en
el vector de expresion, pET 19b-CtpE (A) y pET 19b-CtpE (B), respectivamente, como se
esquematiza en la Figura 6-6. En este experimento de clonacion, solo se obtuvieron
colonias de E. coli TOP10 transformadas con el recombinante producto de la reaccién de
ligacién en proporcion inserto:vector de 3:1y 3:2.

Figura 6-6: Mapa de los posibles recombinantes de expresion pET19b- CtpE . A) Inserto ctpE (flecha
naranja) clonado en marco de lectura correcto y B) en sentido opuesto. Gen de resistencia a ampicilina
(incluido el promotor) en morado y secuencia codificante lacl en rojo. En verde el tag de 6 histidinas
(Imagenes creadas con la herramienta BVTech Plasmid 5.1).
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Con el fin de identificar el recombinante correcto por PCR en colonia, se disefaron
iniciadores que hibridaran tanto en el vector (pET comp down, 67 pb corriente arriba y
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PET comp up, 43 pb corriente abajo del sitio de clonacion) como en la secuencia del gen
(RT ctpE dir entre 2398 -2387 pb del gen). De esta manera, para el recombinante pET
19b-CtpE (A) se esperaba un producto de 492 pb y en el caso de pET 19b-CtpE (B) un
fragmento de 516 pb (Figura 6-7). Los resultados de PCR en colonia fueron
sorprendentes; al parecer los 40 clones seleccionados correspondian al recombinante
pET19b — CtpE (B). En efecto, en la Figura 6-7 solo se observa un producto del tamafio
esperado para el plasmido en el cual el inserto est4 en marco de lectura opuesto al sitio
de inicio de la transcripcion.

Figura 6-7: PCR en colonia para los posibles clones pET 19b-CtpE. A la izquierda se muestran los
mapas de los posibles recombinantes de expresion: inserto ctpE (naranja), iniciadores pET comp down y
pPET comp up (azul oscuro), iniciador RT ctpE dir (azul claro). A la derecha se muestran los productos de
amplificacion por PCR para 6 colonias de E. coli TOP10 (Coll —Col6) (Geles de agarosa al 1% preparados
en buffer TAE tefiidos con bromuro de etidio. PM: Patron de peso molecular Axygen 100pb). A)
Recombinante pET 19b-CtpE(B) y resultado de la PCR con los iniciadores pET comp down y RT ctpE dir, la
flecha indica la posicion del producto obtenido en aproximadamente 500 pb. B) Recombinante pET 19b-
CtpE(A) y resultado de la PCR con los iniciadores pET comp up y RT ctpE dir, la flecha indica la posicién
esperada del producto (492 pb), no se observa ninguna banda. Los resultados demuestran que todos los
recombinantes presentaban la orientacion en marco de lectura opuesto del inserto en el vector.
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Este intento de construir el recombinante de expresion evidencio la dificultad de continuar
con la primera estrategia planteada; se esperaria que la ligacion del inserto y el vector
digeridos con solo una enzima de restriccion, produjera proporciones equivalentes de los
recombinantes pET19b - CtpE (A) y (B), sin embargo, se ha reportado que en estos
casos, cuando se obtiene solo uno de los posibles productos, es debido a que el
recombinante en la orientacién contraria es inviable (Boyd, 1993).

Los resultados anteriores permitieron identificar las principales fallas en la primera
estrategia de clonacién para la obtencién de los dos constructos. Primero, la baja
eficiencia de la PCR en la obtencion del fragmento ctpE, y la posible degradacién de las
los extremos 3" dA del amplicon o dT en el vector, que impidieron la clonacién del gen en
el vector pGEMT-easy (Guo y Bi, 2002). Asi mismo, los problemas surgidos durante la
clonacion del inserto en el vector pET 19b, que habrian favorecido la obtencion del
recombinante de expresion incorrecto.

Por esta razones y para facilitar la obtenciéon del recombinante de expresion se decidio
plantear una nueva estrategia de clonacién dirigida. Esta vez se opté por seguir la
metodologia empleada por Raimunda et.al. (2012), quien durante el transcurso de esta
investigacion, reporté por primera vez la expresion heter6loga de una ATPasa tipo P de
M. smegmatis en E. coli empleando el vector de expresion pBAD.

6.2.2 Segunda estrategia

Los resultados anteriores evidenciaron que una de las principales dificultades para
obtener el recombinante de clonacién o de expresién esperado, era la baja eficiencia de
la PCR en amplificar el fragmento ctpE desde DNA gendmico. Por tanto, fue necesario
establecer nuevas condiciones de reaccién para mejorar su rendimiento.

Para esta etapa del trabajo se disefiaron nuevos iniciadores EFwl y ERevl, los cuales
son totalmente complementarios a los extremos 5° y 3" del gen. Los nuevos iniciadores
fueron mas largos, cada uno de 28 nucledétidos, lo que aumenta su especificidad para
amplificar el producto ctpE (Grunenwald, 2003). También se empled una nueva enzima
de alta fidelidad y procesividad, Phusion DNA Polymerase, lo que minimiza la inserciéon
de mutaciones y aumenta la eficiencia de la reaccién. Por dltimo, es importante anotar
gue a pesar de emplear como plantilla DNA gendémico de M. tuberculosis H37Ra, esto
no implica modificacién alguna en el gen ctpE, porque la secuencia es exactamente igual
en la cepa virulenta H37Rv (100% de identidad) y por tanto la proteina codificada es la
misma. Esto se confirmé mediante alineamientos de la secuencia nucleotidica del gen
ctpE de ambas cepas (Anexo C).

Los resultados de esta PCR se observan en la Figura 6-8. Simultaneamente se probaron
dos condiciones de reaccion empleando el Buffer GC con y sin DMSO (recomendado por
el fabricante de la enzima al trabajar con plantillas ricas en G+C). Ademas, también se
compararon los resultados cuando se variaba la temperatura de hibridacion de los
iniciadores entre 65 - 72°C. Para cada reaccion se obtuvo una banda del tamafio
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esperado 2616 pb. Al adicionar DMSO al medio de reaccion, las bandas obtenidas son
mas intensas; y cuando la temperatura de hibridacion es muy alta (72°C) solo se obtiene
el producto de reaccion en presencia de DMSO. Es decir, que la adicién de este
cosolvente contribuye positivamente en la reaccion.

Con todas estas modificaciones realizadas se logr6 obtener una mayor cantidad de
inserto ctpE a partir de DNA gendmico, casi 10 veces mas con respecto a la primera
estrategia (1,4 - 3,0 ng/uL, con respecto a 10 — 12 ng/ pL), y empleando como material
de partida solo una cuarta parte del DNA gendémico. De esta forma, se produjo suficiente
inserto ctpE para proseguir con la clonacion.

Figura 6-8: Amplificacion por PCR del gen ctpE (Rv0908) a partir de DNA gendmico de M. tuberculosis
H37Ra. Carril 1, patron de peso molecular (PM) Generuler 1 kb (Fermentas); 2, control negativo (C-) de la
reaccion (sin DNA plantilla). Se comparan dos condiciones de reaccion de PCR: empleando buffer GC sin
DMSO (carriles 3-7) y buffer GC con DMSO (carriles 8-12). Adicionalemente en cada caso se prueban
diferentes temperaturas de hibridacion (65- 72°C). Las bandas obtenidas se encuentran en el tamafo
esperado del producto, 2616 pb. (Gel de agarosa al 1% preparado en buffer TAE tefiido con bromuro de
etidio)
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La DNA polimerasa Phusion genera extremos romos en los productos de amplificacion.
Por tanto, se decidio clonar el fragmento ctpE en el vector pJET 1.2 el cual es un vector
de clonacion cuyos extremos también son romos (Anexo A). En este caso, la eficiencia
de la transformacion de E. coli DH5 a fue muy alta y se obtuvieron mas de 500 colonias
que posiblemente contenian el plasmido recombinante (2,6 x 10° cfu/ug DNA). Para
verificar la identidad de los clones, se seleccionaron 5 colonias al azar (nombradas E1-
E5) para extraer plasmido y hacer un analisis de restriccion. A pesar de que el
recombinante tiene la posibilidad de contener el inserto en dos sentidos pJET 1.2 —CtpE
(A) y pJET 1.2- CtpE (B) (Figura 6-9), el corte con solo una enzima de restriccion, Hindlll,
produce el plasmido linealizado en el tamafio esperado 5590 pb.
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Figura 6-9: Mapa de los posibles recombinantes pJET 1.2- CtpE(A) y pJET 1.2- CtpE(B). Inserto ctpE en
rojo, gen de resistencia a ampicilina en verde oscuro y gen letal eco47IR en verde claro. (Imagenes creadas
con la herramienta BVTech Plasmid 5.1)
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Los resultados de la digestion sencilla se muestran en la Figura 6-10. El control negativo
es el plasmido E2 sin cortar, el cual aparece cerca de 3500 pb pues migra mas rapido
gue los fragmentos linealizados a su derecha, debido a los superenrollamientos
caracteristicos del DNA plasmidico. Cuatro de los cinco plasmidos digeridos aparecen en
un tamafio aproximadamente de 6000 pb: E1, E2, E3 y E5, y muy probablemente
corresponden al recombinante esperado.

Figura 6-10: Analisis de restriccion para 5 posibles clones de pJET 1.2 —CtpE. Los plasmidos extraidos
(E1-E5) fueron digeridos con la enzima Hindlll. Carril 1, control negativo plasmido E2 sin cortar (pE2); y
digestion con Hindlll de : 2, plasmido E1; 3, plasmido E2; 4, plasmido E3; 5, plasmido E4; 6, plasmido E5; 7,
patron de peso molecular (PM) Generuler 1 kb (Fermentas). En la digestion de los plasmidos E1, E2, E3 y
E5 se obtiene una banda en el tamafio esperado 5590 pb. (Gel de agarosa al 1% preparado en buffer TAE
teflido con bromuro de etidio).
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Debido a que la recircularizacién del pJET 1.2 sin inserto ctpE tiene un efecto letal sobre
la bacteria (debido a la presencia del gen eco47IR en el plasmido), se esperaria que solo
las colonias positivas fueran capaces de propagar el recombinante. Por esta razon, el
plasmido E4 debié haber sufrido alguna modificacion o mutacion sobre el gen eco47IR,
que le permitid recircularizarse y propagarse en E. coli.

El plasmido E2 fue analizado por mapeo de restriccién y secuenciacion para confirmar la
obtencion del recombinante pJET 1.2 —CtpE. El patrén de bandas generado por cada una
de las digestiones con enzimas de restriccion correspondieron a lo esperado (Figura 6-
11) y el resultado de secuenciacion indicé que el recombinante obtenido fue pJET 1.2 —
CtpE (B), el fragmento ctpE estaba completo y no se presentd ningun tipo de mutacién
(Anexo B).

Figura 6-11: Mapeo de restriccion del recombinante pJET 1.2 — CtpE. A la izquierda, gel de agarosa
mostrando la digestion del pldsmido con las enzimas de restriccion Hindlll, Bglll, Pstl y Pvul. Carril 1, Patrén
de peso molecular (PM) Generuler 1 kb (Fermentas); 2, control negativo es el plasmido sin digerir (C-); 3-6,
digestion con las enzimas Hindlll, Bglll, Pstl y Pvul, respectivamente. Las flechas indican la posicion de las
bandas menos intensas (Gel de agarosa al 1% preparado en buffer TAE tefiido con bromuro de etidio). A la
derecha, diagrama representativo de los resultados esperados. Digestién con Hindlll (1 corte, 5590pb), Bglll
(2 cortes, 2928 pb, 2662 pb), Pstl (2 cortes, 4440 pb, 1150pb) y Pvul (3 cortes, 2913pb, 1918 pb, 759pb) ,
realizado con la herramienta ApEA plasmid editor v2.0.4.
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Una vez obtenido y comprobado el recombinante de clonacion pJET 1.2 —CtpE, se cont6
con una fuente constante y abundante de DNA. El nuevo plasmido representé menor
complejidad para ser usado como DNA plantilla en el siguiente paso de subclonacion del
gen ctpE en el vector de expresion pBAD. Este vector fue modificado del original
(pPBADA) para incluir nuevos sitios de restriccion en el MCS y una secuencia 10xHis Tag
gue codifica una cola de 10 histidinas en el extremo C-terminal de la proteina expresada
(Grupo de Biologia Molecular de la Membrana, Instituto Max Planck de Biofisica,
Frankfurt, Alemania). El mapa de esta version del vector pBAD- A2 se puede consultar en
el Anexo A.
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En este caso, el disefio de iniciadores tuvo que ser mas cuidadoso con el fin de hacer
una clonacion dirigida y evitar los problemas presentados en la primera estrategia.
Primero, se determind que las secuencias de restriccidn reconocidas por las enzimas
Bglll y EcoRI no estdn presentes en ctpE y por lo tanto podian ser insertadas en los
extremos 5° de los iniciadores. Luego, fue necesario asegurar que dichos sitios de
restriccion permitieran la insercion del gen en marco de lectura correcto con respecto al
ATG o sitio de inicio de la transcripcién en el extremo 5" y la secuencia 10xHisTag en el
extremo 3°. Ademas el coddn de terminacién del gen, TAA, tenia que sustituirse por un
coddn codificante, en este caso CGG, con el fin de que la traduccion de la proteina no se
interrumpiera prematuramente antes de insertar el 10 x His Tag. De esta manera se
debian incluir algunos pares de bases en ambos extremos del gen, lo que representaria
un aumento de 31 aminoacidos en el tamafio de la proteina expresada lo que equivale a
cerca de 3 kDa.

Se probaron diferentes condiciones para la reaccion de PCR empleando los iniciadores
E- Bglll Fw y E- EcoRI Rev, y nuevamente la enzima de alta fidelidad Phusion. Los
resultados de la amplificacion se pueden observar en la Figura 6-12. Debido a que los
iniciadores no son totalmente complementarios al DNA plantilla, se empled un gradiente
de temperatura de hibridacion mas bajo (60-68°C). En todas las reacciones se observé
una banda aproximadamente en el tamafio esperado de 2411 pb la cual es mucho mas
intensa cuando se emplea el buffer GC en presencia de DMSO, con respecto al uso del
buffer HF sin DMSO, condiciones recomendadas por el fabricante de la enzima al
emplear DNA plasmidico como plantilla.

Figura 6-12: Amplificacion por PCR del gen ctpE a partir DNA plasmidico del recombinante pJET 1.2 —
CtpE. Carril 1, patron de peso molecular (PM) Generuler 1 kb (Fermentas). Se comparan dos condiciones de
reaccion de PCR: empleando buffer HF sin DMSO (carriles 2-6) y buffer GC con DMSO (carriles 7-11) . En
cada caso se prueban diferentes temperaturas de hibridacion (60- 68°C). Las bandas obtenidas se
encuentran en el tamafio del fragmento esperado, 2411 pb. (Gel de agarosa al 1% preparado en buffer TAE
tefiido con bromuro de etidio)
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Posteriormente para la clonacion, se llevo a cabo la digestion doble tanto del inserto ctpE
como del vector pBAD —A2 con las enzimas Bglll y EcoRlI. En la Figura 6-13 se muestra
el resultado de esta digestion; el corte del vector con las enzimas individuales es el
control positivo de la digestion, comparado con el vector sin cortar (control negativo).
Ambos fragmentos se emplearon directamente en la reaccion de ligacion.
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Figura 6-13: Digestién doble del vector pBAD A2 y el fragmento ctpE con las enzimas de restriccion
Bglll y EcoRI. Carril 1, patron de peso molecular (PM) Generuler 1 kb (Fermentas). Como control se utilizé
plasmido pBAD —A2 cortado individualmente con Bglll (carril 2) y EcoRI (carril 3), las bandas en
aproximadamente 4000 pb corresponden al vector linealizado. Carril 4 , vector pPBADA2 sin cortar, cerca de
2500 pb; carriles 5 y 6, digestion doble de pBAD A2 y ctpE con Bglll y EcoRlI, se generan fragmentos
alrededor de 4000 pb y 2400 pb, respectivamente. (Gel de agarosa al 1% preparado en buffer TAE tefiido
con bromuro de etidio)
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Se decidio transformar el producto de la ligacion en las cepas de E. coli XL 1 Blue vy
TOP10. Mientras que la cepa XL 1 Blue es estrictamente una cepa de clonacién y
mantenimiento de plasmido, la cepa TOP10 esta disefiada para la expresién de
proteinas que se encuentran bajo la regulacién del promotor araBAD como en el caso del
vector pBAD -A2. La eficiencia de la transformacion fue muy diferente entre ambas
cepas, mientras que en XL 1 Blue se obtuvieron 87 colonias (2,1 x 10* cfu/ug DNA), en
el caso de TOP10 se obtuvo solo 1 colonia (2,1 x 10? cfu/ug DNA); en este Gltimo caso
probablemente se debié a una expresion basal de la proteina en ausencia de inductor
gue podria resultar téxica para la bacteria. Para comprobar la identidad de los clones se
escogieron 3 colonias de E. coli XL 1 Blue (eEa, eEb y eEc) y la Unica colonia de
TOP10 (eEd) para extraer plasmido y hacer un andlisis de restriccion. El corte con la
enzima de restriccion EcoRI produce el plasmido linealizado en el tamafio esperado 6441
pb. En la Figura 6-14 se muestran los resultados de esta digestion sencilla, el control
negativo es el plasmido eEd sin cortar. Tres de los cuatro recombinantes eEa, eEb y eEd
se observan como una sola banda entre 6000 y 8000 pb y probablemente corresponden
a un clon positivo. Por otro lado, el plasmido eEc aparece alredor de 4500 pb y podria ser
el vector vacio ya sea porque se recircularizé o porque no fue digerido apropiadamente
durante la digestion doble y permanecié en la muestra como un contaminante.

Debido a que el plasmido eEd provenia de la colonia TOP10, se decidié hacer su analisis
por mapeo de restriccion y secuenciacion para verificar la identidad del recombinante.
Los resultados del mapeo de restriccion se muestran en la Figura 6-15 y concuerdan muy
bien con el patron esperado.
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Figura 6-14: Analisis de restriccion para 4 posibles clones de pBADA2 —-CtpE. Los plasmidos extraidos
de E. coli XL1 Blue (eEa, eEby eEc) y TOP10 (eEd) fueron digeridos con la enzima EcoRlI. Carril 1, patron
de peso molecular (PM) Generuler 1 kb (Fermentas); 2, control negativo (C-) plasmido eEd sin cortar; y
digestion con EcoRlI de: 3, plasmido eEa; 4, plasmido eEb; 5, plasmido eEc; 6, plasmido eEd. En la digestion
de los plasmidos eEa, eEb y eEd se obtiene una banda en el tamafio esperado 6441 pb. (Gel de agarosa al
1% preparado en buffer TAE tefiido con bromuro de etidio)
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Figura 6-15: Mapeo de restriccion del recombinante pPBADA2 — CtpE. A la izquierda, gel de agarosa
mostrando la digestion con las enzimas de restriccion Hindlll, Ndel, BamHI y Bglll/EcoRI. Carril 1, Patron de
peso molecular (PM) Generuler 1 kb (Fermentas); 2, control negativo es el plasmido sin digerir (C-); 3-6,
digestion con las enzimas Hindlll, Ndel, BamHI y Bglll/EcoRlI, respectivamente. (Gel de agarosa al 1%
preparado en buffer TAE tefiido con bromuro de etidio). A la derecha, diagrama representativo de los
resultados esperados. Digestion con Hindlll (1 corte, 6441 pb), Ndel (2 cortes, 4276 pb, 2165 pb), BamHI (3

cortes, 3993 pb, 2031 pb, 417 pb) y Bglll/EcoRI (2 cortes, 4040 pb, 2401 pb) realizado con la herramienta
ApEA plasmid editor v2.0.4.
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Por altimo, los resultados de secuenciacion comprobaron que el gen ctpE fue clonado
exitosamente en el vector de expresion pBAD- A2, el gen estaba completo, no presenté
ninguna mutacién y se encontraba en perfecto marco de lectura con respecto a los
extremos 5" y 3" del vector como se describié anteriormente (Anexo B). Finalmente se
obtuvo el recombinante pBAD A2- CtpE (Figura 6-16).

Figura 6-16: Mapa del recombinante de expresion pBAD A2- CtpE. Inserto ctpE en azul, gen de
resistencia a ampicilina en verde y secuencia codificante araC en morado. En verde la secuencia codificante
del tag de 10 histidinas (Imagenes creadas con la herramienta BVTech Plasmid 5.1)
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6.3 Expresion heterdloga de la proteina CtpE en E. coli

6.3.1 Optimizacion de las condiciones de expresion de CtpE en E.
coli

En la actualidad, la produccién heter6loga de proteinas de membrana con el fin de
realizar estudios funcionales y/o estructurales continda representando un gran reto.
Debido a que se trata de proteinas muy hidrofobicas, es dificil alcanzar altos niveles de
expresion de proteina funcional sin llegar a ser toxico para la célula. Se han reportado
varias estrategias para lograr la sobrexpresion de proteinas de membrana en bacterias,
en las que la seleccién del sistema de expresion ha sido un pardmetro fundamental
(Padan et. al., 2003).

En el caso de M. tuberculosis, Korepanova et. al. (2007, 2005) ha reportado altos niveles
de expresidbn de un gran numero de proteinas de membrana de diferentes pesos
moleculares entre 12 -70 kDa, empleando como sistema de expresion E. coli BL21 y
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vectores basados en el promotor T7 (pET); sin embargo, ninguna de ellas corresponde a
ATPasas tipo P. Solo recientemente Raimunda et. al. (2012) reporté por primera vez la
expresion de una ATPasa tipo P funcional de una especie relacionada (M. smegmatis) en
E. coli, empleando un vector basado en el promotor araBAD (pBAD) el cual es inducible
por L-arabinosa.

Por otro lado, estudios llevados a cabo por Lewinson et. al. (2008) en los que se
compara los sistemas pET y pBAD para la expresion de ATPasas tipo P de diferentes
organismos en E. coli, mostraron que al utilizar el sistema pBAD existe una mayor
correlacion entre los niveles de expresion de la proteina en los lisados celulares, y su
presencia en la membrana plasméatica. Ademas, debido a que el control transcripcional
del promotor T7 resulta en una mayor expresion con respecto al promotor araBAD, es
probable que la proteina sobreexpresada empleando el sistema pET forme agregados
insolubles o cuerpos de inclusion (Lewinson et. al., 2008, Korepanova et. al., 2005). En
este caso, la proteina dificilmente mantendria su funcion, se harian necesarios protocolos
de repliegamiento y la reconstitucion de la misma seria mas compleja (Korepanova et.
al., 2005). Por estas razones se decidi6 emplear el sistema araBAD para probar la
expresion heteréloga de CtpE.

El promotor araBAD presente en los vectores pBAD esta regulado positiva y
negativamente por el producto del gen araC, un regulador transcripcional dimérico que
forma un complejo con L-arabinosa. En ausencia de arabinosa, el dimero AraC entra en
contacto con los sitios |I; y O, del operon araBAD formando un loop de 210 pb en el DNA.
Cuando L-arabinosa se une a AraC, esta proteina sufre un cambio conformacional,
provoca la liberacion del sitio O, y se une al sitio |,, adjacente a |; (Figura 6-17). De esta
forma se permite la interaccion de la RNA polimerasa para que la transcripcion inicie
(Schlief, 2000; Sgrensen y Kusk, 2005).

Figura 6-17: Regulacion del promotor araBAD por L-arabinosa. A) Estructura dimérica de AraC B)
Regulacion del promotor en ausencia de L-arabinosa. AraC esta en contacto con los sitios |11 y O» del operon
araBAD formando un loop de 210 pb en el DNA C) Regulacién del promotor en presencia de L-arabinosa.
AraC se une al sitio I, adjacente a |; (Tomado de Schlief, 2000)
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Una vez construido el recombinante pBAD A2- CtpE, se prosiguidé con los ensayos de
expresion de la proteina CtpE en E. coli. La proteina CtpE esta compuesta por 797
aminoacidos lo que equivale a un peso molecular de 84973 Da (aproximadamente 85
kDa) y de acuerdo con predicciones bioinformaticas, posee 10 segmentos
transmembranales (SwissProt Tools: Protoscale http://web.expasy.org/protscale/ y
ProtParam http://web.expasy.org/protparam/). Sin embargo, es importante anotar que la
proteina recombinante es 31 aminoacidos mas larga debido a la presencia del 10x His
Tag y la secuencia TEV (secuencia que codifica sitio reconocido por la proteasa del virus
del tabaco etch (Kapust et. al. 2001)) en el extremo C- terminal, lo que resulta en un total
de 828 aminoacidos correspondientes a 88 kDa aproximadamente.

El primer parametro evaluado para lograr la expresion heteréloga de la proteina CtpE, fue
la seleccion de la cepa de E. coli adecuada teniendo en cuenta dos factores principales:
las necesidades del promotor araBAD del vector pBAD-A2 y la diferencia en el uso
codonico entre E. coli y M. tuberculosis. Para la primera variable, se decidié probar la
cepa E. coli TOP10 la cual es capaz de transportar L-arabinosa pero no de metabolizarla,
lo cual asegura que la concentracion de este azucar durante la induccién es constante
en el interior celular. Respecto al uso codonico, la cepa E. coli Rosetta 2 que posee el
plasmido pRARE (Anexo A), confiere resistencia a cloranfenicol y provee a la célula de
los tRNA ‘raros” o poco comunes en E. coli (AUA: isoleucina; AGG, CGG y AGA:
arginina; CUA: leucina, CCC: prolina, GGA: glicina ) ya que mientras E. coli solo tiene un
contenido de G+C del 50%, el de M. tuberculosis es de 65-70% (Korepanova et. al.
2005). También se investigd la expresion de la proteina CtpE en la cepa E. coli TOP10
cotransformada con el plasmido pRARE (TOP10+pRARE). Se verificO que ambas cepas:
Rosetta 2 y TOP10 + pRARE hubieran sido cotransformadas con los 2 plasmidos ya que
solo este tipo de contransformantes pueden crecer en placas de medio LB
suplementadas con ampicilina y cloranfenicol (Figura 6-18). Las 3 cepas de E. coli
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empleadas en la expresidén de CtpE se identificaron como: TOP10 pBADA2 CtpE, TOP10
pBADA2 CtpE + pRARE y Rosetta 2 pPBADA2 CtpE.

Figura 6-18: Placas de LB- agar-antibiotico mostrando colonias de E. coli transformadas con el
recombinante pBAD A2 CtpE y el vector pRARE. A) Colonia de E. coli TOP10 pBADA2 CtpE (LB+ Amp),
B) Colonias de E. coli TOP10 pBAD A2 CtpE+pRARE (LB+ Amp +Cam), C) Colonias de E. coli Rosetta 2
pBAD A2 CtpE (LB+ Amp +Cam), D) Control negativo: colonia de E. coli TOP10 transformada Unicamente
con pRARE (LB+Amp), E) Control negativo: colonia de E. coli Rosetta 2 (LB+Amp)

A) B) ©

Inicialmente, se comparoé la expresion de la proteina CtpE entre las tres cepas de E. coli,
manteniendo las mismas condiciones de crecimiento a 37°C y la misma concentracion de
inductor: L-arabinosa 0,2%. Se sigui6 el crecimiento durante 2h, 4h, 5h y 6h de induccion.
Los resultados se analizaron utilizando los lisados celulares mediante SDS-PAGE
(Figura 6-19). Lo primero que se observo es que no existia sobreexpresion evidente de la
proteina en el tamafio esperado (aproximadamente 88 kDa) para ninguna de las tres
cepas TOP10 pBADA2 CtpE, TOP10 pBADA2 CtpE + pRARE ni Rosetta 2 pBADA2
CtpE. Sin embargo, al examinar mas de cerca los resultados de la cepa TOP10 pBADA2
CtpE, se observa una banda muy tenue entre 75-100 kDa, en el control negativo sin
inductor (tiempo de induccion = 0h), que se vuelve un poco mas intensa al aumentar el
tiempo de induccién y que podria corresponder a la proteina CtpE (Figura 6-19,
recuadro).
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Figura 6-19: Comparacién de la expresion de la proteina recombinante CtpE entre las cepas de E.
coli TOP10 y Rosetta 2. A) cepa E. coli TOP10 pBADA2 CtpE, a la derecha se muestra amplificacion de la
region entre 75 y 100 kDa. B) cepa E. coli TOP10 pBADA2 + pRARE. C) cepa E. coli Rosetta 2 pBADA2
CtpE. Los cultivos se indujeron con L-arabinosa 0.2% a 37°C durante diferentes tiempos de induccién: carril
1, tiempo 0 h corresponde a la preinduccion; carriles 2-5, 2h, 4h, 5h y 6h de induccion. Las flechas indican el
tamafio de banda esperado 88 kDa. (Geles de poliacrilamida SDS al 10% tefiidos con azul de coomassie,
PM: Patrén de peso molecular pretefiidos Precision Plus Dual Color Protein Standars (BioRAD))
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Al comparar los valores de ODgy para las tres cepas de E. coli luego de la induccion
(Figura 6-20), se observa que TOP10 pBADA2 CtpE detiene su crecimiento justo
después de la adicion de L- arabinosa (ODgy ~0,7), sin embargo, no ocurre lo mismo
para Rosetta 2 pPBADA2 CtpE y TOP10 pBADA2 CtpE+ pRARE. Esto podria indicar que
E. coli TOP10 pBADA2 CtpE efectivamente sintetiza la proteina, la cual podria ser tdxica
aungue no necesariamente letal para la bacteria (Wagner S, et. al., 2007, 2006). Se ha
reportado que la sobreexpresion de proteinas de membrana inhibe fuertemente el
crecimiento bacteriano en mas de un 50% comparado con las células control (bacterias
sin inducir) después de 2 horas de induccién, con un maximo ODgy de 0,8 -1,3 con
respecto a 2,5 (Wagner S, et. al., 2007, 2006; Miroux y Walker, 1996). Se ha establecido
también que proteinas de membrana sobreexpresadas en E. coli afectan la integridad de
la membrana y saturan la maquinaria de traduccién y traslocacion dificultando la
biogénesis de proteinas enddgenas e inhibiendo asi el crecimiento y la divisién celular,
de esta forma disminuyendo la formacion de biomasa y los rendimientos en la obtencién
de la proteina (Wagner et.al.,, 2007). Esta observacion por lo tanto podria explicar los
resultados descritos en la Figura 6-19.

Figura 6-20: Cinética de crecimiento luego de la induccion de las 3 cepas recombinantes de E. coli:
TOP10 pBADA2 CtpE, TOP10 pBADA2 CtpE + pRARE y Rosetta 2 pBADA2 CtpE transformadas con el
recombinante pBADA2 CtpE e inducidas con L-arabinosa 0,2% a 37°C. Las curvas se comparan con las
cepas de Rosetta 2 pPBADA2 CtpE y TOP10 pBADA2 CtpE transformadas pero sin inducir. En cada punto se
hicieron medidas por duplicado, las barras de error corresponden a la desviacion estandar de los datos.
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Por otro lado, se ha reportado para la expresion heterdloga de proteinas de membrana
de M. tuberculosis en E. coli, que en algunos casos, no es posible detectar la proteina de
interés por SDS- PAGE debido a los bajos niveles de produccién de la misma, y por tanto
se hace necesario emplear otras técnicas como inmunodeteccién (Korepanova et. al.,
2005); por tanto para corroborar si efectivamente CtpE habia sido expresada en alguna
de las 3 cepas de E. coli, se hizo un analisis subsecuente mediante western blot. Las
proteinas fueron entonces electrotransferidas desde los geles de SDS-PAGE a
membranas de PVDF empleando un sistema de transferencia semiseco. La
inmunodeteccién se llevd a cabo por un método indirecto. Primero, se adiciondé el
anticuerpo primario (monoclonales anti His de ratdén) para que reconociera el tag de
10xHis en el extremo C-terminal de la proteina recombinante CtpE. Después, se adicioné
el anticuerpo secundario (policlonales anti raton producidos en conejo), disefiado para
reconocer el anticuerpo primario.

Los anticuerpos secundarios anti ratén utilizados estaban acoplados a la enzima
fosfatasa alcalina. Para su deteccién se decidié emplear los sustratos cromogénicos
solubles: nitroazul de tetrazolio (NBT) y 5-bromo-4-cloro-3-indolylfosfato (BCPI), que al
reaccionar con la enzima generan 2 productos coloreados insolubles (Kurien y Scofield,
2003); cuando la fosfatasa alcalina remueve el grupo fosfato del BCIP, la molécula
resultante dimeriza bajo condiciones oxidantes para dar un precipitado azul (5,5 -
dibromo-4,4"-dicloro-indigo) (Cheung Lab, 2013). Paralelamente el NBT es reducido a su
forma coloreada (formazan); ambos productos forman un precipitado negro-morado
insoluble en agua, que puede ser detectado sobre la membrana de PVDF (Figura 6-21).

Figura 6-21:Reaccion de la hidrolisis enzimatica del BCPI por fosfatasa alcalina y reduccion de NBT
para la produccién de compuestos coloreados empleados en la inmunodeteccion por western blot.
(Modificado de http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/ biofiles/ colorimetric-alkaline.html
Fecha de consulta: 15 /2/2013)
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Gracias a la técnica de western blot, en el caso de E. coli TOP10 pBADA2 CtpE se logré
detectar una proteina diferencial en la posicion esperada (entre 75 -100 kDa), lo que
evidenciaria que efectivamente CtpE fue expresada (Figura 6-22). La proteina se detectd
incluso en ausencia de inductor lo que sugiere que la represion del promotor realmente
no ha sido tan fuerte. Aunque las bandas observadas no son muy intensas, se pudo
determinar que la mayor expresién se logré entre las 4 y 6 horas de induccion.

Figura 6-22: Deteccion de la expresion de la proteina recombinante CtpE en la cepa de E. coli TOP10
pBADA2 CtpE por western blot. El cultivo se indujo con L-arabinosa 0.2% a 37°C durante diferentes
tiempos: tiempo 0 h 6 preinduccion (carril 6), 2h, 4h, 5h y 6h (carriles 1-5) . La flecha indica la posicion de las
bandas en el tamafio esperado 88 kDa. Las proteinas fueron electrotransferidas desde gel de poliacrilamida
al 10% a membranas de PVDF (0,45 ym). La inmunodeteccion se llevé a cabo con anticuerpos primarios anti
His de ratdn y anticuerpos secundarios anti raton producidos en conejo, acoplados a fosfatasa alcalina y los
sustratos cromogénicos NBT y BCPI. PM: Patron de peso molecular pretefiidos Precision Plus Dual Color
Protein Standars (BioRAD))

PM 6h 4h 3h 2h 1h Oh

La produccion de proteina tampoco se detectd por western blot en el caso de las cepas
Rosetta 2 pBADA2 CtpE y TOP10 pBADA2 CtpE+ pRARE. En cuanto a la cepa de
Rosetta 2 pBADA2 CtpE, es probable que metabolice rapidamente la L-arabinosa y por
tanto no se mantengan constantes los niveles intracelulares de inductor necesarios para
expresar la proteina, sin embargo, un estudio relacionado esta fuera del alcance de este
trabajo. Asi mismo, se esperaria que la cotransformacién de E. coli TOP10 pBADA2 CtpE
con pRARE incrementara los niveles de expresion de CtpE como fue reportado
similarmente por Raimunda et. al. (2012), ya que el plasmido pRARE es compatible con
vectores como pBAD (Novy R. et. al. 2001). Sin embargo, por razones todavia
desconocidas la presencia de este pladsmido tampoco tuvo el efecto esperado en la
produccion de proteina.

En un esfuerzo por determinar si realmente los resultados anteriores se debian a bajos
niveles de expresion de la proteina CtpE en E. coli o a una transferencia ineficiente de la
proteina desde el gel a la membrana de PVDF, paralelamente se probaron diferentes
modificaciones al protocolo de western blot.

Debido a que CtpE es una proteina de membrana, para facilitar su analisis por SDS
PAGE se consider6 el tratamiento previo de las muestras (Reisinger y Eichacker, 2008).
En principio, se decidid utilizar los protocolos estandar (Sambrook, 2001, Lewinson et. al.
2008), en los que la muestra es resuspendida en buffer carga y sometida a ebullicién con
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el fin de provocar la lisis celular y la denaturacion de las proteinas; sin embargo, las
proteinas de membrana por ser altamente hidrofébicas tienden a agregarse bajo estas
condiciones (Kaur y Bachhawat, 2009), lo cual se observd por la dificultad de cargar
estas muestras en el gel. Después, se decidio resuspender las muestras en una solucién
de SDS 1 %, a temperatura ambiente por 10 minutos. Las muestras fueron centrifugadas
a 13000 rpm y el sobrenadante que contenia las proteinas solubilizadas fue tratado con
buffer carga (Lewinson et.al., 2008). De esta manera, la muestra pudo ser cargada mas
facilmente en el gel y se logré detectar la proteina por western blot Figura 6- 22.

Otro factor a considerar en la electrotransferencia, fue el relativamente alto peso
molecular de CtpE (88 kDa), que puede resultar en bajos niveles de deteccion por
western blot (Kurien y Scofield, 2003). Entre los factores que influyen en la transferencia
se encuentran: el porcentaje de entrecruzamiento del gel y el tiempo de transferencia
(MacPhee, 2010). En el primer caso se probaron diferentes geles de 4, 8 y 10 % de
poliacrilamida, pero no se observé algun cambio significativo en la deteccién de CtpE
(datos no mostrados). Por otro lado, al trabajar bajo condiciones semisecas, la
transferencia de algunas proteinas grandes (>80kDa) esta limitada en cuanto al tiempo
de transferencia, debido a la capacidad del buffer empleado. En este caso se prolongo el
tiempo de transferencia durante 1 h, 1:30 h y 2 h pero tampoco se obtuvieron bandas
mas intensas por inmunodeteccion.

Se decidié continuar con la optimizacion de la expresién de proteina CtpE, variando la
temperatura de induccion. A pesar de que el crecimiento 6ptimo de E. coli se da a 37°C,
esta temperatura no es necesariamente la mejor opcién para la expresion heteréloga de
proteinas. Por lo general, se emplean menores temperaturas de crecimiento que buscan
disminuir la sobreproduccion de proteina, aliviando asi la sobrecarga en las maquinarias
de traduccion y traslocacion (Gordon et.al 2008).

A pesar de que solo se detectd la proteina en la cepa de E. coli TOP10 pBADA2 CtpE, se
decidi6 probar diferentes temperaturas en las cepas de Rosetta 2 pBADA2 CtpE y
TOP10 pBADA2 CtpE + pRARE. EIl nivel de produccién de proteina fue evaluado a
25°C, 30°C y 37°C, con respecto a las células sin inducir, manteniendo constante la
concentracion de L-arabinosa 0,2%, después de 4 y 6 horas de induccion. Los lisados
celulares fueron analizados por SDS-PAGE y western blot y los resultados se resumen
en la Tabla 6-1. Bajo estas nuevas condiciones, no se detecta la proteina de interés en
Rosetta 2 pBADA2 CtpE ni en TOP10 pBADA2 CtpE +pRARE; tampoco se obtiene un
aumento significativo en la produccién de proteina en E. coli TOP10 pBADA2 CtpE. Estos
resultados fueron bastante inesperados, ya que se ha comprobado que la disminucién en
la temperatura de crecimiento genera un aumento en los niveles de expresion de
proteinas de membrana. De hecho, recientemente se reportd que en la expresion
heter6loga de 4 ATPasas tipo P de Legionella penumophila en E. coli, el hecho de
disminuir la temperatura de 37°C a 30°C aumento significativamente la produccion de
proteina (Gordon et. al. 2008). Es probable que en el caso de CtpE, el metabolismo
reducido de E. coli disminuyera considerablemente la sintesis de proteinas, por lo que
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hubiera sido necesario inducir el cultivo por periodos mas prolongados de tiempo (Terpe
2006; QUIAGUEN, 2003; Miroux y Walker, 1996).

Tabla 6-1: Resultados de la optimizacion de la temperatura de induccion para la expresién de la
proteina recombinante CtpE en las cepas de E. coli: TOP10 pBADA2 CtpE, TOP10 pBADA2 CtpE +
pPRARE y Rosetta 2 pBADA2 CtpE. Se probaron 3 temperaturas: 37°C, 30°C y 25°C, manteniendo constante
la concentracién de inductor L-arabinosa 0,2%, luego de 4h y 6h de induccién. Los extractos celulares se
analizaron por SDS-PAGE (S) y western blot (w) (como se describe en el texto). +/-: condiciones en las que
se detecto o no la proteina.

Cepas de E. coli Temperatura de induccion

37°C 30°C 25°C
4h 6h 4h 6h 4h 6h
TOP10 pBADA2 CtpE +w +w - - - -

TOP10 pBADA2 CtpE - - - - - -
+ pRARE

Rosetta 2 pBADA2 - - - - - -
CtpE

Como solo se detecto la proteina CtpE en las células de E. coli TOP10 pBADA2 CtpE, a
37°C luego de 4 - 6 horas de induccién, se decidié continuar con este clon para estudiar
la variacion de la concentracion final de inductor L-arabinosa entre 0,00002 — 0,2% en el
cultivo; este rango de concentraciones ha sido empleado exitosamente en la expresion
de numerosas proteinas de membrana (Wang et.al. 2003). En principio, la produccién de
proteinas bajo la regulacién del promotor araBAD puede ser inducida completamente con
una concentracion de 0,001% de L-arabinosa en células que no metabolizan este
compuesto, como es el caso de E. coli TOP10 (Terpe, 2006). Sin embargo, los resultados
obtenidos a partir de SDS —PAGE y western blot (Tabla 6-2), evidencian la necesidad de
trabajar con altas concentraciones de inductor (0,2%) para que la proteina CtpE sea
expresada. La variacion en la concentracion de L-arabinosa por varios oOrdenes de
magnitud no mostré6 mejores resultados. En parte esto era de esperarse, ya que para el
sistema basado en el promotor araBAD ocurre un aumento lineal en la expresion génica,
al incrementar la concentracion de inductor (Sgrensen y Kusk, 2005). Por tanto, debido a
gue el nivel de expresion de la proteina CtpE es bajo en condiciones de maxima
induccion, los niveles de expresion no aumentarian al disminuir la concentracién de
inductor.
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Tabla 6-2: Resultados de la optimizacion de la concentracion de inductor en la expresion de la
proteina recombinante CtpE en la cepa de E. coli TOP 10 pPBADA2 CtpE. Se vario la concentracién de L-
arabinosa entre 0,00002% y 0,2%, manteniendo constante la temperatura de crecimiento a 37°C, luego de
4hy 6h de induccion. Los extractos celulares se analizaron por SDS-PAGE (S) y western blot (w) (como se
describe en el texto) +/-: condiciones en las que se detecté o no la proteina.

Concentracién de inductor (L-arabinosa)
0,00002% 0,0002% 0,002% 0,02% 0,2%
4h 6h 4h 6h 4h 6h 4h 6h 4h 6h

E. coli TOP
10 pPBADA2 - - - - - - - - +W +W
CtpE

Por otro lado, para eliminar la posibilidad de que los bajos niveles de expresién fueran
debidos a que el recombinante no fuera mantenido en las células durante el crecimiento,
se hizo una extraccion de plasmido desde las colonias de E. coli TOP10 pBADA2 CtpE,
y un posterior andlisis de restriccion confirmé el mantenimiento del plasmido en las
condiciones de crecimiento.

Durante los anteriores ensayos se probaron diferentes condiciones de induccion
(variando temperaturas y concentraciones de inductor) para E. coli con el fin de superar
las dificultades comunes en la expresiobn de proteinas de membrana como es la
traduccidn, traslocacién e insercién en la bicapa lipidica (Gordon, 2008). Sin embargo,
dichas modificaciones no tuvieron un efecto significativo en los niveles de expresiéon de
CtpE.

6.3.2 Localizacién celular de CtpE

A pesar de los niveles de expresién detectados en la cepa de E. coli TOP10 pBADA2
CtpE, se prosigui6é con la identificacion de la localizaciébn celular de la proteina
recombinante CtpE; de acuerdo con la literatura (Raimunda et. al. 2012, Lewinson et. al.
2008) se esperaria que la proteina se expresara y plegara en la membrana de E. coli.

Para lograr este objetivo, las fracciones celulares se separaron por centrifugacion
diferencial y se tomaron alicuotas de cada etapa para evaluar mediante dot blot la posible
ubicacion de CtpE. Esta técnica ha sido utilizada anteriormente para identificar la
localizacion celular de proteinas sobreexpresadas (Gordon et. al. 2008). Por lo tanto,
cada una de las fracciones obtenidas en la centrifugacion diferencial fue diluida a una
concentracion de proteina aproximadamente 7-8 ug/uL, de esta manera al sembrar 5 pL
de muestra en la membrana de PVDF, se contaba con 35-40 ug de proteina para cada
una de las fracciones analizadas. Para la identificacion de la proteina recombinante se
utilizé el mismo anticuerpo anti His descrito anteriormente.

Los resultados obtenidos a partir del dot blot se muestran en la Figura 6-23. El pellet 1
(P1) obtenido después de la lisis celular y centrifugacion a baja velocidad (9000 rpm,
rotor SS34, Sorvall) corresponde a células no lisadas y cuerpos de inclusién. El
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sobrenadante 1 (S1) se centrifugd nuevamente (45000 rpm, rotor Ti60, Beckman) para
separar el sobrenadante 2 (S2) comprendido por el citosol y proteinas solubles, de los
fragmentos de membrana (MF) (Mandal et.al. 2002, Sharma et.al. 2000). Para estos
ensayos se tomdé como control negativo, las membranas de E. coli sin transformar las
cuales no desarrollaron color.

Como se observa, todas las fracciones presentan una coloracion positiva incluyendo el
P1, lo cual podria deberse a la presencia de células no lisadas, ya que la formacion de
cuerpos de inclusién seria poco probable debido a los bajos niveles de expresion. Por
otro lado, las sefiales mas intensas se observaron en la fraccion de membrana
plasmética de E. coli, lo que sugiere gue la proteina CtpE fue expresada y se encuentra
mayoritariamente insertada en la membrana plasmatica de E. coli TOP10 pBAD A2 CtpE.

Figura 6-23: Dot blot de las fracciones celulares separadas por centrifugacion y ultracentrifugacion
para determinar la localizacion celular de la proteina CtpE expresada en E.coli. A) Controles de dot blot,
C-: control negativo, fragmentos de membrana de E. coli sin transformar, C+: control positivo, proteina
recombinante antiporter Na’/K* Nha de E. coli marcada con 6xHisTag en C- terminal (Mager et. al. 2011). B)
Fracciones celulares: Pellet 1 (células no lisadas y cuerpos de inclusion); S1: (sobrenadante 1); S2:
(sobrenadante 2) citosol y proteinas solubles; MF: Fragmentos de membrana. Las muestras (35-40 ug de
proteina) se aplicaron directamente sobre la membrana de PVDF (0,45 pm). La inmunodeteccion se llevo a
cabo con anticuerpos primarios anti His de ratdén y anticuerpos secundarios anti ratén producidos en conejo,
acoplados a fosfatasa alcalina y los sustratos cromogénicos NBT y BCPI.

A)

C- MF E. coli C+ Proteina His Tag

Pellet 1 Pellet 1 S1 S2 MF MF 1:10
(dil. 1:2)
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Adicionalmente, al trabajar con la muestra de la membranas de E. coli que expresaban la
proteina CtpE, se probaron diferentes detergentes para intentar solubilizar la proteina
recombinante: detergentes i6nicos (SDS dodecilsulfato de sodio, Cholate colato de
sodio), no iénicos (Triton X -100, DM n-decil- B-maltosido , OG n-octil- B-piranosido, NG
neopentil glicol) y zwitteridnicos (PhosK Zwittergent, LDAO oxido de laurildimetilamina).
Algunos como el LDAO, DDM y OG han sido empleados exitosamente en la purificacion
de ATPasas tipo P (Lewinson et. al, 2008).
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Luego de incubar los fragmentos de membrana (6-7 pug/uL de proteina) con soluciones al
1% de cada detergente a temperatura ambiente y centrifugar las muestras, se hizo un
analisis por dot blot de los sobrenadantes. Si CtpE es soluble en alguno de los
detergentes probados, deberia ser posible detectarla en solucién. Efectivamente, se logré
detectar la proteina en las soluciones con SDS, Triton X 100, DM y OG (Tabla 6-3). La
sefial mas intensa se obtuvo para las muestras tratadas con SDS y Triton X -100, lo que
cualitativamente indicaria que estos detergentes lograron solubilizar mayor cantidad de
proteina, de hecho en la literatura se reporta que ambos detergentes se han empleado
exitosamente en la solubilizaciébn de proteinas integrales de membrana, con SDS en
condiciones denaturantes y Triton X-100 en condiciones no denaturantes (Applichem,
2008). El Triton X -100 también fue empleado posteriormente en el tratamiento de las
muestras para el andlisis por SDS PAGE y western blot, pero no se observé un aumento
significativo en la deteccion de CtpE respecto al uso de SDS.

Los resultados anteriores son un buen punto de partida para emplear los detergentes
Triton X 100, DM y OG en estudios futuros de purificacion de CtpE, ya que no son tan
denaturantes como el SDS.

Tabla 6-3: Experimentos de solubilizacién a pequefia escala de la proteina recombinante CtpE. Los
fragmentos de membrana fueron disueltos en soluciones de detergentes al 2%: detergentes i6nicos (SDS
dodecilsulfato de sodio, Cholate colato de sodio), no iénicos (Triton X -100, DM n-decil- R-maltosido , OG n-
octil- R-piranosido, NG neopentil glicol) y zwitteribnicos (PhosK, Zwittergent, LDAO oxido de
laurildimetilamina). Las muestras ( 25 pg de proteina) se analizaron por dot blot sobre membrana de PVDF
(0,45 ym). La inmunodeteccién se llevd a cabo con anticuerpos primarios anti His de raton y anticuerpos
secundarios anti raton de conejo, acoplados a fosfatasa alcalina y los sustratos cromogénicos NBT y BCPI.
+/-: deteccion o no de la proteina en los sobrenadantes.

Detergente Intensidad de la

sefial

l6nicos

SDS ++++

Colato de sodio -

No iénicos

Triton X- 100 ++++

DM +++

oG ++

NG -

Zwitterionicos

Phosk -

Zwittergent ++

LDAO +

Es importante reconocer que se podrian mejorar los niveles de expresion de CtpE en E.
coli, especialmente con el fin de obtener suficiente cantidad de proteina para purificarla y
emplearla en diferentes aproximaciones experimentales encaminadas a la
caracterizacion de los pardmetros enzimaticos, lo que sera tema de una investigacion
posterior en nuestro grupo de investigacion.
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Existen aun varios factores que se pueden modificar y/o probar para mejorar el nivel de
proteina expresada. Por ejemplo, se podria emplear medio de cultivo de auto induccién
como lo realiz6 inicialmente Raimunda et. al. (2012), pues se ha reportado que mejoran
significativamente los niveles de expresion. Las anteriores sugerencias también podrian
aplicarse a los clones de Rosetta 2 pBADA2 CtpE y TOP10 pBADA2 CtpE +pRARE.

Otra opcion, es intentar expresar la proteina en diferentes cepas de E. coli como
C43(DE3), la cual ha sido desarrollada para la expresion de proteinas de membrana y
también ha sido empleada para algunas proteinas de M. tuberculosis (Korepanova et. al.
2005).

También se ha reportado que la posicion del His Tag puede ser determinante en la
produccion de proteina (Lewinson et. al. 2012); muchas proteinas solo se expresan
dependiendo de la ubicacién de dicha secuencia. En este caso podria reemplazarse el
HisTag en C-terminal por N-terminal.

En este punto del trabajo, se considerd de acuerdo a la literatura (Wang et.al., 2003) que
los niveles de expresion de CtpE en la membrana plasméatica de E. coli eran suficientes
para realizar ensayos funcionales de la proteina para la identificacion de la actividad
ATPasa y la especificidad idnica.

6.4 Estudios de transporte ionico de la proteina CtpE

La funcionalidad de una proteina de membrana expresada en E. coli, puede ser
estudiada directamente a partir de la fraccion de membranas celulares, facilitando el
estudio de sus propiedades (Wang et.al., 2003).

Por lo tanto, una vez se comprobdé la presencia de la proteina CtpE en los fragmentos de
membrana de E. coli, se llevaron a cabo estudios iniciales acerca de la especificidad
ionica de la proteina en vesiculas de membrana. Para esto, se emplearon dos
aproximaciones: ensayos de actividad ATPasa y medidas electrofisiologicas empleando
la técnica SSM.

Se ha reportado anteriormente que la actividad por un sustrato en particular de una
proteina de membrana, puede ser medida sobre las vesiculas de membrana siempre y
cuando dichos resultados sean comparados con la actividad medida sobre vesiculas de
membrana de E. coli control (Wang et.al.,2003). En este caso, como control se
emplearon células de E. coli no transformadas.

Ademas es importante aclarar que una vez las vesiculas de membrana son preparadas,
pueden obtenerse en dos orientaciones o configuraciones diferentes: con la porcion
citoplasmatica hacia afuera (1ISO, inside out) o hacia adentro (RSO, rigth side out); a
pesar de que existen protocolos experimentales que permiten obtener preferencialmente
una configuracion o la otra (Mager et. al. 2011), en este trabajo, tanto para los ensayos
de actividad ATPasa como para las medidas electrofisiolégicas, la actividad medida se
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debe a las vesiculas en la forma ISO, es decir, con el sitio de unién a ATP del lado
citoplasmético de la membrana en la célula, hacia la parte externa de las vesiculas
(Schulz et. al. 2008). Se ha reportado que al romper las células de E. coli por presién
mecanica, entre el 60-80% de las vesiculas producidas se obtienen en la configuracion
ISO (Altendorf y Staehelin, 1974).

6.4.1 Ensayos de actividad ATPasa

Durante el ciclo catalitico de las ATPasas tipo P, la hidrélisis del ATP (actividad ATPasa)
se produce una vez el ion a ser transportado ha alcanzado su sitio de unién en la
proteina (seccion 2.6.1); es decir, que sélo en presencia del ion sustrato, la enzima se
fosforila. Por tanto, los ensayos de actividad ATPasa permitirian identificar el ion
transportado por CtpE.

A pesar de que los estudios bioinformaticos sugieren que CtpE es una Na® ATPasa, la
caracterizacion de otras ATPasas tipo P ha evidenciado que el transporte catiénico por
parte de una misma enzima no se restringe a un solo sustrato (Raimunda, 2012; Benito
et. al. 2002). Debido a que CtpE ha sido clasificada como una bomba transportadora de
metales alcalinos y alcalinotérreos (Novoa et.al. 2012), en este estudio también se
probaron otros iones como K* y Ca®* en experimentos independientes.

La actividad ATPasa de las vesiculas de membrana fue determinada colorimétricamente
cuantificando el fosfato inorganico (Pi) liberado en la hidrélisis enzimatica de ATP
siguiendo la metodologia de Lanzetta et.al. (1979). El fosfato liberado forma un complejo
con 12 moleculas de molibdato (fosfomolibdato) en presencia de acido sulftrico (H,SO,),
gue reacciona con el verde malaquita para formar un nuevo complejo verde cuya
absorbancia es directamente proporcional a la concentracién de Pi (Figura 6-24) y puede
ser leida a 640 nm (Zuck et.al. 2005). La actividad ATPasa se reporta como umol de Pi
liberado/mg de proteina*minuto. La reaccion se llevdo a cabo a un pH de 7,2, para
asegurar la actividad de las ATPasa tipo P en la membrana (Santos et. al. 2012).

Figura 6-24: Reaccion de fosfato inorganico (Pi) con molibdato de amonio y formaciéon de los
complejos coloreados con verde malquita. Ensayo colorimétrico para la deteccién de la actividad ATPasa
sobre las vesiculas de membrana. Tomado de http://bitesizebio.com/articles/ask-a-chemist-how-colorimetric-
assays-work/ Fecha de consulta: 12/11/2013

P, + {NHJ,):MDO;; H* » HiPMo;;04
H:PMoy,0:  + HMG“ H* I (MG")(H:PM01,040)  + 2H'
(yellow) (rmalachite green) (Breen, M. 640 nm]

yellow, A.. 446 nm)
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Las vesiculas de membrana de E. coli tienen muchos otros tipos de transportadores e
incluso se ha reportado la presencia de al menos 4 ATPasas tipo P transportadoras de
K* (proteina KdpB), Zn?*/Cd*" y Mg?* (Kiihlbrandt 2004, Axelsen y Palmgren 1998). Por
esta razon, la actividad ATPasa medida en las vesiculas de membrana de E. coli donde
se detectd la expresion de CtpE, fue comparada con la actividad ATPasa de las
membranas de E. coli sin transformar (control).

En la Figura 6-25, se muestran los resultados obtenidos de la actividad ATPasa en
vesiculas de membrana de E. coli donde se expresé la proteina CtpE junto con las
vesiculas control. La actividad ATPasa fue medida por triplicado en cada caso, también
se indica la desviacion estandar para cada conjunto de datos. Los datos fueron
analizados estadisticamente por la prueba t Student (empleando el programa Microsoft
Excel 2010). Las diferencias con valores de P<0,05 fueron considerados como
significativas (Almeida et. al. 2008).

Figura 6-25: Ensayo de actividad ATPasa en vesiculas de membrana de E. coli expresando la proteina
CtpE de M. tuberculosis. En gris se representa la actividad ATPasa de las vesiculas control de células de E.
coli sin transformar y en azul la actividad ATPasa de las vesiculas de membrana expresando la proteina
CtpE. La actividad ATPasa fue medida por triplicado empleando el método colorimétrico de verde malaquita y
se definié como umol de Pi liberado/mg de proteina*minuto a 25 °C y pH 7,2. Se probaron los iones Na*, K"y
Ca®" en concentraciones fisioldgicas. Las vesiculas de membrana de E. coli sin transformar fueron tomadas
como control ( *: P<0,05).
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Inicialmente, se determind la actividad basal que corresponde a la actividad ATPasa
estimulada Gnicamente por Mg** y es producida por la Mg®* -ATPasa en la membrana de
E. coli. Esta actividad esta implicita en cada uno de los ensayos, debido a que el Mg?* es
un cofactor de las ATPasas tipo P y por tanto siempre esta presente en el medio de



86

reaccion. Por lo tanto, como es de esperarse, no existe una diferencia significativa entre
la actividad basal de las vesiculas expresando CtpE y las vesiculas control.

En la Figura 6-25, se observa un aumento de la actividad ATPasa estimulada por iones
Na*y K" con respecto a la actividad basal, tanto para las vesiculas control como para las
vesiculas de membrana expresando CtpE. La actividad medida en las vesiculas control,
puede deberse a la presencia de ATPasas y transportadores presentes normalmente en
la membrana de E. coli, como por ejemplo, la proteina KdpB, la cual transporta K* a
expensas de la hidrdlisis de ATP. Por otra parte, la actividad ATPasa siempre se mostré
mayor en las membranas expreando la proteina recombinante, comparadas con las
vesiculas control, lo que en principio podria ser un indicio de que Na® y K son
transportados por CtpE. La diferencia entre la actividad ATPasa estimulada en las
vesiculas de membrana con CtpE y las vesiculas control, permitio establecer que la
actividad ATPasa debida a la proteina CtpE es de 0,21 + 0,04 pmol Pi/mg
proteina*minuto cuando es estimulada individualmente por Na*; 0,27 + 0,12 ymol Pi/mg
proteina*minuto en presencia Unicamente de K* y cuando se prueban simultdneamente
Na‘’/K* en proporcion molar 3:1, la actividad ATPasa es 0,26 + 0,08 pmol Pi/mg
proteina*minuto. Estos resultados son practicamente iguales y sugieren que tanto Na*
como K" estimulan la actividad ATPasa de CtpE en las vesiculas de membrana. Los
valores de actividad ATPasa obtenidos en este trabajo, son del mismo orden de
magnitud, a los reportados por otros autores (bajo condiciones experimentales similares)
para la actividad Na* ATPasa de la bacteria Exiguobacterium aurantiacum (0,2 -0,3 pmol
Pi/mg proteina*minuto) (Suzuki et. al. 2005).

Por otro lado, de acuerdo a los resultados obtenidos (Figura 6-25) es evidente que el
Ca®* no es transportado por CtpE ya que no hay una diferencia estadisticamente
significativa en la actividad ATPasa entre las vesiculas control y las vesiculas con CtpE al
adicionar el cation divalente.

En la literatura (Rocafull et. al. 2012, Benito et. al. 2002) se ha reportado que la Na*
ATPasa es capaz de transportar iones Na*, Li* y K" individualmente, a diferencia de la
Na® /K" ATPasa que necesita de ambos iones para que la enzima se active. Por tanto,
CtpE podria tratarse efectivamente de una Na® ATPasa. Todavia seria importante
determinar en estudios posteriores, la afinidad y constantes de transporte para Na* y K*
de la proteina CtpE.

Por otro lado, también se evalud el efecto del vanadato sobre la actividad ATPasa de las
vesiculas expresando CtpE, los resultados se muestran en la Figura 6-26. El vanadato es
un inhibidor especifico de las ATPasas tipo P ya que bloquea la fosforilacion de estas
enzimas (Almeida et. al.,2008).
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Figura 6-26: Efecto del inhibidor vanadato sobre la actividad ATPasa medida en vesiculas de
membrana de E. coli expresando la proteina CtpE de M. tuberculosis. En azul se representa la actividad
ATPasa de las vesiculas expresando CtpE sin inhibidor y en rojo la actividad ATPasa sobre las mismas
vesiculas en presencia de inhibidor. La actividad ATPasa fue medida por triplicado empleando el método
colorimétrico de verde malaquita y se defini6 como umol de Pi liberado/mg de proteina*minuto a 25 °C y pH
7,2. Se probaron los iones Na*, K' y Ca®* en concentraciones fisioldgicas y de ser necesario vanadato (50
pM) . Las diferencias entre la actividad ATPasa en presencia y ausencia de inhibidor con valores de P<0,005
(*: P<0,05) fueron consideradas como significativas (Almeida et. al. 2008).
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La actividad ATPasa estimulada por Na* y K* en las vesiculas expresando CtpE,
disminuyé considerablemente en presencia del inhibidor (Figura 6-26). Los niveles de
actividad en presencia de Na* + vanadato (0,61+ 0,02 umol Pi/mg proteina*minuto), K" +
vanadato (0,59 + 0,12 ymol Pi/mg proteina*minuto) y Na*/K* + vanadato (0,38 + 0,02
pumol Pi/mg proteina*minuto) son muy parecidos a los de la actividad basal + vanadato
(0,45 + 0,15 pymol Pi/mg proteina*minuto); es decir, que el vanadato inhibié todas las
ATPasas tipo P presentes en la membrana de E. coli incluyendo la actividad estimulada
por Na* y K* de la proteina CtpE. Esto permitiria asociar experimentalmente la actividad
de CtpE a una ATPasa tipo P.

Es importante anotar, que la actividad ATPasa medida incluso en presencia de vanadato
puede ser debida a otras proteinas presentes en la membrana de E. coli como los
transportadores tipo ABC que también hidrolizan ATP pero no son inhibidas por
vanadato, o fosfatasas (Pedersen, 2007).

Los resultados de actividad ATPasa sugieren que la proteina CtpE efectivamente estaria
involucrada en el transporte de Na* y/o K*, por lo que a continuacién se utilizaron
medidas electrofisiologicas empleando la técnica de SSM, para comprobar la
especificidad idnica sugerida en los ensayos de actividad ATPasa.
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6.4.2 Medidas electrofisioldgicas

Las medidas electrofisiolégicas son adecuadas para determinar el tipo de sustrato idnico
gue es transportado por CtpE. La técnica de SSM en particular, es muy Util en casos
como el estudio de transportadores bacterianos, los cuales dificilmente pueden ser
investigados con otras técnicas electrofisioldgicas (seccion 2.7) (Schulz et. al. 2008). En
SSM, las vesiculas de membrana de E. coli que expresan la proteina CtpE son
adsorbidas sobre una membrana lipidica artificial, soportada en un electrodo de oro que
esta conectado a un circuito externo (seccion 5.5). La corriente generada por el
transporte idénico debida al transportador (transporte electrogénico), es medida a través
de acoplamiento capacitivo (seccion 2.7.2). La técnica SSM permite detectar picos de
corriente en el orden de los pA asociados al transporte de un sustrato especifico
(Pintschovius et.al, 1999).

En el caso de las ATPasas tipo P como CtpE, las sefiales de corriente son observadas
una vez la bomba es activada por un “salto” o cambio rapido de la concentracion de ATP
en presencia del ion transportado (Tadini et. al. 2008).

En la Figura 6-27, se observan las sefiales de las corrientes eléctricas generadas por las
vesiculas de membrana control y expresando CtpE adsorbidas sobre SSM. Las sefiales
son registradas después de los 550 ms, tiempo que le toma al equipo hacer el
intercambio de soluciones (seccién 5.5). En este caso, la deteccion de una sefial se
asoci6 al transporte del ion probado. Un pico de corriente de signo positivo indica que el
transporte de carga positiva ocurre desde la soluciéon hasta la vesicula en el SSM, en la
configuracion del experimento esto significa que el catién es transportado desde el lado
citoplasmatico al exterior celular (Pintschovius et.al, 1999).

Para las vesiculas control y expresando CtpE, se registraron picos de corriente positiva
en presencia de Mg* entre 50- 70 pA (Figura 6-27 B) correspondientes al transporte
“basal’, los cuales indican la contribucion a la corriente idnica debida Unicamente a este
catién y que esta asociado a la presencia de una Mg®* ATPasa en las vesiculas de
membrana de E. coli, como se discutié anteriormente. Por otro lado, en presencia de Na*
(Figura 6-27 C) y Na'/K* (Figura 6-27 D) (ademas del Mg®") se registraron picos de
corriente alrededor de 250 pA en las vesiculas de membrana expresando CtpE, es decir
5 veces mayor que en las vesiculas control, lo que muestra que la contribucién a la
corriente ionica debida a otros transportadores de E. coli ha sido minima al comparar
con las sefiales obtenidas para las vesiculas control. Por tanto, las corrientes registradas
en presencia de Na" y Na'/K" para las vesiculas expresando CtpE se asociarian a la
presencia de la ATPasa CtpE, ya que los valores de corriente obtenidos son del mismo
orden de magnitud que el reportado para otras ATPasas tipo P estudiadas con la misma
técnica. Por ejemplo para la Na'/K* ATPasa de rifion de cerdo luego de un salto en la
concentracion de ATP, se registran picos de corriente de 400 pA (Tadini et.al. 2008).

Los picos de corriente positiva obtenidos en presencia de Na* y Na'/K" indicarian que el
transporte de los cationes en CtpE ocurre desde el interior hacia el exterior celular. Esto
concuerda con el mecanismo de transporte de las ATPasas tipo P y en particular de la
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Na" ATPasa tipo P cuya funcién es exportar Na* y/o K™ al medio extracelular a expensas
de la hidrdlisis de ATP (Benito et. al. 2002).

Al emplear Unicamente K, solo se detecté una sefial de corriente negativa en las
vesiculas control (Figura 6-27 E), lo que indicaria que el cation es transportado desde la
vesicula hacia la solucién, es decir desde el exterior celular hasta el lado citoplasmatico,
funcion que ha sido asociada a la proteina KdpB de E. coli (Altendorf y Epstein, 1996).

Figura 6-27: Sefiales eléctricas obtenidas mediante la técnica de SSM para las vesiculas de membrana
de E. coli expresando la proteina CtpE. A) Esquema de la interpretacién cualitativa de las corrientes
generadas en SSM al adsorber vesiculas de membrana. Las vesiculas en forma ISO, exponen el lado
citoplasmatico de la proteina a la solucion que contiene los iones sustratos y el ATP. Si una carga positiva
entra hacia la vesicula (desde citoplasma— exterior) se genera una corriente positiva (flecha y curva azul),
por el contrario si la carga positiva sale desde la vesicula (exterior —citoplasma) se genera una corriente de
carga negativa (flecha y curva roja). (Modificado de Mager et. al., 2011) B-E) Corrientes transitorias
generadas en presencia de diferentes cationes y luego de un salto en la concentracién de ATP (300 uM ) y
siempre en presencia de Mg®* (2 mM), cofactor de las ATPasas tipo P. Todos los experimentos se llevaron a
cabo manteniendo constante la fuerza iénica con cloruro de colina. Las sefiales fueron analizadas utilizando
el software SurfE2R One v3.5.2 B) Vesiculas de membrana estimuladas Gnicamente por Mg> (2 mM). C)
Vesiculas de membrana estimuladas en presencia de los iones Na® (80 mM) D) Vesiculas de membrana
estimuladas en presencia de los iones Na*/ K (80 mM/ 50 mM). E) Vesiculas de membrana estimuladas en
presencia de K" 50 mM.
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B) Activacién por Mg**y ATP 300 pM
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E) Activacién por K'y ATP 300 uM
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Aunque los ensayos de actividad presentados anteriormente sugieren que efectivamente
el sustrato de la proteina CtpE es Na’ y/o K', de todas formas una caracterizacion
funcional de esta bomba aun requiere la purificacion de la proteina y su reconstitucién en
liposomas, a fin de asegurar que la actividad y las sefales registradas son debidas
unicamente a CtpE al trabajar en un sistema controlado. En principio, y gracias al
empleo de vesiculas de membrana de E. coli sin transformar como control, las
diferencias observadas en la actividad ATPasa y medidas electrofisiologicas entre las
vesiculas de E. coli control y las vesiculas expresando CtpE, se pueden correlacionar a la
funcionalidad de la proteina expresada CtpE (Wang et. al. 2003).

Los resultados obtenidos, corroborarian las predicciones bioinformaticas previas en las
que se sugirié que CtpE es un transportador de Na® (Novoa et. al, 2012). Sin embargo,
también podria esperarse que esta proteina transporte otros cationes como Li* y K,
como se ha reportado para otras Na* ATPasas tipo P (Ruiz y Arifio, 2007). La existencia
de una Na" ATPasa tipo P en el proteoma de M. tuberculosis, seria el primer reporte de
este tipo de bombas en una bacteria no alcaldfila. Investigaciones a largo plazo, podrian
revelar la importancia de CtpE en la supervivencia de este patdégeno en el macréfago y
su potencial como blanco terapéutico (Agranoff, 2004 y Korepanova, 2005).
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7.Conclusiones

Se construyeron los recombinantes de clonacion, pJET 1.2 -CtpE, y de expresion,
pBADA2 —CtpE, del gen ctpE (Rv0908) de M. tuberculosis posible codificante de una
Na® ATPasa tipo P, basados en la amplificacion del gen por PCR a partir de DNA
gendmico de la cepa no virulenta H37Ra.

Se logr6 expresar la proteina recombinante CtpE en E. coli TOP10 bajo la regulacion del
promotor araBAD. Al mismo tiempo se pudo comprobar la insercion de CtpE en la
membrana plasmaética de E. coli.

Estudios iniciales acerca de la especificidad iénica de la proteina CtpE (presente en las
vesiculas de membrana) por medio de ensayos enzimaticos de actividad ATPasa y
medidas electrofisiolégicas (SSM), indicarian que efectivamente es capaz de transportar
iones Na* y/o K.

Este es el primer acercamiento experimental para caracterizar funcionalmente la proteina
CtpE de M. tuberculosis. La construccién de los recombinantes y la identificacion de las
condiciones de expresion en E. coli, representan un avance importante para elucidar los
mecanismos moleculares involucrados en el transporte iGnico mediado por ATPasas en
micobacterias.



94

8.Perspectivas

Para continuar con la caracterizacion funcional de la proteina CtpE de M. tuberculosis,
las nuevas investigaciones deben ser encaminadas a la purificacion de la proteina CtpE a
partir de las vesiculas de membrana de E. coli y su posterior reconstitucién en
proteoliposomas.

A mediano plazo, se espera que los resultados obtenidos contribuyan a la comprension
del parasitismo intracelular de M. tuberculosis al interior del macréfago, especificamente,
se busca establecer la funcion que cumplen este tipo de transportadores en la
supervivencia del bacilo.

A largo plazo, estas investigaciones podrian aportar herramientas para el disefio de
nuevas drogas antituberculosas.



A. Anexo: Vectores de clonaciéony
expresion empleados en la presente
investigacion.

A continuacion se presentan los mapas de los vectores que se emplearon para el
desarrollo de este trabajo.

Figura A-1: Vector de clonacion pGEMT®- easy (Promega)
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Figura A-2: Vector de expresion pET 19b ® (Novagen)
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Figura A-3: Vector de clonacion pJET 1.2 ® (Thermo Scientific /Fermentas)
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Figura A-4: Vector de expresion pBAD/HisA® (Invitrogen)
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Figura A-5: Vector de expresion pBAD A2 modificado desde pBAD/HisA (MPI-
Biophysics)
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Figura A-6: Mapa del vector pRARE presente en la cepa de E. coli Rosetta 2 y el cual
codifica tRNA poco comunes en E. coli (Novagen).
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B. Anexo: Resultados de
secuenciacion de los recombinantes

pJET 1.2 CtpE: el fragmento ctpE se sitla entre las posiciones 510- 2903 pb de la
secuencia empleada como referencia (primera fila). Debajo se muestran los
alineamientos con los fragmentos generados por cada uno de los iniciadores de
secuenciacion (Clone Manager).

A continuacion se enumeran los fragmentos generados y las posiciones en las que el
alineamiento es exactamente el mismo. Como se observa, los sobrelapamientos entre las
secuencias abarcan la totalidad del gen.

Fragmento 1: 468 — 1280 pb
Fragmento 2: 1241 — 2184 pb
Fragmento 3: 1044- 2051 pb

Fragmento 4: 1979- 2990 pb

CtpE
pJET CtpE
plET 1.2fw

plET 1.2 rev
SeqE2rev

SeqElfw
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pBADA2- CtpE: el fragmento ctpE se sitla entre las posiciones 340-2730 pb de la
secuencia empleada como referencia (primera fila). Debajo se muestran los
alineamientos con los fragmentos generados por cada uno de los iniciadores de
secuenciacion (Clone Manager).

A continuacion se enumeran los fragmentos generados y las posiciones en las que el
alineamiento es exactamente el mismo. Como se observa, los sobrelapamientos entre las
secuencias abarcan la totalidad del gen.

Fragmento 1: 266-1242 pb
Fragmento 2: 849-1880 pb
Fragmento 3: 1071-2014 pb
Fragmento 4: 1871-2774 pb

CtpE

PIBAD A2 - CEDE s

pBADrev - E—
SeqElfw I
pBAD fw o

SquZ[ev . I
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C.
secuencias nucleotidicas del gen

CtpE en las cepas de M. tuberculosis
H37Ra y H37Rv.

Anexo: Alineamientos de las

Alineamiento global de las secuencias nucleotidicas del gen ctpE de las cepas M.
tuberculosis H37Ra y H37 Rv empleando el programa CloneManager.

Numero de acceso del gen ctpE de M. tuberculosis H37Ra: NC_009525.1 Region:
1013039 — 1015432

Numero de acceso del gen ctpE de M. tuberculosis H37Rv: NC_000962 Region: 1011731
-1014124
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atgacccgttoggottoggogacagocggtttgaccgatgccgaagtggcgcaacgggtcgccgaagycaagagcaacgatatcoccggaacgggtcacccgcaccgtcgggcagatcgtccgggccaacgtattcacgcy
atgaccegttoggettoggegacagecggtttgacegatgcegaagtggegcaacgggtegecgaagycaagagcaacgatatcocggaacgggtcacccgcacegtegggeagatcgtecgggecaacgtatteacgeq

gatcaacgcgattetgggegtitigetgetcategtetiggegacgggetegttgatcaacggyatgtteggoctgctcatcategocaacagegteatcggeatggtecaggagatecggccaageagacgetggaca
gatcaacgcgattetgggeyritigetgctcatcgetigycyacgggotogtigatcaacgyatgttcggcotgetecatcategocaacagegroatcggeatggrecaggagatocgyccaageagacgoetggaca

aactcgecgatcatcggacaggcgaaacegttggtgogoaggcaatcoggaacgegcacgoggtogaccaacgaggtggtgotggacgacatcatogaacttgggcccggggaccaggttgtegtogacggegaggtegte
aactcgecgatcatcggacaggcgaaacegttggtgogoaggcaatcoggaacgegcacgoggtogaccaacgaggtggtgotggacgacatcatcgaacttgggcccygggaccaggttgtegtogacggegaggtegte

gaggaggaaaacttggagatcgacgaatcattgotgaccggegaggocgaccegattgocaaagacgotggogatacegtgatgtegggeagtttegtogtotecggtgocggogoctaccgegecaccaaggteggeag
gaggaggaaaacttggagatcgacgaatcattgotgaccggegaggccgacccgattgocaaagacgotggogataccgtgatgtegggcagtttcgtogtotocggtgoccggogoctaccgcgocaccaaggtcggcag

cgaagcatatgcagccaaactggocgccgaggocageaagttcaccotggtgaaatccgaattgegeaacggeatcaacaggattotgoagttecatcacttacttgttggtgccggecggoctgotgaccatotacacce
cgaagcatatgcagccaaactggccgccgaggccagcaagttcaccctggtgaaatccgaattgcgcaacggcatcaacaggattctgocagttcatcacttacttgttggtgccggccggoctgotgaccatotacacce

agctgttcaccacacacgtgggatggcgggaatocgtgttgeggatygtgggegegetgytgecgatygttoccgaaggoctggtgetgagaccteqategecttegeegreggggtggtcagyct agogteaa
agctgttcaccacacacgtgggatggcgggaatecgtgttgeggatygtgggegegetgytgeegatygttoccgaaggoctggtgetgatgaccteqategecttegeegreggggtggtcagyct agogteaa

TOCCTggtgcaagagttgeccyccatcgagggottgicycygytggacgtggtetgcgecyacaagaccggcacactgaccyaaagtggcatgcgggtetgcgagytcgaagagetegacygggetggtcgacaggaaaq
tgcctggtgcaagagttgoccgecatogaggggttggogocgggtggacgtggtctgogocgacaagaccggoacactgaccgaaagtggecatgecgggtotgcgaggtcgaagagetcgacggggctyggtcgacaggaaag

tgtcgeogatgtgetggccgecctggoccgocgeogacgcccgtoccaal tgcaggcaat gcctttoact gggctgggtogt cgogoctttcaagtcggocaccaagtgga
tgtcgeogatgtgetggeogecctggecgocgecgacgeccgtoccaal tgcaggeaat gccttteact gggctgggtegt cgogectttcaagtecggecaccaagtgga
gcggegtctoctttogogatcacggtaactgggtgatcggegcgcccgacgtgetgoctogatccggettcggtggogy: gatcgga ttgcgggtgctgctgctggctgctggcagt

gcggegtctoctttogogatcacggtaactgggtgatcggcgogoccgacgtgetgotogatecggettoggtggoggccagacaggccgagoggatcggagegcagggattgogggtgotgctgctggetgotggoagt

gtggecgtegaccatgoccaagegeegggtcaggteaccecggtagegetggttgtgetygageagaaggtgcggocegacgccegtgaaacgctggattattttgetgtteagaatgtttoggtcaaggtgateteegy
gtggecgTegaccatgoccaagegeegggrcaggteaccecqytagegetggttgtgetygageagaaggtgcggoccgacgccoggaaacgcrggartattitgergtteagaatgtttcggicaaggtgatetocgy

tgacaacgcggtgteggttggtgegytegocgaccggetoggyctgcatggcgaggogatggatgegegtgogotgecgacgggccycgaagaactggoccgacacactggactcttacaccagtttiggccgtgtgegge
tgacaacgoggtgteggttggtgegytogocgaccggetoggyctgcatggcgaggogatggatgegegtgegotgecgacgggccycgaagaactggoccgacacactggactcttacaccagtitiggccgtgtgegye

cggaccagaagcgtgcgatcgtgcatgotctgcaatcacacgggcataccgtggcgatgaccggcgacggcgtcaacgacgtgottgocctoaaggacgctgatatcggtgtggcgatgggctcgggcageccggcctcg
cggaccagaagegtgegatcgrgeatgetetgeaatcacacgggearacegtggegatgaccggegacggegteaacgacggettgocctcaaggacgotgatateggtgtggegatgggetcgggeageccggeeteg

cgtgcggtggcacagatcgtgttgctgaacaaccggtttgccacgotgecccatgtygtoggogaggggegtogggteateggeaatatogaacgggtogocaatotattcctgactaagacggtgtattecgtgttget
€grgcggrggeacagategtgttgetgaacaaccygtttgccacyetgceccatgtygteggegaggggegtegygteatcygcaatatcgaacggytegccaatetattcetgactaagacggrgtattcegtgttget

ggcgetgetggtgggtattgagtgcttaattgocataccgotgoggcgtgatocgetgttgtteccgttccagecgatecacgtoaccatogoggectggttoactatcgggatcccagogttcatcctgtocttggege
@gcgctgetggtgggtattgagtgettaattgecataccyectgcygcgTgatccgetgttgitcecyrtecageegatceacgtoaccatcyeggectggtteactatcgggatccoageqricatectgtecttggege

ccaacaacgagcgggcctatccgggettegttoggcgagttatgacgtotgcggtgocgttcggactagtcatcggtgtcgegactttcgtoacctatctggocgettaccagggtogetacgcctogtggcaggageag
ccaacaacgagcgggectatccggyettegtteggcgagrtatgacgtetgcgggcegtteggactagteatcggtgtegegactitcgtcacctatcrggecgettaccagggtogetacgceteqrggeaggageag

gaacaggCgrogaccgotgcgetgatcacgttgttgatgaccgcyttatgggtgetggcggtgatcgeacgcocctatcagtggtggcgactggegctggtgettgcctccggactggectatgtggtgatcttcagect
gaacaggcgtogaccgotgogotgateacgttgttgatgaccgegttatgggtgotggeggtgategoacgcooctatcagtggtggogactggegctggtgcttgcotocggactggectatgtggtgatottcagect

tecgetggegogggagaagttectgetggatgectegaacctggegacgacgtcaarcgegetggeggttggegtggtgggrgeggegaccartgaggegatgrggtggatecgaageaggatgoteggtgrgaaaccga
tcogetggegcgggagaagttectgotggatgoctcgaacctggegacgacgtcaatcgogctggeggt tggegtggtgggtgcggcgaccattgaggcgatgtggtggatccgaagcaggatgcteggtgtgasaccga

gagtgtggcgataa
gagtgtggcgataa
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