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Resumen y Abstract IX

Resumen

El éxito de Mycobacterium tuberculosis como patégeno se fundamenta en su capacidad
de evadir la respuesta inmune del hospedero, sobreviviendo dentro de los macréfagos. En
estas células la micobacteria reside en fagosomas que exhiben una variedad de
actividades antimicrobianas como pH acido, especies reactivas de oxigeno (ROS) y
nitrégeno (RNS), péptidos antimicrobianos, hidrolasas acidas, bajo contenido de
micronutrientes, y concentraciones no fisioloégicas de iones de metales pesados. En este
escenario hostil, los transportadores activos de cationes, como las ATPasas tipo Pis,
juegan un papel relevante en la homeostasis idnica de la bacteria, al estar relacionados
con la desintoxicacién de estos metales, y con la respuesta al estrés redox. En el caso de
M. tuberculosis, algunas ATPasas tipo Pis se han descrito como factores de virulencia,

debido a su papel en la adaptacién de la micobacteria al ambiente intracelular.

En este orden de ideas, resulta interesante conocer la relacion entre la actividad de las
ATPasas tipo Pig y las condiciones de estrés que M. tuberculosis soporta durante la
infeccidn, con el fin de evaluar el potencial de estos transportadores de membrana en la
viabilidad de M. tuberculosis. Para cumplir con este objetivo, el presente trabajo tuvo tres
enfoques de estudio diferentes orientados a tener una vision del posible papel de las
ATPasas tipo Pig en respuesta a algunas condiciones de estrés que simulan parcialmente
el ambiente del fagosoma en el que reside M. tuberculosis. El primero, es el andlisis
transcripcional de las ATPasas tipo Pig bajo algunas condiciones de estrés al que M.
tuberculosis se expone durante la infeccidn. El segundo es la blusqueda de los posibles
reguladores transcripcionales de estas ATPasas tipo Pig y la evaluacién de su
transcripcién bajo las mismas condiciones de estrés, para asi aproximarse a los
potenciales mecanismos de regulacion. Finalmente, una aproximacién funcional de las tres
Cu* ATPasas putativas de M. tuberculosis, las que representan cerca de la mitad de
ATPasas transportadoras de metales pesados en la micobacteria y cuya funcién se
desconoce. Para su analisis se realiz0 una caracterizacion funcional de la actividad

enzimatica de estas tres proteinas, incluyendo analisis bioinforméticos, manipulaciones
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genéticas y de biologia molecular, y finalmente un componente bioquimico para responder

a los objetivos propuestos.

Se encontr6é que todas las ATPasas tipo Pig de M. tuberculosis tienen una activacion a
nivel transcripcional en respuesta a las diferentes condiciones de estrés, como exposicion
a altas concentraciones de cationes de metales pesados, agentes de estrés oxidativo y
nitrosativo, e hipoxia. El analisis transcripcional con cationes de metales pesados mostré
que la transcripcion de los genes ctpA, ctpG, y ctpV se activa en presencia de Cu?*, ctpC
por Zn?*, ctpG por Cd?* y ctpJ por Co?". Agentes de estrés oxidativo y nitrosativo activaron
la transcripcién de los genes ctpA, ctpB, y ctpD, mientras que la hipoxia estimulé la
expresion de ctpB y ctpC. Los anteriores resultados muestran que las ATPasas tipo Pis
de M. tuberculosis se activan con la presencia de cationes de metales pesados,
asociandose con el transporte estos metales y en su desintoxicacién celular. También se
pudo concluir que estas ATPasas se asocian con la respuesta al estrés redox e hipoxia,
ayudando a la célula a responder a estas condiciones adversas. Los resultados del analisis
transcripcional de los posibles reguladores transcripcionales de las ATPasas tipo Pig de
M. tuberculosis, mostraron una respuesta concertada entre la activacion de la transcripcion
del regulador y la ATPasa tipo Pig, lo que significa que los genes de los reguladores
transcripcionales propuestos (rv0818, rv2250c, sigC, rv0324, sigH, rv0238, cmtR, nmtR, y
csoR) aumentan sus niveles de expresion en respuesta a las mismas condiciones de

estrés previamente establecidos para las ATPasas tipo Pig reguladas.

Resulta interesante que M. tuberculosis exprese tres Cu® ATPasas putativas, de las que
se desconoce su funcién bioldgica. Nuestra hipotesis es que no se trata de sistemas
redundantes de extrusion de cobre, sino que se trata de sistemas independientemente
controlados que funcionan bajo condiciones metabdlicas particulares de la micobacteria.
Los analisis funcionales permitieron establecer que como se esperaba, las tres enzimas
tienen al Cu* como sustrato. Los parametros cinéticos de estas enzimas se determinaron
usando ensayos enzimaticos de actividad Cu* ATPasa y transporte de Cu*, permitiendo
establecer que CtpA y CtpB se relacionan con enzimas encargadas de metalar proteinas
extracitoplasmaticas, en tanto que CtpV se relaciona con la desintoxicacion de Cu",
necesaria cuando los niveles de cobre intracelular sobrepasan el limite requerido y se

vuelven deletéreos para la célula.
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El conjunto de resultados de este trabajo sugiere que las ATPasas tipo Pig de M.
tuberculosis juegan un papel importante en la respuesta a las condiciones de estrés que
la micobacteria enfrenta durante la infeccidn, incluyendo altas concentraciones de metales

pesados, estrés redox y bajas tensiones de oxigeno.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, ATPasas tipo Pig, Cu* ATPasas, transporte

i6nico, metales pesados y reguladores transcripcionales.
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Abstract

The success of Mycobacterium tuberculosis as pathogen is based on its ability to evade
the host immune response. The bacterium resides inside macrophage phagosomes under
an antimicrobial environment, including acid pH, reactive oxygen (ROS) and nitrogen
(RNS) species, antimicrobial peptides, acid hydrolases, low micronutrient availability, and
non-physiological concentrations of heavy metal cations. In this hostile scenario,
membrane transporters such Pig-type ATPases, involved in cation detoxification and
response to redox stress, are relevant to survive. Particularly, some mycobacterial P1g-type
ATPases have been described virulence factors, due to their role in the adaptation of the

mycobacterium to the intraphagosomal environment.

To evaluate the potential of Pig-type ATPases in the bacterial virulence, it is important to
know the relationship between these membrane transporters and the stress conditions that
M. tuberculosis faces during infection. To achieve this goal, this work had three different
study approaches. The first one was the transcriptional analysis of P1g-type ATPases under
stress conditions that mimic the hostile environment inside phagosomes. The second was
the identification of possible transcriptional regulators controlling Pis-type ATPases, by
evaluating their transcription behavior under the stress conditions, in an effort to approach
to the regulatory mechanisms of P1g-type ATPases. Finally, to gain a better understanding
of the possible role of these transporters, the study focused on the 3 putative M.
tuberculosis Cu™ ATPases. Those are about a half of the heavy metal transporting ATPases
present in the mycobacteria, and all of them are without functional characterization. This
characterization was made including, bioinformatic analysis, genetic and molecular biology

manipulations, and a biochemical analysis.

Our analysis showed that all Pis-type ATPases of M. tuberculosis are overexpressed in

response to different stress conditions, including high concentrations of heavy metal
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cations, oxidative and nitrosative stress, and hypoxia. The transcriptional analysis with
heavy metal cations showed that the transcription of ctpA, ctpG, and ctpV is activated with
Cu?*, ctpC with zZn?*, ctpG with Cd?*, and ctpJ with Co?". Additionally, oxidative and
nitrosative stress promotes transcription of ctpA, ctpB, and ctpD, and hypoxia promotes
expression of ctpB and ctpC. This suggests that M. tuberculosis Pig-type ATPases are
pivotal in the response to high concentration of heavy metal cations, which is in agreement
with their canonical transport/detoxification function. Also, these ATPases are related with
the response to redox stress and hypoxia, helping the pathogen to face those adverse
conditions. The transcriptional analysis of the possible transcriptional regulators controlling
Pis-type ATPases, showed a similar transcriptional response between the transcription
regulator and the Pig-type ATPases. The genes of the proposed transcriptional regulators
(rv0818, rv2250c, sigC, rv0324, sigH, rv0238, cmtR, nmtR, and csoR) increased their
expression in response to the same stress conditions that the stimulated the expression of

the P1g-type ATPases.

Interestingly, M. tuberculosis possesses three putative Cu* ATPases. Our hypothesis is
that these are not redundant copper extrusion systems, instead, are independently
controlled systems responding to specific metabolic conditions. The functional analyzes of
those three proteins confirmed that Cu* is the substrate of the three enzymes. The kinetic
parameters determined by enzymatic assays, including Cu* ATPase activity and Cu*
transport, suggest that CtpB and CtpA are related to enzymes involved in metalation of
periplasmic proteins. In contrast, CtpV is homologue to enzymes involved in Cu*

detoxification.

The set of results presented in this work suggests that M. tuberculosis Pig-type ATPases
play an important role in the mycobacterial response to stress conditions faced during

infection.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Pis-type ATPases, Cu*-ATPases, ion transport,

heavy metal cations and transcriptional regulators.
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Introduccién

La tuberculosis (TB) es una enfermedad causada por Mycobacterium tuberculosis, una
micobacteria considerada uno de los mayores problemas de salud publica en el mundo
[1]. Segun el dltimo reporte de la organizacion mundial de la salud (OMS), en el afio 2016
se registraron cerca de 10,4 millones de nuevos casos y 1,3 millones de muertes por TB
[1]. El control de la TB se ha dificultado en las Gltimas décadas por el surgimiento de cepas
resistentes a los farmacos antituberculosos actualmente disponibles (TB multi-farmaco-
resistente MDR-TB y extremadamente multi-farmaco-resistente XDR-TB) y por la
coinfeccion TB-VIH (virus de inmuno-deficiencia humana) [1]. Actualmente, se hace
prioritario el desarrollo de nuevas estrategias para el control de la TB, por lo que es
indispensable el entendimiento de los mecanismos moleculares que la micobacteria utiliza

para ser un patégeno exitoso.

Dentro de las estrategias actuales para el control de la TB estan la vacunacion y
guimioterapia, y el bacilo de Calmette/Guérin (BCG), que es la Unica vacuna existente y
aprobada contra la TB. BCG es una cepa atenuada, obtenida por pases sucesivos de M.
bovis en medio de cultivo durante 13 afios [2]. Esta vacuna tiene grandes limitaciones
debido a su baja eficacia en prevenir la TB pulmonar en adultos [3, 4]; sin embargo,
continla siendo extensamente empleada debido a que permite la prevencién de algunas
formas de TB en la infancia [1, 4].

En cuanto a la quimioterapia, la limitacién del esquema con antibioticos de primera o
segunda linea radica en lo prolongado del tratamiento, el que se dificulta por la existencia
de poblaciones de bacilos con diferentes estados metabdlicos durante el proceso infectivo.
Los antituberculosos tradicionales reaccionan de forma diferente frente a los diferentes
estados metabolicos, toda vez que solo estan dirigidos frente al metabolismo activo de M.
tuberculosis [5]. La prolongada duraciéon del tratamiento induce su abandono, lo que
favorece la aparicibn de mutaciones puntuales en los genes dianas de los antibiéticos y

constituye la causa principal del surgimiento de cepas resistentes a estos farmacos [5, 6].
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La transmision de la TB se da por via aérea desde un individuo infectado a uno sano. La
infeccion inicia cuando la bacteria inhalada alcanza los alveolos pulmonares y es
fagocitada por macrofagos y células dendriticas [7]. M. tuberculosis ha evolucionado para
sobrevivir dentro de los macrofagos inhibiendo la formacion del fagolisosoma,
caracterizado por desplegar mdultiples actividades antimicrobianas, que incluyen pH acido,
especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrogeno (RNS), péptidos antimicrobianos,
hidrolasas acidas, bajo contenido de micronutrientes, y concentraciones no fisiolégicas de
iones de metales pesados [8, 9]. M. tuberculosis persiste en los fagosomas enfrentando un
ambiente de altas concentraciones de iones de metales pesados. Las concentraciones de
Cu?*, Fe?* y zZn?* dentro de fagosomas de macréfagos infectados con micobacterias
aumentan entre 1y 24 h post-infeccién [10], alcanzando niveles antibacterianos de Cu*y
Zn?* [9]. En particular, las altas concentraciones de Cu* generan la respuesta de ROS via
estrés oxidativo, desnaturalizacién de proteinas (por interaccién del metal con los grupos
tiol), inactivacion de enzimas por la sustitucion de otros metales, y desestabilizacion de la

membrana [11].

El término de metal pesado tiene un uso indiscriminado y no unificado [12, 13]. A lo largo
de este trabajo, este término se usara para referirse a los metales de transicion que pueden
ser toxicos para la célula dependiendo de su concentracion. Algunos cationes actian como
micronutrientes a bajas concentraciones, sin embargo, son téxicos para la célula en altas
concentraciones. Se consideran micronutrientes ya que forman parte estructural y
catalitica de algunas enzimas como los citocromos de la cadena respiratoria y las enzimas
involucradas en la respuesta al estrés oxidativo [11]. Por lo tanto, estos metales de
transicion ademas de ser fundamentales para la vida del patégeno, resultan esenciales
para la respuesta micobacteriana a la explosion oxidativa dentro del macréfago [11]. M.
tuberculosis posee dos superéxido-dismutasas, SodA y SodC que utilizan Mn?*/Fe?*y Cu?*
como cofactor, respectivamente [14, 15], mientras que otras enzimas de respuesta a estrés
oxidativo utilizan Fe?" como cofactor: la catalasa-peroxidasa (KatG), la alquilo
hidroperéxido reductasa (AhpC), y las tiorredoxinas (TrxA y TrxB) [16]. Por lo tanto, la
homeostasis idnica de estos metales es fundamental para la viabilidad del bacilo

tuberculoso.
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Se ha establecido, que las ATPasas tipo P juegan un papel relevante en la homeostasis
i6nica celular, ya que transportan cationes en contra del gradiente de concentracion [17].
De forma interesante, M. tuberculosis posee un nimero elevado de ATPasas tipo P,
nombradas como CtpA, CtpB, CtpC, CtpD, CtpE, CtpF, CtpG, CtpH, Ctpl, CtpJ y CtpV. De
las 11 ATPasas tipo P de M. tuberculosis, siete han sido identificadas como posibles
transportadores de cationes de metales pesados, lo que les supone una importancia en la
supervivencia de bacilo tuberculoso dentro del macréfago [18]. Actualmente, estas
ATPasas se han relacionado con el transporte de metales pesados como Cu*, Zn?*, Co?*
y Ni?*, favoreciendo los procesos de desintoxicacién bacteriana. Gran parte de las
ATPasas, como ctpG, ctpV, ctpC, y ctpA tipo P de M. tuberculosis se sobreexpresan
durante la infeccion de macréfagos humanos [19]. Se conoce que la ausencia de ATPasas
tipo Pig como CtpC, CtpD y CtpV atendan la virulencia de M. tuberculosis en modelos
animales [20]. Especificamente, CtpC y CtpV se han catalogado como factores de
virulencia [21], debido a que responden al aumento de la concentracion intrafagosomal de
Cu*y Zn?* durante el proceso infectivo. Por otra parte, ctpA hace parte del grupo de genes
de M. tuberculosis que se sobreexpresa in vivo durante el proceso de infeccion de células
humanas [22]. Adicionalmente, algunos estudios gendmicos han sugerido que M.
tuberculosis posee tres Cu* ATPasas putativas, CtpA, CtpB y CtpV [18]. Sin embargo, se

desconocen las diferencias entre ellas, y por tanto su funcionalidad.

Los anteriores hallazgos sugieren una relevancia de las ATPasas Pig en la respuesta a
condiciones estrés, controlando el contenido intracelular de metales pesados, y
entregando cofactores a enzimas extracitoplasmaticas [23, 24]. El presente trabajo busca
establecer la relacién entre la actividad de las ATPasas tipo Pis y la respuesta a ciertas
condiciones de estrés que M. tuberculosis enfrenta durante el proceso infectivo. De esta
manera, se busca determinar la condicién particular que conlleva a una respuesta
transcripcional por parte de estas enzimas y sus posibles reguladores transcripcionales.
Por otra parte, tenemos la hipétesis que CtpA, CtpB y CtpV pueden transportar un mismo
catién, en este caso Cu*, pero podrian presentar funciones biolégicas diferentes, taly como
se ha observado en otros modelos celulares [18, 25]. Con el fin de evaluar dicha hipétesis,
nos planteamos ensayos fenotipicos de cepas mutantes y de sobreexpresion de estas
ATPasas tipo Pig, asi como ensayos de actividad ATPasa dependiente de Cu*, y ensayos
de transporte de Cu*, orientados no solo a confirmar el sustrato transportado por CtpA,

CtpB y CtpV, sino de establecer la posible funcion biol6gica de dichos transportadores.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo podrian ser de utilidad para entender el
posible papel de las ATPasas tipo P1s en la adaptacion del bacilo tuberculoso durante la
infeccion, e indagar su valor como posibles dianas terapéuticas. Al ser proteinas de
membrana, estas enzimas tienen una ventaja para el desarrollo de farmacos, ya que es
posible evitar los problemas relacionados su la permeabilidad de la membrana plasmaética
[26]. Adicionalmente, teniendo en cuenta que la delecion de estos transportadores conlleva
a una pérdida parcial de la virulencia, también se podria explorar la utilidad de las ATPasas

tipo P en el disefio de mutantes atenuados de M. tuberculosis con potencial vacunal.
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1.Marco Tebrico

1.1 Mycobacterium tuberculosis, agente etiolégico de la
TB

El principal causante de la TB en humanos es el bacilo &cido-alcohol resistente,
Mycobacterium tuberculosis. Esta bacteria se caracteriza por ser un bacilo acido-alcohol
resistente, presentar tiempos de generacion largos (~24 h) y una pared celular hidrofébica
y compleja, crucial para su supervivencia [27]. M. tuberculosis tiene la capacidad de entrar
en periodos de latencia, lo que dificulta la accion de compuestos antimicrobianos. Ademas
de los estados de latencia, la resistencia del bacilo tuberculoso a los antimicrobianos
también viene dada por su compleja pared celular, la presencia de enzimas modificadores
(beta-lactamasas) y por sus sistemas de eflujo [28]. La replicacion de M. tuberculosis
dentro del hospedero puede variar dependiendo de su ubicaciéon. Por ejemplo, en
cavidades pulmonares los bacilos se dividen de forma activa, dentro de macro6fagos inician

la adaptacion a la latencia y en granulomas se replican solo ocasionalmente [28].

1.2 Ciclo de Infeccién por M. tuberculosis

La TB se trasmite por via aérea cuando M. tuberculosis viaja a través de aerosoles desde
un individuo infectado a otro sano (Figura 1-1). Aunque la forma mas frecuente de TB es
la infeccién pulmonar, los bacilos pueden localizarse en otros érganos. Una vez ingresan
a los pulmones del individuo sano, los bacilos se ubican en los alveolos pulmonares donde
son fagocitados por macrofagos y células dendriticas del sistema inmune del hospedero
[7]. A diferencia de la mayoria de bacterias que mueren rapidamente después de la
fagocitosis, las cepas virulentas de M. tuberculosis interfieren con la sefalizacion de la
célula huésped y previenen la maduracién del fagosoma [29]. Sin embrago, durante el
proceso infectivo, la micobacteria enfrenta diferentes condiciones de estrés, tal como los

bajos niveles de nutrientes y oxigeno, y altos niveles de especies reactivas de oxigeno
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(ROS) y nitrégeno (RNS) [30] [8, 9]. A pesar de todo el bacilo logra responder de manera
efectiva a estas condiciones evadiendo el ataque del sistema inmune y progresando en la

infeccién.

Figura 1-1: Ciclo de infeccion de M. tuberculosis. El ciclo de infeccién inicia por la
inhalacién del bacilo tuberculoso, el que se aloja en los alveolos pulmonares estableciendo
la infeccién primaria. Si el sistema inmune logra erradicar la micobacteria, el individuo
gueda libre de la infeccién; de lo contrario, se genera un equilibrio inmunoldgico entre la
micobacteria confinada en una lesion que se conoce como granuloma y un estado de
latencia. Si el sistema inmune recae, el bacilo se reactiva, generando la enfermedad, que
en su desarrollo conlleva a un dafio tisular. Tomado y adaptado de [31].
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La infeccion por M. tuberculosis suele ser asintomética en personas sanas, ya que el
sistema inmune logra confinar a la micobacteria dentro de la lesion tuberculosa o
granuloma. Alli la micobacteria puede permanecer mucho tiempo en estado de latencia sin
presentar manifestaciones clinicas de la enfermedad, lo que se conoce como infeccién
latente. En contraste, la infeccion activa es la version sintomética y contagiosa de la TB.
Los individuos infectados que desarrollan la infeccion activa presentan un desbalance
inmunoldgico, debido a que el sistema inmune innato y adaptativo del hospedero no
responde adecuadamente para controlar la infeccion, la micobacteria escapa del
granuloma y se disemina por via linfatica o sanguinea. Por lo tanto, entre un 15y 20% de
los casos la TB involucra otros 6rganos del cuerpo humano diferentes a los pulmones [6].
La diseminacién de la enfermedad depende de diversos factores como, la malnutricién, la

diabetes, la terapia con medicamentos inmunosupresores, la coinfeccion con el VIH, etc.

La respuesta inmune a la infeccion con M. tuberculosis se puede dividir en cuatro fases:
inmunidad innata, inmunidad adaptativa, fase quiescente o latente, y fase replicativa. De
ellas, las tres primeras son asintomaticas, y en algunos individuos la bacteria puede ser
eliminada durante la fase de inmunidad innata sin generar células T de memoria. En la
fase de inmunidad adaptativa, células T entran en contacto con las células presentadoras
de antigeno generando células T de memoria; las células B también se activan y producen
anticuerpos especificos a M. tuberculosis. En este momento es posible la eliminacion de
la infeccion. Sin embargo, la mayoria de individuos progresan a una fase quiescente o
latente, que puede perdurar por el resto de su vida. En latencia, la bacteria es contenida
dentro de granulomas, una estructura creada para contener los macréfagos infectados,
rodeada de células T y B. Este balance inmunoldgico el patégeno no se erradica, pero si
previene su replicacién y diseminacion. La bacteria puede escapar del control de los
granulomas y llegar a una fase replicativa; en este desbalance, se desensamblan los
granulomas se produce una fase aguda de la infeccion [32].

Los microambientes a los que se enfrenta M. tuberculosis durante el ciclo de infeccion son
variables; entre otros, la micobacteria debe enfrentarse a concentraciones toxicas de
metales pesados. Especificamente en el fagosoma conteniendo el bacilo tuberculoso, la
concentracion de Cu?*, Fe?* y Zn?* aumenta en las primeras horas de infeccién [10], lo que
sugiere que estos metales son relevantes en la respuesta por parte de los macréfagos. La

micobacteria responde al aumento de la concentracion estos metales para disminuir su
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concentracion a niveles tolerables en el citosol bacteriano. En el caso especifico del Cu?*,
gue se considera como uno de los iones metélicos mas utilizados por el macréfago para
controlar algunos patdgenos intracelulares [11], su concentracion fagosomal aumenta
hasta 500 pM, una concentracion toxica para M. tuberculosis, del que se conoce una
concentracion minima inhibitoria (CMI) de Cu?* <25 uM [30]. Otros metales de transicion
como Ni?* y Mn?" no presentan cambios significativos de concentracién dentro del

fagosoma luego de la infeccion con el bacilo tuberculoso [10].

1.3 Importancia fisioléogica de los iones de metales
pesados

Dentro de las funciones de los iones de metales pesados en las células estan: ser
cofactores de enzimas que catalizan reacciones de Oxido-reduccion e hidroliticas,
componentes estructurales de biomoléculas, intervenir en rearreglos estructurales de
moléculas organicas, y transferencia de electrones [33, 34]. Por tanto, iones como Cu*?*,
Co?, Fe?*®* Ni?* y Zn?* juegan un papel relevante en la fisiologia de los microorganismos.
Por ejemplo, Zn?* hace parte estructural de proteinas al estabilizar dominios proteina-
proteina, considerandose como un andlogo inorganico de un puente disulfuro en el

ambiente reductor del citosol [33]. Zn?*también tiene funciones cataliticas en las enzimas.

M. tuberculosis posee dos superéxido dismutasas, SodA y SodC, que tienen como
cofactores Fe?***/Mn?* y Cu*?*, respectivamente [14, 23, 35] . Estas enzimas contribuyen
a la desintoxicacion de ROS al convertir el ion superéxido (O2) en oxigeno molecular y
peréxido de hidrogeno [16, 36]. Otras enzimas que estan involucradas con la respuesta al
estrés oxidativo son la catalasa-peroxidasa, KatG, la alquilo hidroperdxido reductasa,
AhpC, vy las proteinas tiorredoxina TrxA y TrxB, que utilizan Fe?* como cofactor [8, 16], de
manera similar a la citocromo ¢ oxidasa que utiliza Cu* en su centro catalitico [37]. La
importancia de estas enzimas radica en que son requeridas para la virulencia y

supervivencia de las micobacterias en modelos in vivo [8, 35, 36].

La funcion especifica de los iones de metales pesados evidencia la necesidad del equilibrio
de su concentracion en el interior celular (homedstasis idnica). Por lo tanto, una alteracion
en la concentracion ionica induce una reprogramacion del metabolismo celular para

minimizar los efectos de esta variacion [33]. Las células requieren del eflujo de iones de
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metales cuando sus concentraciones intracelulares llegan a ser toxicas. Para ello, todos
los procesos involucrados en la homeostasis estan gobernados por la formacién de

complejos de coordinacion metal-proteina [33].

1.4 Barreras fisicas de M. tuberculosis en el transporte de
metales pesados

El transporte de iones en la micobacteria implica atravesar su envoltura celular (Figura 1-
2), una estructura compleja formada por tres componentes [38]: la cipsula, cuya sintesis
parece estar controlada por mecanismos reguladores dependientes del huésped en
micobacterias patdégenas; la pared celular, constituida por union covalente entre
peptidoglicano, arabinogalactano y los acidos micélicos; y la membrana plasmatica, cuya
composicion es similar a la de otras bacterias. Las micobacterias no poseen estrictamente
una membrana externa como las bacterias Gram-negativas, pero se considera para ellas
una membrana externa no canonica compuesta por acidos micdlicos y lipidos extraibles
[39, 40], lo que las clasificaria como microorganismos Gram indeterminados. Las barreras
de la envoltura micobacteriana se caracterizan por brindar una baja permeabilidad de
solutos, limitando su captacién de moléculas polares [39]. Para que los iones logren
traspasar estas barreras se hace necesario el uso de sistemas proteicos (porinas y

transportadores de membrana plasmatica), o quelantes que enmascaren su carga.

A continuacion, se describen los componentes de la envoltura celular de las micobacterias
[40] y [39]):

i. La membrana plasmatica similar a la de otras bacterias, con una bicapa lipidica
semipermeable principalmente compuesta de cardiolipina (52%), fosfatidilinositol-
mandsidos (36-38%), fosfatidiletanolamina (10%) y en menor medida, fosfatidilglicerol,
difosfatidilglicerol y fosfatidilinositol.

ii. Pared celular compuesta por peptidoglicano, arabinogalactano, y acidos micélicos de
cadena larga (60 a 90 carbonos) a-alquilados, B-hidroxilados y esterificados con el
arabinogalactano.

iii. La capa externa de &cidos grasos libres, facilmente removibles (ftiocerol
dimicocerosatos, glicolipidos fendlicos y glicolipidos derivados de la trehalosa).

iv. La capsula compuesta por polisacaridos y proteinas, y en algunos casos, glicolipidos.

Los principales componentes de la capsula de las micobacterias de crecimiento lento son
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los polisacaridos como el glucano, en tanto que las de crecimiento rapido poseen

principalmente proteinas.

Figura 1-2: Esquemade la envoltura celular de las micobacterias. En la parte izquierda
de la figura se muestra la envoltura celular de M. smegmatis tomada por microscopia de
transmision electronica. La otra parte de la figura corresponde a un esquema de la
envoltura micobacteriana en el que se observa la membrana plasmética, periplasma,
componentes de la base de la pared celular (peptidoglicano “PG”, Arabinogalactano “AG”
y &cidos micdlicos) y lipidos extraibles, que con los &cidos micélicos forman la membrana
externa. Finalmente se encuentra la capa externa, llamada “capsula” para especies
patogénicas. (Figura adaptada de las referencias [40] y [39]).
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1.5 Transporte de metales pesados a través de la pared
celular de M. tuberculosis

La pared compleja de las micobacterias influye considerablemente la tasa de captura y
expulsién de iones de metales pesados [33]. Normalmente, el transporte de iones a través
de la pared es mediada por proteinas formadoras de poros hidrofilicos, conocidas como
porinas [37, 39-41]. Las porinas son proteinas triméricas que forman barriles-B, y se
encuentran embebidas en la membrana externa permitiendo la difusion pasiva de iones
metdlicos y otras moléculas polares [33]. MctB (Mycobacterial Copper transport protein B,
siglas en Ingles) es una porina asociada con la funcién de transporte a Cu?* (oxidado

debido al ambiente oxidante) desde el espacio periplasmatico hacia el exterior celular y
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con la resistencia a Cu* en M. tuberculosis [34, 37]. Hasta la fecha no se conoce en M.
tuberculosis transportadores asociados al transporte selectivo de otros iones de metales
de pesados como Co?*, Fe?"**, Ni?* y Zn?*. Los iones de metales pesados que logran
traspasar la pared celular atraviesan el periplasma mediante un mecanismo que aun no se
conoce en las micobacterias. En otros sistemas como humanos, Enterococcus, Bacillus
subtilis, etc. esta funciéon de transporte la cumplen metalochaperonas, hasta ahora no

descritas en M. tuberculosis [42].

1.6 Transporte de metales pesados a través de la
membrana plasmatica de M. tuberculosis

M. tuberculosis tiene un nimero mayor de sistemas de transporte de iones de metales
pesados en la membrana plasmatica, comparado con los presentes en su pared celular.
En su mayoria, se trata de enzimas que utilizan la hidrolisis de ATP o la energia
proveniente del co-transporte de H* u otros iones como fuerza motriz, como por ejemplo
las pertenecientes a las familias de las ATPasas tipo P, ABC (ATP-binding cassette, siglas
en Ingles), transportadores NramP (Natural Resistance-asssociated Macrophage Protein,
siglas en Ingles), RND (Resistance-Nodulation-Cell Division, siglas en Ingles), y CDF
(Cation Diffusion Facilitator, siglas en Ingles). En el caso de las ATPasas tipo P y ABC, el
ATP se hidroliza en la cara citoplasmética de la membrana. Algunos de estos
transportadores como NramP, RND Y CDF utilizan la energia derivada del transporte de
iones a favor del gradiente de concentracion para transportar otro en contra del gradiente.
Generalmente, la direccion del transporte de los iones de metales pesados depende de la
familia de transportador utilizado. Los transportadores ABC y NramP se encargan de la
captura de iones hacia el interior celular, mientras que las proteinas CDF, RND y ATPasas

tipo P se encargan del eflujo [33].

La proteina de membrana fagosomal NramP-1 se encarga de mediar el transporte de iones
de metales pesados en macréfagos humanos durante la interaccion hospedero-patégeno
[8]. En el genoma de M. tuberculosis existe un homdélogo de NramP-1 conocido como
MramP (Mycobacterial Resistance-associated Macrophage Protein, siglas en inglés), que
se encarga del transporte de Mn?*, Zn?* y Ni?* a diferentes tiempos de infeccién [43]. Este
sistema antiporte cation divalente-protdn utiliza como fuerza motriz el cotransporte de un

proton [43]. La inactivacion del gen que codifica para MramP no afecta la virulencia en
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modelos de raton, sugiriendo que existen sistemas de transporte alternativos que suplen

la funcién de MramP [43].

La respuesta a iones de metales pesados en M. tuberculosis no se limitan solo a MramP.
A continuacioén, se describen los sistemas de transporte de cationes de metales pesados

descritos para el bacilo tuberculoso, de acuerdo con el cation transportado.

1.6.1 Transporte de Cu”

El citosol bacteriano presenta bajas concentraciones de Cu* comparado con las
concentraciones normales de Fe?*, Mn?" y Zn?* [33]. Por lo tanto, la concentracion de Cu*
en el citosol deberia ser regulado por proteinas metaloreguladoras de alta afinidad [42]. En
macrofagos infectados se presenta un aumento en la concentracion de Cu* que induce
una respuesta de la micobacteria a esta condicion de estrés. La principal respuesta de la
micobacteria a elevadas concentraciones de Cu esta mediada por CtpV, una ATPasa tipo
P que se encarga del eflujo de Cu* del citosol al periplasma. A continuacion, el transporte
de Cu* através de la pared es mediado por el transportador MctB ubicado en la membrana
externa, permitiendo asi la salida de Cu* de la bacteria hasta el lumen fagosomal (Figura
1-3) [37].

En el genoma de M. tuberculosis se encuentran dos genes (ctpA'y ctpB) homdlogos a ctpV,
qgue de acuerdo con predicciones in silico podrian transportar y estar involucrados en la
desintoxicacion de Cu* [18]. Aunque la expresion de ctpA y ctpB no sea inducida por
niveles altos de Cu* [11], Estos podrian cumplir otras funciones fisiologicas diferentes a la

desintoxicacion, como es la respuesta al estrés oxidativo.

En otros sistemas bioldgicos existen chaperonas que se encargan de entregar el Cu*
citosdlico a las ATPasas tipo P1g, favoreciendo de esta forma el transporte del cation. Hasta
el momento, este tipo de metalochaperonas no se han descrito para M. tuberculosis, pero
por localizacion en el genoma y posible homologia, los genes rv3269, rv1993c y rv0968
podrian cumplir esta funcion [44]. Adicionalmente se especula que posiblemente la funcién
de entrega de Cu* a las ATPasas tipo Pig la cumplan pequefias moléculas que contengan

grupos tioles, como los micotioles, el mayor tiol encontrado en micobacterias [37].
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Figura 1-3: Trafico de Cu* en macrofagos infectados con M. tuberculosis. Luego de
la activacion de macréfagos, la concentracion de Cu en el fagosoma se incrementa debido
a los niveles elevados de los transportadores CTR1 y ATP7A. Para combatir este exceso
de Cu*, M. tuberculosis utiliza diferentes mecanismos los que se describen en el texto.
Figura tomada de [37].
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Se ha reportado otro mecanismo diferente al eflujo de Cu* en M. tuberculosis; se trata de
la metalotioneina, MymT (Mycobacterial Metallothionein, siglas en Ingles), que son
pequefias proteinas ricas en cisteinas y que tienen la habilidad de unir varios iones de
metales pesados produciendo complejos de menor toxicidad [37]. La expresion de mymT
en el citosol es altamente inducida por Cu*, pero también es estimulada por otros iones

como Cd?*, Co?*, Ni?* y Zn?*, estrés oxidativo y nitrosativo [37, 45].

1.6.2 Transporte de Zn?*

El Zn?* es transportado a través de la membrana plasmatica de M. tuberculosis por medio
de los transportadores ABC, CDF y MramP [33]. En el interior del fagosoma,
ocasionalmente la micobacteria enfrenta niveles toxicos de Zn?*, por lo que el bacilo utiliza
mecanismos eficientes para su eflujo mediado por ATPasas tipo P, o transportadores
proton antiporte CDF, estos ultimos muy comunes en procariotas [33]. Se conoce que la
ATPasa tipo P, CtpC, previene la intoxicaciéon con Zn?* cuando M. tuberculosis se

encuentra un ambiente intrafagosomal (Figura 1-4) [9].
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Figura 1-4: Respuesta de CtpV y CtpC de M. tuberculosis en la desintoxicacién de
Cu* y Zn?", respectivamente. La acumulaciéon de Cu* y Zn?' en el fagosoma de
macrofagos activados se da por los transportadores ATP7A y ZnT1, respectivamente; en
el caso de ZnT1 se especula que transporte Zn?* pero actualmente no se ha comprobado
esta funcion. En M. tuberculosis las ATPasas tipo P1g CtpV y CtpC, y la porina de Cu MctB,
ayudan a la desintoxicacién del bacilo con estos dos metales. Figura tomada de [8].
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1.6.3 Transporte de Fe?*3*

Dentro de las células hospederas, las bacterias pueden capturar el Fe?*** como ion libre,
asociado a proteinas heme o complejo Fe**-sideréforos. Durante la infeccion, el fagosoma
conteniendo M. tuberculosis muestra variaciones en la concentracion de Fe?"3*,
Inicialmente hay una deficiencia del metal, para lo que M. tuberculosis responde
aumentando la expresion de los genes mbtA-J relacionados con la sintesis de micobactina,
un agente quelante de hierro o sideréforo, y el transportador IrtAB, una ATPasa tipo ABC
gue transporta el complejo Fe-carboximicobactina, que internaliza este complejo dentro de
la micobacteria [46]. Después de 24 horas de infeccién se presenta un aumento en el
contenido de Fe?*®* fagosomal, lo que a su vez induce un aumento en la expresion del gen
gue codifica BfrB (Bacterioferritina B), una proteina quelante que se encarga del
almacenamiento y desintoxicacion de Fe?* (Figura 1-5) [8]. Luego de activados los
macréfagos, el contenido de Fe?* vuelve a ser limitado, por lo que M. tuberculosis

expresa los genes mbtA-J para regular nuevamente la deficiencia fagosomal del metal [47].

Figura 1-5: Funcién del Fe?" intrafagosomal y la respuesta de M. tuberculosis. En un
fagosoma inmaduro o temprano hay un ambiente rico en Fe?*, alli el gen relacionado con
la desintoxicacion bfrB es inducido por parte de M. tuberculosis. Durante la maduracién del
fagosoma por activacion de macréfagos se hace escaso el hierro, produciendo una
induccién de los genes relacionados con la adquisicion de Fe mediado por sideréforos
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(irtAB y mbtA-J). En los macrofagos las proteinas NramP-1 son las encargadas del cambio
en el contenido de Fe?* dentro del fagosoma. Figura tomada de [8].
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Como M. tuberculosis expresa un sistema complejo para la adquisicion de hierro, que
involucra la produccion de micobactina (insoluble en agua) y carboximicobactina (soluble
en agua), estos sideréforos micobacterianos presentan afinidades altas y pueden capturar
el ion del Fe®*" libre, transferrina, lactoferrina, lipocalina-2 y ferritina (sideréforo de Fe®* del
macrofago) [9, 10]. El proceso de transporte de Fe?** mediado por sideréforo ha sido
asociado con el sistema de secrecién (ESX)-3 (complejo de ESAT-6) que se especula
transporta los sideroforos libres de metal a través de la membrana plasmética [48]. Una
vez fuera de la micobacteria, el sider6foro forma un complejo con Fe®* que luego es
transportado por IrtAB, un transportador ABC de alta afinidad por el complejo Fe®-
carboximicobactina [46]. Se ha reportado que la inactivacion de alguno de estos
transportadores afecta la supervivencia de las micobacterias dentro del macréfago [9].
Hasta el momento el mecanismo que elucida la translocacion de estos sideréforos a través

de la envoltura celular no se encuentra caracterizado. El sistema de secrecién tipo 7
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(ESX)-3, perteneciente a la familia MFS (Major Facilitator Superfamily, siglas en Ingles) ha
sido asociado con el transporte de Fe?"** y Zn?* [49]. Por lo tanto, este sistema es

necesario para la adaptacion del bacilo en el ambiente intracelular.

Finalmente, existen dos ATPasas tipo Pig, CtpD y CtpJ, que se han asociado con el eflujo
de Fe?" [25].

1.6.4 Transporte de Co?" y Ni?*

Las ATPasas tipo Pis, CtpD y CtpJ también se han asociado con el transporte de Co?*y
Ni2* [50]. Otro tipo de transportador CDF/Rv2025c de la familia CDF, cumple la funcién de
expulsar Co?" y Ni?*, que responde en condiciones de concentraciéon de Co?* normales y
moderadamente altas, mientras que CtpD responde en condiciones extremas ayudando a

la desintoxicacion de este metal [51].

1.6.5 Transporte de Mn?*

MramP captura y transporta Mn?* de forma dependiente de H* en M. tuberculosis durante
diferentes estadios de la infeccion [43]. Posiblemente otro transportador tipo ABC también
cumpla la funcion de capturar este metal pesado para dirigirla hacia el interior de la
micobacteria [33]. A la ATPasa tipo Pig CtpC se le habia asociado inicialmente con la
respuesta a altas concentraciones fagosomales de Zn?; sin embargo, hoy se conoce que
esta relacionada con el eflujo de Mn?*, un sustrato preferencial para CtpC. El transporte de
Mn?* mediado por CtpC esta relacionado con la respuesta al estrés oxidativo, ya que su

funcién es entregar el Mn?* a la superéxido dismutasa periplasmatica, SodA [23].

1.7 ATPasas tipo P

Las ATPasas tipo P son enzimas que estan distribuidas en todos los organismos. Su
nombre deriva del hecho de la formacion transitoria de un intermediario fosforilado durante
el ciclo catalitico de la enzima [17]. Estas bombas pertenecen a una superfamilia de
proteinas presente en las membranas de las células, que se encargan del transporte de
cationes metdlicos y lipidos en contra del gradiente de concentracion usando la energia de
hidrolisis del ATP [17]. Estas enzimas se clasifican como hidrolasas de anhidridos acidos

que catalizan el movimiento transmembranal del sustrato y se identifican como EC 3.6.3.
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Estructuralmente las ATPasas tipo P se caracterizan por tener entre 8 a 10 segmentos
transmembranales (TM) y un nucleo estructural conservado entre arqueas, procariotas y
eucariotas. La mayoria estan involucradas en el transporte de cationes a través de los
sistemas membranales celulares y subcelulares. Actualmente se han identificado bombas
especificas ATPasa Tipo P para Na', K*, H*, Ca?", Mg?*, Cu*, Cd?*, Ag*, Cu?*, Co?*, Ni?*,
Mn2*, Fe?*, Pb?* y Zn?*, y también para aminofosfolipidos [17, 23, 25, 52]. Todas las
ATPasas tipo P contienen cinco dominios funcionales y estructurales distintos (Figura 1-
6), de los que tres son citoplasmaticos (A, actuador; N, union a nucleétido; P, fosforilacion)
y dos membranales (T, transporte; S, dominio de soporte especifico de la clase). En
algunos casos se encuentra otro dominio citoplasméatico extra que se sitda en la regién N-
terminal y/o C-terminal de la enzima, que se conoce como dominio de unién al metal (MBD)
y es capaz de unir el catién en la parte citoplasmatica de la célula [17]. Cada dominio tiene
una funcién especifica durante el ciclo catalitico [17]. El dominio N se encarga de unir el
ATP y produce la fosforilacion de un residuo de Asp localizado el dominio P. El dominio A
produce la defosforilacion de la enzima regresando a su estado inicial [17]. Por lo tanto, se
puede considerar que el domino N actlla como una quinasa, y el dominio A como una
fosfatasa que utilizan el mismo sustrato. El sitio de fosforilacion se encuentra en la regiéon
citoplasmatica de la proteina, al igual que los sitios de union al ATP. La regién de unién del
metal tienen motivos altamente conservados localizados en la region TM y dependen de

la especificidad del catién transportado [17].

Las caracteristicas especificas de cada uno de los cinco dominios de las ATPasas son:

El dominio A cumple la funcién de una fosfatasa, y se compone por un médulo globular
conectado a los TM. La unién del dominio A con estos segmentos es flexible para facilitar
su rotacion, y asi controlar la disposicion espacial del motivo TGE que es necesario para
la reaccion de defosforilacion de la enzima [17, 53-55].

El dominio P aporta el residuo de Asp que es fosforilado y pertenece al motivo conservado
DKTGTLT. En este dominio también se encuentra un sitio de unién a Mg?* que facilita el

acercamiento del ATP con el sitio de fosforilacién [17, 54].

El dominio N contiene residuos necesarios para la interaccién de la enzima con el ATP, la
union se da solo por la parte del adenosin permitiendo la exposicion del grupo trifosfato

[56]. Entre los dominios citoplasmaticos, N es el mas variable tanto en tamafio como en
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secuencia, puede tener largas inserciones o deleciones, aun asi, su nucleo estructural es
conservado [17, 53-55, 57].

Figura 1-6: Esquema de la organizacion estructural de las ATPasas tipo P. En la
primera figura (izquierda) se muestra un modelo de cintas de la estructura terciaria de la
Ca?*-ATPasa tipo P SERCA2a (ID PDB 1T5S [58], en la que se ilustra el sitio de unién
transmembranal del metal y el sitio de unién al nucleétido. En la segunda figura (derecha)
se muestra una representacion esquematica de la misma estructura con los dominios en
letras mayuscula. Figura tomada de [17].
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El dominio T es el encargado de unir el ion que va a ser transportado en la enzima. Consta
de seis segmentos TM; el sitio de unién a ion es localizado en la parte media de las hélices
gue atraviesan la membrana. Dependiendo del sustrato se pueden acomodar diferente
namero de iones con diferentes cargas, radios y geometrias de coordinacion. Este dominio
es altamente flexible y se mueve durante el ciclo catalitico cuando el ion es asociado y
disociado [17]. Aunque presenta baja identidad de secuencia entre las diferentes ATPasas
tipo P, su estructura tridimensional es muy similar entre ellas [17, 53-55]. Todas la ATPasas
tipo P tienen un residuo de Pro en medio del TM4 que se encarga de romper la a hélice y

acomodar el catién a transportar [17]. Esta Pro hace parte del motivo PEGL y CPC en los
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transportadores de metales alcalinos/alcalinotérreos y metales pesados, respectivamente
[18].

El dominio S es una unidad auxiliar que funciona como soporte estructural para el dominio
T. A diferencia del dominio T, este dominio es mucho mas rigido sin muchas variaciones
conformacionales durante el ciclo catalitico [17]. Se ha encontrado que en las ATPasas
tipo P1g este dominio se localiza en la regién N-terminal mientras que las tipo P..Psen el

C-terminal.

Dependiendo del sustrato que transporten y sus relaciones filogenéticas, las ATPasas tipo
P se clasifican en 5 subclases. Las bombas tipo P1, P2 y P; son encontradas en bacterias
y eucariotas, mientras que las tipo P4 y Ps solo estan presentes en células eucariotas [17,

54]. En la Figura 1-7 se relacionan caracteristicas y ejemplos de cada subclase.

Las enzimas tipo P, se dividen en P1ayP1g, las primeras son un complejo de 4 subunidades
(KdpFABC), de las que KdpB es el centro catalitico que exhibe caracteristicas de ATPasas
tipo P. Son exclusivas de bacterias y transportan K* al interior celular cuando hay escasez
del mismo [54, 59, 60]. Por su parte, las P1g son bombas presentes en todas las formas de
vida, convirtiéndose en las ATPasas tipo P mas comunes en bacterias y archeas. las Pig
son responsables del eflujo de metales de transicién (Cu*, Cu?*, Ag*, Zn?*, Cd?*, Pb?*, Co?*,
Fe?* y Ni?*) [17, 25, 50, 61-67] y han sido clasificadas en 5 subfamilias (Figura 1-7). La
especificidad hacia los sustratos es determinada por motivos invariantes presentes en las
tres Gltimas hélices TM [61, 62].

Figura 1-7: Clasificaciéon de las ATPasas tipo P. Las flechas representan la
direccionalidad del transporte desde o hacia el interior celular. Cuando se conoce, se indica
la estequiometria de transporte y los posibles contraiones, de lo contrario solo se identifica
el sustrato principal (cation transportado). Los nimeros dentro de los cilindros indican el
namero de hélices TM de cada bomba. Figura tomada de [68].
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El subgrupo P; se divide en P2a, P2s, P2c Yy P2p. En la primera se encuentran las bombas
Ca?* ATPasa de reticulo sarco(endo)plasmico SERCA, que transporta 2 iones en cada
ciclo catalitico [69, 70]. Ellas poseen 10 TM y coordinan los cationes mediante hidroxilos
de cadena lateral (Thr, Ser), carboxilatos de cadena lateral (Asp, Glu) y de manera menos
eficientemente, mediante oxigenos del esqueleto de la proteina [70, 71]. Las bombas P2s
son Ca?* ATPasas de membrana plasmatica PMCA que a diferencia de las SERCA,
transportan solo un i6n Ca?" por molécula de ATP hidrolizado y poseen un dominio
regulatorio de unién a calmodulina [72]. Por su parte, al grupo P.c pertenecen la Na*/K*
ATPasa y la H/K" ATPasa, las primeras expulsan 3 iones sodio mientras captan 2 iones
potasio por ciclo catalitico, gastando cerca del 30% del ATP celular. En tanto que la H*/K*
ATPasa es una bomba electroneutra encargada de la acidificacion del lumen géstrico, ya
gue expulsa H* citoplasmaticos y a su vez introduciendo iones K* extra-citoplasméticos
[17, 54, 73, 74]. Finalmente, las bombas tipo P2p son Na* ATPasas de eucariotas (hongos,
briofitas y protozoos) conocidas como ENA (exitus natru: salida de sodio), participan en la
tolerancia a choques osmaticos y pH alcalino [75-77]. Las bombas del grupo P, presentan

una velocidad de transporte mayor comparada con la de ATPasas tipo Pi, ya que creany
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mantienen el potencial de membrana en las células y permite el transporte secundario de
azucares, aminoacidos y iones. Esto se observa al comparar la velocidad de transporte de
las ATPasas de metales alcalinos/alcalinotérreos con las transportadoras de metales

pesados, que tienen una valores cercanos a 10000 min*y 200 min‘t, respectivamente [24].

Las ATPasas tipo Psa son bombas electrogénicas que transportan H* y se encargan de
mantener el potencial de membrana en plantas y hongos. Al igual que las bombas tipo Pa,
exhiben 10 hélices M, y poseen ademas una regién C-terminal regulatoria [78, 79]. Por su
parte las ATPasas tipo Psz son un pequefio grupo de enzimas distribuidas entre
procariotas, involucradas en el importe de Mg?* al citoplasma bajo condiciones de

deprivacion de este catién [80, 81].

Finalmente, las enzimas tipo P4 y Ps han sido encontradas en células eucariotas. Las P4
estan involucradas en el transporte de lipidos y el mantenimiento de la asimetria de bicapas
lipidicas, por lo que también se les conoce como flipasas, transportando lipidos desde la
capa exterior a la cara citosélica de la membrana plasmética [82]. En tanto que las bombas
tipo Ps con 12 segmentos transmembranales y un motivo PPXXP en la hélice TM anterior
al dominio P [83], se han relacionado recientemente con la homedstasis de Mn?* en el

reticulo endoplasmico [84].

1.7.1 ATPasas tipo Pis encargadas del transportar metales
pesados
Se conocen como ATPasas tipo Pig, a la subfamilia de ATPasas encargada de catalizar la
translocacion de metales pesados como Cu*, Cu?*, Ag*, Zn?*, Cd?*, Pb?*, Co?', Fe?" y Ni?*
[17, 25, 50, 61-63] y han sido clasificadas en 5 subfamilias (Figura 1-7). La especificidad
hacia los sustratos es determinada por motivos invariantes presentes en las tres Gltimas
hélices transmembranales (TM), ademas de los dominios citoplasmaticos de unién al metal
con funcion regulatoria [61, 62]. Entre ellas las ATPasas tipo P1s.1, Son bombas encargadas
del transporte de Cu*; P1s-2 transportan Zn?*, Cd?* y Pb?*; P1g.3 transporta Cu?*, y aunque
se parecen al primer grupo, se diferencian en el motivos de la TM 6 [62, 73] y en la region
del N-terminal [85]; el grupo Pig4 en el que se encuentran las ATPasas tipo P que
transportan Fe?*, Co?" y Ni?* [25, 50, 73]; y finalmente en el grupo P1zs.s que son las enzimas

que transportan Ni?* y Fe?* [63]. La estequiometria de unién al cation puede variar a lo



22 Respuesta de las ATPasas tipo P1g a las condiciones de estrés en Mycobacterium tuberculosis

largo de la subfamilia; por ejemplo, a diferencia de los dos iones Cu* trasportados por las
ATPasas Pis.1, se ha reportado que la ATPasa Pis> ZntA de E. coli solo posee un sitio

transmembranal de unién a Zn?*[86-89].

Estructuralmente las ATPasas tipo Pig poseen ocho segmentos TM [85] y presentan un
motivo CPX o XPC (donde X=C, S, o H) en la sexta hélice (TM6), que es esencial para el
transporte del cation [90]. Se ha observado que la especificidad al sustrato viene dada por
las secuencias conservadas cortas en las hélices TM 6-8. Un ejemplo son las bombas
Zn?**/Cd?* que presentan el motivo CPX en TM6 el que esta precedido por un motivo
WIYR/K, mientras que en las bombas Cu*/Ag* este Ultimo motivo se encuentra ausente
[73].

Otra caracteristica de algunas ATPasas tipo P1g €S que poseen un sitio extra de union a
metal, conocido como MBD, localizado en los extremos N y/o C-terminal ubicados en el
citosol. Estos sitios difieren en longitud y secuencia entre ATPasas. A estos sitios se le han
asociado funciones regulatorias y de chaperonas, a su vez de entregar el cation a los sitios
de unién a metal ubicados en las TM [91]; sin embargo, los MBD no son esenciales para
el transporte del ion [85]. Los MBD son formados principalmente por extensiones
terminales ricas en C y a veces en residuos de H, y coordinan los iones metalicos con una
alta afinidad. Se ha reportado que estos MBD tienen varios sitios de unién y por lo tanto
funcionan como un sensor al metal transportado [17]. Un ejemplo de estos dominios es el
encontrado en la ATPasa tipo P transportadora de Cd?* en levaduras (Pcalp), que
aumenta su tiempo de vida media cuando esta presente el ion metélico [92]. Otro ejemplo
es la Cu® ATPasa de E. coli que tiene dos MBD; uno de ellos tiene una funcion reguladora
al inhibir la actividad enzimatica cuando el metal se encuentra ausente y el otro se ha
reportado que tiene una funcién andloga a las metalochaperonas, transfiriendo el cation a

las regiones de unién de metal encontradas en las hélices TM [91].

Actualmente, las ATPasas tipo Pig que han sido bien caracterizadas son: CadA, ZntA 'y
CopA de bacterias y transportan Cd?*, Zn?" y Cu* respectivamente; en plantas HMA4 es
una transportadora de Zn?*; y en humanos ATP7A y ATP7B que son transportadoras de
Cu*?*. En la naturaleza la ATPasa tipo P1g mas comun es la encargada de transporte del
ion Cu™ [17].
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1.8 Rol de las ATPasas tipo P de M. tuberculosis en el
transporte de metales pesados

De las 11 ATPasas tipo P de M. tuberculosis, conocidas como CtpA, CtpB, CtpC, CtpD,
CtpE, CtpF, CtpG, CtpH, Ctpl, CtpJ y CtpV, siete han sido identificadas como posibles
transportadores de cationes de metales pesados [18]. Como se ilustré anteriormente, las
ATPasas tipo P estan involucradas en el transporte de iones metéalicos como Cu*, Zn?",
Co?" y Ni?*, favoreciendo los procesos de desintoxicacion bacteriana. La mayoria de las
ATPasas tipo Pig del bacilo tuberculoso se sobreexpresan en procesos infectivos; entre
ellas, las mas activas durante la infeccion de macrofagos humanos son: CtpG, CtpV, CtpC,
y CtpA [19]. Particularmente, ctpA hace parte del grupo de genes de M. tuberculosis que

se sobreexpresa in vivo durante el proceso de infeccién de células humanas [22].

Como la mayoria de las infecciones con M. tuberculosis progresan a una TB latente [26];
se ha encontrado en modelos in vitro que simulan este estado dormante de la micobacteria,
gue algunas ATPasas tipo Pig se activan bajo estas condiciones [19]. Especificamente,
cuando la micobacteria es sometida a inanicion, CtpC y CtpG se sobreexpresan [93, 94].
A su vez, cuando se trabaja en un ambiente de baja tension de oxigeno (Hipoxia) se
observa un aumento significativo en la expresion de CtpA, CtpB, CtpC y CtpV [95-97]. Sin
embargo, al evaluar la adaptacion de la micobacteria a la microaerofilia y anaerobiosis hay
una sobrexpresion marcada de CtpB [95]. Esto demuestra la importancia del transporte de

Cu* mediado por estas bombas tanto en la infeccion activa de la TB como en la latente.

La ATPasa tipo Pis, CtpV, encargada del transporte de Cu* se ha relacionado con la
virulencia de M. tuberculosis [11]. Otra ATPasa tipo P, CtpC, se conoce que protege al
bacilo tuberculoso del exceso de Zn?* [44] y también transporta Mn?* [23]. En el caso de
CtpJ y CtpD se asocian con el transporte de Fe?*, Co?" y Ni?*, siendo la primera la
encargada de la desintoxicacién del metal en la célula y la segunda a la respuesta al estrés
oxidativo [25, 50].

Estudios de infeccibn en modelos animales utilizando mutantes de algunas de estas
ATPasas tipo Pig de M. tuberculosis han mostrado que su delecién produce fenotipos
atenuados; como es el caso de las mutaciones individuales en ctpC, ctpD y ctpV [20].

Particularmente, CtpC y CtpV se han catalogado como factores de virulencia [21], debido
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a que responden al aumento de la concentracion intrafagosomal de Cu*y Zn?* durante el
proceso infectivo. La obtencion de mutantes atenuados sugiere la existencia de un
mecanismo compensatorio mediado por las otras ATPasas tipo P1g del bacilo tuberculoso,

de lo contrario se evidenciaria una pérdida total en la virulencia de M. tuberculosis.

Todo lo anterior sugiere que estos sistemas de transporte de metales pesados son
esenciales para la micobacteria, y a su vez también sugiere que estos transportadores
pudiesen considerarse como buenas dianas terapéuticas. Ademas de ser proteinas de
membrana, su rol como transportadores y mediadores de la interaccion de las
micobacterias con el ambiente que los rodea seria una ventaja para el desarrollo de
farmacos, ya que dianas ubicadas en la membrana plasmatica evitarian los problemas
relacionados con su permeabilidad [26]. Teniendo en cuenta que la delecion de estas
bombas conlleva a una pérdida parcial de la virulencia, también se podria explorar la

utilidad de estos transportadores en el disefio de nuevas vacunas antituberculosas.

El grupo de investigacién “Bioguimica y Biologia Molecular de las Micobacterias” de la
Universidad Nacional de Colombia, se ha dedicado los Gltimos afios a estudiar la afinidad
iGnica de las ATPasas tipo P de M. tuberculosis, y su potencial como dianas terapéuticas
o en el disefio de mutantes atenuados con potencial vacunal. Inicialmente un andlisis
bioinformatico permitié determinar el posible sustrato que puede ser transportado por estas
enzimas [18]. Por otra parte, un metaandlisis de resultados hechos por otros autores nos
permitié evidenciar la importancia de estos transportadores en diferentes procesos que se
asocian con la viabilidad e infeccion de bacilo tuberculoso [19]. Todo esto nos motivé a
desarrollar estudios funcionales, con el animo de encontrar evidencias del transporte de
metales pesados mediado por las ATPasas tipo Pig en M. tuberculosis, como lo hemos
hecho para CtpA y CtpG. Especificamente encontramos que CtpA se encarga de mediar
el transporte de iones Cu* [98]. A partir de estos ensayos surgié la necesidad de conocer
el efecto de la delecion de estos genes e indagar en los procesos que pueden estar
involucrados para la célula, pero haciendo una ampliacién de esta aproximacion a las 7

ATPasas tipo Pig y enfatizando en el efecto de los tres transportadores de Cu™.
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1.8.1 Mecanismo catalitico

Las enzimas ATPasas tipo Pis siguen el ciclo catalitico propuesto por Post-Alberts con
algunas diferencias especificamente en la naturaleza quimica y disponibilidad biol6gica de
sus substratos [62]. A diferencia de Na*, K* y Ca?*, algunos los metales pesados no se
encuentran de forma libre en las células, por lo que las ATPasas tipo P lo recibirian de
proteinas chaperonas que lo mantienen coordinado hasta que lo entregan en el sitio de

coordinacion de la ATPasa [99].

La Figura 1-8 muestra el mecanismo catalitico de las ATPasas tipo P siguiendo el modelo
propuesto por Post-Albers [17]. En donde la enzima asume dos estados conformacionales
principales, E1 y E2, con diferentes afinidades por los sustratos. Para el inicio del ciclo
catalitico, los sitios transmembranales de unién al metal (TM-MBS) que son responsables
de capturar el ion durante la translocacion en la membrana, estan expuestos al citoplasma.
El ion es recibido de una chaperona asociada a Cu*[100], luego, el metal se une junto con
el ATP A LA para poder producir la fosforilacibn de la enzima [73] (formacion del
intermediario E1P-Cu) permitiendo la oclusion transitoria del Cu® dentro de la regién
transmembranal. El transporte del metal es realizado siguiendo la apertura del TM-MBS al
compartimiento  extracelular  (vesicular/luminal) [100] produciendo un cambio
conformacional de la enzima para generar el intermediario E2P el que presenta una menor
afinidad por el Cu* [73], generando asi la disociacibn de Cu* acompafada de la
defosforilacion por el ataque nucleofilico de una molécula de agua. La enzima vuelve a su

estado E1 [73], quedando lista para un nuevo ciclo catalitico.

Figura 1-8: Modelo del mecanismo catalitico de las ATPasas tipo P propuesto por
Post-Albers. Figura tomada de [73]
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La union del cation con la ATPasa induce rearreglos en la hélice de la enzima que son

capaces de modificar el dominio P, permitiendo el acercamiento del ion Mg?* al residuo
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Asp y evita repulsiones electrostaticas con el y-fosfato del ATP, y asi para facilitar su

fosforilacion (Figura 1-9) [17].

Figura 1-9: Mecanismo del proceso de fosforilacion y defosforilacion de las ATPasas
tipo P. (R=ADP). Figura tomada de [101].
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Los cambios conformacionales de la enzima entre los estados de transicién E1P-Cuy E2P-
Cu se asocian con el paso limitante de la reaccion enzimética [17, 73]. Cuando el ion es
transportado hacia la parte externa de la membrana, la bomba es defosforilada por el
dominio A, como consecuencia de la coordinacién de una molécula de agua con el residuo
de glutamato del motivo TGE y el residuo fosforilado de Asp permitiendo el ataque
nucleofilico para romper el enlace fosfato [17, 101]. Finalmente cuando la enzima se
encuentra defosforilada en el estado E2, sucede una rotacién del dominio A alejandose del

dominio P, lo que relaja la enzima y la retorna a su estado conformacional E1 [73].

El mecanismo catalitico anterior se ajusta a todas las ATPasas tipo P, pero en el caso
especifico de las transportadoras de Cu* se ha encontrado que el mecanismo tiene
variaciones. En particular, en las bombas que son capaces de transportar dos iones
durante cada ciclo catalitico (Figura 1-10), la uniéon de cada ion se hace en dos pasos

separados [62]. En este caso los iones no se encuentran libres cuando se unen a TM-MBS
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[33], ellos se encuentran acomplejados por proteinas chaperonas que se encargan de
transferir el Cu* a la bomba para transportarlo y adicionalmente chaperonas extracelulares

reciben el cation transportado [102].

Figura 1-10: Ciclo catalitico de las Cu* ATPasas tipo P que transportan dos cationes
por cada ciclo. CopZ y PCh son chaperonas, la primera esta presente en la mayoria de
organismos y la segunda es hipotética aceptora de Cu* en el periplasma. EI Cu*
citoplasmético se une a los dos TM-MBS y se acopla con la hidrolisis de ATP y la
fosforilacion de la enzima formando el estado (E1(Cu+)). Luego la enzima sufre un cambio
conformacional (E2P) en el que se exponen los TM-MBS hacia el periplasma permitiendo
la salida del metal. Seguido, la enzima se defosforila y vuelve a su estado E1 donde queda
lista para un nuevo ciclo catalitico. Aqui es relevante que la transicion entre E2—E1 es
acelerada por ATP (o ADP) el cual actta con baja afinidad (de modo modulador) [103].
Nétese que la transferencia del Cu* por CopZ es un paso irreversible, y que la union del
ATP es requerida para ocupar totalmente el sitio de transporte. Las lineas discontinuas
indican que estos pasos son propuestos durante el ciclo catalitico. PCh indica una
chaperona hipotética aceptara de Cu* del periplasma. Figura tomada de [62].
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1.9 Regulacion Transcripcional

"U

Al tener que sobrevivir a diferentes habitats durante su ciclo de vida, algunas bacterias
estan sujetas a cambios en condiciones ambientales como deprivacion de nutrientes, calor,
frio, radiacion UV, estrés oxidativo, desecacion, estrés acido, estrés nitrosativo, exposicion
a metales pesados, estrés osmdtico y otros. Con el fin de sobrevivir ellas deben responder

adaptando su fisiologia a través de cambios drasticos en la expresion de genes. Los
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cambios en la expresidn génica constituyen el componente principal que las bacterias usan
en respuesta al estrés y cambios ambientales, e involucran diferentes mecanismos en los
gue participan elementos trans durante la transcripcion como: factores sigma de la ARN
polimerasa (alternativos), reguladores transcripcionales, sistemas de regulacion de dos
componentes, ARN pequefios no codificantes. Muchos elementos regulatorios son
conservados en las diferentes bacterias; sin embargo existen elementos de regulaciéon
génica adicionales en bacterias que habitan ambientes especificos, especialmente en
bacterias patogénicas que colonizan a hospederos con respuesta inmune [104]. Una
aproximacion para la busqueda de estrategias para el tratamiento de estos patégenos es

elucidar ciertos aspectos de estos sistemas de regulacion.

Los reguladores transcripcionales son proteinas que controlan la expresion de genes al
unirse al ADN en regiones promotoras, y de esta forma regulan la transcripcién de genes.
Existen dos tipos de regulacién transcripcional, positiva o negativa. En el caso de una
regulacién positiva, una proteina activadora o activador promueve la expresién de genes
cuando se une al ADN. Por el contrario, una regulacién negativa existe cuando una
proteina represora o represor previene la transcripcion de genes al unirse en la region
promotora [105]. La estructura de los reguladores transcripcionales cambia de forma en
respuesta a una sefial, como pueden ser moléculas pequefias o iones, y solo una de sus

conformaciones es capaz de unirse al ADN [105].

1.9.1 Regulacién mediada por proteinas metaloreguladoras

Las proteinas reguladoras que unen iones de metales pesados se conocen como proteinas
metaloreguladoras. Estas proteinas citosoélicas tienen como funcién ejercer un control a
nivel transcripcional de genes relacionados con la homeostasis iGnica, para asi poder
restaurar los niveles alterados de la concentracion de iones de metales pesados.
Actualmente se conocen 7 familias de reguladores transcripcionales asociados a proteinas
metaloreguladoras, que han sido caracterizados funcional y estructuralmente. De acuerdo
a su funcién estos reguladores se pueden dividir en dos grupos: aquellos que controlan la
expresion de genes asociados con el eflujo y/o almacenamiento del ion, y aquellos que

controlan la expresion de genes requeridos para la captura del ion [33].
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En general, los mecanismos de regulacion mediada por las proteinas metaloreguladoras
se comportan de dos formas diferentes: 1) al controlar genes de captura de metales
pesados, donde el regulador unido al ion metélico funciona como represor o regulador
negativo del gen, y 2) en el control de genes que codifican transportadores relacionados
con el eflujo de metales pesados, aqui el regulador funciona como represor si en su
estructura se encuentra libre de unién con el ion metalico. Sin embargo, puede que estas
proteinas metaloreguladoras funcionen como activadores o reguladores positivos,
favoreciendo la exposicion del promotor para que la ARN polimerasa se una facilmente y

se inicie la transcripcion [33].

La Figura 1-11 muestra las siete familias de proteinas metaloreguladoras que han sido
identificadas en bacterias, entre ellas se encuentra: ArsR/SmtB, MerR, CsoR/RcnR, CopY,
DtxR, Fury NikR [106]. Dentro de estas familias se pueden encontrar proteinas que regulan
la expresion de un gen en respuesta a diferentes metales. En todas las proteinas
metaloreguladoras, la correcta union del metal efector es requerida para que cause un
cambio alostérico capaz de alterar la expresion génica. Las familias Fur, DtxR y NikR son
proteinas que actlan como co-represores que se unen al ADN luego de la unién al metal.
Las familias de proteinas ArsR/SmtB, CsoR/RcnR y CopY actdan como de-represores,
donde la unién con metal desensambla el complejo represor-ADN e interrumpiendo la
represion génica. Finalmente, la familia de proteinas MerR se une a los promotores de los
genes en presencia 0 ausencia del catién efector, cuando el regulador es capaz de unirse
al ADN facilita la iniciacibn de la transcripcién, porque el regulador favorece el
desplegamiento de ADN [106].

Figura 1-11: Familias de proteinas metaloreguladoras. La figura muestra las 7 familias
de las proteinas metaloreguladoras y las clasifica en reguladores negativos, positivos y
activadores. Se muestra el modo de acciodn, principales representantes de cada familia, y
los metales que unen para sensar la transcripcion de genes que estan regulando. Figura
adaptada de la referencia [106].
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Algunas proteinas metaloreguladoras actian sobre un Unico gen diana, mientras que otras
funcionan como reguladores globales que alteran la expresion de multiples genes. Por
tanto algunos reguladores controlan la expresion de proteinas relacionadas con la
homeostasis del metal, resistencia a estrés oxidativo, adaptacion a ambientes acidos,

sintesis de toxinas, respiracion y biogénesis de ribosomas [106].

A continuacion, se describira cada una de estas familias de proteinas metaloreguladoras

gue son encontradas en M. tuberculosis.

M. tuberculosis codifica diez proteinas de la familia de reguladores ArsR/SmtB, que en su
mayoria no han sido caracterizadas funcionalmente. Esta familia se caracteriza por sensar
una amplia variedad de iones de metales esenciales como Cu*, Zn?* y Ni?*, y téxicos como
As® Cd?*y Pb?'. Los reguladores estudiados actualmente en M. tuberculosis son: CmtR

(Cadmium M. tuberculosis Regulator, siglas en inglés) sensor de Cd?* y Pb?"; KmtR sensor
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de Ni?*y Co?"; y NmtR (Nickel M. tuberculosis regulator, siglas en inglés) sensor de Ni?*y
Co?[51].

El regulador de Ni?* NmtR de M. tuberculosis, detecta aumentos en la concentracion de
Ni¢* y Co?* favoreciendo la unién del represor (NmtR) con uno de los metales para su
inactivacion, lo que resulta en la transcripcion del operén. Se ha reportado que NmtR puede
unir Zn?* con alta afinidad, pero esto no ocurre in vivo [34]. La unién del ion correcto permite
el cambio conformacional de estos reguladores transcripcionales, cambiando su afinidad
de unién con el ADN. En este caso la proteina NmtR es capaz de discriminar entre los
iones por su afinidad, pero mas que ello la geometria del complejo metal ligando (entre el
cation y los residuos de aminoacidos de la proteina) es quien genera una restriccion; es
decir, esta seleccion de iones esta dada por la primera y segunda esfera de coordinacién
[33]. El represor NmtR controla la expresion de la ATPasa tipo P, CtpJ, encargada del

transporte de Co?*/Ni?* y se asociada con la desintoxicacion de Co?* [50, 51].

KmtR es otro represor transcripcional de M. tuberculosis sensible a Co?* y Ni?*, que regula
un transportador de eflujo de metales tipo CDF H* antiporte. Se ha encontrado que la
afinidad por Co?* y Ni?* es mayor en el regulador KmtR comparado con NmtR, por lo que
en medio de cultivo completo se expresa constitutivamente el transportador tipo CDF [51]

y en un aumento en el contenido de estos iones se expresa la ATPasa tipo P, CtpJ.

La familia CsoR/RcnR, ha sido caracterizada estructuralmente, encontrando que CsoR
(Copper Sensitive Operon Repressor, siglas en Ingles) de M. tuberculosis es regulado por
Cu*. Este operdn que es inducido por Cu* se conoce como cso (copper sensitive operon,
siglas en Ingles) [107]. En ausencia de Cu*, CsoR permanece unido a la regién promotora
de los genes, inhibiendo su transcripcion; con el aumento en la concentracion de Cu*, este
ion se une a CsoR desestabilizando su complejo con el ADN permitiendo la transcripcion
de los genes del operdn cso, que incluye el propio represory la ATPasatipo P, CtpV (Figura
1) [11]. Como hasta el momento no se han descrito chaperonas que transporten Cu* en M.
tuberculosis, se propone que estas podrian ser innecesarias para llevar el ion a CsoR, y

gue por el contrario, CsoR podria tomar el ion mediante su alta afinidad por Cu* [42].

Por otro lado, se ha reportado un regulon del regulador RicR que también es inducido por

Cu* intracelular. RicR de M. tuberculosis es un represor homologo a CsoR, el que regula
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los genes IpgS (lipoproteina putativa), mmcO (multicobre oxidasa micobacteriana), rv2963
(posible permeasa), mymT, socAB (pequefio marco abierto de lectura inducido por Cu Ay
B), y ricR (proteina metaloreguladora dependiente de Cu*). Dentro de los genes regulados,
los Unicos productos génicos que se conocen al momento son MmcO, MymT y RicR. Se
conoce que MmcO puede oxidar Fe?* a Fe®*, sin embargo este puede también oxidar Cu*
a Cu?" [37]. Las dos proteinas metaloreguladoras dependientes de Cu* mostradas
anteriormente, CsoR y RicR, actlan en dos regiones diferentes del genoma regulando
diferentes genes, razon por la que existe compensacion si hubiese disfuncién en alguna

de estas regiones (Figura 1-3) [37].

FurA (Regulador de captacion férrica) es un regulador involucrado en la regulacién de Fe?*
en M. tuberculosis mediada por proteinas metaloreguladoras. Se conoce que FurA es el
mayor represor de la catalasa-peroxidasa KatG, ademas de regular la respuesta al estrés
oxidativo. Otro regulador dependiente de hierro es IdeR (Iron-dependent transcriptional
repressor, siglas en inglés) que pertenece a la familia DtxR encargadas de sensar Fe?" y
Mn2*, Estudios in vitro han demostrado que IdeR puede unir también Ni* o Co?" pero no
Mn?*, diferente de lo observado in vivo donde solo puede unir Fe?* [33]. IdeR es un
regulador negativo usado en respuesta a niveles bajos de Fe?*, que induce la expresion
de los genes del oper6n mbt, involucrados en la biosintesis de sideroforos [108]. La
expresion de estos genes mbt se da cuando el macréfago se encuentra activado [109].
Cuando IdeR se expresa constitutivamente, se observa una atenuacion de la virulencia
[110]. Se conoce que los reguladores transcripcionales Zur (Zinc uptake repressor, siglas
en inglés) e IdeR controlan la expresion del sistema de secrecién ESX-3 en M. tuberculosis
sugiriendo un papel en la homeostasis de Zn?* y Fe*" [49]. Se desconoce cémo puede
estar involucrado este sistema con la captura de Zn?*, pero en el caso de Fe*" se asocia
con los dos sideréforos micobacterianos: micobactina y carboximicobactina. Por otra parte,
Zur (Formalmente anotado como FurB) sensor de Zn?*, es un regulador que pertenece a
la familia Fur (Fe-regulated uptake repressor), y se ha encontrado que es capaz de regular

diferentes operones [111].

Finalmente, SirR es un regulador dependiente de Fe?*, del que se desconoce su funcién
en del bacilo [16].



2.Justificacion

La incidencia de la tuberculosis (TB) a nivel mundial es alarmante; se estima que
aproximadamente cada 25 segundos muere una persona por TB [112]. Esto demuestra
gue no se cuenta con un control apropiado y que las herramientas utilizadas en la
actualidad no son totalmente efectivas para erradicar esta enfermedad. El control de la TB
se ha dificultado por la co-infeccion con el VIH, al surgimiento de cepas de M. tuberculosis
resistentes a los farmacos actualmente usados [1], y que cerca de 1/3 de la poblacion
mundial se encuentra infectada de TB en forma latente asintomatica, conformando un

reservorio permanente de la infeccién [31, 113].

Si bien, se cuenta con estrategias anti-TB como la quimioterapia y la vacuna BCG, éstas
estan lejos de erradicar la enfermedad, ya que los farmacos usados en la quimioterapia
generan una serie de inconvenientes relacionados con la larga duracion del tratamiento,
alto costo y efectos secundarios considerables, que causan el abandono temprano del
tratamiento y favoreciendo la aparicion de cepas resistentes [1]. Por otra parte, la vacuna
BCG tiene una eficacia variable contra la TB pulmonar, entre un 0 a 80 % [114] y
Unicamente resulta ser efectiva contra la meningitis tuberculosa infantil [4]. Esto obliga a
buscar nuevas alternativas para un control mas efectivo de la infeccion tuberculosa, lo que
requiere de un conocimiento detallado de los mecanismos de interaccion hospedero-
patdégeno. Nosotros en particular, hemos centrado nuestra atencion en las ATPasas tipo
Pis, por su capacidad de desintoxicar al patégeno de metales pesados, y por ser
indispensables para la correcta metalacion de enzimas de defensa al estrés oxidativo. Se
pretende que las ATPasas tipo Pig pudiesen ser explotadas como dianas de viabilidad y/o

atenuacion del bacilo tuberculoso.
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3.Hipotesis Experimental

Conocer los mecanismos que le permiten a M. tuberculosis adaptarse y tener éxito durante
el proceso de infeccidn es esencial en el establecimiento de nuevas estrategias para el
control de la TB. En ese sentido, transportadores de cationes metalicos como las ATPasas
tipo P podrian jugar un papel relevante en la sobrevivencia de las micobacterias bajo
condiciones de estrés, ya que la delecion de algunos de ellos conlleva a una atenuaciéon
de M. tuberculosis (ctpC, ctpD y ctpV). Nuestra hipétesis central es que al inhibir ATPasas
tipo P1g.1, como CtpA y CtpB, se podria inducir un desbalance en el transporte de solutos
a través de la membrana plasmatica micobacteriana, pudiendo afectar procesos vitales

para la supervivencia del bacilo tuberculoso.

El estudio del comportamiento de las ATPasas tipo Pig y sus probables reguladores en
respuesta a las condiciones de estrés encontradas en los fagosomas, permite indagar el
modo en que estas proteinas intervienen en la adaptacion a ambientes adversos propios
del proceso de infeccién de M. tuberculosis. Adicionalmente, el transporte i6Gnico mediado
por las tres Cu* ATPasas podria funcionar como sistemas compensatorios o responden a
diferentes condiciones de estrés, teniendo papeles esenciales en el éxito de la infeccion,
como es el caso de CtpV. Los resultados obtenidos podrian ser de gran utilidad para
determinar el potencial de estas ATPasas en los procesos de adaptacién del bacilo
tuberculoso a ambientes adversos propios del proceso de infeccidén, para asi ser
propuestas como dianas terapéuticas para el disefio racional de nuevos compuestos

antituberculosos.
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4.0bjetivos

4.1 Objetivo general

Establecer la relacién entre la actividad de las ATPasas tipo Pig de M. tuberculosis y
condiciones de estrés similares a las soportadas en los macréfagos, encaminado a evaluar

el potencial de estos transportadores de membrana como posibles dianas terapéuticas.

4.2 Objetivos especificos

I. Evaluar la respuesta transcripcional de los genes de ATPasas tipo P1g y sus probables
reguladores bajo las condiciones que simulan el fagosoma en el que reside
M. tuberculosis.
II. Determinar el efecto del transporte idnico mediado por las ATPasas tipo Pig-1, CtpA 'y
CtpB, en la viabilidad bacteriana y acumulacion intracelular de metales pesados.
lll. Establecer la afinidad i6nica de los transportadores CtpA y CtpB de M. tuberculosis.
IV. Conocer la cinética enzimética de las ATPasas tipo Pig1 CtpA, CtpB y CtpV de

M. tuberculosis.






5.Materiales y Métodos

El presente trabajo tiene tres enfoques de estudio que buscan generar conocimiento sobre
el papel de las ATPasas tipo Pig en respuesta a algunas condiciones de estrés, similares
a las soportadas por M. tuberculosis en el fagosoma. El primero es un analisis del
comportamiento transcripcional de las ATPasas tipo P1g de M. tuberculosis bajo diferentes
condiciones de estrés. El segundo es una busqueda de los posibles reguladores
transcripcionales de estas ATPasas tipo Pig, con el objetivo de analizar su transcripcion
bajo las mismas condiciones de estrés. Finalmente, con el fin de indagar la posible funcion
de las tres Cu* ATPasas y su papel en la respuesta a las condiciones de estrés que la
micobacteria se enfrenta durante la infeccion, se hizo un estudio funcional de las tres
enzimas para evaluar el comportamiento de su actividad enzimatica. Por lo tanto, el
desarrollo metodolégico de la presente investigacion tuvo un componente de andlisis
bioinformatico, manipulaciones genéticas y biologia molecular, y un componente

bioquimico que responden a los objetivos propuestos.

Los materiales y métodos del presente trabajo se muestran en el orden secuencial para
los tres enfoques de estudio. Empezando por el andlisis transcripcional bajo condiciones
estrés de las ATPasas tipo P1g de M. tuberculosis, seguido del analisis transcripcional de
los posibles reguladores de las ATPasas tipo Pig, y finalmente la caracterizacion funcional
de las Cu* ATPasas, CtpA, CtpB y CtpV.

5.1 Analisis transcripcional bajo condiciones de estrés
de las ATPasas tipo Pig de M. tuberculosis

Para conocer como las ATPasas tipo Pig que podrian estar involucradas en la respuesta
al estrés que las micobacterias deben enfrentar en el fagosoma, se evalué la respuesta

transcripcional bajo condiciones que simulan el estrés durante el proceso infectivo.
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Especificamente se evalué la respuesta transcripcional de algunas ATPasas tipo Pig frente

a la presencia de metales pesados, ROS, RNS e hipoxia.

La metodologia empleada para este andlisis transcripcional implico un ensayo de
crecimiento de M. tuberculosis H37Ra en concentraciones variables de metales pesados,
esto con el fin de conocer y definir las condiciones de cultivo para estudiar el estrés
generado por estos metales. Luego las bacterias se intoxicaron con los agentes de estrés
(metales pesados y agentes de estrés redox), también se cultivd M. tuberculosis H37Ra
en condiciones de hipoxia. Una vez cultivadas las bacterias bajo estas condiciones, se hizo
la extraccién de ARN y sintesis de cADN, para el analisis transcripcional por gPCR de los
genes de las ATPasas tipo Pig en estudio. Todos estos procedimientos se describen a

continuacion y en el orden descrito anteriormente.

5.1.1 CMI frente a metales pesados de M. tuberculosis

Para el andlisis transcripcional en presencia de cationes de metales pesados, primero es
necesario conocer concentraciones sub-letales de los metales que permiten ver una
respuesta de la micobacteria a la presencia del metal sin afectar su viabilidad. Para
determinar este valor de concentracion se hizo un ensayo preliminar de CMI de Cd?*, Co?*,
Cu?*, Mn?*, Ni?*, Pb?* y Zn?*; sobre células de M. tuberculosis H37Ra. Como criterio para
la seleccion de la concentracion sub-letal fue la que permitié un crecimiento bacteriano

mayor al 50%.

El ensayo se hizo en placas de 96 pozos en un volumen final de 200 pL. Se partié de un
cultivo en fase exponencial, el que se diluyo en medio Sauton modificado (MgSO. 0,05%,
KH2PO4 0,05%, acido citrico 0,2%, glicerol 6%, L-asparagina 0,4%, citrato férrico aménico
0,005%, Tween 80 0,05% y ZnSO4 6,2 uM con glucosa 0,2%, Fex(SO.)s; 30 uM y Tween-
80 0,05 %) hasta obtener una ODsgsnm de 0,05 en cada pozo. A continuacién se realizaron
diluciones seriadas de los cationes representados en las siguientes sales: CdCl, (0,008 a
4 mM), CoCl, (0,02 a 8 mM), CuSO4 (0,002 a 1 mM), Fez(S04)s (0,02 a 8 mM), MnSO4
(0,008 a 4 mM), NiSQO4 (0,02 a 8 mM), Pb(NO3)2 (0,001 a 0,5 mM) y ZnSO4 (0,008 a 4 mM).
Como control positivo, se utilizé un cultivo en ausencia de catién, y como control hegativo
de crecimiento, se utilizé un cultivo suplementado con isoniazida (INH) 1 uyg/mL. Las placas

fueron selladas e incubadas a 37 °C por 3 semanas, posteriormente el crecimiento
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bacteriano se estimé midiendo la ODsgsnm Usando un lector de placas iMark™ Microplate
Absorbance Reader de Bio-Rad. Los valores de absorbancia se corrigieron restando la
absorbancia del control negativo de crecimiento. El 50 % de crecimiento bacteriano fue
calculado utilizando el programa Prism 6 version 6.0h Windows, GraphPad Software, La
Jolla California USA, www.graphpad.com, usando modelos de calculo ICso. El ensayo se

hizo por triplicado biolégico de cada concentracidén de cation.

5.1.2 Intoxicacion de M. tuberculosis en presencia de metales
pesados y agentes de estrés oxidativo/nitrosativo
Teniendo en cuenta las concentraciones sub-letales de metales pesados determinadas en
el experimento anterior, se seleccionaron las concentraciones a usar para la intoxicacion
de M. tuberculosis H37Ra con estos metales y agentes de estrés oxidativo/nitrosativo, con
el fin de una posterior extraccion de ARN bajo estas condiciones, a ser utilizado en los
experimentos de gPCR. Adicional a las concentraciones subletales de metales pesados
encontradas en los experimentos de CMI, también se consideraron los valores de
concentracion reportados para el interior de fagosomas de macréfagos infectados con M.
tuberculosis [10]. Las sustancias probadas para generar estrés oxidativo fuero H,O, tert-
butil-hidroperéxido (tBuOOH) y KCN, siendo el primero un perdxido, el segundo un
peroxido organico y el tercero el ion CN™ que interfiere en la cadena de transporte de
electrones en la respiracion aerobia. La sustancia utilizada para generar estrés nitrosativo
fue el nitroprusiato de sodio (Naz[Fe(CN)sNO]), que funciona como donador de Oxido

nitrico.

A partir de 300 mL de un cultivo de M. tuberculosis H37Ra en fase exponencial (ODsgsnm
0.4 a 0.6), se colecté el pellet celular y se lavd dos veces con medio Sauton, se resuspendio
en 1/6 del volumen inicial y se repartié en volimenes de 4 mL en tubos falcén de 15 mL.
Sobre este volumen final se afiadieron las sustancias a probar a la concentracion deseada,
dejando una muestra como blanco (en ausencia de sustancia de intoxicacion). Las
concentraciones utilizadas fueron: CdCl; (10, 25y 40 uM), CoCl, (0,45, 2y 3,5 mM), CuSO.
(20, 50, y 500 uM), Fex(S0.)3 (0,2, 0,41, 0,45y 2 mM), MnSO4 (0,2, 0,4, 1y 15 mM), NiSO4
(0,6, 1y 2,5 mM), Pb(NO3)2 (0,5 mM) y ZnSO4 (40, 200 y 500 uM), en el caso de las
sustancias de estrés oxidativo y nitrosativo se usé una concentracion de 1 mM,

concentracion sugerida EN [50]. Bajo estas condiciones se realizaron los cultivos
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incubando con la sustancia toxica por 3 horas a 37 °C y 80 rpm de agitacion,
posteriormente el pellet celular se colecté mediante centrifugacion y se lavé con DEPC
0,1% (dietilpirocarbamato) con el fin de inhibir RNasas remanentes. A partir del pellet

celular se sigui6 con el proceso de extraccion de ARN.

5.1.3 Cultivo de M. tuberculosis bajo condiciones hipdxicas

Otra condicién de estrés a las que M. tuberculosis debe enfrentarse durante la infeccion
es la hipoxia, o0 baja tension de oxigeno, la que se da cuando la micobacteria se encuentra
en estado latente en los granulomas. Actualmente existen diversos modelos in vitro para
estudiar cambios fisiolégicos de las micobacterias en hipoxia, entre ellos, el modelo de
Wayne y Hayes en el que se produce un agotamiento gradual de oxigeno en el medio de
cultivo, y las bacterias entran en un estado persistente no replicativo (NRP) simulando el
ambiente del bacilo tuberculoso dentro del granuloma. En la ensayo de hipoxia in vitro se
destacan dos estados fisiologicos principales: el primero 6 NRP-1, donde existe baja
saturacién de oxigeno, y se caracteriza por finalizacién en la replicacion del ADN; y el
segundo estado NPR-2, que se caracteriza por estar en microanaerobiosis [115]. En este
estudio las bacterias se crecieron hasta un estado NPR-2 asegurando un contenido muy

bajo de oxigeno en el medio de cultivo.

El ensayo de Hipoxia se hizo siguiendo el modelo de Wayne con algunas modificaciones
[115]. Se partié de 100 mL de cultivo de M. tuberculosis H37Ra en medio liquido DUBOS-
ADC crecido hasta fase exponencial (ODsoo de 0.4), se recolectd el pellet celular y se
resuspendié en 30 mL del mismo medio. En tres botellas de 300 mL diferentes se
afiadieron por separado en la primera 200 mL de DUBOS-ADC con 10 mL de suspension
de células, la segunda 200 mL de DUBOS-ADC con 10 mL de suspension de células mas
azul de metileno 1,5 ug/mL, y en la tercera 95 mL de medio DUBOS-ADC con 5 mL de
suspension de células. En este experimento el control de hipoxia estd dado por la
decoloracion del color azul en el cultivo dado por el azul de metileno, el que se compara
con un cultivo realizado con aireacién. En todas las botellas se puso un agitador magnético
y en el caso de los cultivos de hipoxia las botellas se sellaron con Parafilm. Todos los
cultivos se incubaron a 37 °C y fueron dejados con agitacion magnética hasta la
desaparicion del color en la botella con azul de metileno, indicando agotamiento de oxigeno

en el medio y que las células se encuentran en hipoxia (3 semanas de cultivo). Finalmente,
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se colectaron los pellets celulares y se lavaron con DEPC 0,1% (dietilpirocarbamato) y se

usaron para extraccion de ARN.

5.1.4 Extraccion de ARN y sintesis de cADN de M. tuberculosis

Utilizando las condiciones descritas anteriormente, las micobacterias se cultivaron bajo las
diferentes condiciones de estrés consideradas: concentraciones subletales de cationes de
metales pesados, y presencia de ROS y RNS. Posteriormente, se aislé su ARN y se evalud
la respuesta transcripcional de las ATPasas tipo Pig, bajo las condiciones de cultivo
consideradas, comparandola con los niveles de transcripcion mostrados por células

cultivadas en condiciones estandar.

La extraccion del ARN se realizé con el método de single-step [116], que consiste en
separar el ARN del ADN después de una extraccion celular con el reactivo de TRIzol®
(Solucion acida de tiocianato de guanidinio, acetato de sodio y fenol) y cloroformo, seguido
de centrifugacion. En condiciones acidas el ARN total permanece en la fase acuosa,
mientras que en la interfase y fase inferior organica permanece la mayor parte del ADN y
proteinas. EI ARN puede ser recuperado mediante precipitacién con isopropanol (IPA)
[116]. El pellet celular se resuspendio en 700 uL del reactivo de TRIzol® (Invitrogen), y se
afiadié inhibidor de RNasas (Ribolock) de Thermo Scientific. Para la lisis celular, se
transfirio la suspension celular a tubos O-ring conteniendo 500 uL de perlas de zirconio;
las células se lisaron mediante 3 pulsos de 2 minutos en Mini Beadbeater-16 (Biospec),
con 1 minuto de reposo en hielo entre pulsos. Posteriormente se afiadieron 300 uL de
cloroformo al lisado celular. Se dejé en reposo por 10 minutos a 4°C y se centrifugé a
13000 rpm por 10 minutos a 4°C. ElI ARN se precipité afiadiendo isopropanol (IPA) e
incubando toda la noche a -20 °C. Una vez centrifugado a 13000 rpm durante 15 miny 4
°C, los pellets que corresponde al ARN precipitado fueron secados al aire y resuspendidos
en 25 uL de DEPC 0,1%. Se confirmé la integridad del ARN extraido en gel de agarosa al
2% en buffer TE 0.5X-DEPC. El ARN fue tratado con DNAsa | (Thermo Scientific), durante
30 minutos a 37°C, para eliminar ADN gendmico contaminante. A partir de 2 ug de ARN
se construyeron las librerias de cADN usando el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis
(Thermo Scientific). EI cADN se alicuoté y almacené a -20°C hasta su uso.
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5.1.5 Analisis transcripcional de las ATPasas tipo Pig por gPCR

Para el andlisis transcripcional de las ATPasas tipo P1g se usaron los iniciadores que fueron
disefiados previamente por Novoa-Aponte para los genes de interés [68]. Previo al analisis
de gPCR, se verificd la especificidad de los iniciadores mediante PCR convencional
utilizando como molde ADN de M. tuberculosis H37Ra, utilizando el siguiente ciclo de
amplificacién de 94 °C x 9min, 35 ciclos de 94 °C x30s-58°Cx30s—-72°Cx30s,y
finalmente 72 °C x 10 min. El disefio de iniciadores se hizo con el programa Primer 3 [117]
teniendo en cuenta pardmetros como tamafio de amplimero entre 150 y 250 pb, un rango
de Tmde 58 a 60 °C. En la Tabla 5-1 se muestran los tamafios de los productos esperados

para cada juego de iniciadores.

Tabla 5-1: Iniciadores usados para analisis por gPCR de los genes de las ATPasas
tipo P1s. Iniciadores disefiados para el andlisis transcripcional de las ATPasas tipo Pig,
mostrando los tamafios del amplimero esperado para cada juego de iniciadores.

Gen Iniciadores Tamaiio (pb)
ctpA A-RT-dir y A-RT-rev 192
ctpB B-RT-dir y B-RT-rev 172
ctpC C-RT-dir y C-RT-rev 249

ctpD D-RT-dir y D-RT-rev 178
ctpG  G-RT-dir y G-RT-rev 180
ctp) J-RT-dir y J-RT-rev 187
ctpV V-RT-dir y V-RT-rev 206

V-RT-dir-2 y V-RT-rev-2 196
sigA  RTsigAdir y RTsigArev 208

Para el andlisis de ctpV fue necesario disefiar un nuevo juego de iniciadores (Tabla 5-1).
Los experimentos se desarrollaron utilizando el kit iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad)
y el termociclador CFX-96 (Bio-Rad). El gen sigA se us6é como normalizador. Los valores
de expresion relativa se calcularon usando el método Pfaffl [118] con las eficiencias
determinadas para cada gen usando las curvas construidas a partir de diluciones de ADN
gendmico de M. tuberculosis H37Ra. El andlisis fue hecho utilizando los diferentes cADN
y el programa de temperatura usado fue 95 °C x 5 min, 50 ciclos de 95 °C x 10 s — Tm °C
x 10 s (Temperatura varia dependiendo del juego de iniciadores) — 72 °C x 15 s, al final de

cada ciclo he hacen lecturas de fluorescencia y se hizo una curva de fusion desde los 72
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°C hasta 95 °C. Los experimentos se desarrollaron por triplicado técnico, con una réplica

biologica.

Para cada juego de iniciadores se construyd previamente una curva de eficiencia de
amplificacién, con el fin de asegurarse que estos pudieran ser empleados para el andlisis
por gPCR. Las curvas de eficiencia se realizaron partiendo de diferentes concentraciones
de ADN gendmico de M. tuberculosis H37Ra, estandarizando las condiciones de reaccion
para que cada juego de iniciadores con el objetivo de obtener una eficiencia cercana a 2,
ademas que las curvas de fusion evidenciaran la amplificacibn de un Unico producto,

asegurando la especificidad de los iniciadores.

5.2 Analisis transcripcional de posibles reguladores de
las ATPasas tipo Pig de M. tuberculosis

Para el andlisis de la actividad de los posibles reguladores transcripcionales de las
ATPasas tipo Pig de M. tuberculosis, inicialmente se buscaron in silico unos posibles
reguladores, y después se analiz6 su actividad transcripcional bajo condiciones de estrés

mediante qPCR.

5.2.1 Busqueda de posibles reguladores de las ATPasas tipo Pis
de M. tuberculosis
Se buscaron proteinas posiblemente relacionadas con la expresion de las 7 ATPasas tipo
P1g de M. tuberculosis. Una primera aproximacion fue buscar en el entorno genémico del
gen de interés, utilizando el servidor Tuberculist [119]. Una segunda aproximacion fue
buscar los reguladores en las redes de regulacion transcripcional de M. tuberculosis
reportada por Du y colaboradores [120] y Balazsi y colaboradores, donde se relacionan
posibles reguladores transcripcionales de diferentes genes de M. tuberculosis, blsqueda
gue se limité a genes de ATPasas tipo Pig. Finalmente se usé el servidor TB Network Portal
[121], que relaciona datos obtenidos por técnicas de ChIP-Seq (Inmunoprecipitacion de
Cromatina-Secuenciacién, siglas en ingles) y TFOE (sobreexpresion de factores de
transcripcién, siglas en ingles), que permiten conocer la regién del genoma en la que un

regulador transcripcional puede estar interaccionando.
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5.2.2 Andlisis transcripcional bajo condiciones de estrés de los
reguladores de las ATPasas tipo Pig de M. tuberculosis

Una vez seleccionados los genes de los reguladores a estudiar, se obtuvieron sus
secuencias de la base de datos Tuberculist [119], y se disefiaron iniciadores para su
andlisis utilizando el servidor primer 3 [117] buscando amplificar un segmento del gen entre
150 a 250 pb, con un Tm de 58 a 60 °C. En la Table 5-2 se muestran las secuencias de
los iniciadores disefiados. La especificidad de estos iniciadores se comprob6é mediante
PCR convencional utilizando como molde ADN de M. tuberculosis H37Ra (cepa con la que
se hara el andlisis transcripcional) y el mismo programa de amplificacion usado utilizando
para evaluar la especificidad de los iniciadores de las ATPasas tipo Pis. Luego se procedi6
a elaborar las curvas de eficiencia, para asegurar que los iniciadores puedan ser
empleados en el analisis por qPCR. Las curvas de eficiencia fueron obtenidas a partir de
diferentes cantidades de ADN gendmico de M. tuberculosis H37Ra, estandarizando
condiciones como el Tm para conseguir eficiencias cercanas a 2, y obtener curvas de

fusion que demuestren la especificidad de los diferentes productos.

Tabla 5-2: Iniciadores usados para andlisis por gPCR de los reguladores
transcripcionales de las ATPasas tipo Pis. Se reportan los iniciadores que fueron
disefiados para el andlisis transcripcional de los reguladores transcripcionales de las
ATPasas tipo Pig, mostrando la secuencia obtenida para cada juego de iniciadores vy el
tamano de los amplimeros esperados.

Gen Nombre Secuencia (5’-3’) Tamaiio (bp)
RT-Rv2250c-dir ATACCGGTGGTCGTATCCTG

rv2250¢ 1 Rv2250c-rev  ACCGCGACAATCTGCTTTAC 241
RT-Rv0818-dir TGCACGAAGTATGGGGGTAT
RT-Rv0818-rev CGACCAGTGGTTCTTGCATA
RT-Rv0818-dir-2 GAGAGTCTGGGCAAGGTGAG
RT-Rv0818-rev-2 GCCCCCGAAGAAGTCATAC
RT-Rv2069-dir GGACGATCTCACCCAAGAGA

2069 LT Rv2069-rev  GGTCGCCGTCTATGAGATGT 188
RT-Rv0324-dir AAGACGTGGCAAGGCTGTT

rv0324 225
RT-Rv0324-rev CGGCTATCGGGATATTGATG
RT-Rv3223c-dir CCGGATACTGACCAACACCT

rv3223c 183
RT-Rv3223c-rev  GCCTCTTTGATCTCGGTGTC
RT-Rv0238-dir TTAACGGCTACCACGAGACC
RT-Rv0238-rev TCTGGTCGAAGTTGATGCTG
RT-Rv0238-dir-2 CTCCAAGGAAGACCTGTTCG

RT-Rv0238-rev-2 CTGGGTGTACATCACGATCC

225
rv0818
195

171
rv0238
178
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RT-Rv1994c-dir CCAACCATCTGTCGTGTTTG

V1994c ot Rv1994crev ACACAGGGTTGGTCGGTATC 1>

RT-Rv3744-dir ATGATCCTCACCCAGCTACG

V3744 T RV3744-rev CAAGTGCTCGCTGTGGTAAA 216

RT-Rv0967-dir AAGGAATTGACCGCAAAGAA

0967 LT RV0967-rev  CACGTCTCCAAGTGGTTGTG 188

El andlisis transcripcional de los posibles reguladores se hizo a las mismas condiciones de
estrés en las que se estudio el comportamiento transcripcional de las diferentes ATPasas
tipo P1s. El ensayo se hizo utilizando el kit iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad) y el
termociclador CFX-96 (Bio-Rad). El gen sigA se us6 como normalizador. Los valores de
expresion relativa se calcularon usando el método Pfaffl [118]. El analisis fue hecho con
los diferentes cADN y el mismo programa de temperatura usado en el andlisis
transcripcional de las ATPasas tipo Pis. El ensayo se hizo por triplicado técnico y una

réplica bioldgica.

5.3 Caracterizacion funcional de las ATPasas tipo Pis-1de
M. tuberculosis

5.3.1 Andlisis bioinformatico de las ATPasas tipo Pig.1 de M.
tuberculosis: CtpA, CtpB y CtpV

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de cada una de las ATPasas tipo Pig.1 0 Cu*

ATPasas fueron tomadas del servidor Tuberculist [119], detallando en la localizacion

gendmica, tamafio del gen, longitud de proteina y peso molecular de la enzima.

5.3.1.1 Topologia y motivos funcionales de CtpA, CtpB y CtpV

En la prediccién de topologia de las tres enzimas, se usaron las secuencias de los genes
CtpA, ctpB y ctpV de M. tuberculosis obtenidas de Tuberculist [119]. La prediccion de TM
se realiz6 usando la herramienta TOPCONS [122]. Los motivos funcionales se buscaron
utilizando el servidor InterProScan [123], y los 9 motivos caracteristicos de esta familia de
enzimas [55] se buscaron y se localizaron manualmente mediante alineamientos con

secuencias consenso construidas por Novoa-Aponte y colaboradores [124].
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Los alineamientos multiples de las secuencias de aminoacidos de CtpA, CtpB, CtpV,
Msmeg_5014 (Cu* ATPasa putativa de M. smegmatis mc?155), AfCopA (Cu* ATPasa de
Archaeoglobus fulgidus) y LpCopA (Cu* ATPasa de Legionella pneumophila), se
construyeron con el programa Clustal OMEGA [125]. La posicion en el que se encontraban
las secuencias TM se obtuvo con el servidor TOPCONS [122]. En el caso de la regién N-

Terminal se tomaron los residuos ubicados antes de la primera TM.

Para conocer los residuos de CtpV que serian reemplazados en el motivo de unién a Cu*
del MBD, se hizo un alineamiento de estructura terciaria con el servidor TM-align [126]
entre el MBD de CtpV y MBD2 de EcCopA (La metodologia para la construccién de estos

modelos se especifica mas adelante).

5.3.1.2 Modelamiento de estructura terciaria de CtpA, CtpB y CtpV

La estructura terciaria de las Cu* ATPasas de M. tuberculosis se modelaron por homologia
usando el servidor Phyre? [127]. Para las tres enzimas se us6 como molde CopA, Cu*
ATPasa de A. fulgidus (PDB ID 3J09 cadena A, estructura determinada por microscopia
crio-electrénica con una resolucién de 10,00 A) [128]. Los modelos se validaron usando el
paquete de herramientas Whatif (http://swift.cmbi.ru.nl/servers/html/index.html). La calidad
del modelo fue evaluada con la herramienta Protein Model Check que identifica errores
relacionados con los angulos de enlace, posicion de cadenas laterales, y ubicacion atdbmica
coherente con hidrofobicidad, entre otros aspectos. Posteriormente se uso la herramienta
“Complete a Structure” que intenta modelar correctamente la proteina corrigiendo los
errores encontrados, y finalmente se evalué la calidad del modelo calculando el Z-score
con la herramienta “Ramachandran plot evaluation”. El valor del Z-score es una medida de
la calidad del modelo basado en el grafico de Ramachandran, los modelos de alta calidad
tendran Z-scores cercanos a cero [129] [129, 130]. Adicionalmente, la calidad de los
modelos también se corrobord al usar el servidor ProQ2 que usa un global score que varia
entre 0y 1, este valor se calcula con la suma de los S-score de cada uno de los residuos
normalizado por la longitud de la secuencia, los modelos son de buena calidad tienen un
valor de global score cercano a 1 [131]. Usando el programa PPM server [132] se asigha
una bicapa lipidica a los modelos, y para visualizar los modelos se usa el programa
Chimera [133].
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5.3.1.3 Evaluacién de mapas de potencial electrostatico de superficie de los
MBD de las Cu* ATPasas

Se evalud la densidad de carga electrostatica de los MBD de las diferentes Cu* ATPasas
para predecir su funcién [91]. Para ello se construyeron por separado los modelos de
estructura terciaria por homologia de los MBD de las Cu* ATPasas de CtpA, CtpB, CtpV,
Msmeg_5014, MBD1 y MBD2 de EcCopA (Cu® ATPasa de M. tuberculosis, M. smegmatis
y E. coli, respectivamente). Los modelos se construyeron por homologia usando el servidor
Phyre? [127]. Para evaluar la calidad se calculé el pardmetro de global score del programa
ProQ2, cuyos valores cercanos a 1 indican una buena calidad del modelo [131]. Para la
calcular los mapas de potencial electrostatico de superficie se usé el servidor PDB2PQR
[134], que usa el programa de célculo electrostatico macromolecular APBS (Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver, sigla en Ingles). Todos los parametros se hicieron por defecto,
y se afiadieron parametros como: 2 especies iénicas presentes en el sistema (el primero:
carga +1, concentracion 0,01M, Radio i6nico 2 A; el segundo carga -1; concentracion
0,01M, Radio i6nico 2 A) y en el formato de salida (Output of scalar data calculated during
the PB run) se uso la opcién que muestra la densidad de energia en unidades de KpT/e/A2
(Write out the energy density in units of KyT/e/A? (multigrid only)). Para visualizar los
modelos con el mapa de potencial electrostatico de superficie se usé el mismo servidor

usando la opcién 3Dmol visualization.

5.3.2 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo (Tabla 5-3) se conservaron como stocks
glicerinados a -80 °C. Las micobacterias fueron revisadas con regularidad usando la tincién
de Ziehl-Neelsen [135]. En todos los casos el material para cultivo, incluidos los medios,
se esterilizaron en autoclave (121°C por 15 minutos); para suplementos especiales
(proteinas, antibidticos, etc.) que no se podian ser esterilizados con autoclave, esta se hizo

esterilizacion por filtracion con membranas de 0,22 ym.

Tabla 5-3: Cepas bacterianas utilizadas a lo largo de este estudio.

Cepa Caracteristicas? Referencia/Fuente
E. coliLMG194  Cepa de expresidn de proteinas que no Life Technologies [136]
metaboliza arabinosa (Aara714)

E. coli DC194 Mutante de E. coli LMG194 AcopA (Cu* Donado por el Laboratorio del
ATPasa) Profesor Arglello (WPI).
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E. coliTOP10 Cepa para el almacenamiento de Life Technologies [136]
plasmidos recombinantes

E. coli DH5a RecA-, endA, permite seleccidn Life Technologies [136]
Blanco/Azul sin necesidad de IPTG

E.coliHB101 str®, RecA”, endA*, actividad yd negativa  Catalogo ATCC [137]

M. smegmatis Micobacteria no patdgena de Snapper,1993 [138]

mc?155 crecimiento rapido, ampF®, chx®, cb®

M. tuberculosis  Micobacteria avirulenta de referencia de Zheng, 2008 [139]

H37Ra crecimiento lento, amp®, chx®, cb?

1Abreviaturas: RecA-Recombinasa; endA-endonucleasa; str-estreptomicina; chx-cicloheximida; cb-
carbenicilina; tet-tetraciclina.

Las cepas de E.coli se cultivaron con agitacion en medio Luria-Bertani (LB) caldo 0 2YT, a
37°C durante 12-24 h. Aguellas cepas que contenian pldsmidos se cultivaron
suplementando el medio de cultivo con el antibiético apropiado a las siguientes
concentraciones: ampicilina (Amp) 100 pg/mL, Hyg 100 pg/mL (los medios sélidos se
hacen sin NaCl) y kanamicina (Km) 25 pg/mL. En los ensayos que se utilizaba la seleccion
blanco-azul por accion de la B-galactosidasa, los medios de cultivo se suplementaron con
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido (X-Gal a 80 ug/mL) e isopropil-B-D-
tiogalactopiranosido (IPTG a 0,5 mM).

M. smegmatis se cultivé en LB caldo o agar durante 3-5 dias a 37°C y 80 rpm, mientras
gue M. tuberculosis fue cultivado durante 3-4 semanas a las mismas condiciones en medio
Middlebrook 7H9 suplementado con 10% OADC (Albumina 0.5%, dextrosa 0.2%, catalasa
0.004% y acido oleico 50 ug/mL), o medio sdélido Middlebrook 7H10 o 7H11 -OADC. El
crecimiento de micobacterias en medio minimo se realizé en medio Sauton modificado
(MgS04 0,05%, KH2PO4 0,05%, &cido citrico 0,2%, glicerol 6%, L-asparagina 0,4%, citrato
férrico amonico 0,005%, Tween 80 0,05% y ZnSO4 6,2 M con glucosa 0,2%, Fex(SO4)s
30 uM y Tween-80 0,05 %), que corresponde al medio Sauton, pero suplementado con
Fez(S04)s: 30 uM y Tween-80 0,05 %. Estos suplementos permiten llegar a un mayor
ODsgsnm @l cultivar M. tuberculosis H37Ra y evitar la agregacion celular, respectivamente.
Cuando se requiri6, el medio se suplement6é con: Amp (50 pg/mL), Hyg (50 pg/mL), Km
(20 pg/mL), y Tween80 (0,05%).

5.3.3 Construccion de recombinantes de sobreexpresion

Todos los pldsmidos recombinantes construidos en el presente trabajo se muestran en el

Anexo B, que para su construccion y analisis se utilizaron los iniciadores relacionados en
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el Anexo A. Para el disefio de estos iniciadores se usaron los programas GeneRunner
[140] y A Plasmid Editor — ApE [141]. Las caracteristicas fueron: longitud entre 18 y 29
nucleotidos, %GC entre 50 y 60 %, Tm entre 55y 71 °C, garantizando que la secuencia
diana esté solo una vez en el molde, evitando las auto-complementariedades y la
formacion de dimeros. Adicionalmente se buscé en su extremo (3’) la presencia de una G
0 C, 0GC, CC, CG, GG, para evitar la apertura de los extremos e incrementar la eficiencia

de anillamiento [142].

Mediante técnicas convencionales de clonacion y biologia molecular se construyeron
recombinantes de sobreexpresion en micobacterias de CtpA y CtpB en el plasmido
lanzadera pMV261, y recombinantes de expresioén en E. coli para CtpA, CtpB y CtpV,
usando el sistema pBAD. A continuacion, se describen las técnicas convencionales de
clonacion y la estrategia metodologica empleada para la construccion de cada

recombinante de sobreexpresion de las tres Cu* ATPasas de M. tuberculosis.

5.3.3.1 Técnicas convencionales de clonacion
- PCR:

Las amplificaciones de ADN se hicieron mediante PCR siguiendo las recomendaciones del
proveedor de la ADN polimerasa. La enzima, los iniciadores y el molde de la reaccién vario
de acuerdo con la region de ADN que queria ser amplificada (Tabla 5-4) junto al programa
de reaccion, que depende de la temperatura de anillaje de los iniciadores y el tamafio del
producto esperado. En todas la PCR se incluyeron como control negativo, reacciones
suplementadas con agua en vez de molde de ADN. Por otra parte, como control positivo
se utilizaron reacciones suplementadas con ADN conteniendo la secuencia del producto

de amplificacion.

La visualizacion de los fragmentos de ADN se realizé mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0,7-2 % en buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) por tinciéon con HydraGreen™. En
los casos donde era necesario purificar ADN a partir de una banda de agarosa se uso el
kit Gel Purification Kit (Favrogen Biotech Corp), siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Finalmente, en los casos donde era necesario cuantificar la cantidad de ADN
se hizo mediante medidas de absorbancia a 260 nm en el NanoDrop™ 2000c (Thermo

Scientific).
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Tabla 5-4: Condiciones de las PCR realizadas a lo largo de este estudio.

Denat. 35 ciclos: Elong
Inicial Denat. Anilla. Elong Final
Construccion de los recombinantes de sobreexpresion de CtpA

Producto Molde Iniciadores Polimerasa

pBAD-ctpA-
ADN di Pfu ADN 94°Cx  94°Cx 66°Cx 72°Cx 72°C
ctpA pBAD i/ f ) . X
H37Rv  pBAD-ctpA- pol 9min 30s 45s 3min 10min
rev
Comprobadion ALTL7 A-RT-dir/ ADNTaq 94°Cx  94°Cx 58Cx 72°Cx 72°Cx
PALT17 P SP6 DOWN Pol 9min  30s 305 455 10min
Comprobacion LT /Q'ARDT""”/ ADNTaq 94°Cx  94°Cx  58°Cx 72°Cx  72°Cx
PALT20 P PBAD comp Pol 9min  30s 30s 455 10min
down
Construccion de los recombinantes de sobreexpresion de CtpB
pBAD-ctpB-
ADN i Pfu ADN 94°C x 94°C x 58°C x 72°Cx °
ctpB pBAD dir/ f ) o 72Cx
H37Rv  pBAD-ctpB- pol 9min 30s 45s 3min 10min
rev
pMV-ctpB-
ADN di Pfu ADN  94°Cx  94°Cx 58°Cx 72°Cx 72°C
ctpB pMV ir/ f _ _ X
H37Rv pMV-ctpB- pol 9min 30s 30s 3min 10min
rev
Comprobadon ALT1S B-RT-rev/ ADN Taq 94°C x 94°Cx  58°Cx 72°Cx 72°Cx
pALT18 P 7 Pol 9min  30s 30s 455 10min
Comprobacion ALT2L E‘A':‘;'re"/ ADNTaq 94°Cx  94°Cx  58°Cx 72°Cx  72°Cx
PALT21 P P u;omp Pol 9min  30s 30s 455 10min
Comprobadon ALTS B-RT-rev/ ADN Taq  94°Cx 94°Cx  58°Cx 72°Cx 72°Cx
pALT9 P 7 Pol 9min  30s 30s 455 10min
Comprobadion ALTLO PBI\‘/IFi/T'reV/ ADNTag 94°Cx  94°Cx  58°Cx  72°Cx  72°Cx
PALT10 P ugomp Pol 9min  30s 30s 455 10min
Construccion de los recombinantes de sobreexpresion de CtpV
pBAD topo
ADN tpV F PfuADN  94°Cx  94°Cx  72°Cx  72°Cx  72°C
ctpV pBAD ctpV For/ f ) . X
H37Rv pBAD-ctpV- pol 9min 30s 30s 2min 10min

rev
Comprobadon pALT26 5SctpVseq/ ADNTag 94°Cx  94°Cx 50°Cx  72°Cx  72°Cx
pALT26 pBAD For Pol 9min 30s 30s 2min 10min

Dent. Denaturacion; Anilla. Anillaje; Elong. Elongacion.

- Digestion con enzimas de restriccion:
La digestion de ADN con enzimas de restriccion se hizo partiendo de 1 pg de ADN
plasmidico, y siguiendo las indicaciones del proveedor. En el caso de usar enzimas Fast
Digest (Thermo Scientific), las reacciones se hicieron durante 30 min a 37 °C; en el caso

de una digestién doble se us6 el mismo buffer Fast digest. Cuando se emplearon las
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enzimas convencionales, las reacciones enzimaticas se llevaron a cabo durante 2 horas a
37 °C, y las dobles digestiones se hicieron siguiendo las indicaciones del programa

DoubleDigest de Thermo Scientific.

El mapeo de restriccion permite analizar las secuencias de un ADN, conociendo los sitios
gue reconocen las diferentes enzimas dentro de las secuencias y los tamafios producidos.
Para conocer las enzimas a utilizar en los mapeos de restriccion, se uso el programa de
construccion de plasmidos ApE (A Plasmid Editor). En el analisis por mapeo, lo ideal es
usar enzimas que permitan diferenciar entre el vector y el plasmido recombinante, es decir,
gue corten tanto en el inserto como en el vector. El protocolo es el mismo de una digestién
con una sola enzima, pero el analisis consiste en usar varias enzimas por separado para

un mismo ADN.

En el caso de los plasmidos o vectores usados en las clonaciones, se hizo una
defosforilaron luego del corte con las enzimas de restriccidn, para evitar la religacién del
vector. La defosforilacion se llevé a cabo con la fosfatasa alcalina FastAP (Thermo
Scientific) siguiendo las indicaciones del proveedor, en el caso de las digestiones con
enzimas Fast Digest, la fosfatasa fue adicionada en la mezcla de reaccién enzimatica de

las enzimas de restriccion.

- Ligacion:

La ligacion de fragmentos de ADN hizo con la T4 ADN ligasa (Thermo Scientific). La
relacibn molar vector e inserto utilizada fue 1:1 y 1:2 para insertos grandes (>2 kb); y para
fragmentos pequerios (< 1kb) se utilizaron las relaciones 1:3 y 1:5. Se partié de 50-100 ng
de vector, utilizando el siguiente programa de temperatura 16 °C x 90 min, 21 °C x 30 min,
22 °C x 45 min, 23 °C x 30 min y 24 °C x 30 min. En el caso de las ligaciones en pGEM-T
easy® (Promega) se siguieron las indicaciones del proveedor y la incubacién se hizo una
hora a temperatura ambiente y 4 °C durante una noche.

- Transformacién de células competentes

Electrocompetencia:

A partir de 50 mL de un cultivo en fase exponencial (ODesoonm 0,5 @ 0,6) se recuperd el pellet
bacteriano por centrifugacion. Se hicieron tres lavados con 25, 12 y 7 mL de glicerol 10%

(para E. coliy M. smegmatis) o glicerol 10 % con Tween-80 0,05% (para M. tuberculosis).
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Las células se resuspendieron en 1 mL la misma solucion de lavado y se alicuotaron. Esta
alicuotas fueron usadas para la transformacion. El procedimiento anterior se hizo bajo
condiciones estériles en frio en el caso de E. coliy M. smegmatis, y a temperatura ambiente
en el caso de M. tuberculosis. Las células electrocompetentes de E. coli y M. smegmatis
se almacenaron a -80 °C hasta su uso; para el caso de M. tuberculosis se electroporaron

las células electrocompetentes recién preparadas.

Para la electroporacion se usaron de 10 a 100 ng de ADN. En el caso de E. coli se usé una
alicuota de 50 pL, y la electroporacion se realizé utilizando un pulso de 25 uF, 2,5 kV, 200
Q y 4-5ms en celdas de 0,2 cm en Electroporador Xcell™ (BIORAD). Luego del pulso las
bacterias se recuperaron afiadiendo 200uL de medio SOC, y se incubaron a 37°C con
agitacion por 2 horas. Para el caso de micobacterias se us6 una alicuota de 100 puL de
electrocompetentes y un pulso de 25 yF, 2,5 kV y 1000Q entre 15-25 ms. La recuperacion
de las micobacterias se hizo con 1 mL de medio LB (M. smegmatis) o 7H9-OADC-Tween-
80 (M. tuberculosis), las que se incubaron a 37 °C con agitacion por 3 h para M. smegmatis
y toda la noche para M. tuberculosis. Finalmente, el producto de transformacion se plaque6
en el respectivo medio sélido suplementado con el antibiético de seleccion y se incubé a

37 °C hasta obtener colonias.

Termocompetencia:

A partir de una colonia aislada se hizo un precultivo de 7,5 mL de medio LB, el que se
incubo durante una noche a 37 °C con agitacion. El cultivo se transfirié a 100 mL de LB-A
(LB suplementado con MgSO4 10 mM y glucosa 0,2 %) e incubd a 37 °C con agitacion
hasta alcanzar un ODsgs nm de 0,4 a 0,6. Se recuperd el pellet por centrifugacion y se lavo
con solucion fria de MgCl; 80 mM y CaCl; 20 mM. Finalmente, el pellet se resuspendié en
0,5mL de LB-Ay 2,5 mL de LB-B (LB + MgSO. 12 mM + Glicerol 36 % + PEG 12 %), e
inmediatamente se alicuoté en volumenes de 50 uL. Estas alicuotas fueron usadas para la

transformacion y pueden ser almacenadas a -80 °C.

Para la transformacion se utilizaron de 10 a 100 ng de ADN y 50 pL de células
termocompetentes. Se incubaron en hielo durante 30 min y se hizo un choque térmico
rapido que consiste en una incubacion a 42 °C durante 90 s e inmediata incubacion en
hielo durante 5 min. Las células se recuperan con 200 uL de medio SOC y se incubaron a

37 °C con agitacién durante 2 horas. Finalmente, el producto de transformacion se plaqued
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en el respectivo medio sélido suplementado con el antibiético de seleccion, el que se

incub6 a 37 °C hasta obtener colonias.

5.3.3.2 Construccién de recombinantes de sobreexpresion de CtpA, CtpB y
CtpV en E. coli

Como parte de la caracterizacion funcional de las tres Cu* ATPasas de M. tuberculosis se
construyeron recombinantes de sobreexpresion de las proteinas en E. coli, que permitieron
la expresion de las proteinas y su posterior purificacion. Para ello, los genes de ctpA, ctpB
y ctpV de M. tuberculosis se clonaron en el vector pBAD. La Figura 5-1 ilustra la estrategia
experimental empleada para la construccion de los plasmidos recombinantes pALTZ20,
pALT21 y pALT26, que resultaron de la clonacion de los respectivos genes en el vector
pBAD.

- CtpA

El gen ctpA de M. tuberculosis (rv0092) se clond6 en el vector pBAD-Myc-His-A (Thermo
Scientific), para generar el recombinante pALT20 (Figura 5-1a). Para la clonacién, ctpA se
amplific6 usando iniciadores dirigidos a la parte inicial y final del gen sin incluir los codones
de inicio y terminacién naturales. En los extremos del producto de PCR se afiadieron los
sitios de restriccién Hindlll y Xhol. Adicionalmente, en el iniciador reverso incluyé una
secuencia que codifica el sitio de reconocimiento de la proteasa del virus del tabaco (TEV)
antes de la etiqueta de His, con el fin de remover esta etiqueta luego de purificar la proteina.
La PCR se hizo usando Pfu ADN polimerasa (Thermo Scientific), los iniciadores pBAD-
ctpA-dir/pBAD-ctpA-rev, utilizando como molde ADN genémico de M. tuberculosis H37Rv
extraido por el método de CTAB [143]. Al producto se le afiadié una Adenina en el extremo
3’ al utilizar Tag ADN polimerasa (Thermo Scientific) en la siguiente mezcla de reaccion:
Producto de PCR con Pfu (6,7 yL), Buffer Taq Pol 10X con (NH.),SO4 (1 pL), MgCl; (0,8
pL), dATP 4 mM (0,5 uL) y Taq Pol (1 yL); esta mezcla se incubé a 70 °C durante 30 min.

Figura 5-1: Esquema de construccién del recombinante de sobreexpresion de CtpA,
CtpB y CtpV en E. coli. a. Esquema de clonacion del gen ctpA en el plasmido pBAD-Myc-
His-A. b. Esquema de clonacién del gen ctpB en el plasmido pBAD-Myc-His-A. c. Esquema
de clonacién del gen ctpV en el plasmido pBAD-topo-TA.
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Este producto del gen de ctpA se clon6 en el vector pPGEM-T easy (Promega) siguiendo

las indicaciones del proveedor. El producto de ligacion se transform6 en células

termocompetentes de E. coli DH5a y los transformantes se seleccionaron sobre placas de
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LB/agar/Amp. Se analizaron 60 colonias blancas por PCR con dos juegos de iniciadores,
T7/ART diry SP6 DOWN/A RT dir. A partir de las colonias positivas (14 a 19) se extrajeron
los plasmidos recombinantes con el kit Plasmid DNA Extraction Mini Kit (Favorgen Biotech
Corp) y se verificaron por mapeo de restriccion las colonias 15, 18 y 19 usando las enzimas
Hindlll-Xhol y Notl. A partir plasmido recombinante pALT17, extraido de la colonia 19, se
hizo la subclonacion del gen ctpA en el plasmido pBAD-Myc-His-A entre los sitios Hindlll y
Xhol (generando el plasmido pALT20). Esta subclonacion se hizo mediante una digestion
doble del pBAD-Myc-His-A y pALT17 con las enzimas Hindlll y Xhol Fast digest (Thermo
Scientific); en el caso del vector adicion6 fosfatasa FastAP (Thermo Scientific), se
purificaron los fragmentos correspondiente al gen ctpA 'y pBAD cortado, y se hizo la ligacion
entre ellos usando relaciones molares vector e inserto 1:1y 1:2. Los productos de ligacién
entre el vector e inserto se confirmaron por PCR usando los iniciadores pBAD comp down
y A RT dir, la transformacion del producto de ligacién se hizo por termocompetencia en E.
coli TOP10 y las bacterias transformantes se seleccionaron sobre placas de LB/agar/Amp.
Se analizaron 12 colonias por PCR usando los iniciadores pBAD comp down y A RT dir. A
partir de las colonias 10 a 12 se extrajeron los plasmidos recombinantes, los que se
verificaron por mapeo de restriccion usando las enzimas Hindlll-Xhol. El plasmido
recombinante pALT20 de la colonia 10 se seleccioné para verificar la integridad del

constructo y confirmar si el gen se encuentra en marco de lectura correcto.

- CtpB

El gen ctpB de M. tuberculosis (rv0103c) se clon6 en el vector pPBAD-Myc-His-A (Thermo
Scientific), generando el pldsmido de sobreexpresion pALT21 (Figura 5-1b). La estrategia
metodoldgica fue muy similar a la usada para la construccion de pALT?20, por lo que para
la amplificacién del gen ctpB se tuvieron las mismas consideraciones. Se hizo la PCR
usando los iniciadores pBAD-ctpB-dir y pBAD-ctpB-rev para amplificar el gen ctpB
flanqueado por los sitios de restriccion EcoRI y Hindlll. El producto de PCR con la posterior
adicién de la A en el extremo 3’ se clon6 en el vector pPGEM-T easy para generar el
plasmido pALT18, que fue transformando en células termocompetentes de E. coli DH5a y
las bacterias transformantes se seleccionaron sobre placas de LB/agar/Amp. Se analizaron
las colonias por PCR usando los iniciadores T7 y B-RT-rev. Se extrajeron los pladsmidos
recombinantes de las colonias seleccionadas 1 a 4, los que se verificaron por mapeo de

restriccion con las enzimas EcoRI-Hindlll y Pvull. A partir del plasmido recombinante de la
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colonia 4 se hizo la subclonacion entre los sitios Hindlll y EcoRI del plasmido pBAD-Myc-
His-A. Esta subclacion se hizo mediante una digestion doble del pBAD-Myc-His-A y
PALT18 con las enzimas Hindlll y EcoRI Fast digest (Thermo Scientific); en el caso del
vector tratd con fosfatasa FastAP (Thermo Scientific), y se purificaron los fragmentos
correspondientes al gen ctpB y pBAD cortado, a partir del gel de agarosa utilizando el kit
Gel Purification Kit (Favrogen Biotech Corp). La ligacién se hizo con relaciones molares de
vector e inserto 1:1 y 1:2, y los productos de ligacién se analizaron por PCR usando los
iniciadores pBAD comp up y B-RT-rev. La ligacién se transformé por termocompetencia en
E. coli TOP10 y las bacterias transformantes se seleccionaron sobre placas de
LB/agar/Amp. Las colonias obtenidas se analizaron por PCR usando los iniciadores pBAD
comp up y B-RT-rev. Se extrajo los pldsmidos recombinantes de las colonias 1 a 6 y se
verificaron por mapeo de restriccion con las enzimas EcoRI-Hindll y Ndel. El plasmido

pPALT21 de la colonia 1 fue secuenciado.

- CtpVv

El gen ctpV de M. tuberculosis (Rv0969) se clond en el vector pBAD topo TA (Thermo
Scientific) generando el plasmido recombinante pALT26 (Figura 5-1c). Inicialmente se
amplifico el gen por PCR usando como molde ADN gendmico de M. tuberculosis H37Rv e
iniciadores dirigidos a la parte inicial y final del gen sin incluir los codones de inicio y
terminacién naturales (pBAD topo ctpV For y pBAD-ctpV-rev). En el caso del iniciador
reverso también se incluy6 la secuencia que codifica el sitio de reconocimiento de la
proteasa del virus del tabaco (TEV) antes de la etiqueta de His, en este caso se uso6 una
mezcla de Taq ADN polimerasa 1 U y Q5® High Fidelity ADN polimerasa 0,1 U (NEB, New
England Biolabs) en una relacion 10:1. El producto de PCR se cloné en el vector pBAD
topo TA siguiendo las indicaciones del proveedor. El producto de ligacién se transformé en
células termocompetentes de E. coli TOP10 y las bacterias transformantes se
seleccionaron sobre placas de LB/agar/Amp. Se analizaron por PCR 8 colonias obtenidas,
y la direccionalidad del fragmento se verificé también por PCR usando los iniciadores pBAD
revy 5 ctpV seq. Se selecciond la colonia 2 para extraer su plasmido recombinante y se

secuencio para verificar el marco de lectura y la integridad del constructo resultante.
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5.3.3.3 Construccion del recombinante de sobreexpresion de CtpB en
micobacterias

Para la determinacion de la especificidad idnica y de los parametros cinéticos de CtpB de
M. tuberculosis, se construyé un recombinante de sobreexpresion de CtpB en
micobacterias. Para ello el gen ctpB de M. tuberculosis se clond en el vector pMV261,
resultando el plasmido de sobreexpresion pALT10. La Figura 5-2 ilustra la estrategia

experimental empleada para la construccion de este plasmido recombinante.

Inicialmente el gen se amplificd por PCR a partir de ADN genomico de M. tuberculosis
H37Rv usando los iniciadores pMV-ctpB-dir/pMV-ctpB-rev dirigidos a la parte inicial y final
del gen, afiadiendo los sitios de restriccion Hindlll y EcoRI en los extremos del amplimero.
El producto de PCR se cloné en el vector pGEM-T easy para generar el plasmido pALT9,
y la ligacion se comprobd por PCR usando los iniciadores T7 y B-RT-rev. El plasmido
recombinante se transformd en células termocompetentes de E. coli DH5q, y las bacterias
transformantes se seleccionaron sobre placas de LB/agar/Amp. Las colonias obtenidas
fueron comprobadas por PCR usando los iniciadores T7 y B-RT-rev. A partir de las colonias
2 y 3 se extrajeron los plasmidos recombinantes y se verificaron por mapeo de restriccion
con las enzimas EcoRI-Hindlll, Xhol, Pvull, y BamHI. Se usé el pldsmido recombinante de
la colonia 3 para hacer la subclonacion del gen ctpB entre los sitios Hindlll y EcoRI del
plasmido pMV261. Esta subclonacién se hizo mediante una digestion doble del pMV261 y
PALT9 con las enzimas Hindlll y EcoRI Fast digest (Thermo Scientific), tratando también
el vector con fosfatasa FastAP (Thermo Scientific). Los productos de digestidon
correspondientes al gen ctpB y pMV261 se purificaron a partir de gel de agarosa utilizando
el kit Gel Purification Kit (Favrogen Biotech Corp). La ligacion vector e inserto se realizé
utilizando las relaciones molares 1:1y 1:2, y los productos de ligacién se confirmaron por
PCR usando los iniciadores PMVcompUP y B-RT-rev. Una vez verificado el éxito de la
ligacion, estos productos de ligacion se transformaron en células termocompetentes de E.
coli TOP10, seleccionando las bacterias transformantes sobre placas de LB/agar/Km. Los
plasmidos recombinantes se extrajeron a partir de tres colonias, los que se verificaron por
mapeo de restriccion con las enzimas Pvull y BamHI. El plasmido de la colonia 1 fue
secuenciado para verificar la integridad del recombinante y confirmar si el gen se encuentra

en marco de lectura correcto.
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Figura 5-2: Esquema de construccion del recombinante de sobreexpresion de CtpB en
micobacterias. Esquema de clonacion del gen ctpB en el plasmido pMV261.
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Dentro del analisis funcional de CtpB, se consider6 determinar la especificidad iénica del
transportador y evaluar el efecto de su sobreexpresion en la viabilidad de M. smegmatis
mc?2155, para lo que se realizaron ensayos de toxicidad del recombinante frente a metales
pesados. Este ensayo consiste en determinar el grado de crecimiento celular en presencia
de diferentes concentraciones de un metal pesado. Se comparan cepas de M. smegmatis
mc?2155 transformadas con pALT10 y pMV261, donde la primera sobreexpresa CtpB y la
segunda es un control de no expresion, transformada solo con el vector. El crecimiento
bacteriano se estimé midiendo el cambio en las medidas de absorbancia a 595 nm entre
cepas, en ausencia y presencia de los cationes evaluados: Cd?*, Co?*, Cu?*, Mn?*, Ni?* y

Zn2+

Las bacterias se cultivaron en un volumen final de 200 L en placas de 96 pozos. Se partio
de un cultivo en fase exponencial (ODgoonm=0,6) el que se diluyo en medio LB/Km/Tween

80 para obtener un ODsgsnm de 0,05 en cada pozo. De la misma forma, la concentracion a
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probar de cation se ajusté con el mismo medio. Para este efecto, se emplearon cada una
de las siguientes sales y rangos de concentracion: CdCl; (5-60 uM), CoCl; (0,25-1,5 mM),
CuSO0:4 (0,5-3 mM), MnSO4 (1-8 mM), NiSO4 (0,125-1,5 mM) y ZnSO. (0,1-1 mM). Cultivos
no suplementados con catidn se utilizaron como control positivo de crecimiento, y como
control negativo se usaron cultivos suplementados con INH 1 pyg/mL. Las placas fueron
selladas e incubadas a 37 °C por 72 horas, posteriormente se midid el crecimiento
bacteriano a ODsgsnm Usando el lector de placas iMark™ Microplate Absorbance Reader de
Bio-Rad. Los valores de absorbancia se corrigieron restando de los cultivos, la absorbancia
de los controles negativo de crecimiento. El ensayo se hizo por triplicado biolégico de cada

concentracion de cation y cepa analizada.

5.3.5 Sobreexpresién y purificacién de CtpA, CtpB y CtpV en E.
coli
Una aproximacion para la caracterizacion funcional de las tres posibles Cu* ATPasas de
M. tuberculosis fue utilizar las enzimas puras en ensayos bioquimicos que permitan evaluar
la actividad enzimética de las proteinas. Por lo tanto, se partié de recombinantes de CtpA,
CtpB y CtpV expresadas en E. coli, y fusionadas a una etiqueta de His en sus extremos C-
terminal, lo que permite su deteccion por ensayos de Dot-Blot y Western-Blot. Usando un
anticuerpo 1° dirigido contra la etiqueta de His (6x-His Epitope Tag Antibody Rabbit,
Thermo Scientific) y secundario conjugado con peroxidasa de rabano (Goat anti-Rabbit
IgG Fc, HRP conjugate, Thermo Scientific), se evalud el nivel de expresion de estas
ATPasas de M. tuberculosis en E. coli, utilizando el sistema Pierce™ ECL Western Blotting

Substrate (Thermo Scientific).

La expresion de CtpA 'y CtpB se evalud en E. coli LMG194 transformada con los plasmidos
recombinantes pALT20 y pALT21, respectivamente. Para el caso de CtpV, se uso la cepa
E. coli DC194 transformada con el plasmido pALT26. Un andlisis preliminar de expresion
se evalu6 mediante Dot-Blot. La induccién de la proteina se hizo suplementado el medio
de cultivo LB con 0,05% de L-arabinosa, 37 °C, a 180 rpm de agitacion y 3 horas de

incubacion.

Las proteinas recombinantes también se expresaron cultivando las células en medio
autoinductor (Al) [144] partiendo de 500 mL de medio, induciendo a 20 °C, 180 rpm y 18
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h, utilizando también Dot-Blot para estimar la expresion de la proteina. Para iniciar el
proceso de purificacion de las proteinas, las bacterias se lisaron mediante una prensa
francesa, para obtener una fraccion de membrana plasmatica, solubilizar las proteinas de

membrana, y separarlas por cromatogréfica de afinidad.

5.3.5.1 Purificaciéon de CtpA

Para la purificacibn de CtpA se siguid el procedimiento descrito en [23], con ligeras
modificaciones. Todo el proceso se realizd a 4°C; a partir del cultivo crecido en medio Al
(ODeoonm 4,7), se colecto el pellet celular y se lavé con buffer 25 mM Tris-HCI, 100 mM KCl,
pH 7,4. Las células se resuspendieron en buffer A (25 mM Tris-HCI pH 7, 100 mM
sacarosa, 1 mM PMSF) y fueron lisadas en una prensa francesa a 20.000 psi. El lisado
celular se centrifug6 a 8.000 xg, 4°C por 30 min, y el sobrenadante se centrifugé a 229.000
Xg, 4°C por 1 hora. El pellet correspondiente a la fraccion de membrana, se resuspendi6 y
homogenizé en buffer A (25 mM Tris-HCI pH 7, 100 mM sacarosa 'y 1 mM PMSF) usando
un homogeneizador con pistén de vidrio. Para la solubilizacion de la membrana, la
concentracion de proteina se ajust6é a 3 mg/mL en buffer B (25 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM
sacarosa, 500 mM NaCl y 1mM PMSF), se afiadié dodecil-B-D-maltosido 1 % (DDM,;
Calbiochem) y se agitdé suavemente por una hora a 4 °C. La fraccién sin solubilizar se
removié por centrifugacion a 229.000 xg, 4°C por 1 hora. La fracciébn soluble
(sobrenadante) se incubd por 1 hora a 4°C con 1 mL de la resina Ni*-NTA (Roche) pre-
equilibrada con buffer B, 0,05% DDM y 5 mM imidazol. Una vez se removieron las proteinas
no retenidas, la resina se lavé con buffer B*(25 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM sacarosa, 500
mM NaCl, 1 mM PMSF, 0,01% DDM y 0,01% asolectina) suplementado con
concentraciones de imidazol 5 mMy 20 mM (10 mL cada lavado). La elucion de la proteina
de interés se realiz6 con buffer C (25 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM sacarosa, 1 mM DDT, 1
mM PMSF, 0,01% DDM y 0,01% asolectina) suplementado con 300 mM imidazol. La
proteina eluida fue concentrada usando un Centricon de corte 50 kDa (Millipore), que a su
vez permiti6 hacer un intercambio de buffer (buffer C sin imidazol) para disminuir la
concentracion de imidazol por debajo de 1 mM. La proteina se alicuot6 y almacené a 4°C
hasta su uso. El contenido de proteina de todos los eluidos y extractos fueron cuantificados
por el método de Bradford-Zor-Selinger (Bradford 1976). Las proteinas se visualizaron en
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10% y posterior tincion con Azul de Coomassie
coloidal o Western-Blot.
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5.3.5.2 Purificacion de CtpB

Para la purificacion de CtpB se parti6 de medio litro de cultivo en medio Al (ODsoonm de
4,5). Una vez verificada la expresion de la proteina por Dot-Blot, las bacterias colectadas
fueron lisadas, luego se aislé la membrana plasmatica y extrajeron las proteinas de
membrana de la bicapa lipidica con DDM al 1%, de manera similar a lo realizado con CtpA.
La proteina se separé mediante cromatografia de afinidad, eluyendo con un gradiente de
imidazol entre 5 y 500 mM, utilizando imidazol 150 mM y 300mM en buffer C. Las
fracciones de 150 mMy los dos primeros volimenes con 300 mM donde eluye CtpB, fueron
mezcladas y concentradas con el Centricon de corte 50 kDa (Millipore). Al final los

extractos de proteina fueron cuantificados y analizados por SDS-PAGE y Western-Blot.

5.3.5.3 Purificacion de CtpV

Para la purificacion de CtpV se empled la misma metodologia que CtpA 'y CtpB. En el caso
especifico de CtpV se partié de medio litro de cultivo bacteriano a un ODesoonm de 4,0, y se
utilizé un gradiente de imidazol entre 5y 150 mM, eluyendo con 150 mM imidazol, para

separar la proteina de la columna de afinidad.

5.3.6 Ensayo de actividad pNPPasa de los extractos purificados
CtpA, CtpB y CtpV
La actividad p-nitrofenil fosfatasa (pNPPasa) es una actividad enzimatica no especifica de
ATPasas tipo P, que se fundamenta en la hidrélisis de monoésteres de fosfato por parte
de estas enzimas [145]. Por lo que es posible verificar la integridad del extracto de proteina
al evaluar su actividad fosfatasa hidrolizando el p-nitrofenil fosfato (pNPP). La hidrdlisis
enziméatica del sustrato incoloro pNPP produce un compuesto amarillo p-nitrofenol (pNP)
cuyo maximo de absorcion ocurre en 410 nm con un coeficiente de extincion molar € de
17000 Mt.cm?. La actividad se reporta como nmol de pNPP hidrolizado por mg de
proteina, por minuto de reaccion (nmol pNPP/mg.min). Para diferenciar la hidrélisis
enzimatica y no enzimatica del pNPP se hizo una comparacion de la produccion de pNP

en presencia y ausencia de proteina en reacciones paralelas bajo las mismas condiciones.

Las reacciones enzimaticas se realizaron con 2 y 4 ug de proteina purificada a volumen
final 50 L. La reaccién se hizo en buffer Tris-HCI (pH 7,5) 50 mM con MgCl, 3mM, NacCl
800 mM, Cys 20 mM, asolectina 0,01% y DDM 0,01%, suplementado con 3 mM de sustrato
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pNPP. La reaccion se inicio afiadiendo la enzima y se llevo a cabo por 10 minutos a 37°C.
En el caso de CtpB se varid el tiempo de reaccidén enzimética usando 10, 20 y 30 min. La
reaccion se detuvo por la adicion de 1 volumen de NaOH 1 M, y se midi6 la absorbancia a
410 nm (coeficiente de extincion molar del p-nitro fenol (pNP) € 17000 Mt.cm?). La
actividad se reporté como nmol de pNPP hidrolizado por mg de proteina, por minuto de
reaccion (nmol pNPP/mg.min) [146]. Se realizaron experimentos en paralelo en ausencia

de proteina para establecer el grado de hidrolisis no enzimética del pNPP.

5.3.7 Ensayo de actividad Cu® ATPasa de los extractos de de CtpA,
CtpB y CtpV purificados

Como parte de los ensayos para el estudio funcional de las ATPasas tipo P, se determiné

la actividad ATPasa de las enzimas recombinantes. En estos ensayos, se utilizan como

sustratos el ATP y el catién que puede ser transportado por la enzima; la tasa de hidrolisis

de ATP se cuantifica midiendo el fosfato liberado en cada ciclo de reaccion. La metodologia

seguida fue la descrita en [147] comparando la cantidad de fosfato inorgénico (Pi) liberado

en presencia y ausencia de Cu".

Las reacciones enziméticas se hicieron en un volumen final de 250 uL; se usaron 2,5 ug
de enzima, buffer Tris-HCI (pH 7,5) 50 mM, MgCl; 3 mM, NaCl 200 mM, Cys 20 mM, DTT
2,5 mM, asolectina 0,01 %, DDM 0,01 %, y la concentracion de CuSO, se vario entre 1y
1000 mM; en el caso de CtpB se prob6 con AgNO3 100 y 1000 yM. La mezcla se hizo en
frio, la reaccion se comenzd con la adicion ATP 3 mM, y se prosiguié incubando a 37 °C
durante 20 min. La reaccién se detuvo poniendo las muestras en hielo y afiadiendo 750 uL
del reactivo de coloracion (mezcla fresca de 1 volumen de molibdato de amonio 4,2% y 3
volimenes de verde de Malaquita 0,045 %) seguido de la adicion de 100 pL de citrato de
sodio 34 %. Luego las reacciones se cuantificaron midiendo la absorbancia a 660 nm. Se
hizo una curva de calibracién con Pi usando concentraciones de 0 a 20 uM, las soluciones
se hicieron en el mismo medio de reaccién enzimatica sin la adicion de la enzima y cation.
Para el célculo de actividad enzimética se us6 la diferencia del Pi liberado entre muestras
qgue contienen el catién y ausencia del mismo. Partiendo de estos valores se calcul6 la
actividad ATPasa especifica de cada catiéon. La actividad se reporta como pmol de Pi
liberado por mg de proteina, por hora de reaccién (nmol Pi. mgt.min). Estos ensayos se

hicieron por triplicado técnico.
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5.3.8 Extraccién de membrana plasmética

Otra de las aproximaciones para la caracterizacion funcional de las tres Cu* ATPasas de
M. tuberculosis fue trabajar con proteina sobreexpresada y embebida en la membrana
plasmatica, la que también fue empleada en ensayos bioquimicos que permitieron evaluar
la actividad enzimética de las proteinas. Se hizo la extraccién de la fraccion de membrana
de diferentes cepas de sobreexpresion de M. smegmatis mc2155 y E. coli DC194. La

metodologia empleada se describe a continuacién para cada una de las cepas trabajadas.

5.3.8.1 Extraccién de membrana de M. smegmatis mc?155 sobreexpresando
CtpA

El aislamiento de membrana se hizo a partir de cepas de M. smegmatis mc?155
transformadas con pALT4 y pMV261. Se parti6 de 3 L de cultivo bacteriano crecido en
medio LB/Km/Tween 80 a 37°C hasta ODeyw 0,6. La expresion de las enzimas
recombinantes se indujo a 45° C durante 30 min con agitacién de 120 rpm. Una vez
inducidas las proteinas, el pellet celular se colectd por centrifugacion y se lavo dos veces
con buffer A (MOPS 10 mM (pH 7,4), sacarosa 250 mM). En adelante el procedimiento se
realizé a 4°C. Las células se resuspendieron en buffer de lisis (MOPS 10 mM (pH 7,4),
EDTA 1 mM, PMSF 0,3 mM) y se lisaron mediante 5 ciclos de 1 min en un Mini Beadbeater-
16 (Biospec). Los desechos celulares se removieron por centrifugacion a 25.000 x g por
30 min a 4°C (Megafuge 16R, Thermo Scientific). Los sobrenadantes (fraccién de
membrana y citoplasmatica) se centrifugaron a 100.000 x g por 90 min a 4°C (Sorvall™
WX Floor Ultra Centrifuge, Thermo Scientific). ElI sobrenadante se descartd y el pellet,
correspondiente a la fraccion de membrana plasmética se resuspendié en buffer A. La
concentracion de proteina en la membrana se determiné por el método de Bradford-Zor-
Selinger (Bradford 1976). Las membranas se almacenaron a -20°C hasta su uso. Estas

membranas fueron usadas para ensayos de actividad ATPasa.

5.3.8.2 Extraccién de membrana de M. smegmatis mc?155 sobreexpresando
CtpB

Se aislé la fraccion de membrana plasmatica de células de M. smegmatis mc?155
transformadas con pALT10 y pMV261. El aislamiento de membrana fue similar al usado

para CtpA con algunas modificaciones. Se partié de 1 L de cultivo bacteriano en medio
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LB/Km/Tween 80 a 37°C hasta ODsoo 0,6. La expresion de la proteina se indujo a 45 °C
durante 3 horas y 80 rpm de agitacion. El pellet celular se recogio por centrifugacion y se
lavé dos veces con buffer A. Cada gramo de pellet seco se disolvié en 2 mL de buffer de
lisis (MOPS-KOH 10 mM (pH 7,4), EDTA 0,3 mM, PMSF 1 mM, y Lisozima 1 mg/mL) y se
incubo a temperatura ambiente por 30 minutos. Las células se lisaron mecanicamente con
un Mini Beadbeater-16 (Biospec), mediante 4 pulsos de 2 minutos e incubacion en hielo
por 2 minutos entre pulso. Se uso el mismo protocolo de centrifugacion para obtener la
fraccion de membrana. El pellet correspondiente a la fraccién de membrana plasmatica se
resuspendié en buffer (MOPS-KOH 10 mM (pH 7,4), sacarosa 250 mM, y PMSF 1 mM).
La proteina de membrana se cuantific6 mediante el método de Bradford-Zor-Selinger

(Bradford 1976), y posteriormente se utilizaron para ensayos de actividad ATPasa.

5.3.8.3 Extraccién de membrana de E. coli DC194 sobreexpresando CtpV

Para el caso de la sobreexpresion de CtpV no se conté con un recombinante de
sobreexpresion en micobacterias, por tanto, se hizo el analisis partiendo de la cepa E. coli
DC194 que tiene como ventaja que la Cu™ ATPasa enddgena (CopA) se encuentra mutada.
La fraccibn de membrana plasmética se obtuvo a partir de células de E. coli DC194
transformadas con pBAD y pALT26. Se partié de 500 mL de cultivo bacteriano en medio
Al/Amp de un ODsgo 4,0; las bacterias se colectaron por centrifugacion y se lavaron dos
veces con buffer (MOPS-KOH 50 mM (pH 7,4), sacarosa 250 mM, KCI 200 mM, MgSO,
10 mM). Cada gramo de pellet seco se resuspendio en 2 mL de buffer de lisis (MOPS-KOH
50 mM (pH 7,4), sacarosa 250 mM, KCI 200 mM, MgS0O4 10 mM, PMSF 1 mM, y Lisozima
1 mg/mL) y se incubo a temperatura ambiente por 30 minutos. Las células se lisaron
mecénicamente con un Mini Beadbeater-16 (Biospec), mediante 3 pulsos de 2 minutos e
incubacién en hielo por 2 minutos entre pulsos. Se uso el mismo protocolo de
centrifugacion para obtener la fraccion de membrana de M. smegmatis mc?155. El pellet
correspondiente a la fraccion de membrana plasmética se resuspendié en buffer (MOPS-
KOH 10 mM (pH 7,4), sacarosa 250 mM, y PMSF 0,3 mM). Se determino el contenido de

proteina en las membranas, para luego ser usadas para ensayos de actividad ATPasa.
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5.3.9 Ensayo de actividad ATPasa en membrana plasmatica
enriquecidas con CtpA, CtpB y CtpV

Dentro de la caracterizacion funcional de las Cu* ATPasas de M. tuberculosis planteada,

se consideraron ensayos enzimaticos de actividad ATPasa, cuyo fundamento es el mismo

al usado al ensayo hecho con las proteinas puras (Numeral 5.3.8), la diferencia radica que

en este caso se trabajo con la fraccibn membrana plasmatica que sobreexpresa la ATPasa

y permitié determinar y comparar los parametros cinéticos CtpA, CtpB y CtpV.

Los ensayos de actividad ATPasa se hicieron sobre fraccion de membrana plasmatica
extraidas de tres cepas de M. smegmatis mc?155: transformada con pMV261, pALT4 y
PALT10, para el andlisis de CtpA y CtpB respectivamente; en el caso de CtpV se usoé la
fraccion de membrana plasmética extraida de dos cepas de E. coli DC194: transformada
con pBAD y pALT26. El ensayo de actividad consiste en determinar el fosfato (PO4* o Pi)
gue es liberado por la hidrdlisis de ATP producto del transporte del i6n particular mediado
por la ATPasa tipo Pig, CtpA, CtpB o CtpV, u otra ATPasa afin al i6bn analizado. El Pi
liberado se cuantificé siguiendo el método de Fiske-Subbarow [148], el que se maodificd
haciendo uso de citrato de bismuto que aumenta la sensibilidad del método [149]. La
técnica se fundamenta en la reaccidon del Pi con molibdato en medio &cido para generar
acido fosfomolibdico, luego es reducido por el acido ascérbico formando el acido
fosfomolidico reducido que forma un complejo azul cuyo color se intensifica en presencia
de bismuto y puede ser leido a 690 nm. El bismuto se usa para estabilizar el complejo de
acido fosfomolibdico reducido y como agente secuestrante del exceso de molibdato, el que
previene la reaccion del molibdato con Pi liberado por la hidrolisis espontanea del ATP

después de la reaccion enzimética [149].

5.3.9.1 Ensayos de actividad ATPasa mediada por CtpB y dependiente de
metales pesados

Los ensayos de actividad se hicieron sobre preparaciones de membrana cruda de M.
smegmatis mc?155, estableciendo la diferencia de actividad entre las membranas
sobreexpresando la proteina CtpB y membranas aisladas de la bacteria transformadas con
el vector pMV261 vacio. Las reacciones enziméticas se realizaron en un volumen final de
50 pL usando 20,0 ug de proteina de membrana en buffer de reaccion (MOPS-TRIS 40
mM (pH 7,4), MgCl> 3 mM, NaNsz 5 mM, NaMoO4 0,25 mM, Cys 0,5 mM). El ensayo
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también se desarrollé estimulando la reacciéon con los cationes Co?*, Cu* (con DTT 2,5
mM), Cu?*, Mn?*, Ni* y Zn?* a concentracion final de 10 uM. Las reacciones enzimaticas
se iniciaron por la adicion de 1 mM Na,ATP. Se incubaron a 37°C por 30 min y se
detuvieron por adicion de 100 pyL de solucion de parada (3% acido ascorbico; 0,5%
molibdato de amonio; 3% SDS; 2 M HCI). Las muestras se mantuvieron en hielo durante
10 min, se adiciond 150 uL de solucion de estabilizacion (3,5% citrato de bismuto; 3,5%
citrato de sodio; 2 M HCI) y se incubd por 10 min adicionales a 37°C. Los valores de ODego
se determinaron usando el lector de placas iMark™ Microplate Absorbance Reader de Bio-
Rad. Los valores de absorbancia se corrigieron restando la absorbancia de los controles,
gue en este caso se utilizaron reacciones idénticas donde el ATP se agregé luego de la
solucién de parada. Cada ensayo se realiz6 en triplicado técnico y duplicado biol6gico. La
actividad ATPasa se reporta como nmol de fosfato liberado por mg de proteina por minuto

de reaccion (nmol Pi. mg*.min?t).

5.3.9.2 Determinacion de parametros cinéticos de CtpB

Los parametros cinéticos de CtpB hacen parte de los ensayos planteados en la
caracterizacion funcional de la enzima. Al comparar los pardmetros cinéticos de CtpB con
los conocidos para las otras Cu® ATPasas de M. tuberculosis, se podria hacer un

acercamiento a la posible funcién de esta enzima.

En la determinacion de pardmetros cinéticos se tomé como base la reaccidén enzimatica a
las siguientes condiciones: membrana 20 ug, MOPS-TRIS 40 mM (pH 7,4), MgCl> 3 mM,
NaNs; 5 mM, NaMoO4 0,25 mM, Cys 0,5 mM, DTT 2,5 mM, Na,ATP 3 mM, 37 °C y 30 min;
a partir de estas condiciones se hizo la variacién del parametro a determinar. La cantidad
6ptima de proteina de determiné variando la proteina adicionada entre 5y 40 ug. El pH
optimo se establecié variando el pH de las reacciones enzimaticas desde 5,5 hasta 9,0
(MES-KOH para pH 5,5y 6,2; MOPS-KOH para pH 6,8 y 7,4; y Tris-HCl para pH 8 y 9). El
tiempo y la temperatura de reaccion se optimizaron en el rango de 10 — 120 miny 4 — 60
°C, respectivamente. La concentracion optima de Cys se evalu6 desde 0,1 hasta 10 mM.
La cinética enzimética se realizd bajo condiciones 6ptimas de reaccion variando la
concentracion de Cu* de 0,25 a 10 pM. El método de deteccién fue el mismo empleado en
los ensayos de actividad dependiente de metales pesados. En todos los casos la actividad
atribuida a CtpB se calculé como la diferencia entre la actividad de las vesiculas de

membrana de células recombinantes y la actividad de vesiculas aisladas de las células
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transformadas con el vector pMV261 vacio (control). Los valores de Km y Vmax S€ calcularon
utilizando el programa Prism 6 version 6.0h para Windows 10, GraphPad Software, La Jolla

California USA, www.graphpad.com.

5.3.9.3 Efecto de Cys en la actividad Cu* ATPasa de CtpA

Adicional a los parametros cinéticos de CtpA previamente obtenidos [150], se evalud el
efecto que tiene la Cys en la actividad ATPasa de la enzima, con el fin de conocer el efecto
gue tiene este aminoacido con el transporte de Cu* al formar un complejo con el metal.
Estos ensayos de actividad también se hicieron sobre preparaciones de membrana cruda
de M. smegmatis mc?155, estableciendo la diferencia de actividad entre membranas
sobreexpresando la proteina CtpA y membranas a partir de bacterias transformadas con
el vector pMV261 vacio. Se evaluaron diferentes concentraciones de Cys de 0 hasta 20
mM. Las reacciones enzimaticas (50 pL) se realizaron en placas de 96 pozos usando 4,0
Mg de proteina de membrana en un medio de reaccion compuesto por un buffer MOPS 100
mM (pH 7,5) suplementado con DTT 2,5 uM, MgCl, 3 mM, Brij-58 0,02 %, y CuCl, 10 uM.
Las reacciones enziméticas se iniciaron por la adicion de Na,ATP 3,5 mM. Se incubaron a
37°C por 30 min y se detuvieron por adicion de 100 uL de solucion de parada (acido
ascorbico 3 %, molibdato de amonio 0,5 %, SDS 3 %, y HCI 0,5 M). Las muestras se
mantuvieron en hielo durante 10 min, se agregaron 150 uL de solucién de estabilizacion
(citrato de bismuto 3,5 %; citrato de sodio 3,5 %; HCI 2 M) y se incubd por 15 min
adicionales a 37 °C. Los valores de absorbancia a 690 nm se determinaron usando el lector
de placas iMark™ Microplate Absorbance Reader de Bio-Rad. Estos valores se corrigieron
restando la absorbancia de los controles (reacciones idénticas donde el ATP se agreg6
luego de la solucién de parada). Cada ensayo se realizé en triplicado técnico y duplicado
biol6gico. La actividad ATPasa se reporta como nmol de fosfato liberado por mg de

proteina por minuto de reaccién (nmol Pi. mg2.min?t).

5.3.9.4 Determinacion de parametros cinéticos de CtpV

Como parte de la caracterizacion funcional de CtpV se considero la determinacion de los
parametros cinéticos de la enzima, lo que permitiria tener un acercamiento a la funciéon que

puede cumplir esta enzima.
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Al determinar los pardmetros cinéticos de CtpV, se midié la actividad Cu* ATPasa de
membranas plasmaticas de E. coli DC194 enriquecidas con esta enzima. Para conocer la
contribucién de CtpV, a la actividad enzimatica de las membranas obtenidas de la cepa
transformada con pALT26, se desconté la actividad de las membranas de la cepa

transformada con el vector pBAD vacio.

Para la determinacién de la cinética enzimatica de CtpV se hizo la reaccidén enzimatica en
las siguientes condiciones: membrana 20 ug, MOPS-KOH 40 mM (pH 7,4), MgCl, 3 mM,
NaNsz; 5 mM, NaMoO4 0,25 mM, Cys 0,5 mM, DTT 2,5 mM, Na,ATP 3 mM, 37 °C y 30 min.
La reaccion también se desarrolld variando la concentracion de Cu* de 10 a 500 uM. El
meétodo de deteccion fue el mismo empleado en los ensayos de actividad dependiente de
metales pesados; en todos los casos la actividad atribuida a CtpV se calculé como la
diferencia entre la actividad de las vesiculas de membrana de células recombinantes y la
actividad de vesiculas aisladas de las células transformadas con el vector pBAD vacio
(control). Los valores de Km y Vmax Se calcularon utilizando el programa Prism 6 version

6.0h para Windows 10, GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com.

5.3.10 Extraccion de vesiculas evertidas de membrana de E. coli
sobreexpresando Cu® ATPasas de M. tuberculosis
La extraccion se hizo siguiendo la metodologia descrita en Gonzales-Guerrero [151]
partiendo de células de E. coli DC194 transformadas con pALT20, pALT21 y pALT26 que
expresan CtpA, CtpB y CtpV, respectivamente. Se partié de 250 mL de cultivo bacteriano
en medio Al/Amp con un ODew nm cercano a 4,0. El pellet celular se colecté por
centrifugacion y se lavé dos veces con buffer de lavado (MOPS-KOH 25 mM (pH 7,0), y
KCI 100 mM) usando 10 mL por gramo de pellet. Cada gramo de pellet seco se resuspendio
en 5 mL de buffer de sacarosa (MOPS-KOH 50 mM (pH 7,0), sacarosa 250 mM, KCI 200
mM, y MgSO. 10 mM) y se tratd con Lisozima 1 mg/mL incubando a 37 °C, 200 rpm por 1
hora. Las células se lisaron en una prensa francesa a 10.000 psi. El lisado celular se
centrifugd dos veces a 12.000 xg, 4°C manteniendo el sobrenadante en cada
centrifugacion. El sobrenadante se centrifugd a 160.000 xg, 4°C por 90 min. El pellet que
corresponde a las versiculas evertidas de membrana fue resuspendido en buffer sacarosa

con PMSF 0,3 mM, con ayuda de un homogeneizador con piston de vidrio.
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La determinacién del contenido de las Cu* ATPasas en las vesiculas se hizo detectando
la proteina por inmunofluorescencia. Al ser proteinas de fusién con una etiqueta de His y
haciendo uso de anticuerpos que la reconocen, se usé de la técnica de Dot-Blot. Como
patron se empled TEV fusionado a la misma etiqueta puro de concentracion de proteina
conocida. Se construyo una curva de calibracién con diferentes concentraciones de TEV;
la intensidad de los puntos correspondientes al patron y las muestras se midié por
densitometria usando el programa ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/index.html). Una vez
determinado el contenido de proteina estas vesiculas evertidas de membrana fueron

usadas para ensayos de transporte de Cu*.

5.3.11 Transporte de Cu* de CtpA, CtpB y CtpV en vesiculas
evertidas de membrana

Otro de los analisis funcionales planteados para evaluar la actividad enzimatica de CtpA,

CtpB y CtpV, fue evaluar el transporte de Cu* a través de vesiculas evertidas enriquecidas

con las Cu* ATPasas. El ensayo se encamind en determinar el comportamiento de la tasa

de transporte del cation en la vesicula que es mediado por los transportadores evaluados.

Los ensayos de transporte de transporte de Cu* se hicieron usando vesiculas evertidas de
membrana de E. coli DC194 (E. coli LMG194 AcopA, deficiente Cu* ATPasa enddgena)
enriquecidas con EcCopA, CtpA, CtpB o CtpV. La metodologia que se siguié fue adaptada
de Gonzélez-Guerrero y colaboradores [151]. Como método de deteccién de Cu* dentro
de las vesiculas se usé espectroscopia de absorcion atdbmica usando una atomizacion con

horno de grafito (AAS-GF, por sus siglas en ingles).

Las reacciones enzimaticas se hicieron con 1 pg de proteina en un volumen de 100 uL en
buffer MOPS-KOH 50mM (pH 7,3), MgCl> 3 mM, NaCl 400 mM, Cys 20 mM y acido
ascorbico 2,5 mM, CuSO. a diferente concentracion (1, 10, 100 y 1000 uM). Las
reacciones se precalentaron durante 1 min a 37 °C, Y se inici6 mediante la adicion de
Na,ATP 3 mM, después se incubd a 37 °C durante 30 minutos. Para el caso especifico de
las vesiculas enriquecidas con EcCopA, se hicieron variaciones de pardmetros como
cantidad de proteina (3 y 11 ug) y tiempo de reaccién enzimatica (10, 20 y 30 min). Para
detener la reaccién enziméatica la mezcla se paso a través en un filtro de nitrocelulosa de
0,20 um, y las vesiculas fueron lavadas con 2 mL de buffer MOPS-KOH 50mM (pH 7,3),
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MgCl, 3 mM, NaCl 400 mM, Cys 20 mM y acido ascérbico 2,5 mM. El filtro fue mineralizado
con 250 pL de HNOs fumante (calidad trazas de metales), la digestion se realizé a 80 °C
durante una hora y a temperatura ambiente durante una noche. Posteriormente se
adicionaron 20 yL de H>O, 30 %. Finalmente, las muestras se diluyeron hasta 1 mL con
HNO: 2% vy el contenido de Cu fue analizado por AAS-GF en el equipo PinAAcle 900Z
(PerkinElmer) siguiendo las instrucciones del fabricante. Como diluyente se utiliz6 HNO3
2% (v/v) preparado en agua 18,2 MOhm.cm. Se utilizaron 4 estandares de Cu (10, 25, 50
y 100 ppb) preparados a partir del stock de Cu para AAS de 1000 ppm (Acros Organics) y
el mismo disolvente. La longitud de onda de trabajo fue 324,75 nm y el programa de
temperatura del horno de grafico fue: 110 °C x 30 s, 130 °C x 30 s, 1200 °C x 20 s, 2000
°Cx5s,y 2450 °C x 3 s. La actividad de transporte de Cu* se reporta como nmol de Cu*

dentro de la vesicula por mg de proteina por minuto de reaccién (nmol Cu*. mg2.min?).

5.3.12 Construccion de mutantes defectivos de M. tuberculosis

Los ensayos anteriores que hacen parte de la caracterizacion funcional de CtpA y CtpB,
se basaron en sistemas de sobreexpresion de las enzimas. Para complementar, se plante6
la construccion de mutantes de M. tuberculosis H37Ra defectivos en los genes de estas
ATPasas, que posteriormente puedan ser usados en ensayos fenotipicos que corroboren

la funcién de estas enzimas.

La metodologia escogida para construir mutantes defectivos fue mediante la técnica de
recombineria. Esta estrategia se basa en un intercambio alélico mediado por proteinas de
recombinacion codificadas por micobacteriéfagos, con el fin de reemplazar el gen a mutar
por un casete de resistencia higromicina (Hyg®) [152]. El esquema de la estrategia
experimental se muestra en la Figura 5-3. Inicialmente se construyé una cepa de
recombineria encargada de expresar las proteinas de recombinacion, en este caso se trata
de una cepa de M. tuberculosis H37Ra transformada con el plasmido pJV53. La expresion
de las proteinas Gp60 (exonucleasa) y Gp61 (recombinasa) del micobacteriéfago Che9c
esta controlada por un promotor de acetamida. Una vez inducidas las proteinas se
transform6é un sustrato de intercambio alélico (AES) que permite el proceso de
recombinacion para reemplazar el gen a mutar por un casete HygR. El AES consiste en un
ADN de doble cadena lineal cuya secuencia tiene en un casete HygR flanqueado por

secuencias homologas de las regiones corriente arriba y abajo del gen a mutar.
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Figura 5-3: Estrategia para la construccion de mutantes defectivos en M.
tuberculosis. a. Esquema de obtencién de mutantes defectivos en genes por la técnica
de recombineria. b. Diagrama del proceso de recombinacion entre el AES y el gen a mutar
localizado en el genoma.
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Para la obtencion de la cepa de recombineria, células de M. tuberculosis H37Ra cultivadas
en medio Middlebrook 7H9-OADC hasta fase exponencial (ODgoonm de 0,5) se trataron con
glicina 0,2 M durante 24 h previas a la preparacion de las células electrocompetentes.
Estas ultimas se electroporaron con el plasmido pJV53 y los recombinantes se
seleccionaron en placas de Middlebrook 7H10-OADC/Km. La verificacion de las colonias
recombinantes se realizé por PCR de colonia usando iniciadores dirigidos hacia el casete
de resistencia a Km (Tn903A y Tn903B).

5.3.12.1 Construccion de sustrato de intercambio alélico (AES)

Para la construccién de los AES usados en el presente trabajo si siguio la estrategia de la
doble clonacion de las regiones flanqueantes del gen a mutar en el vector pYUB854, que
posee un cassette HygR flanqueado por sitios y5 resolvasa y sitios mdltiples de clonacién
(MCS). La estrategia metodologica para la construccién de los AES de ctpA y ctpB se

describen en la Figura 5-4.

Figura 5-4: Estrategia paralaconstruccion de AES de ctpA 'y ctpB. Procedimiento para
la obtencién del AES por multiples clonaciones usando el vector pYUB854 como donante
del casete de HygR. a. Esquema para la construccion del plasmido recombinante pALT25
gue contiene el AES de ctpA. b. Esquema para la construccion del plasmido recombinante
PALT16 que contiene el AES de ctpB.
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En el caso del AES de ctpA el producto de la doble clonacién es el plasmido recombinante
PALT25. La estrategia empleada para la construccion del plasmido pALT25 se describe en
la Figura 5-4a. Inicialmente se amplific la region corriente arriba de ctpA (o seccién up).
El producto de PCR se cloné en el vector pYUB854 entre los sitios de restriccion BspHI y

Kpnl, generando el plasmido recombinante pALT24, que fue transformado en células
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termocompetentes de E. coli HB101 y las bacterias transformantes se seleccionaron sobre
placas de LB/agar/hyg. La colonia positiva fue confirmada por PCR usando los iniciadores
pYUBB854 primer y Up ctpA-1. A partir de la colonia 1 se hizo la extraccion del plasmido
recombinante y se verifico el tamafio cortando con las dos enzimas de restriccion
necesarias para hacer la segunda clonacién de la seccién corriente debajo de ctpB (o
seccion down). La segunda clonacion de la seccién down se hizo entre los sitios de
restriccion Hindlll y Xhol del plasmido pALT24, para generar un nuevo plasmido
recombinante nombrado como pALT25. La transformacién del producto de ligacién se hizo
en células electrocompetentes de E. coli HB101 y las bacterias transformantes fueron
seleccionadas en placas de LB/agar/Hyg. Se seleccionaron 3 colonias para la extraccion y
mapeo de restriccién de sus plasmidos recombinantes. Se seleccioné la colonia 1 para
analizar por PCR usando los iniciadores Hyg dir out y DOWN ctpA-2. Finalmente, los
plasmidos construidos fueron secuenciados para verificar la integridad de los constructos.
El AES de ctpA se obtuvo mediante digestion doble de pALT25 (extraido de la colonia 1)

con las enzimas Xhol y BspHI.

El AES de ctpB esta contenido en el plasmido recombinante pALT16 (Figura 5-4b). Para
la construccién del plasmido pALT16, inicialmente se amplifico la regidn corriente abajo de
ctpB (o seccién down). El producto de PCR se clon6 en el vector pGEM-T easy para
generar el pldsmido pALT13 el cual fue transformado en células termocompetentes de E.
coli DH5a y las bacterias transformantes se seleccionaron sobre placas de LB/agar/amp.
Las colonias positivas fueron seleccionadas por PCR usando los iniciadores T7 y DOWN
ctpB-rev. A partir de las colonias positivas 2 y 4 se extrajeron los plasmidos recombinantes
y se verificaron por mapeo de restriccion. Se selecciond el plasmido recombinante de la
colonia 4 para hacer la subclonacion en el plasmido pYUB854 entre los sitios Hindlll y
Xhol, generando el pldsmido pALT15. El producto de ligacion se transformé en células
electrocompetentes de E. coli HB101 y las bacterias transformantes fueron seleccionadas
en placas de LB/agar/Hyg. Se eligieron 4 colonias, a las que se extrajo y se realiz6 mapeo
de restriccion de sus plasmidos recombinantes. Se tomé el plasmido de la colonia 3 para
continuar con la segunda clonacion con la region corriente arriba de ctpB (o seccion UP)
entre los sitios Avrll y Xbal, para generar el plasmido recombinante pALT16. Al igual que
en la clonacién anterior se hizo la misma seleccidon de las bacterias, se analizaron 4
colonias por PCR usando los iniciadores pYUB854 primer y UP ctpB-dir. A partir de las

colonias 1, 2 y 4 se analizaron sus plasmidos por mapeo de restriccion. Finalmente, todos
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los plasmidos construidos fueron secuenciados para verificar la integridad de los
constructos. El AES de tamafio de 2987 bp se obtuvo por digestion de pALT16 (extraido

de la colonia 2) con las enzimas de restriccién Xhol y Avrll.

5.3.12.2 Obtenciéon de mutantes de M. tuberculosis H37Ra ActpA y ActpB

El paso final para la obtencion del mutante por sustitucion de M. tuberculosis H37Ra ActpA
o ActpB es la transformacion del AES en la cepa de recombineria inducida con acetamida
al 0,2 %. En este paso se siguidé la metodologia sugerida por Van Kessel [152] con
modificaciones como el medio de cultivo para el masivo de la cepa de recombineria, se
us6 7H9-OADC-Km-Chx-Tween 80 suplementado con succinato 0,2 %. Cuando el masivo
llegé a un ODesoonm de 0,6 se indujo la expresion de las proteinas de recombinacion con
acetamida al 0,2 %, y como segunda modificacion se adicioné glicina 1,5 %, la mezcla se
incubé 37°C y 80 rpm de agitacion durante 18 h. En la transformacién se aumento la
cantidad de AES transformado, en este caso se emplearon 200 ng en vez de 100 ng de
ADN, luego del pulso se dejaron recuperar las células en medio liquido 7H9-OADC por 24
ha 37 °Cy 80 rpm. Las células se plaguearon en 7H11-OADC-Km-Chx-Hyg (50 pg/mL) y

se incubaron hasta la aparicion de colonias.

5.3.12.3 Comprobacién del genotipo mutante de M. tuberculosis H37Ra ActpB

A partir de las 8 colonias de M. tuberculosis H37Ra con el fenotipo resistente a Hyg se
hicieron cultivos en medios liquidos y se extrajo el ADN genoémico, que fue usado como
molde para las PCR de comprobacion del genotipo mutante. El esquema de andlisis por
PCR se ilustra en la Figura 5-5. El primer analisis que permite evidenciar la presencia del
gen de resistencia a Hyg en la regién gendémica de ctpB, donde debié ocurrir la sustitucion.
Se usaron dos juegos de iniciadores que anillan en el casete de HygR y en la region
corriente arriba o abajo de ctpB. El primer juego de iniciadores son UP ctpB dir y pYUB854
primer amplifican un fragmento de 766 bp, y el segundo juego de iniciadores (DOWN ctpB
rev y Hyg dir out) amplifica un producto de 808 bp. Para confirmar el genotipo mutante es
necesario demostrar la ausencia del gen ctpB en el genoma. En este caso la mutacion se
indica por ausencia de un producto de PCR al usar los tres diferentes juegos de iniciadores
gue anillan en la parte interna y externa del gen. Se usaron tres juegos de iniciadores UP
ctpB dir/B RT rev, CtpB sec 1/PMV ctpB rev, y CtpB sec 1/DOWN ctpB rev. En todas las

PCR se analizaron las tres posibles colonias mutantes en ctpB (ActpB) y como control ADN
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genémico de M. tuberculosis H37Ra cepa silvestre (WT) y el plasmido pALT16 que
contiene el AES de ctpB (AES), los controles fueron seleccionados de tal manera que el

primero comprueba la presencia del gen y el segundo la mutacién del mismo.

Figura 5-5: Comprobacion del genotipo mutante de M. tuberculosis H37Ra ActpB. a.
Esquema de la regién del genoma de M. tuberculosis H37Ra donde ocurrié la sustitucion
de ctpB por el casete de Hyg, indicando los iniciadores usados para la comprobacion del
genotipo mutante (PCR positivas en colonias mutantes). b. Regidon gendmica de ctpB en
M. tuberculosis H37Ra, indicando los iniciadores usados para la comprobacion del
genotipo mutante (PCR negativas en colonias mutantes).
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5.3.13 Ensayos fenotipicos del mutante de M. tuberculosis H37Ra
ActpB

Estos ensayos se hacen como parte de la caracterizacion funcional de CtpB, ellos son

complementarios a los resultados obtenidos de la sobreexpresion de la proteina, y buscan

en conocer el efecto que tiene la mutacién del gen ctpB en el crecimiento y acumulacién

de Cu en la bacteria.

5.3.13.1 Ensayo de toxicidad de Cu?* en células de M. tuberculosis defectivas
en el gen ctpB

El ensayo fenotipo se hace para conocer el efecto que tiene la mutacion del gen ctpB en
el crecimiento de M. tuberculosis H37Ra frente a concentraciones toxicas de Cu?*. Para
ello se compara el crecimiento de la cepa mutante de M. tuberculosis H37Ra ActpB y la
cepa silvestre en presencia del metal. La metodologia empleada es similar a la usada en
la determinacion de la CMI de M. tuberculosis frente a metales pesados (Numeral 5.1.1),
con las siguientes diferencias: se evaluo el crecimiento bacteriano solo en presencia de

CuSO., se compararon dos cepas y se modifico el volumen de cultivo.
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El ensayo se hizo tubos Falcon de 15 mL en un volumen final de 3 mL. Se partié de un
cultivo en fase exponencial, el que se diluyo en medio Sauton modificado hasta obtener
una ODsgsnm de 0,05 en cada tubo. A continuacién, se realizaron diluciones de CuSO4 (5 a
100 uM). Como control positivo, se utilizd un cultivo en ausencia de cation, y como control
negativo de crecimiento, se utilizé un cultivo suplementado con isoniazida (INH) 1 pg/mL.
Los tubos fueron incubados a 37 °C por 3 semanas, posteriormente el crecimiento
bacteriano se estimé midiendo la ODsgsnm Usando un lector de placas iMark™ Microplate
Absorbance Reader de Bio-Rad. Los valores de absorbancia se corrigieron restando la
absorbancia del control negativo de crecimiento. El ensayo se hizo por triplicado biolégico

de cada concentracién de catién y cepa.

Adicionalmente se hizo un ensayo de crecimiento de en medio sélido 7H11-OADC
suplementado con CuSO4 (0, 25 y 100 uM). Para este ensayo se parti6 de un cultivo
crecido en fase exponencial de cada cepa (ODeoonm de 0,5), se hicieron seis diluciones
seriadas en base 10 del cultivo en medio Sauton modificado, hasta a una dilucion 107;
luego se sembraron puntos de 5 pL de cada dilucién en las placas de medio sélido, que
fueron incubadas a 37 °C por 3 semanas. Este ensayo se hizo por replica biolégica para

cada cepa de trabajo y concentracion de metal.

5.3.13.2 Acumulacion de Cu* en células de M. tuberculosis defectivas en ctpB

Dentro de la caracterizacion fenotipica del mutante de M. tuberculosis H37Ra ActpB se
propuso un andlisis de acumulacion de Cu en células completas. Este ensayo consiste en
intoxicar las células con CuSO, y determinar el contenido del cation intracelular post

intoxicacion, comparando los valores obtenidos en la cepa mutante y la cepa silvestre.

El ensayo se hizo a partir de 100 mL de cultivo de M. tuberculosis H37Ra ActpB y M.
tuberculosis H37Ra WT, crecidos en medio 7H9-OADC-Tween 80 a 37 °C hasta ODesoonm
0,5. Las células fueron colectadas por centrifugacion, lavadas 3 veces con 1 volumen de
medio Sauton modificado y resuspendidas en 30 mL del mismo medio. La suspension
celular se alicuotd en volimenes de 5 mL, a la mitad de las muestras se les hizo una
intoxicacion con CuS0O4 50 yM y la otra mitad se usé como control de no adicion de cation.
Se hizo una incubacién a 37 °C y 80 rpm de agitacién durante 3 horas. Luego las células
fueron colectadas por centrifugacion y lavadas 4 veces con 1 volumen de NaCl 150 mM.

El pellet final fue secado a 37°C durante 24 horas y se determind su peso seco. Luego las
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células fueron mineralizadas con 500 yL de HNOs; fumante (calidad ultrapura, Merk), la
digestion se realizé a 80 °C durante una hora y a temperatura ambiente durante una noche.
Posteriormente se adicionaron 20 uL de H.O» 30 %. Finalmente, el contenido de Cu en las
muestras fue determinado por AAS-GF en el equipo contrAA® 800 D (Analytikjena)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Como diluyente se utiliz6 HNOs; 0,5 %. Se
utilizaron 7 estdndares de Cu (4, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 ppb) preparados a partir del stock
de Cu para AAS de 1000 ppm (Acros Organics) y en mismo disolvente. Se usbé como
modificador 5 pL de Pb(NO3)2 0,1 %/Mg(NOs), 0,05%. La longitud de onda de trabajo fue
324,754 nm y la temperatura de pirolisis fue 1100 °C y atomizaciéon a 1500 °C. La
acumulacién de Cu* se reporta como g de Cu* acumulado por g de pellet celular seco (ug
Cu*. g1), y se resto el valor obtenido de la muestra control. El ensayo se hizo con tres

replicas bioldgicas biologica para cada cepa de trabajo y su respectivo control.






6.Resultados y Discusion

Inicialmente el estudio de la regulacién transcripcional las ATPasas tipo Pz de M.
tuberculosis, permitié hacer un acercamiento a su posible funcion bajo ciertas condiciones

de estrés similares a las que M. tuberculosis enfrenta durante la infeccién.

Aungue inicialmente se consider6 evaluar el comportamiento transcripcional para todas las
ATPasas tipo Pis de M. tuberculosis, el estudio posteriormente se enfocd en las tres
posibles Cu® ATPasas de M. tuberculosis (CtpA, CtpB y CtpV), las que fueron
caracterizandolas funcionalmente. Los resultados de esta caracterizacion permitieron
postular su posible papel diferencial en la célula, repartido entre la desintoxicacion del
metal y posiblemente la entrega del cofactor a enzimas involucradas en la respuesta de

estrés.

6.1 Respuesta de las ATPasas tipo Pig a condiciones de
estrés

Andlisis bioinformaticos previos nos permitieron sugerir los posibles cationes que pueden
ser transportados por las ATPasas tipo Pig de M. tuberculosis; especificamente estas
enzimas serian capaces de transportar principalmente Cu*, Zn?" y Co?" [150]. Nuestras
predicciones mostraron que CtpA, CtpB y CtpV posiblemente transportarian Cu®*, CtpC y
CtpG transportarian Zn?*, y CtpD y CtpJ transportarian Co?* [150]. Actualmente, algunos
estudios muestran que cationes como Co?*, Cd?*, Cu*, Cu?*, Fe?", Mn?*, Ni?* y Zn?" son
transportados por ATPasas tipo Pig, sublclasificandolas en los subgrupos Pig-1, Pig-2, P1e-

3y Piga

Para indagar como estas enzimas estan involucradas en el proceso de infeccion de M.
tuberculosis, en el presente trabajo se evalud su respuesta a nivel transcripcional bajo

diferentes condiciones de estrés. Se tuvieron en cuenta condiciones propias del ambiente
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fagosomal bacteriano como la presencia de diferentes metales pesados; ademas de los
cationes descritos como sustrato de estas enzimas, y que no se han relacionado dentro
del fagosoma. Adicional a los cationes, se tuvieron en cuenta sustancias que causan estrés
oxidativo (como H.O,, terbutilhidroperoxido, y KCN) y nitrosativo (como nitroprusiato de
sodio). La respuesta transcripcional también se estudié en hipoxia o baja tension de

oxigeno, condicion que se da cuando la micobacteria se encuentra en un estado latente.

6.1.1 Seleccidn de condiciones de estrés que M. tuberculosis
enfrenta durante la infeccion

Para el estudio con cationes de metales pesados se usaron concentraciones subletales
con el fin de saber cuales ATPasas podrian estar involucradas en procesos de
desintoxicacion de metal. Estas concentraciones se tomaron de los resultados obtenidos
de los ensayos de toxicidad de M. tuberculosis frente a cationes de Co?*, Cu?*, Cd?*, Fe®*,
Mn2*, Ni?*, Pb?" y Zn?* (Figura 6-1).

Figura 6-1: Ensayo de toxicidad de M. tuberculosis frente a metales pesados. El
resultado del ensayo de toxicidad de M. tuberculosis H37Ra se hizo con diferentes
cationes: a. Co?*, b. Cu?*, c. Cd?*, d. Fe*', e. Mn?*, f. Ni?*, g. Pb?*, y h. Zn?*. La viabilidad
se determind por medidas de ODsgs nm. LOS valores del 50 % de crecimiento bacteriano se
calcularon utilizando el programa Prism 6 version 6.0h para Windows 10, GraphPad
Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com. Los datos se grafican como
promedio £ SEM derivados de tres réplicas.
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Como concentraciones subletales, se consideraron como aquellas donde crece mas del
50% de la poblacién bacteriana, por lo que fue necesario determinar esta concentracion
en la que crece el 50% (Tabla 6-1). Por otra parte, el valor de CMI se consideré como la
concentracion de catién capaz de inhibir el crecimiento bacteriano detectable (ODsgsnm de
0) [153]. También se consideraron las concentraciones de los metales reportadas dentro
los fagosomas de macroéfagos infectados con M. tuberculosis [10]. Todos estos valores se
muestran en la Tabla 6-1, y considerados en los ensayos de intoxicacion para el analisis

transcripcional.

Tabla 6-1: Concentracion subletal, CMI, y concentracién de cationes de metales
pesados en el fagosoma de M. tuberculosis. Se reportan los valores de concentracion
subletal (en la que crece el 50% de la poblacion bacteriana), CMI y concentraciones de
metales pesados en el interior del fagosoma de M. tuberculosis. Los valores del 50 % de
crecimiento bacteriano fueron calculados con el programa Prism 6 version 6.0h para
Windows 10, GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com. Los
valores de concentracion fagosomal fueron sacados de [10] en algunos de ellos se
muestran los rangos de concentracidn, porque estos varian durante el progreso de la
infeccion. En algunos metales la concentracién no ha sido reportada (ND).

Cation Cd Co Cu Fe Mn Ni Pb Zn

Concentracion 3,5 213 2,9 480
40 uM 20 uM 410 uM 2,5uM
subletal mM UM mM UM
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125 1

cMmi 8mM 31uM 2mM 8 mM 4 uM 2 mM
UM mM

Concentracion 25-426 135-2680 17 38-459
ND ND ND ND

fagosomal UM Y mM UM

Los ensayos de toxicidad de M. tuberculosis frente a metales pesados mostraron que las
concentraciones fagosomales de Cu, Fe y Mn también son toxicas para la célula, las que
en este trabajo se encontraron por encima del CMI (Tabla 6-1). Esto también sugiere que
M. tuberculosis dentro del macréfago posee mecanismos adicionales que le dan una mayor
tolerancia a concentraciones toxicas de metales pesados. Hay que tener en cuenta que la
desviacion reportada de concentracion intrafagosomal de metales es muy alta pudiéndose
alejar del contenido real del metal en el fagosoma; adicionalmente hay que considerar que
el ensayo determina el contenido total del metal, que incluye libre y acomplejado por
moléculas como proteinas [10], y en el caso del ensayo de CMI solo se tiene en cuenta el

metal libre.

Teniendo en cuenta los valores de concentraciones subletales y las concentraciones
intrafagosomales de los cationes, entonces se eligieron las siguientes concentraciones de
sales para el analisis transcripcional: CdCl; (10, 25 y 40 uM), CoCl, (0,45, 2 y 3,5 mM),
CuSO0s4 (20, 50 y 500 puM), Fez(S0O4)s (0,2, 0,41 y 2 mM), MnSO4 (0,2, 0,4, 1 y 15 mM),
NiSO4 (0,6, 1y 2,5 mM), Pb(NOz)2 (2,5 uM) y ZnSO4 (40, 200 y 500 pM).

Otra de las condiciones de estrés que tiene M. tuberculosis soportar cuando reside en el
fagosoma, es la produccion de ROS y RNS que son capaces de causar un estrés oxidativo
y nitrosativo para la bacteria. Para simular estrés oxidativo se emplearon las sustancias
H>0., tert-butil hidroperoxido (tBuOOH) y KCN, siendo el primero un peroxido, el segundo
un peréxido organico y el tercero quien aporta el ion CN™ que interfiere en la cadena de
transporte de electrones en la respiracion aerobia. Para generar estrés nitrosativo se utilizé
nitroprusiato de sodio (Naz[Fe(CN)sNQ]), que funciona como donador de éxido nitrico. Las
sustancias para estrés redox se trabajaron a una concentracion de 1 mM, la que habia sido
empleada en analisis transcripcionales previos [50], y estas concentraciones para los
peroxidos y 6xido nitrico son subletales para M. tuberculosis [154] y en el caso de KCN
esta concentracion es adecuada para inhibir la oxidacion del NADH en la cadena

respiratoria [155].
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Otra condicion de estrés a las que M. tuberculosis debe enfrentarse durante la infecciéon
es la hipoxia o baja tensioén de oxigeno que existe en los granulomas y se da cuando la
micobacteria se encuentra en un estado latente. El modelo de Wayne y Hayes produce un
agotamiento gradual de oxigeno en el medio, donde las bacterias entran en un estado
persistente no replicativo (NRP) simulando el ambiente del bacilo tuberculoso dentro del
granuloma. Para este estudio se dej6 a que se llegara a un estado NPR-2 que se
caracteriza por presentar un estado de microanaerobiosis. El contenido de oxigeno en el
cultivo se control6 mediante la desaparicion total de la tonalidad azul dada por azul de

metileno afiadido, lo que indica agotamiento o ausencia de oxigeno [115].

Las anteriores condiciones fueron usadas para evaluar la respuesta transcripcional de las
ATPasas tipo Pig, cuando los cationes, ROS y RNS estan presentes y se comparan con
un control de ausencia de la sustancia de estrés; la hipoxia se comparé con la actividad

transcripcional mostrada por cultivos realizados con plena aireacion.

6.1.2 Estandarizaciobn de parametros para el andlisis
transcripcional de las ATPasas tipo Pig mediante qPCR

Para el andlisis transcripcional de las ATPasas tipo Pig se usaron los iniciadores disefiados
previamente en nuestro grupo de investigacion (Tabla 5-1) [68]. La especificidad de estos
iniciadores se comprobd mediante PCR convencional utilizando como molde ADN de M.
tuberculosis H37Ra (Figura 6-2), donde se evidencié que el tamafio de los amplimeros
obtenidos correspondié al tamafio de las bandas esperadas. Cabe anotar que en el caso
de ctpV fue necesario disefiar unos nuevos juegos de iniciadores, porque los disefiados

previamente no amplificaban la seccion de ADN esperada.

Figura 6-2: Comprobacion por PCR de los iniciadores disefiados para el analisis
transcripcional de las ATPasas tipo Pig. Productos de amplificaciéon por PCR usando
los iniciadores de las ATPasas tipo Pig disefiados previamente, y utilizando como molde
ADN gendmico de M. tuberculosis H37Ra. Los tamafios de los amplimeros obtenidos
corresponden al tamafio esperado.
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Una vez confirmado que los iniciadores amplificaran el producto esperado, se procedio a
obtener las curvas de eficiencia de amplificacibn de cada pareja de iniciadores, para
conocer si ellos podian ser empleados para el analisis por gPCR. Estas curvas se hicieron
utilizando diferentes concentraciones de ADN gendmico de M. tuberculosis H37Ra. Las
condiciones de reaccién se estandarizaron buscando que cada juego de iniciadores
mostrara una eficiencia cercana a 2, y las curvas de melting evidenciaran un Unico
producto, asegurado asi la especificidad del de los iniciadores. La Tabla 6-2 muestra las
condiciones de reaccion de la gPCR utilizadas, estableciendo temperatura de anillaje de
cada juego de iniciadores y las eficiencias de reaccion. Estos resultados demostraron que

los iniciadores eran apropiados para el analisis mediante gPCR.

Tabla 6-2: Parametros utilizados para el analisis por qPCR de los genes de las
ATPasas tipo Pis. Se relacionan los genes de las ATPasas tipo Pig, las condiciones con
las que se hicieron las amplificaciones por gPCR vy los parametros para la cuantificacion.

Gen Iniciadores Taninaje (°C)  Eficiencia R? Threshold
ctpA A-RT-dir y A-RT-rev 58,0 2,04 0,996 5,103
ctpB B-RT-dir y B-RT-rev 58,0 1,98 0,992 7,915
ctpC C-RT-dir y C-RT-rev 57,0 2,25 0,986 9,885
ctpD D-RT-dir y D-RT-rev 58,0 1,91 0,984 12,580
ctpG G-RT-dir y G-RT-rev 58,0 2,20 0,974 10,111
ctpJ J-RT-diry J-RT-rev 61,2 1,97 0,945 7,173
ctpV  V-RT-dir-2 y V-RT-rev-2 60,0 1,91 0,986 14,939

sigA  RTsigAdir y RTsigArev 580 2,13 0,993 8,120
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6.1.3 Respuesta transcripcional de las ATPasas tipo Pis

El método de andlisis fue una transcripcion relativa de cada gen utilizando como
normalizador la transcripcion del gen de expresion constitutiva sigA (factor sigma A de la
ARN polimerasa). Los resultados fueron obtenidos utilizando el método Pfaffl [118] que
tiene en cuenta las eficiencias de los iniciadores usados y descarta errores asociados al
comparar iniciadores con diferentes eficiencias. Los resultados del andlisis transcripcional
se obtuvieron para cada gen de ATPasa tipo Pig, en cada una de las condiciones de estrés
consideradas. En algunos casos se muestra el resultado del andlisis de un solo catién, a
una sola concentracion; sin embargo, para analisis a diferentes concentraciones de cation,
las graficas se obtuvieron teniendo presente las siguientes consideraciones: si el resultado
de la transcripcién es diferente entre concentraciones de un mismo cation, se muestra en
la graficas cada concentracion y se especifica su valor. Si entre las concentraciones de un
mismo cation se obtienen valores de transcripcidn cercanos se muestra en la gréafica como
un Unico valor y no se especifica su concentracion, porque indica que independiente de la

concentracion de cation usada se obtiene el mismo valor de transcripcion.

A continuacion, se muestran los resultados del analisis transcripcional de las ATPasas tipo
P1g de M. tuberculosis bajo condiciones de estrés. El orden en que se en el que aparecen

se hace alfabéticamente por el nombre de las ATPasas.

6.1.3.1 CtpA

El andlisis transcripcional del gen ctpA se muestra en la Figura 6-3. Se evidencié una
induccién en la transcripcion del gen a bajas concentraciones de Cu?*, y al aumentar la
cantidad del metal existe una represién en la transcripcién (Figura 6-3a). Considerando
gue la expresion del gen se activa a una concentracién cercana a 20 uyM de cation, es
posible hacer una comparacion con la concentracion fagosomal de (Cu 24,7 + 9,5 uyM)
luego de 24 h de infeccion con M. tuberculosis [10], sugiriendo que CtpA estaria implicada
en una respuesta temprana en el proceso de infeccion de la micobacteria. La represion
encontrada con el aumento en la concentracion de Cu?* puede indicar que otra de las Cu*
ATPasa de M. tuberculosis presenta mayor actividad bajo estas condiciones y que CtpA

funcionaria en ambientes de menor contenido de catién.
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También se observé una induccion en la transcripcion del gen bajo condiciones de Hipoxia
y en presencia de sustancias de estrés oxidativo y nitrosativo, como KCN y Nitroprusiato
de sodio, respectivamente (Figura 6-3b). Al tener una respuesta de activacion bajo estas
condiciones se puede presumir que CtpA estd involucrada en la respuesta al estrés redox
e hipoxia. Algunas Cu* ATPasas que se han asociado a funciones diferentes a la
desintoxicacion del catién, se han relacionado con la metalacion de cuproenzimas
extracitoplasméaticas haciéndolas apoenzimas funcionales [24]. Es posible sugerir blancos
de metalacién por parte de CtpA considerando aquellas proteinas extracitoplasmaticas que

utilizan Cu como cofactor.

Figura 6-3: Respuestatranscripcional de ctpA a condiciones de estrés. Se relacionan
la transcripcidn relativa de ctpA usando como normalizador sigA. Se analizaron diferentes
condiciones de estrés: a. presencia de cationes de metales pesados como Cd?*, Co?*, Cu?*,
Fe?*, Mn?*, Ni?*, Pb?" y Zn?*; b. Hipoxia y agentes de estrés redox como: H20,, tert butil
hidroperéxido, KCN y nitroprusiato de sodio, todos ellos a una concentracién de 1 mM. Los
datos se grafican como promedio + SEM derivados de tres réplicas. Las diferencias
significativas (*p<0,05 y **p<0,01) se hicieron comparando los valores en presencia de la
condicion de estrés y el control de ausencia.
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Dentro de las enzimas extracitoplasmaticas que pueden contener Cu en su centro catalitico
se encuentran la superéxido dismutasa (SodC), citocromo oxidasa, y multicobre oxidasa
(MmcO). SodC es una lipoproteina glicosilada que se encarga de catalizar la dismutacion
del radical superoxido (O2) a oxigeno molecular (O-) y peroxido de hidrogeno (H20-) [156],
y se conoce que contiene Cu en su estructura [14]. Esta enzima se ha asociado a la
respuesta a especies reactivas de oxigeno que son generadas por el macréfago [36], vy
adicionalmente es inducida cuando hay produccién de superoxido por la NADPH oxidasa

en cuando la micobacteria entra en los macréfagos [157], por otro lado su expresion es
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reprimida en estado de persistencia no replicativa, cuando la actividad de la NADPH se
encuentra a niveles muy bajos [158]. La expresion de SodC que disminuye en un estado
de hipoxia, similar al estado de persistencia no replicativa [115], no se relacionaria con
CtpA, quien se estimula en hipoxia. Si por ejemplo CtpA se encargara de la metalacién de

SodC ambas deberian estar expresadas en la misma condicion.

La MmcO (muticobre oxidasa) es una lipoproteina que cataliza la oxidacion de sustratos
inorganicos, Fe?* y Cu*, por la transferencia de un electréon que se acopla a la reduccién
de oxigeno a agua [159, 160]. En su estructura hay cuatro iones de Cu que hacen parte
de dos centros cataliticos que componen el sitio activo de la multicobre oxidasa [161], y la
metalacion puede darse después de la exportacion de la enzima_[162]. Por lo tanto, existe
la posibilidad que una Cu* ATPasa como CtpA cumpla la funcién de metalar MmcO ubicada
fuera del citosol bacteriano sin el cofactor de Cu*, el que podria ser entregado por CtpA,
guién como se vera mas adelante, transporta Cu* al exterior celular. La transcripcion de
CtpA aumenta a bajas concentraciones de Cu, indicando que el transportador esta
involucrado en el proceso de desintoxicacion de Cu a bajas concentraciones. Este efecto
puede verse reflejado en el proceso de metalacion de la MmcO, ya que bajo estas
condiciones la ATPasa puede entregar el cofactor a la multicobreoxidasa que se encarga
del proceso de desintoxicacion del Cu* periplasmatico, ya que la funcion de la MmcO es

oxidar el Cu* de periplasma a una especie menos reactiva como Cu?*. [159].

Al encontrar que CtpA presenta actividad en respuesta a condiciones de estrés redox e
hipoxia, y al relacionar la ATPasa con el transporte de Cu* y la homeostasis ionica; permite
postular que CtpA juega un papel en la respuesta a estas condiciones es de una manera
indirecta, entregando cofactores a proteinas fuera del citosol bacteriano que responden al
estrés redox e hipoxia. Sin embargo, con la evidencia experimental que se tiene hasta el

momento no es posible conocer que enzimas podria estar metalando CtpA.

Una manera de conocer si CtpA estaria relacionada con la metalacion de MmcO seria
evaluar si hay una respuesta transcripcional por parte de la multicobreoxidasa bajo la
misma condicion en la que fue estimulada ctpA; u otra clase de experimentos para
determinar la interacciéon entre dos proteinas como los sistemas de Two-Hybrid system
[163].
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6.1.3.2 CtpB

De manera similar a CtpA, el andlisis transcripcional del gen ctpB (Figura 6-4) muestra una
induccién de la transcripcion bajo condiciones de hipoxia, y al usar los agentes de estrés
redox como KCN y nitroprusiato de sodio. Otros estudios también encontraron la activacion
de CtpB bajo condiciones de hipoxia NPR-2 [95], confirmando nuestros resultados. Si bien
la transcripcion de la enzima no es inducida por los diferentes cationes evaluados en el
presente trabajo (incluyendo las tres concentraciones de Cu?* evaluadas: 20, 50 y 500 uM,
representados como un uUnico valor que indica la tendencia obtenida para todas la
concentraciones), pero si hay una induccién en condiciones de hipoxia y presencia de
agentes de estrés redox, el resultado podria indicar que la ATPasa estaria relacionada con
la homeostasis idnica posiblemente cumpliendo una funcién, como en CtpA, de entrega de
cofactores a enzimas extracitoplasmaticas implicadas en la respuesta a la hipoxia y estrés
redox. Esta funcion se ha evidenciado previamente con otras Cu® ATPasas que se
encargan de la metalacion de citrocromo C oxidasas [164-166] y superéxido dismutasas
[167].

Figura 6-4: Respuestatranscripcional de ctpB a condiciones de estrés. Se relacionan
la transcripcidn relativa de ctpB usando como normalizador sigA. Se analizaron diferentes
condiciones de estrés: Presencia de cationes de metales pesados como Cd?*, Co?*, Cu?*,
Fe?*, Mn?*, Ni?*, Pb?* y Zn?*; hipoxia y agentes de estrés redox a una concentracion 1 mM:
H20., tert butil hidroperdxido, KCN y nitroprusiato de sodio. Los datos se grafican como
promedio + SEM derivados de tres réplicas. Las diferencias significativas (*p<0,05) se
hicieron comparando los valores en presencia de la condicion de estrés y el control de
ausencia.
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CtpB podria entonces también encargarse de la metalacion de cuproenzimas, y las
posibles dianas para la entrega del Cu* podrian ser las cuproenzimas conocidas como: la
superoxido dismutasa (SodC), citocromo oxidasa, y multicobre oxidasa (MmcO). Al
inducirse mayoritariamente la transcripcion del gen ctpB en hipoxia se puede relacionar la
enzima con la metalacién de proteinas involucradas en la adaptacion metabdlica a un
ambiente bajo en oxigeno, potencialmente proteinas de los complejos de la cadena de
transporte de electrones como las citocromos oxidasas, que usan Cu como cofactor [24].
Se conoce que nitroprusiato de sodio que es un agente que produce Oxido nitrico (NO), y
este Oxido es capaz de inducir la expresion de genes relacionados con la dormancia y
afectar la respiracion aerobia de la micobacteria [168]. También se ha determinado que el
NO y CN" presentan el mismo blanco de inhibicion, la subunidad CtaD de la citocromo ¢
oxidasa, encontrada en de la cadena de transporte de electrones en la respiracion de M.
tuberculosis [169]. La importancia de la citocromos oxidasa en la adaptacion a la hipoxia
se observa que al inhibirse esta citocromo ¢ oxidasa, la bacteria responde usando la
citocromo bd quinol oxidasa, que presenta una mayor afinidad por el oxigeno [169]. Lo
anterior sugiere que la inhibicion de la citocromo c oxidasa est4d dada por las tres
condiciones de: hipoxia, presencia de NO y CN-, por lo que una posible induccién de ctpB
en estas tres condiciones se deba a una respuesta a la inhibicion de esta citocromo oxidasa

gue permite un cambio en la respiracion aerobia de la bacteria a una condicién de hipoxia.

6.1.3.3 CtpC

En el caso de ctpC, una concentracién de Zn* 200 pyM indujo la transcripcion del gen
(Figura 6-5), lo que también se habia evidenciado anteriormente por Botella y
colaboradores [44]. El aumento de la expresion se observo en una concentracion alta del
catién, toda vez que a concentraciones bajas (40 uM Zn?*), no se evidencio ningin cambio

en la expresion.

Figura 6-5: Respuesta transcripcional de ctpC a condiciones de estrés. La
transcripcion relativa de ctpC se muestra usando como normalizador sigA. Se analizaron
diferentes condiciones de estrés: Presencia de cationes de metales pesados como Cd?*,
Co?", Cu?*, Fe?*, Mn?*, Ni#*, Pb?* y Zn?*; ademas de hipoxia y agentes de estrés redox a
una concentracion 1 mM: H.O-, tert butil hidroperéxido, KCN y nitroprusiato de sodio. Los
datos se grafican como promedio + SEM derivados de tres réplicas técnicas. Las
diferencias significativas (*p<0,05 y **p<0,01) se hicieron comparando los valores en
presencia de la condicién de estrés y el control de ausencia.



a0 Respuesta de las ATPasas tipo P1g a las condiciones de estrés en Mycobacterium tuberculosis

©  800- *
s -
(¥]
s 400l
2> 80T *
E —
53 eo.
[ L
o -
—
g &
b
®  20-
c
o
= 0-

¥ v v o3 v Y O oSS 2

06 P o «? é(‘ D Q° o o QV oo {S’ (oé O+\

O N N L
N @ Q O NS
q; % <«
£ é,,;»\

La funcion biologica de CtpC se ha relacionado anteriormente con la desintoxicacion del
Zn?* [44], pero también se ha asociado con la metalaciéon de enzimas que tienen como
cofactor Mn?*[23]. En el presente trabajo, los resultados del andlisis transcripcional de ctpC
evidencian la funcién de desintoxicacién de Zn?* al aumentar su transcripcion relativa en
presencia de concentraciones altas de ese cation; sin embargo, no se observa cambio en

presencia de concentraciones de Mn?* usadas en este analisis.

La hipoxia indujo fuertemente la transcripcion del CtpC, lo que coincide con estudios de
microarreglos y protedmica previamente reportados donde la hipoxia activa este
transportador [95, 97]. Al ser el transporte de cationes su funcién principal, las ATPasas no
podrian estar directamente relacionadas con la hipoxia, pero si con la homeostasis idnica,
y en consecuencia posiblemente su funcién en la respuesta a hipoxia sea metalar enzimas

extracitoplasmaticas que se encarguen de mitigar la baja concentracion de oxigeno.

Se ha reportado que CtpC es capaz de transportar eficientemente Mn?*y que posiblemente
su blanco de metalacion sea la superoéxido dismutasa SodA, que tiene como cofactor Mn?*

y Fe?*[23], todo asociado con la respuestas al estrés oxidativo [170].

A partir de los resultados del analisis transcripcional en el presente trabajo es posible ver
el posible papel dual que puede tener CtpC, encargandose de la desintoxicacién de Zn?*y
metalando enzimas extracitoplasméaticas que pueden estar asociadas con la respuesta a

un ambiente de hipoxia.
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6.1.3.4 CtpD

El gen ctpD se activd en condiciones de estrés redox inducido por KCN vy nitroprusiato de
sodio (Figura 5-6), y en menor proporcion con H-.O- e hipoxia. El aumento en la expresion
de CtpD por la presencia de KCN y nitroprusiato se habia evidenciado previamente en
ensayos de qPCR [50], donde se relaciona esta ATPasa con el transporte de Co?" y Ni*y
al estrés redox, que posiblemente lo haga metalando enzimas encargadas con actividades
gue mitiguen la presencia de RNS y ROS. Recientemente CtpD se ha relacionado con el

transporte eficiente de Fe y con la respuesta de estrés redox [25].

Figura 6-6: Respuestatranscripcional de ctpD a condiciones de estrés. Transcripcion
relativa de ctpD usando como normalizador sigA. Se analizaron diferentes condiciones de
estrés: Presencia de cationes de metales pesados como Cd?*, Co?*, Cu?*, Fe?*, Mn?*, Ni?*,
Pb?*y Zn?*; ademas de hipoxia y agentes de estrés redox a una concentracion 1mM: H,O»,
tert butil hidroperéxido, KCN y nitroprusiato de sodio. Los datos se grafican como promedio
+ SEM derivados de tres réplicas técnicas. Las diferencias significativas (*p<0,05 y
**p<0,01) se hicieron comparando los valores en presencia de la condicién de estrés y el
control de ausencia.
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Se observé una baja transcripcion de ctpD al intoxicar las bacterias con Fe®**, sugiriendo
una posible respuesta al estrés generado por el cation. Actualmente se ha relacionado esta
enzima con el transporte de Fe?* en micobacterias, y como respuesta al estrés redox [25].
En estudios previos se habia analizado el comportamiento transcripcional de M.
tuberculosis H37Rv con diferentes metales pesados, donde el Fe?* a una concentracion

de 100 yM no indujo cambio en la produccion del mMARN de ctpD [50]. En este estudio se
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evidencio que el Fe a una concentracion 200 uM no indujo la transcripcion relativa del gen,
pero al usar una concentracion superior a 450 uM si hubo un aumento en la expresion
relacionando esta enzima con el transporte del cation. Esto indicaria que posiblemente la
enzima hace parte del proceso de desintoxicacion de este metal. Sim embargo, los
resultados transcripcionales muestran que la actividad de CtpD se relaciona principalmente

a la respuesta al estrés redox.

6.1.3.5 CtpG

La Figura 5-7 muestra los resultados de la transcripcion relativa del gen ctpG cuando M.
tuberculosis se enfrenta a las diferentes condiciones de estrés. Los resultados muestran
una mayor induccion del gen en presencia de Cd?* a una concentracion subletal (25 uM),
también se encontré6 una induccibn en menor proporcibn cuando se adicionan
concentraciones téxicas de Cu?" (500 uM). Estos resultados sugieren que posiblemente
CtpG se encargue de la desintoxicacion de estos dos metales. Recientemente nuestro
grupo de investigacion caracterizé funcionalmente la enzima, encontrando que CtpG
podria estar relacionada con el transporte de Cd?" y Cu?*, presentando una mayor afinidad

por primer cation [171].

El aumento en la transcripcion de ctpG con Cd?* y ligeramente con Pb?* se podria explicar
debido a que el operén que contiene a CtpG se encuentra el regulador transcripcional
CmtR, sensible a Cd?* y Pb? [172]. Se ha reportado que CmtR es sensible a Cd?,
mediante ensayos de EMSA se encontr6 que el represor se disocia parcialmente promotor
de CtpG en concentraciones cercanas a 10 uM del Cd?*. En el caso del Pb?*, no se observo
disociacion del regulador [173], lo que explica la mayor induccién del CtpG por Cd?
comparado con Pb?*. En cuanto a la induccién mostrada por altas concentraciones de Cu?*,
ya habia sido evidenciada anteriormente por Ward y colaboradores [11], indicando que
posiblemente la enzima pueda ayudar en procesos de desintoxicacion de Cu en la célula,

como mecanismo alternativo a la actividad de CtpV.

Figura 6-7: Respuestatranscripcional de ctpG a condiciones de estrés. Transcripcion
relativa de ctpG usando como normalizador sigA. Se analizaron diferentes condiciones de
estrés: Presencia de cationes de metales pesados como Cd?*, Co?*, Cu?*, Fe?*, Mn?*, Ni?*,
Pb?*y Zn?*; ademas de hipoxia y agentes de estrés redox a una concentraciéon 1 mM: H,Ox,
tert butil hidroperéxido, KCN y nitroprusiato de sodio. Los datos se grafican como promedio
+ SEM derivados de tres réplicas técnicas. Las diferencias significativas (*p<0,05) se
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hicieron comparando los valores en presencia de la condicion de estrés y el control de
ausencia.
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También se observé que CtpG se induce transcripcionalmente en una menor proporcion
cuando M. tuberculosis encuentra en condiciones de hipoxia. Esta induccién se habia
observado anteriormente por ensayos transcripcionales de microarreglos [97]. La
expresion de la ATPasa bajo esta condiciéon puede ser una respuesta en la homeostasis
iGnica, donde se necesita el trasporte de los cationes. Sin embargo, consideramos que la

actividad de CtpG es principalmente en la desintoxicacion de metales como Cd?* y Cu?*.

6.1.3.6 CtpJ

En el caso de ctpJ, se observd una induccion de la transcripcion dosis dependiente en
presencia de Co?" 450 uM y 2 mM (Figura 6-8). De forma similar, una activacion similar de
CtpJ se habia evidenciado frente a Co?* 100 uM [50]. Actualmente se conoce que CtpJ es
capaz de transportar Fe?*, Co?" y Ni?, cuya funcién ha sido asociada a la desintoxicacion
de estos mismos metales [25, 50]. Especificamente se encontré que la enzima transporta
con mayor eficiencia Fe?* [25]; sin embargo, en nuestro andlisis transcripcional no se

observé una inducciéon de CtpJ al intoxicar con Fe®* pero si frente a Co?".

Figura 6-8: Respuestatranscripcional de ctpJ a condiciones de estrés. Transcripcion
relativa de ctpJ usando como normalizador sigA. Se analizaron diferentes condiciones de
estrés: Presencia de cationes de metales pesados como Cd?*, Co?*, Cu?*, Fe?*, Mn?*, Ni?*,
Pb?*y Zn?*; ademas de hipoxia y agentes de estrés redox a una concentraciéon 1 mM: H,Ox,
tert butil hidroperéxido, KCN y nitroprusiato de sodio. Los datos se grafican como promedio
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+ SEM derivados de tres réplicas técnicas. Las diferencias significativas (*p<0,05) se
hicieron comparando los valores en presencia de la condicién de estrés y el control de
ausencia.
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6.1.3.7 CtpV

Finalmente, la transcripcion del gen ctpV se activo de forma dosis dependiente al intoxicar
M. tuberculosis con Cu?*y en hipoxia (Figura 6-9). La activacién de CtpV por Cu?* se habia
reportado previamente, lo que fue asociado con el proceso de desintoxicacion por Cu* [11].
La activacion de CtpV en hipoxia también habia sido observada previamente mediante

analisis de microarreglos [96].

Figura 6-9: Respuestatranscripcional de ctpV a condiciones de estrés. Transcripcion
relativa de ctpV usando como normalizador sigA. Se analizaron diferentes condiciones de
estrés: Presencia de cationes de metales pesados como Cd?*, Co?*, Cu?*, Fe?*, Mn?*, Ni?*,
Pb?*y Zn?*; ademas de hipoxia y agentes de estrés redox a una concentraciéon 1 mM: H,Ox,
tert butil hidroperéxido, KCN y nitroprusiato de sodio. Los datos se grafican como promedio
+ SEM derivados de tres réplicas técnicas. Las diferencias significativas (*p<0,05) se
hicieron comparando los valores en presencia de la condicion de estrés y el control de
ausencia.
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Transcripcion relativa ctpV
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En resumen, se encontr6é que todas las ATPasas tipo Pig de M. tuberculosis responden a
nivel transcripcional frente a las diferentes condiciones de estrés consideradas. El
resultado del andlisis transcripcional mostré que CtpA, CtpG y CtpV se activan con Cu?*,
CtpC con Zn?*, CtpG con Cd?" y CtpJ con Co?", sugiriendo que estas ATPasas
potencialmente transportan y estan relacionadas con la desintoxicacion citosoélica de estos
metales. Estos resultados son comparables con estudios que establecen el sustrato de
estas enzimas, donde CtpA y CtpV son transportadores de Cu* [11, 174], CtpC
transportador de Zn?* [44], CtpG transportador de Cd?* [171], y CtpJ transportador de Co?*
[50]. Adicionalmente, al parecer la activacidn de estas enzimas se da en respuesta al

mantenimiento de la homeostasis idnica.

Los resultados nos permiten entonces sugerir que CtpA, CtpC, CtpJ, CtpG y CtpV estan
relacionadas con procesos de desintoxicacion de cationes de metales pesados, al
responder frente a altas concentraciones de estos metales, lo que también coincide con

los sustratos de estas enzimas [11, 44, 50, 171, 174].

Los resultados obtenidos también sugieren que CtpA, CtpB, y CtpD estarian asociadas con
la respuesta al estrés redox, toda vez que estos transportadores presentaron una
activacion en su transcripcion bajo la presencia de agentes de estrés oxidativo y nitrosativo,
como el KCN y nitroprusiato de sodio, respectivamente. De manera importante se puede

sugerir que CtpB y CtpC pueden ser relevantes cuando M. tuberculosis entra a un estado
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de hipoxia. En la respuesta al estrés redox e hipoxia, las ATPasas tipo Pig no actian
directamente para mitigar el estrés generado, ya que ellas tienen como funcion el
transporte de cationes a través de la membrana plasmética; cuando ellas se expresan bajo
estas condiciones posiblemente su funcion sea la entrega de cofactores (o cationes) a
enzimas extracitoplasmaticas, para estas sean activas y puedan hacer frente a la condicion
de estrés. Se han reportado que diversas enzimas periplasmaticas y de membrana
plasmética que requieren de cofactores, son sintetizadas y translocadas a estos
compartimientos sin cofactores en su estructura [167, 175, 176]. Por tanto, para que estas
enzimas sean funcionales debe existir una metalacion realizada en ciertos casos por
ATPasas tipo P1g[151, 164, 165, 167, 176-178]. Por lo tanto, podriamos sugerir que las
ATPasas tipo P1g tomarian el cation en el catidén del citosol para transportarlo hacia la cara

extracitoplasmética, a su vez metalando a las enzimas extracitoplasmaticas de destino.

En la Figura 6-10 se muestra un esquema de la respuesta que podrian tener las ATPasas
tipo P1s de M. tuberculosis. Se trata de un modelo construido a partir de los resultados de
la activacion transcripcional de las siete ATPasas tipo P1g analizadas bajo condiciones de

estrés en este trabajo.

Figura 6-10: Respuesta de las ATPasas tipo Pig a condiciones de estrés. Se muestra
la relacion que tienen las ATPasas tipo Pig de M. tuberculosis con las respuestas a
condiciones de estrés utilizadas en el presente trabajo. Se hace una separacion de los
siete transportadores en dos grupos: Aquellas ATPasas que tendrian un papel en la
desintoxicacion con cationes de metales pesados CtpA, CtpC, CtpG, CtpJ y CtpV; y las
ATPasas que estarian involucradas en la respuesta estrés redox, que en este caso se
encargarian de metalar a enzimas extracitoplasmaticas. Se representan las posibles
enzimas que son metalada por los 6valos de lineas punteadas.
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6.2 Analisis transcripcional de posibles reguladores
transcripcionales de las ATPasas tipo Pis

En el genoma de M. tuberculosis se encuentran codificadas proteinas reguladoras del tipo
de sistemas de dos componentes, histidina quinasas, factores sigma de la ARN
polimerasa, y otros reguladores transcripcionales. Algunos de estos productos génicos
estan anotados con funciones como la respuesta al estrés medioambiental como estrés

térmico, hipoxia, 6xido nitrico, inanicion, y estrés oxidativo [179].

6.2.1 Busqueda de reguladores transcripcionales de las ATPasas
tipo P1g de M. tuberculosis

La respuesta a condiciones de estrés por parte de las ATPasas tipo Pig de M. tuberculosis

puede entenderse mejor al conocer algunos detalles de la regulacién transcripcional de

estas 7 enzimas. Por tanto, se hizo una buUsqueda de algunos reguladores

transcripcionales o elementos trans de regulacién transcripcional de tipo proteico y sean

capaces de unirse al ADN en el entorno genémico y regulando la transcripcién de los genes

de las ATPasas tipo Pig de M. tuberculosis.

En el genoma de M. tuberculosis estdn anotados un total de 219 reguladores
transcripcionales [119] y [121]. Como reguladores transcripcionales en el presente trabajo,
se consideraron proteinas que tuviesen en su estructura sitios de unién a cationes
metdlicos y al ADN. Las ATPasas tipo Pig transportan iones de metales pesados para
controlar su contenido citosélico, por lo tanto, su expresion deberia ser regulada por la

presencia del cation a transportar en el citosol.

Los factores transcripcionales capaces de sensar cationes metalicos, se conocen
comunmente como proteinas metaloreguladoras. En el genoma de M. tuberculosis se
encuentran codificadas seis de las siete familias de proteinas metaloreguladoras hasta
ahora reportadas [180], representadas en un total de 25 proteinas diferentes. En la Tabla
6-3 se relacionan y clasifican las proteinas anotadas como metaloregulatorias de M.

tuberculosis.

Tabla 6-3: Posibles reguladores transcripcionales de las ATPasas tipo P1g a estudiar.
Se reportan los reguladores transcripcionales seleccionados para el presente estudio y su
funcién anotada en Tuberculist [119].
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Familia

ArsR/SmtB

CsoR/RicR

DtxR

FuR

Mer

Regulador
transcripcional
Rv0081
Rv0324
Rv0576
Rv0674

KmtR (Rv0827c)

Rv1674c
CmtR (Rv1994c)

Rv2034
SmtB (Rv2358)

Rv2640c
Rv2642
Rv3095
NmtR (Rv3744)

Rv3773c
Rv0190
CsoR (Rv0967)

Rv1766
IdeR (Rv2711)

SirR (Rv2788)
FurA (Rv1909c)

Zur (Rv2359)

HspR (Rv0353)

Rv1828
Rv1830
Rv3334

Funcion descrita en el servidor Tuberculist [119]

Posible regulador transcripcional.

Posible regulador transcripcional de la familia ArsR.

Posible regulador transcripcional de la familia ArsR.
Proteina conservada hipotética, relacionada con regulador
putativo de la degradacion del acido fenilacetico de la
familia ArsR de Sinorhizobium meliloti.

Represor transcripcional del operador-promotor KMTR.
Represién susceptible a Ni>* o Co?. Pertenece a la familia
ArsR-SmtB.

Posible regulador transcripcional.

Represor transcripcional del operador-promotor CMT.
Represién susceptible a Cd?*. Pertenece a la familia ArsR-
SmtB.

Represor transcripcional de la familia ArsR.

Regulador transcripcional SmtB de la familia ArsR.
Represién susceptible a Zn?*.

Posible regulador transcripcional de la familia ArsR.

Posible regulador transcripcional de la familia ArsR.

Posible regulador transcripcional.

Represor transcripcional del operador-promotor NMTA.
Represién susceptible a Ni** y Co?*. Pertenece a la familia
ArsR-SmtB.

Funcion desconocida.

Funcion desconocida.

Represor transcripcional del operdn cso.
susceptible a Cu®. Pertenece a la familia CsoR.
Funcién desconocida.

Represor y activar dependiente de hierro IdeR. Regulador
transcripcional de la biosintesis de siderdforos y captura de
hierro.

Represor transcripcional SirR.

Regulador de captura de hierro FurA. Actia como elemento
de control global negativo, empleando Fe?* como cofactor
para unirse al operador de los genes reprimidos. Regula la
transcripcién de KatG.

Posible regulador de la captura de Zinc. Actia como
elemento de control global negativo, empleando Zn?* como
cofactor para unirse al operador de los genes reprimidos.
Posible regulador transcripcional del choque térmico HspR
(familia MerR). Involucrado en la regulacién transcripcional
(represion) de las proteinas de choque térmico.

Funcion desconocida.

Funcion desconocida.

Posible regulador transcripcional de la familia MerR.

Represién
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Una vez identificados los genes que codifican las proteinas metaloreguladoras en el
genoma de M. tuberculosis, se determind si su ubicacion se encontraba en el entorno
gendmico de genes que codifican ATPasas tipo Pis. En la Figura 6-11 se muestra la
arquitectura genémica alrededor del locus de las ATPasas tipo Pis consideradas en este
estudio. En el entorno genémico de ctpG, ctpJ y ctpV se encontraron los genes que
codifican las proteinas metaloreguladora CmtR, NmtR y CsoR, respectivamente. En el

caso especifico de ctpG y ctpV sus posibles reguladores hacen parte del mismo operon.

Figura 6-11: Arquitectura gendmica del entorno genémico de las ATPasas tipo Pis
de M. tuberculosis. Los genes mostrados en color se predicen ubicados en operones, en
tanto que los mostrados en gris corresponden a genes localizados en la vecindad, sin que
se ubiquen compartiendo un operon con las ATPasas tipo Pig. Las flechas representan la
direccién y el tamafio de los genes. Con estrellas se sefialan aquellos genes determinados
como importantes para la virulencia mediante estudios de mutagénesis a gran escala [20,
181]. Esta figura fue tomada y adaptada de [68].
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Se encontré que la expresion de CtpG puede estar regulada a nivel transcripcional por
CmtR (Rv1992c). Se conoce que CmtR es un represor que une los cationes Cd?*y Pb?"y
hace parte de la familia ArsR-SmtB [172]. Este represor transcripcional es inducido por la
presencia de Cd?' generando la disociacién del complejo proteina represora-ADN,
iniciando asi la transcripcion del operon cmtR-Rv1993c-Rv1992¢ mediada por la ARN
polimerasa [173]. En el caso de CtpJ, su regulador transcripcional seria NmtR (Rv3744),
que también pertenece a la familia ArsR-SmtB y es sensado por Co?* y Ni?* [182].
Finalmente, CtpV seria regulado por CsoR (Rv0967) que hacer parte de la familia CsoR-
RicR, la que posee sitios de unidén a Cu* y hace parte del operdn de respuesta a Cu [183].
Al igual que los dos reguladores transcripcionales anteriores, CsoR funciona como un
represor que en presencia de Cu* se disocia del complejo CsoR-ADN permitiendo la

transcripciéon del operdn cso [183].

Para los genes de ctpA, ctpB, ctpC y ctpD no se encontrd algin gen que codifique una
proteina metaloreguladora en su entorno genémico, sugiriendo que pueden tener otro tipo
de regulacion a nivel transcripcional. Para ellos, otra opcidn es la existencia de elementos
de transcripcion cis que puedan ser reconocidos por proteinas metaloreguladoras
presentes en el entorno gendémico de los genes de estas ATPasas; en este caso, los genes
que codifican a los reguladores se ubicarian en otra regiébn gendmica dificultando su
identificacion. Una vez expresado, el posible regulador seria capaz de reconocer
secuencias cercanas a los genes de las ATPasas, formando un complejo regulador-ADN
gue active o reprima la transcripcion de la ATPasa. Por lo tanto, al desconocer el tipo de
regulacién transcripcional que puedan tener CtpA, CtpB, CtpC y CtpD, la busqueda se

amplio a otro tipo de reguladores transcripcionales.

Por lo tanto, en la busqueda de elementos de regulacién transcripcional trans relacionados
con la expresion de las ATPasas tipo P1g de M. tuberculosis, también se utilizé la red de
regulacién transcripcional reportada por Du y colaboradores [120], dénde se relacionan los
reguladores transcripcionales y sus posibles genes diana. Al considerar como genes diana
las ATPasas tipo Pig en este modelo, se encontré que ctpC podria estar regulado por
Rv0324 [184], a su vez regulador del en rv3269 que hace parte del operdon de ctpC.
Siguiendo este mismo modelo, en el caso de ctpD y los genes de su operdn (trxA, trxBly
echA12) podrian estar regulados por SigH (Rv3223c) [184]. Por otra parte, Rv1033 podria

regular a ctpJ y su posible regulador (NmtR) [184]. En este caso no se descarta que ctpJ
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sea regulado por NmtR, quien no estaria considerado en la red transcripcional de DU y
colaboradores [120]. Finalmente, se confirma que ctpV estd regulado por CsoR, cuyo

operon, al que pertenece ctpV, es regulado por Rv3334 [185].

De forma adicional en la basqueda de posibles reguladores, también se utilizé la relacién
de factores de transcripcion y los genes diana que reportan Balazsi y colaboradores [185].
En esta aproximacion se encontrd que ctpD y su operén (rv1470, rv1471y rv1472) estarian
regulados por SigH (Rv3223c); ctpG Y su operdn (rv1993c y rv1994c) estarian regulados
por CmtR; ctpJ estaria regulado por NmtR; y ctpV con SU operén (rv0967, rv0968 y rv0970)

estarian regulados por CsoR.

Como resultado de nuestra busqueda, por ninguna de las aproximaciones consideradas
se encontro reguladores transcripcionales para los genes de ctpA y ctpB. Para superar
este inconveniente, también usamos el servidor TB Network Portal [121], que relaciona
datos obtenidos por técnicas de ChIP-Seq (Inmunoprecipitacion de Cromatina-
Secuenciacion, siglas en ingles) y TFOE (sobreexpresion de factores de transcripcion,
siglas en ingles). Estas dos técnicas permiten conocer la regién de gendémica en la que un
regulador transcripcional podria estar interaccionando. ChIP-seq permite identificar la
region genémica donde ocurre la interaccion ADN-proteina [186]. Al buscar en el entorno
gendmico de las ATPasas tipo P1g es posible identificar proteinas que podrian interaccionar
cerca o dentro del gen. En la Tabla 6-4 se muestra una lista de las proteinas identificadas
por esta técnica, encontrando que todas las ATPasas tipo Pig estan relacionadas con al

menos un regulador transcripcional, a excepcién de CtpC.

Tabla 6-4: Posibles reguladores transcripcionales de las ATPasas tipo Pis
identificados por Chip-seq. Se relacionan los reguladores transcripcionales que estan
relacionados con las ATPasas tipo Pig de M. tuberculosis. Se identifica la posicion y
localizacién de interaccion gendmica. Esta identificacién se hizo mediante el servidor TB
Network Portal [121] basado en los datos obtenidos por la técnica Chip-seq.

ATPasa tipo P;g  Regulador transcripcional Sitio de interaccion Localizacion genémica

CtpA Rv2250c Dentro del gen 101.096
CtpB SigC (Rv2069) Corriente arriba 122.199
TrcR (Rv1033c) Corriente arriba 122.199
KstR (Rv3574) Corriente arriba 122.199

CtpC
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CtpD WhiB5 (Rv0022c) Corriente arriba 1.656.924
MtrA (Rv3246c) Corriente arriba 1.656.924
CtpG WhiA (Rv1423) Dentro del gen 2.236.971
CtpJ NmtR (Rv3744) Corriente arriba 4.195.373
Rv0081 Corriente arriba 4,195.373
Rv0023 Corriente arriba 4,195.373
TrcR (Rv1033c) Corriente arriba 4.195.373
Ctpv Rv1816 Corriente arriba 1.078.545
Rv0324 Corriente arriba 1.078.545

Por lo tanto, se proponen como posibles reguladores transcripcionales de ctpA y ctpB a
Rv2250c (Regulador de la familia TetR) y SigC (Factor sigma de la ARN polimerasa),
respectivamente. En el caso de ctpB se identificaron dos reguladores transcripcionales
adicionales: TrcR (Sensor del sistema de dos componentes TrcS/TrcR) y KstR (Regulador
de la familia TetR). También se identificaron otros elementos trans que podrian estar
regulando la expresion de CtpD, CtpG, CtpJ y CtpV, de todos ellos NmtR (Regulador de
CtpJ) coincide con los resultados de las blsquedas anteriores. Esto sugiere que podria
haber méas de un regulador transcripcional que afectaria la expresion de las ATPasas tipo
Pig.

El segundo método de analisis para identificar reguladores transcripcionales con el
servidor TB Network Portal [121] es a partir de los datos obtenidos por la metodologia de
TFOE, la que evalla el efecto que tiene la sobreexpresion de cada uno de los diferentes
reguladores transcripcionales en la transcripcion del genoma M. tuberculosis, utilizando
microarregos. En la Tabla 6-5 se muestran los reguladores que al ser sobreexpresados,
serian capaces de cambiar el perfil transcripcional de las ATPasas tipo Pz de M.

tuberculosis.

Tabla 6-5: Posibles reguladores transcripcionales de las ATPasas tipo Pis
identificados por TFOE. Se reportan los reguladores transcripcionales que estarian
relacionados con las ATPasas tipo Pig de M. tuberculosis. Esta identificacion se hizo
mediante el servidor TB Network Portal [121] basando los datos obtenidos por la técnica
TFOE. Se relaciona el tipo de efecto que produce la sobreexpresion del regulador
transcripcional con la transcripcion de los genes de las ATPasas tipo Pig, la relacion de la
induccién *Relacién Log» de (Factor de transcripcién inducido / Factor de transcripcion no
inducido) y si afecta a los genes de los operones a los que pertenecen las bombas.

ATPasa Regulador Efecto Relacion de induccion*  Afecta genes del
tipo P1s transcripcional operdn
CtpA Rv0818 Induce 2,58 N/A
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CtpB SigC (Rv2069) Induce 2,20 N/A
Rv0324 Reprime -1,46 Reprime a rv3269
CtpC Rv3058c Induce 1,18 Induce a rv3269
Rv1358 Induce 1,12 Induce a rv3269
WhiB2 (Rv3260c) Induce 1,03 Induce a rv3269
WhiB3 (Rv3416) Reprime -1,96 No
WhiB5 (Rv0022c) Reprime -1,82 Induce solo a
rv1470
SigH (Rv3223c) Reprime -1,77 Induce a rvi470,
rv1471yrvi472
MosR (Rv1049) Reprime -1,54 Induce solo a
rv1471yrvi472
Rv1990c Reprime -1,27 No
CtpD Rv0324 Reprime -1,21 No
SigE (Rv1221) Reprime -1,10 Induce solo a
rv1471
Rv0238 Reprime -1,09 Reprime a rv1470,
rv1471yrvi472
Mce3R (Rv1963) Reprime -1,09 Reprime solo a
rv1470
PhoP (Rv0757) Reprime -1,08 No
Hns (Rv3852) Induce 1,05 No
CmtR (Rv1994c) Reprime -2,15 Reprime a rvi993c
e induce a rv1994c
Rv0324 Reprime -1,50 Reprime a rv1993c
CtpG : : y rvi954c
SirR (Rv2788) Reprime -1,36 Reprime solo a
rv1993c
Rv0081 Induce 1,26 Induce a rvi993c y
rv1994c
Rv0081 Induce 2,75 No
CtpJ Rv0023 Induce 2,39 Induce a rv3744
Rv0324 Induce 1,06 No
Rv0967 Reprime -1,99 Reprime a rv0968 y
rv0970 e induce a
CtpV rv0967
SigC (Rv2069) Induce 1,38 Induce a rv0967,
rv0968y rv0970

Se encontr6 que la expresion de ctpA podria ser inducida al sobreexpresar el regulador
transcripcional Rv0818. En el caso de ctpB se identifica huevamente a SigC como inductor
de la expresion. Para ctpC se encuentra nuevamente que el regulador Rv0324 reprime a
ambos genes del su operoén, y también se encuentran otros tres reguladores que podrian

inducir ctpC; sin embargo, al comparar los valores de la relaciéon de induccion, existiria una
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mayor influencia en CtpC al sobreexpresar Rv0324. En el caso de CtpD, su expresion
podria estar regulada por 11 reguladores transcripcionales, solo dos de ellos capaces
también de afectar la expresion de los demas genes del operdn de CtpD: SigH (un factor
sigma de la ARN polimerasa) es capaz de reprimir la transcripcion de ctpD, pero induce a
los genes del operdn; y la sobreexpresion de Rv0238 es capaz de reprimir la expresion de

todos los genes del operdn de ctpD.

Para ctpG se encontré que CmtR presenta el mayor valor de la relacion de induccion. CmtR
también es capaz de reprimir la transcripcion de los genes que hacen parte del operén de
CtpG, en este caso existiria una induccién del gen del regulador, ya que en la metodologia
del ensayo implicitamente se hace una previa sobreexpresion del regulador. En el caso de
ctpJ se encontraron tres posibles reguladores transcripcionales, siendo Rv0081 el de
mayor relacién de induccion. Finalmente, para el caso de ctpV se presentaria induccion al
sobreexpresar dos reguladores transcripcionales entre ellos se encuentra CsoR, que
presenta el mayor valor de la relacion de induccion y reprime la transcripcion de los genes
del operdn de CtpV, e induciendo al gen del regulador, tal como se observé para el caso

de CmtR (regulador de ctpG).

A partir de una integracion de todas las busquedas realizadas de los posibles reguladores
transcripcionales, se proponen finalmente como reguladores de las ATPasas tipo P1s de
M. tuberculosis los relacionados en la Tabla 6-6. Algunos genes de ATPasas tipo Pig
muestran varias opciones de reguladores, pero por practicidad el andlisis transcripcional
por gPCR bajo las diferentes condiciones de estrés se realizé solo con algunos de ellos.
Normalmente se estudié solo con un regulador; sin embargo, en los casos de incertidumbre

del posible regulador transcripcional, se prob6 uno adicional.

En conclusion, los criterios para la seleccion del regulador transcripcional a probar fueron:
primero su ubicacion gendémica, si se encontraba en la vecindad del gen de la ATPasa tipo
P1g (como lo fueron los reguladores de CtpG, CtpJ y CtpV); segundo, si estos reguladores
se relacionan con los genes que componen los operones en las ATPasas; tercero, si ellos
se repetian en las diferentes estrategias de busqueda (como los reguladores de CtpB,
CtpC, y CtpD—con SigH). En el caso de CtpA se seleccionaron los dos reguladores que
arrojo el servidor TB Network Portal [121], porque no existid algun criterio que discrimine

entre los reguladores. En el caso especifico de CtpD se seleccion6 un regulador
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transcripcional adicional, Rv0238, que es capaz de afectar los genes que componen al
operon de la bomba. Durante la seleccién de reguladores transcripcionales de la ATPasa
tipo P1g no se descarta que las otras proteinas encontradas participen en la regulaciéon

transcripcional de las bombas.

Tabla 6-6: Posibles reguladores transcripcionales de las ATPasas tipo Pis. Se
reportan los reguladores transcripcionales que se seleccionaron para el presente estudio
y se relaciona su funcién que fue obtenida del servidos tuberculist [119].

ATPasa Regulador Funcion descrita en el servidor tuberculist [119]
tipo P transcripcional
CtpA Rv0818 Regulador transcripcional
Rv2250c Posible regulador transcripcional de la familia TetR
CtpB SigC (Rv2069) Factor sigma de la ARN polimerasa de la subfamilia ECF
CtpC Rv0324 Posible regulador transcripcional de la familia ArsR
CtpD SigH (Rv3223c) Factor sigma alternativo involucrado en la respuesta a
estrés oxidativo (regulacién del reciclaje de tiorredoxina)
Rv0238 Posible regulador transcripcional de la familia TetR
CtpG CmtR (Rv1994c) Represor transcripcional del operador-promotor CMT.
Represién susceptible a Cd?*. Pertenece a la familia ArsR-
SmtB
CtpJ NmtR (Rv3744) Represor transcripcional del operador-promotor NMTA.
Represién susceptible a Ni** y Co?. Pertenece a la familia
ArsR-SmtB
CtpV CsoR (Rv0967) Represor transcripcional del operén cso. Represion

susceptible a Cu*. Pertenece a la familia CsoR.

6.2.2 Parametros para el analisis transcripcional de los posibles
reguladores de las ATPasas tipo Pis

Teniendo ya definidos los genes de los reguladores a estudiar, se disefaron los iniciadores

para el andlisis transcripcional por qPCR. En la Tabla 5-2 (Numeral 5.2.2) se muestran los

iniciadores disefiados con el tamafio del producto esperado. La especificidad de estos

iniciadores se comprob6 mediante PCR convencional utilizando como molde ADN de M.

tuberculosis H37Ra. Como se muestra en la Figura 6-12, el tamafio de los diferentes

amplimeros obtenidos corresponden a los tamafios de banda esperados.

Figura 6-12: Comprobacion por PCR de los iniciadores disefiados para el analisis
transcripcional de los reguladores transcripcionales de las ATPasas tipo Pig.
Productos de amplificacion usando los iniciadores de los reguladores transcripcionales que
fueron disefiados, y ADN gendémico de M. tuberculosis H37Ra como molde. Se muestran
los tamafios de los amplimeros y en la parte inferior se relacionan los genes probados.
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Una vez confirmado que los iniciadores amplificaran el producto esperado, se procedié a
obtener las curvas de eficiencia para cada pareja de iniciadores y asi asegurar que pueden
ser empleados para el andlisis por gPCR. Estas curvas fueron obtenidas a partir de
diferentes cantidades de ADN genomico de M. tuberculosis H37Ra, estandarizando
condiciones como la temperatura de anillaje, buscando obtener eficiencias cercanas a 2, y
curvas de fusion que demuestran la especificidad la amplificacion. La Tabla 6-7 muestra
las condiciones de reaccion de la qPCR, la temperatura de anillaje de cada juego de
iniciadores y las eficiencias de reaccion conseguidas. Las curvas de eficiencia obtenidas
para cada juego de iniciadores fueron apropiadas para hacer el andlisis transcripcional de
los reguladores, informacion necesaria para conocer el comportamiento de ATPasas tipo

P1g bajo condiciones de estrés.

Tabla 6-7: Curvas de eficiencia de las parejas de iniciadores utilizados en el andlisis
por gPCR de los genes de los reguladores de las ATPasas tipo Pis. Se reportan los
iniciadores que fueron disefiados para el analisis transcripcional de los reguladores de las
ATPasas tipo Pig, mostrando los tamafios de los amplimeros esperados para cada uno de
los juegos de iniciadores.

Gen Iniciadores Taniaie(’C)  Eficiencia R? Threshold
rv0818 RT-Rv0818-dir-2/RT-Rv0818-rev-2 60,0 1,94 0,991 5,657
rv2250c RT-Rv2250c-dir/RT-Rv2250c-rev 59,0 2,00 0,992 8,782
rv2069 (sigC) RT-Rv2069-dir/RT-Rv2069-rev 58,7 1,87 0,995 18,243
rv0324 RT-Rv0324-dir/RT-Rv0324-rev 58,9 1,92 0,991 14,606
rv0238 RT-Rv0238-dir-2/RT-Rv0238-rev-2 59,3 1,86 0,998 6,116
rv3223c (sigH) RT-Rv3223c-dir/RT-Rv3223c-rev 58,2 1,97 0,992 16,722

rv1994c (cmtR) RT-Rv1994c-dir/RT-Rv1994c-rev 58,0 1,81 0,990 10,637
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rv3744 (NmtR) RT-Rv3744-dir/RT-Rv3744-rev 58,9 1,92 0,991 4,485
rv0967 (CsoR)  RT-Rv0967-dir/RT-Rv0967-rev 58,2 1,89 0,981 6,237
6.2.3 Respuesta transcripcional de los reguladores

transcripcionales de las ATPasas tipo Pis

El comportamiento transcripcional de los posibles reguladores de las ATPasas tipo P1g de
M. tuberculosis, se determiné bajo las mismas condiciones que produjeron cambios en la
transcripcién relativa de los genes de las ATPasas tipo Pig posiblemente reguladas por
ellos. Esta aproximacion tenia como objeto de asegurar que si existe un cambio a nivel
transcripcional del regulador, también se vea reflejado un cambio en la transcripcion de la

ATPasa posiblemente regulada por el regulador.

6.2.3.1 Rv0818 y Rv2250c: Reguladores transcripcionales de CtpA

Rv0818 y Rv2250c fueron los reguladores transcripcionales seleccionados a estudiar para
CtpA. En la Figura 6-13 se muestra el analisis transcripcional para el gen rv0818. Se
encontré un aumento en la transcripcion del gen al someter las bacterias a condiciones de
hipoxia y en la presencia de Cu?* 20 uM y nitroprusiato de sodio, condiciones que también
activaron un aumento de numeros de transcritos de ctpA. Esta relacion entre Rv0818 y
CtpA también se pudo evidenciar en los ensayos de TFOE, en los que al sobreexpresar in
vitro a Rv0818 se induce 2,58 veces la transcripcion de ctpA [121]. Por lo tanto, se puede
concluir que existe una activacion de la transcripcion de rv0818 bajo las condiciones de
hipoxia y presencia de Cu, donde también se obtuvo un aumento en la transcripcion de

ctpA bajo las mismas condiciones.

El regulador Rv0818 es homologé al regulador GInR de Streptomyces coelicolor, y se ha
relacionado en la respuesta a nitrégeno. En M. tuberculosis Rv0818 controla genes
involucrados en la desintoxicacion de o6xido nitrico y genes relacionados con la
supervivencia intracelular, razén por la que este gen se induce en presencia de
nitroprusiato de sodio que es un donor de 6xido nitrico. El motivo consenso de unién de
GInR [187] coincide con secuencias ubicadas en el entorno genémico de CtpA,
especificamente en la posicion -166 del gen (corriente arriba de ctpA) en la hebra
antisentido (GAACGCGGGCCGAA; en rojo se resaltan nucleétidos de Rv0818 diferentes

al consenso de GInR). Esta secuencia indica que habria un potencial motivo de unién por
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de Rv0818 en el entorno genético de ctpA, que ademdas podria estar regulando su

expresion.

Figura 6-13: Respuesta transcripcional de rv0818 a condiciones de estrés. Se
relacionan la transcripcion relativa de rv0818 usando como normalizador sigA. Se
analizaron diferentes condiciones de estrés: Presencia de Cu?* 20 uyM, KCN 1mM vy
nitroprusiato de sodio 1mM e hipoxia. Los datos se grafican como promedio + SEM
derivados de tres réplicas. Las diferencias significativas (**p<0,01) se hicieron comparando
los valores en presencia de la condicién de estrés y el control de ausencia.
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Por otro lado, el regulador transcripcional Rv2250c presentdé una induccion de su
transcripcion bajo condicion de hipoxia (Figura 6-14), sugiriendo que Rv2250c podria estar
regulando la expresion de ctpA bajo esta condicion. Segun andlisis por Chip-Seq,
Rv22550c tiene un sitio de unién dentro del gen ctpA [121], localizado cerca al nucleétido
513. Actualmente se desconoce la secuencia consenso de reconocimiento de Rv2250c,
sin embargo, es posible que la secuencia de reconocimiento en el gen ctpA sea
CGGTCGGTATCACGG (se subraya el nucleétido que coincide con la localizacién

gendmica de 101.096, region donde se une el regulador).

Se conoce que Rv2250c¢ hace parte de la familia de reguladores TetR, caracterizados por
reprimir en ausencia del agente inductor, que en el caso de Rv2250c se desconoce. Esta
familia de reguladores es capaz de unirse al ADN por su regidon N-terminal, dejando al
dominio C-terminal para interactuar con uno o mas ligandos. Este tipo de reguladores

también son capaces de interactuar con excepcional diversidad de moléculas que incluyen
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antibidticos, metabolitos, y moléculas de sefializacion célula a célula [188]. Por tanto, el
hecho de que Rv2250c de M. tuberculosis se active en hipoxia, sugiere que posiblemente
este regulador sea capaz de reconocer metabolitos relacionados con la adaptacién a un
ambiente de baja contenido de oxigeno. A diferencia del regulador Rv0818, que se indujo
bajo las mismas condiciones que CtpA, el regulador Rv2250c solo present6 una activacion
bajo condiciones de hipoxia; posiblemente ambos reguladores estén involucrados en la
regulacién transcripcional del gen ctpA, pero en el caso de Rv2250c este solo estaria

regulando en condiciones donde la bacteria se enfrenta a un bajo contenido de oxigeno.

Figura 6-14: Respuesta transcripcional de rv2250c a condiciones de estrés. Se
relacionan la transcripcion relativa de rv2250c usando como normalizador sigA. Se
analizaron diferentes condiciones de estrés: presencia de Cu?* 20 uyM, KCN 1mM y
nitroprusiato de sodio 1mM e hipoxia. Los datos se grafican como promedio + SEM
derivados de tres réplicas. Las diferencias significativas (*p<0,05) se hicieron comparando
los valores en presencia de la condicion de estrés y el control de ausencia.
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6.2.3.2 SigC: Regulador transcripcional de CtpB

El factor sigma SigC que estaria regulando a nivel transcripcional a ctpB, fue analizado
bajo las condiciones de hipoxia y la presencia de los agentes de estrés redox KCN y
nitroprusiato de sodio. La Figura 6-15 muestra el resultado obtenido, encontrando

efectivamente que sigC al igual que ctpB es inducido bajo las condiciones consideradas.
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Figura 6-15: Respuesta transcripcional de sigC a condiciones de estrés. Se
relacionan la transcripcion relativa de sigC usando como normalizador sigA. Se analizaron
diferentes condiciones de estrés: presencia de KCN 1mM vy nitroprusiato de sodio 1mM e
hipoxia. Los datos se grafican como promedio + SEM derivados de tres réplicas. Las
diferencias significativas (*p<0,05 y **p<0,01) se hicieron comparando los valores en
presencia de la condicion de estrés y el control de ausencia.
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El resultado anterior indica que al estar la bacteria bajo estas condiciones de estrés, el
factor sigma SigC se sobreexpresa y facilita su uniéon en la regiébn promotora de ctpB
aumentando su transcripcion. La secuencia de reconocimiento de SigC de M. tuberculosis
es GGGAAC — (17pb) — CGACT [189], también se encuentra corriente arriba del gen ctpB
en la posicién -41, junto a la secuencia GGGAACCGATTACCGCCTGCTTACGACT. Otra
evidencia de que este factor podria estar regulando la expresion de CtpB, son los
resultados de TFOE donde la sobreexpresion in vitro de SigC induce 2,20 veces la
transcripciéon de ctpB [121]. Este andlisis se puede comparar con la induccién
transcripcional de sigC bajo las condiciones de hipoxia y presencia de KCN y nitroprusiato

de sodio, estas condiciones también activaron la transcripcion de ctpB.

6.2.3.3 Rv0324: Regulador transcripcional de CtpC

En el caso de Rv0324 que posiblemente regula la transcripcion del gen ctpC, su
transcripcion relativa es inducida en presencia de Ni?*, y Zn?" en un mayor grado (Figura
6-16). Ademas, se observd un aumento significativo en la transcripcion de rv0324 bajo
condiciones de hipoxia. En este caso las condiciones de activacion de rv0324 coinciden
con las condiciones de activacion de la transcripcion del gen ctpC. En este orden de ideas,

estas tres condiciones de estrés podrian ser agentes inductores.
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Al ser Rv0324 un regulador que pertenece a la familia de proteinas metaloregulatorias
ArsR, se trata entonces de represores que en ausencia del agente inductor estan unidos
al ADN, inhibiendo la expresion de genes [180]. La presencia del inductor se produce una
derepresion permitiendo la transcripcion de genes. Ademas, esta familia de reguladores

es capaz de controlar su propia expresion funcionando como autorepresor.

La familia de reguladores ArsR se han asociado la desintoxicacion de diferentes metales,
al sensar la concentracion del metal y regulando la transcripcién de genes relacionados
con la desintoxicacion [106]. También, se han encontrado reguladores ArsR que
relacionados con procesos de regulacion en produccién de pigmentos, toxinas,

esporulacion y formacion de biopeliculas [190].

Figura 6-16: Respuesta transcripcional de rv0324 a condiciones de estrés. Se
relacionan la transcripcion relativa de sigC usando como normalizador sigA. Se analizaron
diferentes condiciones de estrés: presencia de Ni?* 600 yM, Zn?* 200 uM e hipoxia. Los
datos se grafican como promedio + SEM derivados de tres réplicas. Las diferencias
significativas (*p<0,05) se hicieron comparando los valores en presencia de la condicién
de estrés y el control de ausencia.
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En este orden de ideas, los resultados obtenidos podrian sugerir que posiblemente la
proteina Rv0324 esté regulando la expresion de CtpC y también su propia expresion, para
lo que necesitaria entonces diferentes sitios de unién en el genoma. La induccion de
Rv0324 en hipoxia, también sugeriria que este regulador podria responder a condiciones
diferentes a la presencia de cationes de metales pesados, funcionando como un regulador
ArsR no canénico. La respuesta de Rv0324 a la hipoxia, se habia reportado previamente
[191].
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6.2.3.4 SigH y Rv0238: Reguladores transcripcionales de CtpD

En el caso de sigH (Rv3223c), el posible regulador transcripcional de CtpD, su
transcripcién se activdé bajo condiciones de estrés redox, por la presencia de KCN y
nitroprusiato de sodio, y en menor medida bajo condiciones de hipoxia (Figura 6-17). Estas
condiciones también activaron el gen ctpD. Se debe destacar que no se encontré una

induccioén de la transcripcion de sigH en presencia de Fe®*.

Figura 6-17:_Respuesta transcripcional de sigH a condiciones de estrés. Se relacionan la
transcripcion relativa de sigH usando como normalizador sigA. Se analizaron diferentes
condiciones de estrés: presencia de Fe, Zn, KCN, nitroprusiato de sodio e hipoxia. Los
datos se grafican como promedio + SEM derivados de tres réplicas. Las diferencias
significativas (*p<0,05) se hicieron comparando los valores en presencia de la condicién
de estrés y el control de ausencia.
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El factor sigma SigH de M. tuberculosis es inducido por estrés oxidativo de tioles, choque
térmico y fagocitosis [192, 193]. Esto confirma el resultado obtenido en nuestro andlisis
donde se observé un aumento de la transcripcion de sigH en presencia de agentes de
estrés redox. Entonces, si las mismas condiciones activan la transcripcion de los genes
sigH y ctpD, permite suponer que SigH podria estar controlando la transcripcion de ctpD y
los genes de su operén. En estudios previos se ha encontrado que SigH afecta la
expresion de trxB1, una tiorredoxina que hace parte del operén donde se ubica CtpD [192],
lo que permite pensar que SigH también regularia a CtpD. La secuencia de reconocimiento

de SigH [189, 194], que mejor se acomoddé en la regiéon promotora de CtpD es
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GGTCGTCTGGGCCGCCGCGGCCGAGTTG, ubicada en la -324 de gen ctpD;

comprobando la posible regulacion de CtpD por SigH.

También se considero el regulador transcripcional Rv0238, en el control transcripcional del
gen ctpD. El andlisis transcripcional del gen rv0238 mostrd una activacion en presencia de
KCN, nitroprusiato de sodio e hipoxia, en menor media (Figura 6-18), las mismas
condiciones en que se activo ctpD. Durante la seleccion del regulador de CtpD, se tomé
como criterio que el regulador afecte a los genes de su operdn y reportados por TFOE
[121]. Los reguladores SigH y Rv0238 cumplian esta condicién; sin embargo, por lo
reportado por TFOE la sobreexpresion in vitro de Rv0238 reprime la expresion de los genes
del operdn ctpD. Por el contrario, nuestro andlisis indica que tanto el gen ctpD y rv0239
tienen un aumento en la transcripcién bajo las mismas condiciones. Aunque los resultados
obtenidos por ambas metodologias son contradictorias (como en los casos de CtpA-
Rv0818 y CtpB-SigC), al mismo tiempo podrian ser complementarias, toda vez que
mientras en TFOE se sobreexpresa in vitro el regulador para determinar su efecto en la
transcripcién de otros genes, en nuestro andlisis las bacterias se someten a una condicion

gue hace que se expresen proteinas de respuesta y no solo el regulador transcripcional.

Actualmente se desconoce la secuencia reconocida por Rv0238, al igual que el locus
donde se une, lo que no permite saber si el regulador interactuaria en la cercania del gen
ctpD. Se conoce que Rv0238 hace parte a la familia de reguladores transcripcionales TetR,
funcionando como represor en ausencia del agente efector [188]. Por tanto, con los
resultados obtenidos en el analisis transcripcional del presente trabajo se podria sugerir
gue Rv0328 estéd involucrado con una respuesta a estrés redox e hipoxia, posiblemente
siendo sensado por metabolitos relacionados con la adaptacion a estas condiciones de

estrés.

Figura 6-18: Respuesta transcripcional de rv0238 a condiciones de estrés. Se relacionan
la transcripcion relativa de rv0238 usando como normalizador sigA. Se analizaron
diferentes condiciones de estrés: presencia de Fe®', Zn?*, KCN, nitroprusiato de sodio e
hipoxia. Los datos se grafican como promedio =+ SEM derivados de tres réplicas. Las
diferencias significativas (*p<0,05 y **p<0,01) se hicieron comparando los valores en
presencia de la condicién de estrés y el control de ausencia.
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6.2.3.5 CmtR: Regulador transcripcional de CtpG

CmtR presenté un aumento en la transcripcion de su gen en presencia de Cd?* y Cu?*;
también se observé en menor medida una inducciéon con Pb?* e hipoxia (Figura 6-19),
condiciones que también indujeron a ctpG. Al pertenecer ambos genes al operén cmtR-
Rv1993c-ctpG [173], es de esperar que los genes que lo componen se expresen como un
Gnico transcrito, por tanto la induccién de la transcripcion de alguno de estos genes afecta
en la misma medida a los demas genes; explicando el mismo comportamiento
transcripcional de CmtR y CtpG.

CmtR pertenece a la familia ArsR y hace parte del grupo de reguladores que sensan Cd?*
y Pb?" [172], y controla la expresion del operén cmtR-Rv1993c-ctpG [173], por lo que es
capaz autoregular su expresion. Mediante ensayos de movilidad electroforética se ha
encontrado que CmtR se disocia parcialmente del ADN en presencia de Cd?* 10 uM, y no
reacciona en presencia de Pb?* [173]. Previamente no se habia relacionado a CmtR con
el Cu?*, pero nuestros resultados arrojan que bajo concentraciones toxicas de Cu?
(500uM) existe una activacion de la transcripcion de CmtR. Sin embargo, Ward y
colaboradores [11] observaron un aumento en la transcripcién del gen ctpG al intoxicar M.
tuberculosis con 500 uM de Cu?". También se habia reportado por experimentos de

microarreglos que CmtR se induce en hipoxia [97].
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Figura 6-19: Respuesta transcripcional de cmtR a condiciones de estrés. Se relacionan
la transcripcion relativa de cmtR usando como normalizador sigA. Se analizaron diferentes
condiciones de estrés: presencia de Cd?*, Cu?*, e hipoxia. Los datos se grafican como
promedio + SEM derivados de tres réplicas. Las diferencias significativas (*p<0,05) se
hicieron comparando los valores en presencia de la condicion de estrés y el control de
ausencia.
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Se conoce que el regulador CmtR hace parte de la familia ArsR y presenta sitios de union
a Cd?* y Pb?" Por tanto, con los resultados obtenidos del andlisis transcripcional del
presente trabajo podrian sugerir que CmtR est4 involucrado con una respuesta a estrés
redox e hipoxia, posiblemente siendo sensado por metabolitos relacionados con la

adaptacion a estas condiciones de estrés.

6.2.3.6 NmtR: Regulador transcripcional de CtpJ

La transcripcion de NmtR se induce en presencia de Co?* y no en presencia de Fe*" (Figura
6-20). Este resultado corrobora que el regulador es sensible a Co?* y no a Fe?" [106], y
esta regulando su propia expresion. Es posible pensar que NmtR induce la transcripcion
de ctpJ EN presencia de Co?'. Aunque ellos no hagan parte de un mismo operén se
encuentran cercanos en el genoma y comparten la misma region promotora. En nuestro
caso Co?" se uniria a NmtR separandolo del ADN y permitiendo la transcripcion de ctpJ y

nmtR.

Figura 6-20: Respuesta transcripcional de nmtR a condiciones de estrés. Se
relacionan la transcripcion relativa de nmtR usando como normalizador sigA. Se analizaron
diferentes condiciones de estrés: Presencia de Co?* 450 uM, 2000 uM y Fe®*". Los datos
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se grafican como promedio + SEM derivados de tres réplicas. Las diferencias significativas
(*p<0,05) se hicieron comparando los valores en presencia de la condicién de estrés y el
control de ausencia.
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6.2.3.7 CsoR: Regulador transcripcional de CtpV

La expresion del regulador CsoR es dosis dependiente del Cu?* (Figura 6-21). De manera
similar la transcripcion del gen ctpV es activada por Cu, coincidiendo con los resultados
previamente obtenidos por Ward y colaboradores [11]. La transcripcién de CsoR también
se indujo en presencia de Pb, lo también observado para CtpV en el presente estudio. En
hipoxia se encontré que hay una induccioén en la transcripcion del gen csoR sugiriendo que
la expresion del regulador y por ende de la ATPasa son dependientes de estas tres
condiciones: la concentracion de Cu, Pb e hipoxia. Al pertenecer al mismo operon, la

respuesta transcripcional del regulador y el gen podria ser la misma.

Mediante nuestro andlisis se encontraron resultados contrarios a TFOE, donde al
sobreexpresar in vitro a CsoR se obtiene hay una represion de -1,99 para el gen ctpV y los
genes del operdn cso [121]. Esta divergencia podria ser parcialmente explicada porque al
sobreexpresar CsoR como una proteina recombinante se esta produciendo el regulador
sin el Cu*, por tanto, va unirse al ADN y reprimir los genes del operén. Mientras que en
presencia de Cu* el regulador se une al metal y se separa del ADN permitiendo la
transcripcion del operdn cso, en el que se encuentran los genes csoR y ctpV [183]. Esto

explicaria porque la presencia de Cu?* resulta en una induccién de ambos genes.

Figura 6-21: Respuesta transcripcional de csoR a condiciones de estrés. Se
relacionan la transcripcion relativa de csoR usando como normalizador sigA. Se analizaron
diferentes condiciones de estrés: presencia de Co?* 450 uM, 2000 uM y Fe**. Los datos se
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grafican como promedio + SEM derivados de tres réplicas. Las diferencias significativas
(*p<0,05) se hicieron comparando los valores en presencia de la condicién de estrés y el
control de ausencia.

600+

(vs. sigA)

Transcripcion relativa csoR

6.3 Analisis funcional de las ATPasas tipo Pig-1 de M.
tuberculosis

Con el fin de indagar la posible funcion de las tres ATPasas tipo P1s-.1, 0 Cu* ATPasas y su
papel en la respuesta a las condiciones de estrés que la micobacteria se enfrenta durante
la infeccion, se hizo un estudio funcional de las tres enzimas para evaluar el
comportamiento de su actividad enzimatica. Este andlisis se hizo mediante un estudio
bioinformatico de CtpA, CtpB y CtpV, acompafado de una caracterizacion funcional

mediante ensayos de viabilidad, actividad ATPasa y transporte de Cu®.

6.3.1 Andlisis bioinformatico de las Cu* ATPasas de M.
tuberculosis: CtpA, CtpB y CtpV
En el genoma de M. tuberculosis se codifican tres ATPasas tipo P posibles transportadoras
de Cu™: ctpA, ctpB y ctpV. Estos tres genes tienen una longitud aproximada de 2300 pb y
poseen unidades transcripcionales y localizacion gendémica diferente (Tabla 6-8). El gen
ctpV pertenece al operdn policistronico cso “copper-sensitive operon”, que incluye los
genes csoR, rv0968, ctpV y rv0970 [195]. Este operdn, esta bajo el control del regulador
transcripcional CsoR, de respuesta a Cu* [195]. Las proteinas codificadas por rv0968 y

rv0970 son de funcion desconocida, la primera siendo una metalo-chaperona putativa y la
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segunda anotada como una posible proteina de membrana. De manera interesante, cSoR
hace parte del regulon de PhoP, un regulador transcripcional fundamental para la virulencia
de M. tuberculosis [196].

Tabla 6-8: Caracteristicas a nivel de gen y proteina de las Cu* ATPasas de M. tuberculosis
[119].

Proteina Gen Localizacion Tamaino del Longitud de Peso molecular
gendmica gen (pb) proteina (#aa) (Da)

CtpA ctpA 100.583 2286 761 78850,7
(rv0092)

CtpB ctpB 119.915 2259 752 77477,4
(rv0103c)

CtpV ctpV 1.078.740 2313 770 80102,5
(rv0969)

Las proteinas codificadas por ctpA, ctpB y ctpV tienen una longitud cercana a 760 aa y un
peso molecular aproximado de 78 kDa (Tabla 6-8). Estas proteinas pertenecen a la familia
de las ATPasas tipo P clasificadas como hidrolasas de anhidridos acidos (EC 3.6.3.-)
ubicadas en la membrana plasmética. Esta reportado que CtpV se encarga del transporte
de Cu". Las tres proteinas exhiben todos los dominios funcionales de las ATPasas tipo P,
con un arreglo de 8 segmentos transmembranales (TM) organizados en una topologia tipo
I, caracteristica de enzimas tipo P1s (Figura 6-22) [55]. Entre los segmentos TM4-5 y TM6-
7 se ubican bucles donde se localizan los tres dominios citoplasméaticos caracteristicos de
ATPasas tipo P (A: actuador, P: fosforilacion y N: unién a nucledtido) que incluyen los
motivos conservados para esta familia de proteinas (Figura 6-22) [18]. Como “bucle” se

hace referencia a secciones de la proteina que interconectan las hélices TM.

Figura 6-22: Topologia, motivos funcionales y dominios de las Cu* ATPasas tipo P
de M. tuberculosis. La topologia predicha de las proteinas CtpA, CtpB y CtpV muestra la
existencia de 8 hélices TM (1 a 8), con los extremos N- y C-terminales localizados en la
cara citoplasméatica de la bicapa lipidica. Se muestran los motivos funcionales
caracteristicos de las ATPasas tipo Pis. En el caso de los motivos localizados en las
regiones TM 6, 7 y 8 se sefialan los residuos encargados de la coordinacion del cation.
Los dominios citoplasméticos son sefalados por lineas puntadas con su respectivo
nombre. En el caso de CtpA y CtpB se encuentra un dominio citoplasmatico adicional
conocido como MBD que puede unir Cu* a través de los residuos de Cys.



Resultados y Discusion

119

CtpA

TMS8

TM? |||

|i!li |}|

1
] )
*_DominioA |

~

- - \

\
;J.-I VAMVGDGINDGPALARADLGMA 7‘
I
1

| —
\ /
\ ! LLTGD D |
~ 4 !
Se o _e’ \ DAVK /’
“_  Deminien 7
~ e
-~ ~_ - -
CtpB
i Y
P N A
c F
A
E
P —— -
I -7 - - —— C
N Gmscaac ff Ry N S -
N e
| MBD | ’ \ ’ s
Voo / | TGEA 1/ N okTeir " N
. / 1
\\DominloA 7 ¢ VAMVGDGINDGPALVGADLGLAI
~o__-" Dominio P I—
\ /
\ ! LLTGD >
A d !
S o - - 7 \ DTLK /I

.  DominioN

'



120 Respuesta de las ATPasas tipo Pig a las condiciones de estrés en Mycobacterium tuberculosis

CtpV

C
Y
P i G
c F
A
L
N o o
~ o . e
/ \ ’ ~
. TGES 7/ DKTGTLT v v AN
A . . 1
N Dominio A y l VAMVGDGVNDAPALVOADLGIAI 1
7 Dominio P \
\ /!
\ 1 MITGD D )
AN e /
. - ‘ i ’
N N Dominio N , ‘

S -

El andlisis de motivos funcionales utilizando el servidor InterProScan [123] mostro que se
trata de ATPasas tipo P, posibles transportadoras de metales pesados, y muy
probablemente Cu. Este programa no confirma la especificidad del ion, ni la existencia de
los 9 motivos caracteristicos de esta familia de enzimas [55]. En nuestro grupo de
investigacion, “Bioquimica y biologia Molecular de las Micobacterias de la Universidad
Nacional de Colombia, previamente se realiz6 la blusqueda de estos motivos, permitiendo
su localizacion. En algunos casos encontramos diferencias sutiles respecto a la secuencia
consenso reportada por Thever y Saier [124]. La Figura 6-22 muestra los motivos
encontrados para CtpA, CtpB y CtpV, los que incluyen: TGES asociado con la actividad
fosfatasa; CPCAL localizado en el segmento TM6 aportando los residuos de Cys
necesarios para coordinar al cation [33]; DKTGTLT que aporta el sitio de fosforilacion y se
ubica en el bucle mayor citoplasmatico entre los TM4 y TM5; los motivos DTVK y LLTGD
que catalizan la transferencia del grupo fosfato a la enzima; finalmente el motivo conocido
como Bisagra (VAMVGDGINDGPALVRADLGMAI) que provee la flexibilidad necesaria

para los cambios conformacionales que acompafian el ciclo catalitico de la enzima [18].

La funcién de las enzimas se puede predecir por la ubicacion y propiedades de los
aminoacidos en su secuencia [197]. En el caso de las ATPasas tipo P, los aminoacidos
gue se encargan en discriminar el cation a ser transportado deben poseer un bolsillo de
unién con el espacio adecuado para unir el ion con la geometria, tamafio y carga,

caracteristicas de la esfera de coordinacion del metal. Estos residuos que se encargan de
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coordinar el metal se localizan cerca del centro de la bicapa lipidica en los TM que hace
parte del dominio de transporte (TM6, 7 y 8) [17]. Particularmente, las ATPasas
transportadoras de cationes de metales pesados unen los cationes mediante atomos de
oxigeno y azufre, de grupos hidroxilo, carboxilo o sulfihidrilo de cadenas laterales [33].
Teniendo en cuenta lo anterior, en este trabajo se realizd un alineamiento entre las hélices
TM6-8 y la region N-terminal de las Cu* ATPasas putativas de M. tuberculosis y M.
smegmatis, con las Cu* ATPasas caracterizadas con estructura tridimensional conocida:
CopA de A. fulgidus (Af) y L. pneumophila (Lp) (Figura 6-23) (Se seleccionaron estas
ATPasas porgue se conoce su estructura tridimensional y los residuos encargados de la
coordinacioén con el Cu*). Todas las secuencias poseen los tres motivos caracteristicos de
las Cu* ATPasas: CPC, YN y MXXS ubicados en las TM6, 7 y 8, respectivamente. En estos

motivos se encuentran los seis aminoacidos encargados de la coordinacién del Cu* [198].

Figura 6-23: Alineamiento multiple de hélices TM6, TM7y TM8 y region N-terminal de
las Cu* ATPasas. Prediccion de las hélices TM usando la herramienta TOPCONS [122].
El alineamiento mdltiple de TM6, TM7 y TM8 de las Cu* ATPasas de M. tuberculosis, M.
smegmatis con sus contrapartes en otras bacterias caracterizadas a nivel de proteina, se
construyo en base a los resultados del programa Clustal OMEGA [125]. Los aminoacidos
involucrados en la coordinacion de Cu* se resaltan con recuadros naranja.
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En la Cu* ATPasa tipo P de L. pneumophila (LpCopA), el sitio | de unién al cation es
formado por Cys®#2, Cys84, y Tyr8 y el sitio Il por Asn®®, Met*’ y Ser’?1[199]. De forma
interesante, CtpA, CtpB y CtpV exhiben todos los residuos involucrados en la coordinacion

de Cu* presentes en LpCopA (Figura 6-23). La coordinacién del Cu* en sistemas proteicos
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la hacen por lo menos tres enlaces de coordinacion [33], lo que significa que estas
ATPasas al tener 6 residuos que aportan un enlace de coordinacién con el Cu*, son

capaces de coordinar y transportar dos iones durante cada ciclo catalitico.

Adicional a los sitios de unién del cation en las hélices TM, algunas ATPasas tipo Pis
contienen dominios citoplasmaticos de union al metal (MBD, siglas en inglés) en el extremo
N- terminal [91]. Particularmente en M. tuberculosis, se observo que CtpA 'y CtpB tienen el
motivo caracteristico GMSC(S/A)AC de este dominio, donde las Cys son las encargadas

de coordinar el Cu*.

La funcién del dominio MBD en las bombas de CtpA y CtpB es desconocida. Sin embargo,
se presume que en procariotas este dominio presenta una de estas funciones: inhibir la
actividad enzimatica cuando el metal se encuentra ausente, o transferir el cation a los sitios
de unién de metal localizados en las hélices TM (funcion anéloga a las metalochaperonas)
[91]. En el caso de las chaperonas de Cu*, como CopZ de A. fulgidus, se conoce que ellas
son capaces de interaccionar con las ATPasas tipo P1g por medio de la regién conocida
como plataforma electrostética, la interaccion entre las proteinas se da porgue la segunda
hélice de la chaperona tiene una densidad de carga negativa [147]. Esta caracteristica de
las chaperonas permite hacer una aproximacién para conocer si los MBD de la Cu*
ATPasas presentan esta funcion chaperona, evaluando la densidad de carga en la region
gue interacciona con esta plataforma; tal como lo sugerido en sus estudios Drees y
colaboradores [91]. Para este efecto, en este trabajo construimos los modelos de
estructura terciaria por homologia de los MBD de las Cu* ATPasas de M. tuberculosis, M.

smegmatis y E. coli (Tabla 6-9).

La Figura 6-24 muestra los mapas de potencial electrostatico calculados al usar el portal
web PDB2PQR [134] para cada uno de los MBD de CtpA, CtpB, CtpV, Msmeg_ 5014,
MBD1y MBD2 EcCopA (CopA de E. coli).

Tabla 6-9: Parametros del modelamiento de estructuraterciaria por homologia de los
MBD de las Cu* ATPasas. Moldes usados para la construccion del modelo de cada MBD,
identificando la proteina molde y su cédigo PBD. Los resultados de porcentaje de identidad
y calidad del modelo usando el Global score del programa ProQ2, también son registrados
para cada modelo construido.
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MBD Molde PDB % Global
ID Identidad score
MBD N-terminal de PacS de Synechocystis sp.
CtpA PCC6803 (Cadena A) ’ PP a6er 37 0,548
CtpB . ) 42 0,608
CtpV MBD'-'l N-terminal de CopA de Bacillus 1P6T )8 0,574
subtilis (Cadena A)
Msmeg_5014 41 0,740
MBD1- MBD-4 N-terminal de ATP7A de Homo
EcCopA sapeins (Cadena A) 2AW0 30 0,779
MBD2- MBD-4 de TTHA1718 de Thermus
EcCopA thermophilus HB8 (Cadena A) 2ROG 48 0,577

La interaccion entre la plataforma electrostatica de las ATPasas tipo P1s y las chaperonas
de Cu*, esta dada por la segunda hélice del motivo ferredoxina [147]. En el caso de los
MBD que se comportan como chaperonas, esta segunda hélice seria la encargada de esta
interaccion, la que se caracteriza por presentar una densidad de carga negativa sobre un
residuo de Glu, que en un mapa de potencial electrostético se representa con color rojo
[91]. Al analizar los mapas de potencial electrostaticos de los MBD considerados (Figura
6-24) se encuentra que los dominios de Msmeg 5014 y MBD1-EcCopA tienen un
comportamiento de chaperona, por presentar una densidad de carga negativa en la regién
del residuo de Glu. Por su parte, los MBD de CtpA, CtpB, CtpV y MDB2-EcCopA tienen
una densidad de carga positiva (color azul) en la cercania del residuo de Glu, indicando
gue estos dominios se comportan como un MBD que regula la actividad catalitica de la
proteina. Estos resultados concuerdan con los mapas obtenidos para los MBD de EcCopA,
y son comparables con lo publicado por Drees y colaboradores, en donde el MBD1 tiene
funcién de chaperona y MBD2 funcién regulatoria [91]. Por lo tanto, esta aproximacién
bioinformatica sugiere que los MBD de CtpA y CtpB tienen funcién regulatoria y el MBD de
Msmeg_5014 funcién de chaperona. Sin embargo, para poder comprobar esta funcién se
hace necesario hacer ensayos bioquimicos que corroboren la prediccion bioinformética.
En contraste, no es posible afirmar que el MBD de CtpV tenga una funcién regulatoria, ya

gue no muestra los motivos caracteristicos de union de Cu*.

Figura 6-24: Mapa de potencial electrostatico de los MBD de las Cu* ATPasas tipo P
de M. tuberculosis, M. smegmatis y E. coli. El mapa de potencial electrostético de los
MBD sefiala la region cercana al Glu de la segunda hélice (sefialado en lineas punteadas
negras). La superficie de color rojo indica carga negativa, gris corresponde a &reas neutras
y azul a cargas positivas.
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Por otra parte, la estructura terciaria de las Cu* ATPasas de M. tuberculosis se modelaron

por homologia usando el servidor Phyre? [127]. En la Tabla 6-10 se muestran los moldes
usados Yy los resultados de los modelos construidos. Para las tres proteinas se utilizé como
molde CopA, la Cu® ATPasa tipo P de A. fulgidus (PDB ID 3J09 cadena A, estructura
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determinada por microscopia crio-electronica con una resolucion de 10,00 A [128]), con
porcentajes de identidad entre 36 y 45%, y coberturas de secuencia modelada cercanas
al 93 %. Las validaciones de los modelos arrojan valores de Z-score entre -3,197 y -3,126,
sugiriendo una buena calidad para una proteina de membrana [129, 130]. La calidad de
los modelos se corrobord usando el servidor ProQ2, obteniendo valores de Global score

cercanos a 1 que indican que los modelos son de una buena calidad [131].

Tabla 6-10: Parametros del modelamiento de estructura terciaria por homologia de
las ATPasas tipo Pz de M. tuberculosis. Se reportan los moldes usados para la
construccion de los modelos de las ATPasas tipo Pig, identificando la proteina molde con
su codigo PBD. Los resultados de porcentaje de identidad, porcentaje de cobertura,
namero de residuos alineados y calidad del modelo usando los pardmetros Z-score y
Global score del programa ProQ?2.

Proteina Molde % Identidad % cobertura # residuos alineados Z-score Global Score

CtpA 3j09 36 92,77 702 -3,173 0,590
CtpB 3j09 38 92,95 699 -3,197 0,573
CtpV 3j09 45 91,56 705 -3,126 0,582

La Figura 6-25 muestra los modelos construidos para CtpA, CtpB y CtpV. En todos ellos
se pudo observar todos los dominios caracteristicos de las ATPasas tipo P, incluyendo los
dominios citoplasméticos A, N y P que se representan en colores verde y azul, y los
dominios Ty S, que se ubican dentro de una bicapa lipidica. La organizacién de los TM del
dominio de transporte fue la esperada, ya que las hélices TM que contienen los residuos
encargados de coordinar al Cu* (TM5 al 8) se encuentran juntos formando el canal de

transporte.

Figura 6-25: Modelos de la estructura terciaria de las Cu* ATPasas de M.
tuberculosis. Los modelos de CtpA, CtpB y CtpV se hicieron por homologia usando como
molde CopA, una Cu* ATPasa tipo P de A. fulgidus (PDB ID 3j09B, estructura determinada
por microscopia crio-electronica con una resolucion de 10,00 A [128]. Los dominios
citoplasméticos A, N y P se representan en verde y azul; el dominio MBD en naranja; los
dominios T y S se ubican en la bicapa lipidica representada por los dummies o puntos
cafés, y las hélices TM que componen estos dominios son numerados del 1 al 8.
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Adicional a los dominios citoplasmaticos descritos anteriormente, todos los modelos
incluyen un dominio MBD, representado en color naranja. Estos MBD se ubican cerca al
dominio A, sugiriendo un papel regulatorio que interactia con el dominio de unién de ATP

y no con los dominios de union a metal de la transmembrana [103]. Esto concuerda con el
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papel regulatorio sugerido al analizar los mapas de potencial electrostéatico de los MBD de
CtpA, CtpB y CtpV. Aunque los tres MBD, de CtpA, CtpB, y CtpV exhiben plegamiento tipo
ferredoxina (Figura 6-25), el MBD de CtpV carece del motivo funcional encargado de la
coordinacion con catiéon. Al hacer un alineamiento de la estructura terciaria entre el MBD
de CtpV 'y el MBD2 de EcCopA (Figura 6-26), se observa que en CtpV las dos Cys de unién
de Cu* han sido sustituidas por Asn y Arg. Por ello, se desconoce la funcion que pueda

tener este segmento en la proteina.

Figura 6-26: Alineamiento de estructura terciaria entre el MBD de CtpV y el MBD2 de
EcCopA. El modelo de MBD de CtpV es representado en verde y es alineado con el MBD2
de EcCopA en azul. Se muestran los residuos que hacen parte del motivo involucrado en
la coordinacion de Cu™.

6.3.2 Caracterizacion funcional de CtpA

Como parte del analisis de la respuesta de las Cu® ATPasas de M. tuberculosis frente a
condiciones de estrés, en el presente trabajo se planteé su estudio funcional con el objetivo
de conocer su posible actividad enzimatica y su papel en los procesos de respuesta a estas
condiciones. A continuacion, se mostraran los resultados de la estrategia experimental

propuesta para indagar la posible funcion de CtpA, CtpB y CtpV.

Para la caracterizacion funcional de CtpA se usaron sistemas de expresion de la enzima
en E. coli y micobacteria con diferentes propésitos. La expresion de CtpA en E. coli se
realizé con el fin de purificar la proteina y hacer ensayos funcionales sobre ella, ademas
de ensayos de transporte en vesiculas de membrana de E. coli AcopA (mutante de la Cu*

ATPasa endogena). En el caso de la expresiéon en M. smegmatis se hizo con el fin de
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determinar los pardmetros cinéticos de la enzima usando membranas enriquecidas con

CtpA, semejando el ambiente lipidico que tiene CtpA en M. tuberculosis.

6.3.2.1 Obtencidén de recombinantes de sobreexpresion de CtpA

El gen ctpA de M. tuberculosis (rv0092) se clono en el vector pBAD-Myc-His-A (Thermo
Scientific), generando el plasmido recombinante pALT20 que permite la sobreexpresion de
CtpA en E. coli y su posterior purificacién por cromatografia de afinidad. Durante la
construccion del plasmido pALT20 (Figura 6-27a), al gen ctpA se le afiadié una secuencia
gue codifica el sitio de reconocimiento de la proteasa del virus del tabaco (TEV), que
permite remover la etiqueta de His fusionada de la proteina recombinante (Figura 6-27b).
Inicialmente, el producto de amplificacién de CtpA por PCR se cloné en el vector pPGEM-T
easy® para generar el plasmido pALT17 (Figura 6-27c y d), luego subclonar el gen entre
los sitios Hindlll y Xhol del plasmido pBAD-Myc-His-A, y asi generar pALT20 (Figura 6-
27e-f). Los plasmidos construidos fueron verificados por PCR y mapeo de restriccion.
Finalmente, la integridad de todos los plasmidos construidos se corroboré por
secuenciacién; en el caso de pALT20 se confirmd especialmente que el gen estuviese

clonado en el marco de lectura correcto.

Figura 6-27: Obtencion del recombinante de sobreexpresion de CtpA en E. coli. a.
Esquema de clonacion del gen ctpA en el plasmido pBAD-Myc-His-A. b. Amplificacion por
PCR del gen ctpA usando como molde ADN gendmico de M. tuberculosis H37Rv y los
iniciadores pBAD-ctpA-dir/pBAD-ctpA-rev. ¢. PCR de colonia para confirmacion del
plasmido pALT17; como se pueden obtener dos orientaciones durante la ligacién del
amplimero de ctpA en pGEM-T easy, la direccionalidad del inserto después de la ligacién
se analiz6 utilizando dos juegos de iniciadores, quienes indicaran la direccionalidad del
inserto, indicado por el tamafio del producto esperado en cada caso. Iniciadores: T7/A-RT-
dir (407 pb) y SP6 DOWN/A-RT-dir (484 pb). En el esquema del plasmido pALT17 se
muestra la insercion del plasmido final que da como la direccionalidad con el juego de
inicadores SP6 DOWN/A-RT-dir, no se muestra la otra direccionalidad que seria positiva
para el juego de iniciadores T7/A-RT-dir. d. Mapeo de restriccion del plasmido
recombinante pALT17, se espera que al usar las enzimas Xhol-Hindlll se produzcan dos
bandas de 3021 y 2320 pb, y la digestién con Notl se generen tres bandas de 2981, 1358
y 1002 pb. En este caso la colonia 19 es positiva. e. PCR de confirmacion del producto de
ligacién para generar el plasmido pALT20 (iniciadores: pBAD comp down/A-RT-dir),
obteniendo el producto esperado de 396 pb. f. PCR de colonia para confirmacioén del
plasmido pALT20 (iniciadores: pBAD comp down/A-RT-dir), obteniendo el amplimero
esperado de 396 pb. g. Mapeo de restriccion del plasmido recombinante pALT?20, con las
enzimas Xhol-Hindlll que produce dos bandas de 4076 y 2320 pb, siendo las tres colonias
positivas.
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Ademas de pALT20 que permite la expresion de CtpA en E. coli, también se cuenta con el
plasmido recombinante pALT4 que permite la sobreexpresion de CtpA en micobacterias.
Este constructo se realizé durante la tesis de maestria [150], donde el gen ctpA se cloné

en el vector lanzadera E. coli/Mycobacterium, pMV261.

6.3.2.2 Sobreexpresion y purificacion de CtpA en E. coli

La proteina recombinante CtpA se obtuvo a partir de E. coli LMG194 transformado con el
plasmido pALT20. La expresion de la proteina se verificé por inmunodeteccion usando
anticuerpos dirigidos contra la etiqueta de His, localizada en el extremo C-terminal de la
proteina. A partir de dos colonias se hizo un andlisis preliminar de expresion de CtpA por
Dot-Blot (Figura 6-28b). En la induccién de la proteina se usaron las siguientes
condiciones: medio LB suplementado con 0,05% de L-arabinosa, 37 °C, 180 rpm de
agitacién y 3 horas de incubacion, posteriormente se analizé el lisado celular obtenido por
sonicacioén (Colonia 1y 2, utilizando 69 y 40 ug de proteina total, respectivamente). Como
se observa en la Figura 6-28b, CtpA se expreso en niveles suficientes para continuar con

el proceso de caracterizacion.

Para la purificacion de CtpA recombinante, la expresion de la proteina se hizo primero
usando el medio Al que permite una induccién controlada de la proteina. Este sistema usa
L-arabinosa al 0,05 % como agente inductor [144]. También se incluyé glucosa como
represor de la expresion de la proteina y evitar que formen cuerpos de inclusién, situacion
frecuente al sobreexpresar proteinas de membrana [23]. EI medio Al contiene sales que
favorecen el crecimiento de E. coli y usa un buffer de fosfato que ayuda a obtener una
mayor biomasa [144]. Este sistema de expresion permitid una expresion favorable de
CtpA, utilizando las siguientes condiciones de cultivo e induccion: 20 °C, 180 rpm y 18 h
(Figura 6-29c y d). CtpA se expreso y purifico a partir de medio litro de cultivo bacteriano
crecido hasta un ODego de 4,7. Una vez verificada la expresién de la proteina por Dot-Blot
(dato no mostrado), las bacterias fueron lisadas usando una prensa francesa. Se aislo la
membrana plasmatica dellisado celular mediante un esquema de centrifugacion
diferencial, ya que en esta fraccidn celular se encuentra ubicada la proteina recombinante
expresada. Antes de proceder a la purificacion por cromatografia de afinidad, los lipidos
de la bicapa se removieron usando n-dodecil p-D-maltosido (DDM) al 1%, un detergente
“suave” que permite aislar los lipidos sin afectar considerablemente la actividad de la

enzima [200].
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Figura 6-28: Sobreexpresién de CtpA en E. coli. a. Mapa del pldsmido recombinante
PALT20 que permite la sobreexpresién de CtpA en E. coli. b. Sobreexpresién de CtpA en
E. coli cepa LMG194 verificada mediante ensayos de Dot-Blot usando anticuerpo 1°
dirigido contra el His-tag (6x-His Epitope Tag Antibody Rabbit, Thermo Scientific) y
secundario conjugado con peroxidasa de rdbano (Goat anti-Rabbit IgG Fc, HRP conjugate,
Thermo Scientific).
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La purificacion de CtpA se logro mediante cromatografia de afinidad entre la etiqueta de
His fusionada a CtpA recombinante y el catiébn unido a una columna Niquel-acido
nitrilotriacético, Ni-NTA (Roche). En el perfil de elucion de la columna (Figura 6-29a y b),
la proteina de interés se observé mayoritariamente al aumentar la concentracién de
imidazol a 300 mM (Figura 6-29b). La proteina obtenida por la cromatografia de afinidad
se concentr6 usando un Centricon de corte 50 kDa (Millipore), que a su vez permitié hacer
un intercambio de buffer para disminuir la concentracion de imidazol por debajo de 1 mM.
El extracto de CtpA purificado fue analizado por SDS-PAGE y Western-Blot (Figura 6-29¢
y d), donde se observé una banda mayoritaria de 83,5 kDa (Figura 6-29b y c). La
purificacién permitioé recuperar 3,3 mg de proteina, con un rendimiento del proceso de 6,5
mg/L de cultivo bacteriano, siendo un rendimiento comparable con lo reportado en la
literatura [200].

Para evitar pérdidas por degradacién y desnaturalizacion de la proteina, todo el proceso
se realizd6 a 4°C y en presencia del inhibidor de proteasas PMSF (fluoruro de
fenilmetilsulfonilo). Ademas, luego de la solubilizacion con DDM para separar la proteina
de los lipidos de la bicapa, en todos los buffers se afiadi6 DDM 0,01% y asolectina al

0,01%. Estos ultimos con el fin de mantener al maximo la estructura las regiones



132 Respuesta de las ATPasas tipo Pig a las condiciones de estrés en Mycobacterium tuberculosis

transmembranales en su forma nativa, evitando la agregacion de las zonas hidrofébicas

de la proteina, y asi impedir la precipitacion de la misma.

Figura 6-29: Purificacién por cromatografia de afinidad de la proteina recombinante
CtpA. a. Perfil de eluciébn de la cromatografia afinidad. El seguimiento se realizé
cuantificando el contenido de proteinas en las fracciones usando el método de Bradford.
b. Amplificacién de la escala del eje Y (concentracidn de proteina) de la Figura A, con el
fin de ver el perfil de elucién de las proteinas de interés al aumentar el gradiente de
imidazol. c. SDS-PAGE de la purificacién de CtpA. Carril 1. Fraccion total de membrana.
2. Proteinas no retenidas. 3. Lavado con imidazol 20 mM. 4. Extracto de CtpA purificado
(Elucion con imidazol 300 mM). d. Western-Blot de la purificacion de CtpA. Carril 1.
Fraccion de membrana. 2. Proteinas no retenidas. 3. Lavado con imidazol 20 mM. 4.
Extracto de CtpA purificado (Elucion con imidazol 300 mM).
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El proceso de purificacion de CtpA partiendo de la membrana plasmatica de E. coli
sobreexpresando la proteina fue adecuado; se observd una banda mayoritaria a la altura
de 83,5 kDa en el extracto purificado, tamafio esperado de CtpA (Figura 6-29b y c). Aunque
en el SDS-PAGE se observen bandas adicionales que sugieren degradacién y co-elucién
con otras proteinas, el extracto se consideré apropiado para hacer ensayos de actividad

enzimatica. De esta manera, si la enzima es funcional, la actividad enzimatica va a deberse
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principalmente a la presencia de CtpA recombinanate, por lo que la presencia minoritaria

de otras proteinas interferiria en menor medida con los ensayos.

6.3.2.3 El extracto de CtpA purificado presenta actividad pNPPasa y Cu*
ATPasa

Para verificar si CtpA purificada es funcional, se determin6é su actividad ATPasa no
especifica. Las ATPasas tipo P, muestran diferentes dominios con actividades enzimaticas
especificas, y aunque en conjunto su funcion principal sea el transporte de cationes, ellas
siempre tienen actividad protein-quinasa en su dominio N y actividad fosfatasa en el
dominio A, el que se encarga de defosforilar la enzima al final en cada ciclo catalitico [17].
En general la actividad fosfatasa, es una actividad promiscua que puede catalizar la
hidrélisis de monoésteres de fosfato [145]. De esta forma, fue posible verificar la integridad
del extracto de proteina mediante ensayos de hidrolisis de p-nitrofenil fosfato (pNPP). Esta
actividad es conocida como p-nitrofenil fosfatasa (pNPPasa por las siglas en inglés del
sustrato), un ensayo cation-independiente. La hidrélisis enzimatica del sustrato incoloro
pNPP produce un compuesto amarillo p-nitrofenol (pNP) cuyo méaximo de absorcion ocurre
en 410 nm con un coeficiente de extincion molar ¢ de 17000 M*.cm™. La actividad se
reporta como nmol de pNPP hidrolizado por mg de proteina, por minuto de reaccion (nmol
pNPP/mg.min) [146]. En este caso en particular, el ATP fue excluido de las reacciones

enzimaticas por ser un sustrato que compite con el pNPP.

Para diferenciar la hidrdlisis enzimatica y no enzimatica del pNPP, se hizo una
comparacion de la produccion de pNP en presencia y ausencia de proteina (control
negativo) en reacciones paralelas bajo las mismas condiciones. En la Figura 6-30 se
evidencian los dos tipos de hidrolisis; en la hidrolisis enzimatica con proteina se vario la
cantidad de CtpA. Los resultados obtenidos mostraron que la maxima actividad se obtenia
al utilizar 4 pg del extracto purificado de CtpA en la reaccién, ya que la actividad especifica
(normalizada) a partir de esta cantidad de proteina dejaba de variar. Los resultados por lo
tanto demuestran que el proceso de purificacién permitié obtener la enzima CtpA de forma
funcional, con una actividad pNPPasa de 9,17+0,87 nmol pNPP/mg-min, un valor
comparable con lo reportado en la literatura para la Ca?* ATPasa SERCA (12,1+0,4 nmol
pNPP/mg-min) [201] pero alejado del reportado para la Cu® ATPasa CopA de A. fulgidus
(1,77% 0,05 pmol/mg-min) [146]. Posiblemente la mayor actividad DE CopA se deba a la
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alta temperatura 6ptima de la reaccion enzimatica (70 °C) [202], facilitando la hidrolisis de
pNPP.

Figura 6-30: Actividad p-nitrofenil fosfatasa (pNPPasa) a partir del extracto
purificado de CtpA. a. Variacion de la cantidad de proteina adicionada a cada reaccion
enzimatica. En el grafico sin normalizar (izquierda) hay mayor cantidad de producto a
mayor cantidad de enzima. Cuando la actividad se normaliza en relacién con la cantidad
de proteina (derecha), la actividad empieza a ser constante. Los datos se grafican como
promedio £ SEM derivados de tres réplicas técnicos.
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Una vez confirmada la funcionalidad de la enzima, se procedié a hacer ensayos de
actividad especifica ATPasa de CtpA. En este ensayo se utilizan como sustratos ATP y el
posible catién transportado por la enzima, para asi determinar la tasa de hidrélisis de ATP
cuantificando el fosfato liberado en cada reaccion. Los diferentes ensayos mostraron que
el extracto de CtpA purificado presenta actividad ATPasa estimulada por Cu*. En la Figura
6-31la se muestra la cantidad de fosfato inorganico (Pi) producido en las reacciones
enzimaticas al usar dos concentraciones diferentes de Cu* en la reaccion (1 y 10 pM); la
diferencia del Pi liberado comparando las reacciones en presencia y ausencia del catidén
no es muy grande, pero estadisticamente significativa. En el caso de la actividad sin cation
hay una produccién de Pi considerable, valor que muy probablemente es producido por la
hidrolisis del ATP a partir de otras fosfatasas presentes en el extracto purificado y no por
la hidrolisis espontanea del sustrato. Los célculos de actividad Cu* ATPasa especifica se
hicieron estimando la diferencia entre los valores de fosfato liberado a partir de reacciones
suplementadas con y sin catién respectivamente (Figura 6-31b). Se obtuvieron actividades
de 3,77 £ 1,40 nmol/mg-min y 3,80 + 1,48 nmol/mg-min al adicionar 1 y 10 pM de Cu*,
respectivamente. El obtener valores similares al usar las dos concentraciones de Cu* nos
permite sugerir que la actividad de la enzima es cercana a la Vmax cuando la reaccion se

suplementa con 10 uM de cation. Con esta suposicion la Vmax S€ puede comparar con la



Resultados y Discusién 135

reportada parala Cu* ATPasa de E.coli (EcCopA) de 27,3 + 4,5 nmol/mg-min [102]. Aunque
el valor obtenido para CtpA es menor, son cercanos entre ellos, e indicaria que CtpA tiene

una menor capacidad de transporte de Cu*.

Figura 6-31: Estimulacion por Cu* de la actividad ATPasa del extracto purificado de
CtpA. a. Cantidad de Pi liberado en la reaccién enzimatica en ausencia y presencia de Cu*
(1 y 10 uM). La reaccion enzimatica se hizo con 2,5 ug de proteina pura, pH 7,4, 37 °C y
20 minutos. Las diferencias significativas (*p<0,05) se hicieron comparando los valores de
Pi en presencia y ausencia de cation. b. Actividad Cu* ATPasa utilizando 1 y 10 uM de
cation. Los datos se grafican como promedio + SEM derivados de tres réplicas técnicas.
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El hecho de obtener diferencias bajas de Pi liberado entre las reacciones en presencia y
ausencia del cation, motivo a realizar ensayos para obtener mayores valores de actividad
utilizando enzima purificada, variando diferentes condiciones como: tiempo de reaccion,
cantidad de enzima, pH y cantidad de cisteina. Sin embargo, al poco tiempo (menos de 1
hora), la enzima perdio su actividad. Esto nos obligé a pensar que el trabajar con proteinas
de membrana fuera de su ambiente lipidico nativo y dejarlas como micelas, su
conformacion nativa se pierde muy facilmente, lo que los TM que hacen parte del ciclo
catalitico posiblemente pierdan su estructura y actividad enzimatica [200]. Este mismo
comportamiento también se observé al realizar los ensayos de actividad pNNPasa, toda
vez que la enzima al remover los lipidos de la bicapa perdi6é su actividad en cuestion de
minutos. Se hicieron intentos de nuevas purificaciones y variacion de diferentes
condiciones de purificacion y almacenamiento, pero no fue posible encontrar un extracto
gue fuese activo durante el tiempo suficiente para determinar los parametros cinéticos de

la enzima.
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En un trabajo anterior se determinaron los pardmetros cinéticos de CtpA, lo que fue parte
de la tesis de maestria titulada: “Clonacion y determinacion de la especificidad idnica de
CtpA, una ATPasa tipo P encargada de transportar metales pesados a través de la
membrana plasmatica de Mycobacterium tuberculosis” [150]. En ese trabajo la actividad
de la enzima se determiné a partir de preparaciones de membrana de M. smegmatis
mc2155, estableciendo la diferencia de actividad entre las membranas sobreexpresando la
proteina CtpA y membranas aisladas de la bacteria transformadas con el vector pMV261
vacio. Los resultados de la actividad Cu* ATPasa de CtpA que fueron obtenidos durante la
tesis de maestria se resumen en la Tabla 6-11. De manera complementaria, en este trabajo

se determind el efecto de la Cys en la actividad Cu*™ ATPasa de CtpA.

Tabla 6-11: Cinética enzimatica de CtpA. Parametros cinéticos y condiciones éptimas de
la actividad Cu* ATPasa de CtpA [174].

Tipo de cinética Parametros cinéticos Condiciones optimas
Ki/2(UM)  Vpmax (hmol Pi/mg-min)  h  pH T(°C) [Cys] (mM)

Enzima Alostérica

(modelo de Hill)

4,68 x 102 10,3 191 7,5 37 0,3
Se encontré que CtpA sigue la cinética de una enzima alostérica en su actividad Cu*
ATPasa, este tipo de cinéticas se ajustan al modelo de Hill y cumplen la siguiente ecuacion:
= Vmax s
Ko + [S]"
Donde, V es la velocidad de reaccion enzimatica, Vmax la velocidad méxima, [S] la
concentracion de sustrato, h es el coeficiente de Hill y Ky, constante cinética o constante
de afinidad aparente, relacionada con la Kn, pero afectada por un segundo sustrato unido

a un sitio diferente, como el ATP [203].

Lo anterior sugiere que el Cu* modula alostéricamente la reaccidbn enzimatica. Esta
modulacion se puede presentar por la unién del metal en otro sitio diferente, como podria
ser el MBD ubicado en el N-terminal de CtpA. El coeficiente de Hill obtenido para CtpA
sugiere un efecto cooperativo positivo entre el Cu* y CtpA. Ademés, este valor al ser
cercano a 2 indica que la enzima tiene minimo dos sitios de unién al Cu*, este segundo

sitio podria ser el MBD favoreciendo alostéricamente la cinética enzimatica.
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Los parametros cinéticos de CtpA (Vmax de 10,3 nmol Pi/mg-min y Ki,, de 4,68 x 102 uM)
son comparables con la ATPasa tipo Pig, CtpD, de M. smegmatis, cuya Vmax €N presencia
de Co?" es de 10,3 £ 0,5 ymol Pi/mg-h, y Ki> de 4,1 + 0,9 uM [204], siendo este Ultimo
mayor al observado para CtpA. Comparado con las constantes cinéticas reportadas para
otras Cu* ATPasas, CtpA exhibe una Vmax similar a la de CopA de E.coli (EcCopA, 27,3 +
4,5 ymol/mg-h) [102]. La menor Vmax Observada para CtpA se podria explicar a que la
actividad enzimatica se determind a partir de enzima embebida en la membrana y no
purificada. EL Ky, obtenida de CtpA podria ser comparada con la Cu® ATPasa ATP7A de
humano (0,6 £+ 0,04 uM) [205]. Otras Cu* ATPasas caracterizadas, exhiben valores de K/,
mayores, por lo que la mayor afinidad de CtpA por el Cu* indicaria que la enzima une Cu*

a bajas concentraciones intracelulares del metal.

Figura 6-32: Efecto de la cisteina en la actividad Cu® ATPasa de CtpA
sobreexpresada en la membrana de M. smegmatis mc2155. La actividad Cu* ATPasa
se midi6 en membrana de M. smegmatis mc2155 enriquecidas con CtpA, variando la
concentracion de cisteina. Los datos se grafican como promedio + SEM derivados de tres
réplicas técnicas.
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La Cys es un amino&cido capaz de quelar el Cu*, ademés de ser el residuo que une al
catién en las cuprochaperonas [33]. En ese sentido, se evalué el efecto de la concentracion
de Cys en la actividad ATPasa de CtpA (Figura 6-32). Se encontré un méaximo de actividad
en presencia de 0,3 mM de Cys, seis veces mayor a la actividad en ausencia de Cys. Esto

indica, que la enzima recibe preferencialmente Cu* quelado y no libre, lo que coincide con
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lo conocido del interior celular, donde proteinas con grupos tiol secuestran el Cu para

limitar su toxicidad [206].

6.3.2.4 CtpA embebido en membrana de E. coli AcopA es asociado al
transporte de Cu*

Al tener dificultades para obtener un extracto puro y activo de CtpA, se opt6é ensayar el
transporte de Cu* usando vesiculas evertidas de membrana de E. coli enriquecidas con
CtpA. Para estos ensayos se emple6 una cepa mutante de E. coli deficiente en la Cu*
ATPasa endogena CopA (AcopA). La metodologia que se siguié fue adaptada de
Gonzéalez-Guerrero y colaboradores, en donde midieron la acumulacién de ®*Cu radioactivo
en vesiculas de membrana evertidas de E. coli AcopA que sobreexpresan Cu* ATPasas
tipo P de P. aureginosa [151]. A diferencia en este trabajo, la deteccion de Cu* dentro de
las vesiculas se hizo por espectroscopia de absorcion atomica usando atomizacion con
horno de grafito (AAS-GF, por sus siglas en ingles). Otra de las modificaciones hechas fue
el uso de acido ascorbico como agente reductor en lugar de DTT, ya que este Ultimo

formaba un precipitado que interferia con las medidas.

Al trabajar con vesiculas de membrana plasmatica, el contenido de proteina recombinante
etiquetada con His se estim6 para determinar con mayor precision la actividad enzimatica
asociada al transporte de Cu*, mediada por CtpA. La proteina en las vesiculas fue
cuantificada por inmunofluorescencia (Dot-Blot) usando anticuerpos que reconocen la
etigueta de His fusionada a la proteina recombinante; para lograr este objetivo, se
construy6 una curva de calibracion con diferentes concentraciones de proteina TEV pura
(fusionada a una etiqueta de His) para compararla con las muestras de las vesiculas
recombinantes. La intensidad de cada punto se midi6 por densitometria usando el
programa Imaged (https://imagej.nih.gov/ij/index.html). La curva de calibracion se
construy6é tomando la intensidad de fluorescencia en funcién de la concentracion de
proteina, donde se interpold la fluorescencia emitida por las muestras. Los valores de
concentracion estimados para los diferentes extractos de membrana extraidas durante el

presente trabajo se muestran en la Tabla 6-12.

Tabla 6-12: Cuantificacién de las Cu* ATPasas en los extractos de vesiculas
evertidas de membrana. Se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacion de
Cu* ATPasas recombinantes que fueron expresadas en las vesiculas evertidas de
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membrana de E. coli AcopA para ser usadas en ensayos de transporte de Cu*. La
cuantificacién fue hecha por inmufluorescencia mediante Dot-Blot usando como patrén
TEV puro fusionado a una etigueta de histidinas.

Cu* ATPasa Concentracion de proteina (ug/mL)

CtpA 84,78 + 2,57
CtpB 152,08 + 7,50
CtpV 110,41 + 7,81
EcCopA 240,41 + 5,87

Una vez cuantificada la fraccion correspondiente a la Cu® ATPasa presente en las
vesiculas evertidas, se hizo necesario conocer si el método seleccionado y adaptaciones
son apropiados para hacer las medidas de transporte de Cu*. A manera de comparacion,
de forma paralela se hicieron ensayos empleando vesiculas que contenian CopA de E. coli
0 EcCopA, una cepa previamente trabajada en ensayos de transporte de Cu* usando el
mismo sistema de sobreexpresion [151]. El objetivo era conocer si las adaptaciones
incluidas en este trabajo al sistema producian medidas comparables con los resultados de
transporte previamente reportados para ese mismo sistema. En la Figura 6-33a se
muestran los resultados obtenidos del Cu* al interior de las vesiculas variando el tiempo
de reaccidén. Se encontr6 que la captura de Cu* aumentaba en funcion del tiempo. Al
normalizar los valores se encuentra una actividad constante (115 nmol/mg-min),
comportamiento esperado para la actividad enzimética en presencia de exceso de
sustrato. Como era de esperarse, al aumentar la cantidad de proteina, hubo una mayor
acumulacion de Cu* (Figura 6-33b). Las dos cantidades de proteina ensayadas produjeron
valores adecuados de actividad mediada por Cu*, razon por la que se decide trabajar con
3 ug de enzima. Finalmente se hizo un andlisis de la variacién del catién en el medio de
reaccion en un rango entre 1 Y 1000 uM, encontrando que la tasa de transporte de Cu* se
vuelve constante al suplementar con 100 mM, siguiendo la misma tendencia obtenida por
Gonzalez-Guerreroy colaboradores [151]. El valor de actividad obtenido a 100 uM de 121,1
* 4,7 nmol/mg-min, con el de Vimax de 86,3 + 8,4 nmol/mg-min y el reportado por Gonzalez-

Guerrero y colaboradores, son similares [151].

Figura 6-33: Transporte de Cu* mediado por EcCopA en vesiculas evertidas de
membrana. a. Efecto del tiempo de reaccion con la acumulacién de Cu* en las vesiculas.
La grafica de la izquierda muestra el contenido de Cu* dentro de las vesiculas y en la
derecha se normalizan estos valores para determinar la actividad de transporte. b. Efecto
de la variacién de la proteina con la acumulacion de Cu* en las vesiculas. La grafica de la
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izquierda muestra el contenido de Cu* dentro de las vesiculas y en la derecha se
normalizan estos valores para determinar la actividad de transporte. c¢. Variacion de la
concentracion de Cu* en el medio de la reaccién. Los datos se grafican como promedio +
SEM derivados de tres réplicas técnicas.
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Lo anterior demuestra que las modificaciones hechas a la metodologia fueron adecuadas
para el estudio del transporte de Cu® en vesiculas evertidas de membrana que
sobreexpresen las Cu* ATPasas de M. tuberculosis. Las concentraciones de Cu* usadas
para este ensayo son altas comparadas con los valores fisiolégicos [37], sin embargo en

este ensayo se quiere tener la enzima saturada para tener valores de actividad cercanos
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al Vmax. EN conclusion, los ensayos de transporte en vesiculas de EcCopA mostraron que
el método es valido para determinar el Cu* internalizado en vesiculas. El paso subsiguiente

fue realizar la cuantificacion en las vesiculas evertidas enriquecidas con CtpA.

La Figura 6-34 muestra los resultados obtenidos del transporte de Cu* al adicionar al medio
de reaccién 100 o 1000 uM de Cu*, mostrando una tasa de transporte de 11,17 £ 4,41y
9,99 £ 2,08 nmol Cu*/mg proteina-min, respectivamente, sugiriendo que a 100 uM de Cu*
la enzima CtpA ya se encuentra saturada. La tasa de transporte de Cu* mediada por CtpA
es comparable con la Vmax de CopA2 de P. aeruginosa (6,7 £ 0,4 nmol Cu*/mg proteina-
min), cuya funcién es metalar cuproproteinas periplasmaticas [151]. Al obtener tasas de
transporte de Cu* similares, es posible hipotetizar que CtpA podria tener una funcién
similar a CopA2 de P. aeruginosa, y no una funcién de desintoxicacion de Cu. Este seria
un comportamiento similar al reportado para el transporte de Cu* mediado por CtaA de
Synechocystis PCC (8,7 £ 0,6 nmol Cu*/mg proteina-min), una Cu* ATPasa relacionada
con el ensamblaje de cuproproteinas [207]. También se observé que la tasa de transporte
de CtpA es més baja en comparacion a la mostrada por ECCopA estimada bajo las mismas
condiciones del presente trabajo. Se conoce que la Cu* ATPasa de E. coli se asocia a la
desintoxicacion del metal del citosol bacteriano [208] y por ello presenta una mayor tasa
de transporte, que para el caso de CtpA, su baja actividad induciria a pensar que no podria

asociase a desintoxicacion debido a su baja capacidad de transporte.

Los resultados del transporte de Cu*™ muestran que el cation fue internalizado en la vesicula
evertida, o sea, desde el seno de la solucién al interior de la vesicula (Figura 6-34b). Al
hacer una comparacion con la disposicién espacial de la membrana en la célula se estaria
transportando el metal desde el citosol bacteriano hacia el espacio extracelular, que
considerando las constantes cinéticas de CtpA y sus tasas de transporte, se estarian

sacando cationes para ser entregados a una enzima extracitoplasmatica.

Figura 6-34: Transporte de Cu* mediado por CtpA en vesiculas de membrana
evertidas. a. La actividad enzimatica asociada con la tasa de transporte de Cu® se
representada en valores de nmol de Cu* estimado en las vesiculas, por mg de proteina por
minuto. Estos valores se obtuvieron al probar dos concentraciones iniciales de Cu* en el
medio de reaccion (100 y 1000 uM), es decir, fuera de las vesiculas. Los datos se grafican
como promedio + SEM derivados de tres réplicas técnicas. b. Esquema de transporte de
Cu* mediado por Cu* ATPasas en vesiculas evertidas de membrana.
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6.3.2.5 Construccion de un mutante de M. tuberculosis defectivo en ctpA

Para determinar la contribucién de CtpA en la homeostasis idnica bacterianay la virulencia,
se optd por construir un mutante de M. tuberculosis defectivo en el gen ctpA. La estrategia
usada para obtener el mutante se basa en un intercambio alélico mediado por proteinas
de recombinacion codificadas por micobacteriéfagos, con el fin de reemplazar el gen ctpA
por un casete de resistencia Hyg (HygR), esta técnica es conocida como recombineria
[152]. La estrategia experimental se muestra en la Figura 6-35a. La parte inicial del
procedimiento es la obtencién de la cepa de recombineria, que en este caso fue obtenida
con la transformacion del plasmido pJV53 en la cepa de M. tuberculosis H37Ra, este paso

se habia hecho previamente en nuestro grupo de investigacion [124].

El siguiente paso implicé construir un sustrato de intercambio alélico (AES, por sus siglas
en inglés) que consiste en un casete de HygR flanqueado por aproximadamente 500 pb de
las secuencias corriente arriba y abajo del gen a mutar. Usando técnicas de clonacion
convencionales se insertaron las regiones corriente arriba y abajo de ctpA flanqueando el
casete de Hyg en el pldsmido pYUB854. El pldsmido conteniendo el AES de ctpA es
pPALT25 (Figura 6-35b) y su confirmacion se hizo por mapeo de restriccion y secuenciacion
(Figura 6-35c). El AES de tamafio de 3016 pb se obtuvo a partir de pALT25 por digestion
doble de pALT25 con las enzimas de restriccion BspHI y Xhol (Figura 6-35d).
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Figura 6-35: Estrategia parala construccion del mutante de M. tuberculosis defectivo
en ctpA. a. Esquema de obtencién de mutantes defectivos en genes por la técnica de
recombineria. b. Plasmido pALT25 que contiene el AES de ctpA. c. Mapeo de restriccidon
de pALT25. d. Liberacion de AES de ctpA (3016 pb) por digestién con BspHI y Xhol.
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La estrategia detallada empleada para la construccion del plasmido pALT25 se describe
en la Figura 6-36a. En ella las regiones corriente arriba y abajo de ctpA (seccién UP y
DOWN, respectivamente) (Figura 6-36b) se clonaron en el vector pYUB854 de tal manera
que flanqueen el casete de HygR. Primero se inserté la seccién “UP” generando el plasmido
recombinante pALT24 (Figura 6-36¢ y d). La segunda clonacién se hizo al insertar la
seccion “DOWN” en pALT24 como vector, obteniendo finalmente al plasmido recombinante
gue contiene el AES de ctpA.

Figura 6-36: Obtencion del AES de ctpA. a. Esquema de obtencion utiles génicos para
obtener el AES de ctpA. b. Amplificacion por PCR de las secciones UP y DOWN de ctpA
usando como molde ADN gendmico de M. tuberculosis H37Rv y los iniciadores UP ctpA-
1/UP ctpA-2 (549 pb) y DOWN ctpA-1/DOWN ctpA-2 (558 pb). c. PCR de colonia para la
confirmacion del plasmido pALT24 obteniendo un amplimero de 785 pb (iniciadores:
pYUB854 primer/UP ctpA-1). d. Digestibn doble de pALT24 con Hindlll y Xhol para
confirmacion de tamafio de 4178 pb y segunda clonacion. e. Mapeo de restriccion del
plasmido recombinante pALT25, se espera que al usar las enzimas BspHI-Xhol se
produzcan dos bandas de 3016 y 1706 pb. La digestion con Ncol genera dos bandas de
2400y 2322 pb, y la digestion con EcoRV genera tres bandas de 2250, 2212 y 260 pb. En
este caso las colonias son positivas. f. PCR de colonia para la confirmacién del plasmido
pALT25 (iniciadores: Hyg dir out/DOWN ctpA-2) de la colonia 1, obteniendo el amplimero
esperado de 818.
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A la fecha se han realizado transformaciones del AES de ctpA en la cepa de recombineria
obteniendo colonias con el fenotipo resistente a Hyg, pero a su vez evidenciando mediante
PCR la presencia del gen ctpA (Datos no mostrados). Se hicieron modificaciones en
protocolo de preparacion de células competentes, induccidn de proteinas de recombineria,

y transformacion, pero hasta el momento no se han obtenido colonias con el genotipo
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mutante. No es posible afirmar que al generar la mutacion en el gen ctpA las bacterias no
sean capaces de crecer en este medio de cultivo, ya que se trata de un gen no esencial
[119]. Se hace necesario realizar modificaciones a la técnica de recombineria o usar otras

estrategias que permitan la mutacion de ctpA en M. tuberculosis.

6.3.3 Caracterizacion funcional de CtpB

6.3.3.1 Obtencion de recombinantes de sobreexpresion de CtpB

Los recombinantes de sobreexpresion de CtpB se construyeron usando los mismos
sistemas empleados para CtpA. En la Figura 6-37 se muestra el procedimiento empleado
para generar el plasmido pALT21, que resulta de clonar el gen ctpB en el vector pBAD-
Myc-His-A (Thermo Scientific), al que se le afadio un sitio TEV (Figura 6-37b). Inicialmente,
ctpB se clond en el vector pGEM-T easy®, para producir el plasmido pALT18, (Figura 15c-
e). Para obtener este plasmido recombinante, durante su construccion se obtuvieron 4
colonias positivas por PCR de colonia, (Figura 6-37c); sin embargo, solo a dos de ellas fue
posible extraer su plasmido y confirmarlas por analisis de mapeo de restriccion (Figura 6-
37d y e). Posteriormente, ctpB fue subclonado desde pGEM-T easy®, en el vector pBAD-

Myc-His-A para finalmente obtener el plasmido recombinante pALT21 (Figura 6-37f-i).

Figura 6-37: Obtencidon del recombinante de sobreexpresion de CtpB en E. coli. a.
Esquema de clonacion del gen ctpB en el plasmido pBAD-Myc-His-A. b. Amplificacion por
PCR del gen ctpB usando como molde ADN gendémico de M. tuberculosis H37Rv y los
iniciadores pBAD-ctpB-dir/pBAD-ctpB-rev ¢. PCR de colonia para confirmacion del
plasmido pALT18 (iniciadores: T7/B-RT-rev) obteniendo el amplimero esperado de 775 pb.
d y e. Mapeo de restriccion del plasmido recombinante pALT18, se espera que al cortar
con la enzima Xhol se produzca una banda de 5313 pb, con la digestién con EcoRI-Hindll|
se generen dos bandas de 2997 y 2292 pb, y con la digestion con Pvull se generen tres
bandas de 2564, 1131 y 1095 pb. En este caso las colonias 1 y 4 fueron positivas. f. PCR
de confirmacion producto de ligacion para generar el plasmido pALT21 (iniciadores: pBAD
comp up/B-RT-rev), amplificando el fragmento esperado de 737 pb. g. PCR de colonia
para confirmacion del plasmido pALT21 (iniciadores: pBAD comp up/B-RT-rev). h y i.
Mapeo de restriccion del plasmido recombinante pALT21, se espera que al usar las
enzimas EcoRI-Hindlll se produzcan dos bandas de 4107 y 2292 pb; y la digestién con
Pvull se generen dos bandas de 4768 y 1631 pb. En este caso todas las colonias son
positivas.
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Procedimientos similares se usaron para generar el plasmido pALT10, que permite la
expresion del gen ctpB de M. tuberculosis en micobacterias. La Figura 6-38 muestra la
metodologia detallada para generar pALT10 que resulta de clonar ctpB en el vector

lanzadera micobacteria-E. coli, pMV261. En el proceso de clonacion (Figura 6-38b), ctpB
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fue inicialmente clonado en el vector pGEM-T easy® (Figura 6-38c) obteniendo 2 colonias
positivas (Figura 6-38d-f). A partir del recombinante obtenido (pALT9), ctpB fue
posteriormente subclonado en pMV261 (Figura 6-38g-h).

6.3.3.2 Sobreexpresion y purificacion de CtpB en E. coli

La sobreexpresién de la proteina recombinante de CtpB se hizo de forma parecida a lo
aplicado para CtpA, en este caso partiendo células de E. coli LMG194 trasformadas con el
plasmido recombinante pALT22, recombinante de expresion de CtpB fusionado a una
etiqueta de His, y usando el sistema pBAD que permite la induccién de la proteina con L-
arabinosa. Como se observa en la Figura 6-39b, a partir del lisado de dos colonias se
detecta la expresion de CtpB por Dot-Blot. Las condiciones para la expresion de la proteina
fueron: medio LB suplementado con 0,05% de agente inductor (L-arabinosa), 37 °C, 180
rpm de agitacion durante 3 horas. El resultado de este analisis muestra que existe proteina

recombinante para continuar con su purificacion.

Figura 6-38: Obtencion del recombinante de sobreexpresion de CtpB en
micobacterias. a. Esquema de clonacién del gen ctpB en el plasmido pMV261. b.
Amplificacion por PCR del gen ctpB usando como molde ADN gendmico de M. tuberculosis
H37Rv y los iniciadores pMV-ctpB-dir/pMV-ctpB-dir, obteniendo un fragmento de 2357 pb.
c. PCR de confirmacién del producto de ligacion para generar el plasmido pALT9
(iniciadores: T7/B-RT-rev), obteniendo el fragmento esperado de 759 pb. d. PCR de
colonia para confirmacion del plasmido pALT9 (iniciadores: T7/B-RT-rev), obteniendo el
amplimero esperado en las colonias 2 y 3. e y f. Mapeo de restriccion del plasmido
recombinante pALT9, se espera que al usar las enzimas EcoRI-Hindlll se produzcan dos
bandas de 3000 y 2343 pb, con la digestién con Xhol se genere una banda de 5375 pb, y
con la digestién con Pvull se generen cuatro bandas de 2567, 1263, 1024 y 521pb (por
concentracion del ADN e intensidades relativas al tamafio de la banda, solo se alcanzan a
ver bandas mayores de 2kb), con la digestién con BamHI se generen tres bandas de 3922,
1227 y 226 pb, y con la digestién con Ncol se generen cuatro bandas de 3150, 1428, 530
y 267 pb. En este caso ambas colonias son positivas. g. PCR de confirmacién producto de
ligacion para generar el plasmido pALT10 (iniciadores: PMVcompUP/B-RT-rev),
obteniendo el fragmento esperado de 818 pb. h. Mapeo de restriccion del plasmido
recombinante pALT10, se espera que al usar la enzima Pvull se produzcan tres bandas
de 5448, 855 y 521 pb, y con la digestiébn con BamHI se generen cuatro bandas de 5306,
1227, 226 y 651pb. En este caso las 1 y 3 colonias son positivas.
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Como en el caso de CtpA, para la purificacion de CtpB también se utilizé el sistema de
expresion controlado proporcionado por el medio Al, y las mismas condiciones de cultivo
gue fueron empleados para CtpA (20 °C. 180 rpm y 18 h), obteniendo resultados favorables
para la expresion de CtpB (Figura 6-40c y d). El cultivo bacteriano usado para la
purificacion se llevé hasta un ODsoonm de 4,5, y se aplico la misma estrategia utilizada en

la purificacién de CtpA. En el proceso de purificacion, la proteina recombinante CtpB se
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solubilizo, se aislo de la bicapa lipidica de la bacteria (Figura 6-40c y d), y se eluyd
mayoritariamente con imidazol a una concentracion por encima de 150 mM (Figura 6-40).
El procedimiento utilizado permitié recuperar 2,3 mg de proteina purificada, obteniendo un
rendimiento de 4,5 mg/L de cultivo bacteriano, comparable con lo reportado en la literatura
[200].

Figura 6-39: Sobreexpresién de CtpB en E. coli. a. Esquema del plasmido pALT21 para
la sobreexpresion de CtpB. b. La sobreexpresion se realizd en E. coli cepa LMG194 y se
verific6 mediante ensayos de Dot-Blot usando anticuerpo 1° dirigido contra el His-tag (6x-
His Epitope Tag Antibody Rabbit, Thermo Scientific) y secundario conjugado con
peroxidasa de rdbano (Goat anti-Rabbit IgG Fc, HRP conjugate, Thermo Scientific).
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Los andlisis mediante SDS-PAGE y Western-Blot para monitorear el proceso de
purificacién de CtpB (Figura 6-40c y d) muestran que a lo largo de cada paso de
purificacion: obtencién de fraccion de membrana plasmética, solubilizacién de membrana,
cromatografia de afinidad y concentracion de proteina, se observa una banda enriquecida
a 83,1 kDa, que corresponde a CtpB recombinante. En el extracto final de la purificacién
se presentaron bandas contaminantes, sugiriendo co-elusion con otras proteinas en la
cromatografia de afinidad. En el caso del Western-Blot se observa una reaccién cruzada
detectando bandas de menor tamafio, lo que podria sugerir una posible degradacioén de la

proteina recombinante. A pesar de tener un extracto de proteina recombinante purificado
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parcialmente, este fue utilizado para hacer los ensayos de actividad enzimética con el fin

de conocer la funcionalidad de la enzima después del proceso de purificacion.

Figura 6-40: Purificacion por cromatografia de afinidad de la proteina recombinante
CtpB. a. Perfil de elucién de la cromatografia afinidad. El seguimiento se realizé
cuantificando mediante Bradford el contenido de proteinas en las fracciones. b. Ampliacion
del perfil de elucidn de proteinas, en las fracciones donde se detecto la proteina de interés:
5 fracciones de 2 mL eluidas con imidazol 150 mM y 2 fracciones de 2 mL eluidas con
imidazol 300 mM. Aunque el gradiente se hizo hasta imidazol 500 mM, por Western-Blot
se determind que en esta fraccion no eluye la proteina c. SDS-PAGE de la purificacion de
CtpB. Carril 1. Fraccion de membrana. 2. Pellet de solubilizacion de membrana con DDM
al 0,75%. 3. Sobrenadante de solubilizacién de membrana con DDM al 0,75%. 4. Proteinas
no retenidas. 5. Lavado con imidazol 20 mM. 6. Fraccion 4 (Elucién con imidazol 150 mM
y 300 mM primeras fracciones). 7. Elucion con imidazol 300 mM ultimas fracciones. 8.
Elucién con imidazol 500 mM. 9. Extracto de CtpB purificado. d. Western-Blot de monitoreo
de la purificacién de CtpB. Carril 1. Fracciébn de membrana. 2. Pellet de solubilizacion de
membrana con DDM al 0,75%. 3. Sobrenadante de solubilizacion de membrana con DDM
al 0,75%. 4. Proteinas no retenidas. 5. Lavado con imidazol 20 mM. 6. Fraccion 4 (Elucion
con imidazol 150 mM y 300 mM primeras fracciones). 7. Elucién con imidazol 300 mM
ultimas fracciones. 8. Elucién con imidazol 500 mM. 9. Extracto de CtpB purificado.
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6.3.3.3 El extracto de CtpB purificado present6é actividad pNPPasa y Cu*
ATPasa

La integridad del extracto de proteina pura de CtpB se verific6 también mediante el ensayo
de actividad pNPPasa, siguiendo la estrategia utilizada para CtpA recombinante (Numeral
6.3.2.3). En la Figura 6-41a se muestra la actividad pNPP obtenida variando la cantidad
de proteina. Se encontrd que a partir de 4 ug de extracto purificado de CtpB, la actividad
especifica (normalizada) se hace constante al comparar con el valor obtenido utilizando
solo 2 ug de proteina. También se observé que con el mismo tiempo de reaccion, la
cantidad de pNP producido es mayor y cuantificable. El ensayo de actividad pNNPasa en
funcion del tiempo, mostro valores de actividad constante desde 10 min de reaccioén, que
resultaron ser confiables y alejados del ruido; por el contrario, en tiempos cortos se

observaron valores de pNP bajos y poco confiables.

Los resultados de actividad enzimatica demuestran que el proceso de purificacién permitio
obtener la enzima CtpB de forma funcional, con una actividad pNPPasa de 28,26+1,70
nmol pNPP/mg-min, valor que se encuentra en el rango de lo reportado en la literatura para
Ca?* ATPasa SERCA (12,1+0,4 nmol pNPP/mg-min) [201], pero inestable con el tiempo

para realizar experimentacion adicional que requiere procedimientos mas largos.

Figura 6-41: Actividad pNPPasa del extracto purificado de CtpB. a. Variacion de la
cantidad de proteina adicionada a la reaccion enzimética. En el grafico sin normalizar
(izquierda) se obtiene mayor cantidad de producto a mayor cantidad de enzima. Cuando
la actividad se normaliza por la cantidad de proteina (derecha) se observa un
comportamiento constante. b. Actividad pNPPasa en funcion del tiempo de reaccion. En el
gréfico sin normalizar (izquierda) hay mayor cantidad de producto a mayor tiempo de
reaccion. Cuando la actividad se normaliza por el tiempo de reaccion (derecha) se observa
un comportamiento constante.
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Para continuar con la caracterizacion de CtpB se hicieron ensayos especificos de actividad
ATPasa, a partir del extracto purificado de CtpB. Se determiné la actividad ATPasa
estimulada por los cationes Cu* y Ag®. Para ellos se realizaron reacciones enzimaticas con
2,5 ug de proteina, ATP 3 mM, pH 7,4 a 37 °C, durante 20 min. Los resultados obtenidos
mostraron que el extracto de CtpB purificado presenta una actividad ATPasa estimulada
por ambos iones, Cu*y Ag* (Figura 6-42), coincidiendo con su posible funcion Cu* ATPasa
determinada en predicciones bioinformaticas, y corroborando su funcién de Ag* ATPasa
observada previamente in vitro para este tipo de enzimas [24]. En la Figura 6-42a se
muestra la cuantificacion del fosfato inorganico (Pi) producido en las reacciones
enzimaticas al variar el contenido de cation en la reaccion. La diferencia observada del Pi
liberado entre reacciones suplementadas con o sin el catidbn no es muy grande, pero en
algunos casos es estadisticamente significativa. La actividad ATPasa especifica de cada
cation (Figura 6-42b) fue de 15,2 + 2,1y 15,8 + 5,5 nmol/mg-min al adicionar 100 yM de
Cu*y Ag*, respectivamente (La concentracion de catién se escogio con el fin de asegurar
gue la enzima este saturada y su actividad se encuentra a Vmax). L0Os valores obtenidos son
similares cuando se afiaden 10 uM de cualquiera de los cationes (11,8 + 3,0y 11,7 + 4,6
nmol/mg-min, para Cu*y Ag*, respectivamente) sugiriendo que la actividad enzimatica esta
cerca de la Vmax. Con esta suposicion, la velocidad maxima se puede comparar con la
observada para otras Cu® ATPasas, como por ejemplo CopA de E. coli que tiene un valor
de 27,3 £ 4,5 nmol/mg-min [102]. Que CtpB muestre un valor menor de Vmax Sugiere una

menor capacidad de transporte del cation.

Figura 6-42: Estimulacion por Cu* y Ag*® de la actividad ATPasa del extracto
purificado de CtpB. a. Cantidad de Pi liberado en la reaccién enzimatica en ausencia y
presencia de Cu* y Ag* (10 y 100 uM cada uno). La reaccion enzimatica se hizo con 2,5
Mg de proteina pura, pH 7,4, 37 °C y 20 minutos. Las diferencias significativas (*p<0,05) se
hicieron comparando los valores de Pi liberados en presencia y ausencia de cation. b.
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Actividad Cu* y Ag* ATPasa utilizando 10 y 100 uM de cation. Los datos se grafican como
promedio + SEM derivados de tres réplicas técnicas.
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Al igual que CtpA, se observé que CtpB purificada perdié rapidamente su actividad
enzimatica. Ensayos paralelos y posteriores de actividad pNNPasa evidenciaron que la
enzima fue muy inestable al removerse los lipidos de la bicapa, perdiendo su actividad en
cuestion de minutos. Se hicieron intentos de nuevas purificaciones y variacion de diferentes
condiciones de purificacion y almacenamiento de la enzima, pero no fue posible encontrar
un extracto que fuese activo con el tiempo, para poder determinar los parametros cinéticos
de la enzima. La estrategia alterna para el establecimiento de la actividad ATPasa de CtpB
fue la misma que se hizo para la determinacion de los parametros cinéticos de CtpA, en
donde se realizan los ensayos sobre preparaciones de membrana celular
sobreexpresando la proteina, estableciendo la diferencia de actividad entre vesiculas de

membranas sobreexpresando la proteina y vesiculas aisladas de la bacteria transformadas

con el vector vacio.

6.3.3.4 CtpB transporta Cu* en vesiculas evertidas de membrana de E. coli
AcopA

Al presentar dificultades para obtener un extracto de CtpB puro y activo con el tiempo, se
optd por usar el sistema de expresion de E. coli para aislar vesiculas evertidas de
membrana enriquecidas con CtpB y hacer ensayos de transporte de Cu™. Al igual que los

ensayos hechos con CtpA, se empled una cepa mutante de E. coli deficiente en CopA (Cu*
ATPasa enddgena).

La Figura 6-43 muestra los resultados obtenidos del transporte de Cu* al suplementar las

reacciones con 100 y 1000 uM de Cu* (concentraciones que aseguran la saturacion de la
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enzima), obteniendo una tasa de transporte de 5,99 + 0,30 y 5,69 + 0,28 nmol Cu*/mg
proteina-min, respectivamente. Este valor es comparable con la Vmax de CopA2 de P.
aeruginosa (6,7 £ 0,4 nmol Cu*/mg proteina-min), una Cu* ATPasa relacionada con la
metalacion de cuproproteinas periplasméticas [151]. El que CtpB tenga una tasa de
transporte de Cu* similar a CopA2, sugiere que su funcion podria ser la metalacion de
proteinas. Por otra parte, la tasa de transporte de CtpB es menor que la de EcCopA medida
en condiciones muy similares a las utilizadas en el presente trabajo (121,1 + 4,7 nmol/mg-
min), esto puede indicar que CtpA al tener una baja tasa de transporte podria no

relacionarse con la desintoxicacion del metal como lo hace EcCopA _[208].

Figura 6-43: Transporte de Cu* mediado por CtpB en vesiculas de membrana
evertidas. La actividad enzimatica asociada a la tasa de transporte de Cu* se representada
en valores de nmol de Cu* dentro de las vesiculas por mg de proteina por minuto. Estos
valores se obtuvieron al suplementar la reaccidbn con dos concentraciones de Cu*
diferentes (100 y 1000 pM). Los datos se grafican como promedio £ SEM derivados de tres
réplicas técnicas.
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Los resultados de la Figura 6-43 muestran que el Cu* fue internalizado en las vesiculas
evertidas, lo que indica que la enzima es capaz de transportar el metal desde el medio de
reaccion hacia el interior de la vesicula, que al comparar con la disposicion de la membrana
en células completas indicaria que el transporte del metal lo hace desde el citosol

bacteriano hacia el espacio extracelular.

6.3.3.5 La sobreexpresion de CtpB confiere tolerancia a las micobacterias
frente a Cu?*

Para hacer un acercamiento al sustrato y la direccionalidad del transporte de CtpB, se

evalu6 la capacidad de crecimiento de micobacterias en presencia de diferentes
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concentraciones de los cationes posiblemente transportados. En este sentido, se evalu6
la influencia de la sobreexpresion de CtpB en la tolerancia de células frente a
concentraciones variables de Co?*, Cd?*, Cu?*, Mn?*, Ni?* o0 Zn%*. Como se observa en la
Figura 6-44, células de M. smegmatis expresando heter6logamente CtpB fueron mas
tolerantes a concentraciones toxicas de Cu?" comparado con las células control tipo
silvestre. Al suplementar los cultivos con 2y 2,5 mM de Cu?* (una cantidad toxica para las
cepas control de M. smegmatis mc?155), la cepa recombinante de M. smegmatis
sobreexpresando CtpB exhibié un crecimiento bacteriano superior al de la cepa control
transformada con pMV261. Para el caso de los demas cationes, nho se observo una
diferencia significativa en el crecimiento bacteriano en las cepas de estudio. Cabe anotar
gue estos ensayos se realizaron sin someter las células a calor por lo que el fenotipo
observado corresponde a la expresion basal de la proteina. Este resultado permite pensar
gue CtpB esta relacionada con el transporte de Cu* desde el interior hacia el exterior
celular. Por lo tanto, el Cu?* que entra inicialmente a la célula es reducido en el interior
celular por el ambiente reductor de citosol bacteriano, y posteriormente seria transportado

en forma reducida desde el interior hacia el exterior celular [90].

Figura 6-44: Efecto de concentraciones variables de metales pesados en el
crecimiento de M. smegmatis mc2155 sobreexpresando CtpB. El ODsgsnm del cultivo
bacteriano se midi6é luego de 72 h de cultivo en medio liqguido LB suplementado con
concentraciones variables de los cationes de a. Co?*, b. Cu?*, c. Cd?*, d. Mn?*, e. Ni?* y f.
Zn?*. En negro se muestran los valores para la cepa recombinante que sobreexpresa CtpB
y en gris el control que corresponde a la cepa transformada con el vector vacio. Los datos
se muestran como el promedio + SEM derivado de medidas por triplicado biolégico. Las
diferencias significativas corresponden a valores de *p<0,05 y **** p<0,0001.
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6.3.3.6 La actividad ATPasa de CtpB es estimulada por Cu*

La membrana plasmatica de células de M. smegmatis mc?155 sobreexpresando CtpB se
utilizé para determinar la actividad ATPasa mediada por CtpB y estimulada por cationes
de metales pesados. Como se observa en la Figura 6-45, la actividad ATPasa in vitro de
CtpB estimulada por 10 uM de Cu* presenta un valor de 2,31 + 0,14 nmol/mg-min. Cabe
anotar, que al ser un extracto crudo de membrana, se hace necesario descontar la
contribucioén de otras enzimas ATPasas de la membrana, para ello se realizaron reacciones
enzimaticas paralelas usando vesiculas de membrana aisladas de bacterias transformadas

con el vector pMV261 vacio y su valor de actividad se desconto de los valores de actividad

enzimatica reportados.
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6.3.3.7 Condiciones Optimas para la actividad ATPasa de CtpB embebida en
membrana de M. smegmatis

Previo a la determinacion de los parametros cinéticos de CtpB, se estimaron las
condiciones Optimas de actividad ATPasa in vitro a partir de proteina recombinante
embebida en membrana plasmética de micobacteria. Como se muestra en la Figura 6-46a,
se encontré que la actividad ATPasa no especifica (sin normalizar por la cantidad de
proteina) fue proporcional a la cantidad de proteina afiadida a la reaccidn enzimatica.
Como es de esperarse, al normalizar la actividad por la cantidad de proteina afiadida a la
reaccion, los valores de actividad se hicieron constantes a partir de un valor determinado
de proteina, en este caso, 20 ug. Por ello, en el disefio experimental se asign6 20 ug como
la cantidad de proteina de membrana Optima para la reaccion enzimatica, en un volumen
final de 50 uL. En la Figura 6-46b se muestra la actividad en funcién del tiempo,
encontrando un aumento en la produccion de Pi con el tiempo de reaccién, que al
normalizar los valores, se hace constante a partir 10 min. Sin embargo, al considerar la
desviacion de las medidas, se observa una reduccion a un mayor tiempo de reaccion, por
lo que se consider6 60 min como tiempo Optimo para las medidas de actividad. Por su
parte, en la Figura 6-46¢ se muestra la actividad de CtpB en funcion de la temperatura,
mostrando que la proteina funciona de manera 6ptima a 37°C, y se pierde rapidamente
actividad a temperaturas menores a 18 °C y superiores a 45 °C, lo que demuestra que la
actividad de la enzima es sensible al calor. Adicionalmente, la actividad de CtpB fue
dependiente del pH del medio de reaccién con un maximo de actividad a pH cercanos a la
neutralidad (Figura 6-46d), similar a lo observado en otras ATPasas bacterianas con
actividad maxima a pH 7,4 e inhibidas a un pH menor de 6 [202]. Finalmente, la adicién de
cisteina a una concentracion final de 0,5 mM estimulo la actividad Cu* ATPasa de CtpB,
como sucedio con CtpA, que tuvo un maximo de actividad al suplementar la reaccion con
0,3 mM de cisteina. Basados en todo lo anterior, las reacciones enzimaticas para
determinar los parametros cinéticos de CtpB se hicieron a un volumen de 50 uL, donde se

utilizaron 20 pg de proteina, cisteina 0,5 mM, pH 7,4, 37°C y 60 minutos de reaccion.

Figura 6-45: La actividad ATPasa de CtpB es estimulada por Cu*. Ensayo de actividad
ATPasa dependiente de metales pesados. La grafica muestra el valor de la actividad
ATPasa especifica estimulada por los siguientes iones: Co?*, Cu*, Cu?*, Mn?*, Ni¢* y Zn?*
en una concentracion de 10 pM. El ensayo se hizo utilizando membrana plasmatica de M.
smegmatis mc?155 transformada con pMV261 (Barras grises) y pALT10 (Barras negras).
En cada condicién se hicieron medidas por triplicado técnico, las barras de error
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corresponden al SEM de los datos. Se usO la prueba T de student para evaluar las
diferencias estadisticamente significativas (**p<0,01).
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Figura 6-46: Condiciones Optimas para la actividad Cu* ATPasa de CtpB
sobreexpresada en la membrana de M. smegmatis mc?155. La actividad Cu* ATPasa
se midi6 en membrana de M. smegmatis mc?155 enriquecidas con CtpB. Se variaron
condiciones que afectan los parametros enzimaticos como: a. cantidad de proteina, b.
tiempo de reaccion, c. temperatura, d. pH y e. concentracion de cisteina. En cada condicién
se hicieron medidas por triplicado y los datos se grafican como el promedio + SEM.

a. — 67
E
g
= 41 3 4
g Normalizado £
c
£ £
o o g 24
2
=1
<
0- 0-

5 10 20 30 40 5 10 20 30 40

Proteina (ng) Proteina (pg)

(=2

-

o
1

" 15+

-
o
1
-
o
1

Normalizado

Pi (nmol)

(3]
1

i
Actividad (nmol/mg-min)

o
1

10 20 30 60 120 10 20 30 60 120

Tiempo (min) Tiempo (min)



Resultados y Discusién 159

(2]
Q

— 3 3
£ £
g §
o 24 o]
£ £ 2
° °
£ 1 £
£ £
© © 14
1] o
S 04 32
2 2
- -
g &
-1 T T T T 0-
0 18 37 60 5.5 6.2 6.8 7.4 8 9
Temperatura (°C) pH
e 3
£
&
(o]
E
©
£
£
o
3]
8
2
s
Q
<

0 0,1 0,3 0,5 1 10

Cisteina (mM)

6.3.3.8 La actividad ATPasa de CtpB sigue una cinética de Michaelis-Menten
frente a Cu*

La proteina CtpB embebida en la membrana micobacteriana catalizé la hidrdlisis de ATP
dependiente de concentraciones variables de Cu*. Cuando Mg?", ATP y Cu* fueron
afnadidos al medio de reaccion, la actividad Cu* ATPasa alcanz6 una Vmax de 2,29 + 0,10
nmol/mg-min en concentraciones de Cu* por encima de 5 uM. La hidrélisis de ATP se
ensayo en presencia de concentraciones variables de Cu* libre entre 0,25y 10 uM usando
una concentracion de ATP constante de 3 mM, exhibiendo un Ky de 0,19 + 0,04 uM, y una
Vmax de 2,29 = 0,10 nmol/mg/min (Figura 6-47). Estos resultados confirman que CtpB fue
transcrita y traducida, y el producto se ensamblé en la membrana de M. smegmatis como

una enzima funcional.

Al comparar los valores de las constantes cinéticas obtenidas para CtpB, con otras Cu*
ATPasas, se encuentra que la Vimax de CopA de E.coli (EcCopA, 27,3 £ 4,5 nmol/mg-min)

[102] es un orden de magnitud mayor al obtenido para CtpB. La diferencia radicaria
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principalmente en que nuestros experimentos se realizaron utilizando extracto proteico
crudo de membrana, lo que subestimaria la actividad enzimatica especifica de CtpB. LA
constante Ky obtenida para CtpB puede ser comparada solo con la Cu® ATPasa ATP7A
de humano que tiene un valor de 0,6 £ 0,04 uM [205], las dos se encuentran en el mismo
orden de magnitud. Este parametro indica que CtpB tiene una mayor afinidad por el Cu*y

puede funcionar cuando el metal se encuentra a bajas concentraciones.

Figura 6-47: La actividad Cu* ATPasa de CtpB se ajusta a una cinética de Michaelis-
Menten. Se cuantifico el fosfato liberado de la hidrélisis de ATP en presencia de
concentraciones variables de Cu* entre 0,25 y 10,0 uM con valores de Ky, de 0,19+0,04
MMy Vmax 2,294£0,10 nmol/mg.min. Los valores de Kiz ¥ Vmax S€ calcularon utilizando el
programa Prism 6 version 6.0h para Windows 10, GraphPad Software, La Jolla California
USA, www.graphpad.com. Los datos se grafican como promedio + SEM derivados de tres
réplicas.
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6.3.3.9 Construccién del mutante de M. tuberculosis defectivo en el gen ctpB

Al igual que para CtpA, se quiere conocer la contribucion de CtpB en la homeostasis i6nica
bacteriana y la virulencia de M. tuberculosis, por lo que se optd por construir un mutante
defectivo en el gen usando la estrategia de recombineria. La estrategia experimental
utilizada se muestra en la Figura 6-48a. El sistema empleado para la construccion del AES
de ctpB es el plasmido pYUB854, donde se insertan las regiones corriente arriba y abajo
de ctpB flanqueando el casete de HygR. El plasmido que contiene el AES de ctpB es
PALT16 (Figura 6-48b), que se corroboré mediante mapeo de restriccion y secuenciacion
(Figura 6-48c). El AES de tamarfio de 2987 pb se obtuvo por digestién de pALT16 con las

enzimas de restriccién Xhol y Avrll (Figura 6-48d).
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Figura 6-48: Estrategia parala construccion del mutante de M. tuberculosis defectivo
en ctpB. a. Esquema de obtencién de mutantes defectivos en genes por la técnica de
recombineria. b. Mapa del plasmido pALT16 que contiene el AES de ctpB. c. Mapeo de
restriccion de pALT16 extraido de dos colonias positivas. Se espera que al usar la enzima
BamHI se produzcan dos bandas de 4113 y 810 pb. En este caso la colonia 10 es positiva.
d. Liberacién de AES de ctpB (2987 bp) por digestién con Xhol y Avrll.
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La construccion detallada del plasmido pALT16 se describe en la Figura 6-49a, resultado
de la clonacion de la region corriente abajo de ctpB (Figura 6-49b) en el vector pGEM-T
easy® (Figura 6-49c y d), que posteriormente fue subclonado en vector pYUB854 (Figura
6-49e y f) generando al plasmido recombinante pATL15. Este ultimo fue usado como vector

para clonar la region corriente arriba del ctpB (Figura 6-49a) y obtener el constructo final
pPALT16 (Figura 6-49g-j).

Figura 6-49: Obtencion del AES de ctpB. a. Esquema de construccion de Utiles génicos
para obtener el AES de ctpB. b. Amplificacion por PCR de las secciones UP y DOWN de
ctpB usando como molde ADN gendmico de M. tuberculosis H37Rv y los iniciadores UP-
ctpB-dir/UP-ctpB-rev y DOWN-ctpB-dir/fDOWN-ctpB-rev, obteniéndose los amplimeros
esperados de 552 y 548 pb, respectivamente. c. PCR de colonia para la confirmacion del
plasmido pALT13 (iniciadores: T7/DOWN-ctpB-rev), se espera un fragmento de 632 pb. d.
Mapeo de restriccion del plasmido recombinante pALT13, que se hizo a partir de las
colonias 2 y 4 seleccionadas aleatoriamente, se espera que al usar las enzimas Xhol-
HindHIII se produzcan dos bandas de 3029 y 534 pb, la enzima Pvull dos bandas de 2564
y 999 pb, la enzima Pstl dos bandas de 3168 y 395, y la enzima Ncol una banda de 3516
pb. Ambas colonias son positivas para la subclonacion se usé la colonia 4. e y f. Mapeo
de restriccion del plasmido recombinante pALT15, se espera que al usar las enzimas Xhol-
HindHIII se produzcan dos bandas de 3859 y 534 pb, la enzima Xbal una banda de 4393
pb, la enzima EcoRI dos bandas de 3166 y 1125, y la enzima Pstl dos bandas de 2576 y
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1817 pb. Las colonias 1y 3 fueron positivas; se seleccion6 la 3 para clonar la seccion UP
de ctpB. g. PCR de colonia para la confirmacion del plasmido pALT16 (iniciadores:
pYUBB854 primer/UP ctpB-dir), obteniendo el amplimero esperado de 762 pb. h y i. Mapeo
de restriccion del plasmido recombinante pALT15, se espera que al usar la enzima BamHI
se produzcan dos bandas de 4113 y 810 pb, y la enzima Pstl dos bandas de 2765y 1817
pb. Encontrando que la colonia 2 es positiva. j. Liberacién de AES de ctpB (2987 bp) por

digestion con Xhol y Avrll.
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El paso final para la obtencion del mutante por sustitucion de M. tuberculosis H37Ra,
ActpB, es la transformacion del AES en la cepa de recombineria inducida con acetamida
al 0,2 %. En este paso se hicieron varios intentos siguiendo la metodologia sugerida por
Van Kessel [152], pero hasta la fecha no se han obtenido colonias resistentes a Hyg. No
es posible afirmar que al generar la mutacion en el gen ctpB la poblacion de estas bacterias
no sea capaz de crecer en este medio de cultivo, ya que el gen ctpB es no esencial [119].
Por lo tanto, fue necesario hacer modificaciones del procedimiento con el fin de obtener de
colonias resistentes a Hyg. El primer cambio fue variar el cultivo de la cepa de
recombineria. Se utiliz6 7H9-OADC-Km-Chx-Tween 80 suplementado con succinato 0,2
%, la modificacion en este punto fue la adicion de OADC que en el caso de la referencia,
fue excluido por interferencias en los procesos de recombinacion [209]. Esta modificacién
del medio de cultivo permitié un mayor crecimiento bacteriano, obteniendo cultivos con un
ODsgoonm Mas altos. Cuando el cultivo masivo llegé a un ODegoonm de 0,6 se indujo la
expresion de las proteinas de recombinacién con acetamida al 0,2 % y como segunda
modificacion se adicioné glicina 1,5 %, que aumenta la eficiencia de transformacion de
ADN en micobacterias de crecimiento lento [209, 210]. En la transformacion se aumento
la cantidad de AES de ctpB transformado, se emplearon 200 ng en vez de 100 ng de ADN.
Haciendo todos estos cambios se obtuvieron colonias resistentes a Hyg 50 yg/mL, como

se muestra en la placa de la Figura 6-50a.

El analisis del genotipo mutante de las colonias se hizo por PCR (Figura 6-50b-e) como se
muestra en la Figura 6-50d y e. Mediante PCR se analizaron las posibles colonias mutantes
en ctpB (ActpB), como control positivo y negativo, se utilizé ADN genémico de M.
tuberculosis H37Ra cepa silvestre (WT) y el plasmido pALT16 que contiene el AES de ctpB
(AES), respectivamente. Los controles fueron seleccionados de tal manera que el primero
comprueba la presencia del gen y el segundo la mutacion del mismo. En la Figura 6-50b y
d se muestra el primer andlisis que permite evidenciar la presencia del gen de resistencia
a Hyg en la region genémica de ctpB, donde debid ocurrir la mutacién por sustitucion,
usando dos juegos de iniciadores que anillan en el casete de HygR y en la regién corriente
arriba o abajo de ctpB. En todas las colonias analizadas se evidencia la inserciéon del
casete en laregidén del genoma esperada. Para confirmar el genotipo mutante es necesario
demostrar la ausencia de ctpB en el genoma, en la Figura 6-50c y e se muestra este
andlisis. En este caso la mutacion se indica por ausencia de un producto de PCR al usar

los tres diferentes juegos de iniciadores que anillan en la parte interna y externa del gen.
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El primer juego de iniciadores UP ctpB dir y B RT rev confirma que la colonia 7 es mutante.
En el producto con el segundo juego de iniciadores CtpB sec 1y PMV ctpB rev se observan
gue las colonias 7 y 8 son mutantes y esto se reafirma con el tercer juego de iniciadores
(CtpB sec 1 y DOWN ctpB rev). Los resultados anteriores demuestran que las colonias 7
y 8 son los mutantes de M. tuberculosis H37Ra ActpB, pero en el caso de la colonia 8 la
mutacion ocurre cerca al extremo 3', mientras que la colonia 7 se tiene la mutacion
esperada. Para efectos de experimentos posteriores, las dos colonias serian apropiadas;
sin embargo, con la colonia 7 se tiene una mayor seguridad en la mutacion del gen ctpB,

razon por la que se decide continuar trabajando con esta colonia.

Figura 6-50: Obtencidn del mutante de M. tuberculosis H37Ra ActpB y comprobacion
del genotipo. a. Posibles colonias mutantes de M. tuberculosis H37Ra ActpB, luego de la
transformacién con el AES de la cepa de recombineria inducida y seleccionadas en medio
solido 7H11-OADC-Hyg-Km-Chx. b. Comprobacion del genotipo mutante amplificando
parte del casete de Hyg y ctpB. c. Comprobacion del genotipo mutante amplificando
regiones internas de ctpB. En todas las PCR de comprobacion se muestra el analisis hecho
a 3 posibles colonias de M. tuberculosis H37Ra ActpB (ActpB) y se usaron como controles
ADN gendmico de M. tuberculosis H37Ra cepa silvestre (WT) y el plasmido pALT16 (AES)
d. Esquema de la region del genoma de M. tuberculosis H37Ra donde ocurrié la sustitucion
de ctpB por el casete de Hyg, indicando los iniciadores usados para la comprobacion del
genotipo mutante (PCR positivas en colonias mutantes). e. Region gendmica de ctpB en
M. tuberculosis H37Ra, indicando los iniciadores usados para la comprobacion del
genotipo mutante (PCR negativas en colonias mutantes).
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6.3.3.10 Ensayo de toxicidad de Cu?* en células de M. tuberculosis defectivas
en el gen ctpB

Un vez construido y confirmado el mutante de M. tuberculosis defectivo en el gen ctpB,
hizo un ensayo fenotipico de crecimiento bacteriano en presencia de concentraciones
variables de Cu con el fin de conocer el efecto de la ausencia de la ATPasa en la viabilidad
celular. Dentro de las caracterizaciones funcionales de CtpB en el presente trabajo, se
determin6é el efecto que tiene la sobreexpresion de CtpB en el crecimiento de M.
smegmatis, encontrando una mayor tolerancia al metal por parte de la cepa que
sobreexpresa el transportador (Numeral 6.3.3.5). Como ensayo complementario a este
analisis funcional se plante6 ver el efecto que tiene la deleciéon del gen ctpB en el
crecimiento bacteriano en diferentes concentraciones de Cu?* y ver si tiene el efecto
contrario a la sobreexpresion haciendo més sensible a la bacteria. En la Figura 6-51 se
muestran los resultados obtenidos de este ensayo. Se encontré que el mutante crece de
forma similar a la cepa silvestre tanto en medio liquido como en medio sdlido, indicando
gue la mutacion del gen ctpB en M. tuberculosis H37Ra no tiene un efecto en el crecimiento

de la bacteria en presencia de Cu?*.

En otras bacterias como P. auroginosa y Sinorhizobium meliloti que codifican mas de dos
Cu* ATPasas en su genoma, se ha encontrado las ATPasas pueden cumplir dos funciones
diferentes como desintoxicacion del metal y metalacion de enzimas extracitoplasmaticas.
Se ha evidenciado que al mutar los genes que la Cu® ATPasas relacionadas de la
metalacion de enzimas, la viabilidad celular en presencia de Cu no resulta en fenotipo
sensible al metal [151, 166], tal como se observé en el caso de la mutacién de M.
tuberculosis en la Cu* ATPasas CtpB. Esta evidencia corrobora los resultados obtenidos
en el andlisis transcripcional, los ensayos funcionales y cinética enzimética de CtpB, que
muestran que el transportador no se comporta como una ATPasa encargada de la
desintoxicacion del metal, pero si sugeria que ella puede encargarse de la metalacion de
proteinas extracitoplasmaticas, proveyéndolas del cofactor para que sean funcionales y
posiblemente se encarguen de una respuesta a una condicién de hipoxia como sugieren

nuestros resultados del andlisis transcripcional.

Figura 6-51: Efecto de concentraciones variables de Cu?" en el crecimiento del
mutante defectivo de M. tuberculosis H37Ra ActpB. a. El ODsgsnm del cultivo bacteriano
se midid luego de 20 dias de cultivo en medio Sauton modificado que contiene
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concentraciones variables de los cationes de CuSO4. En negro se muestran los valores
para la cepa silvestre de M. tuberculosis H37Ra (WT) y en gris el mutante de M.
tuberculosis H37Ra ActpB (ActpB). Los datos se muestran como el promedio £+ SEM
derivado de medidas por triplicado biolégico. b. El crecimiento de las dos cepas de M.
tuberculosis (WT y ActpB) en medio solido 7H11-OADC suplementado con 0, 25y 100 yM
de CuSO.. Se sembraron 5 uL de diluciones seriadas en base 10 de un culivo crecido en
fase exponencial de las dos cepas (diluciones 10° a 10°).
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Durante el desarrollo del presenté trabajo se planted la construccién de un mutante de M.
smegmatis mc2155 defectivo en el gen de la Cu* ATPasa enddgena (msmeg_5014), este
mutante se hizo con el fin de tener una cepa de expresion de M. smegmatis que no expresé
la Cu® ATPasa, permitiendo obtener un sistema expresion mas apropiado para
sobreexpresar otras Cu® ATPasas. Adicionalmente se construydé este mutante como
control de confirmacién del sistema de recombineria empleado para la mutacion de genes
en micobacterias. La construccion del mutante M. smegmatis mc?155 Amsmeg_5014 se
muestra en el Anexo C, y al mutante obtenido se le evalué su crecimiento bacteriano en
presencia de diferentes concentraciones de Cu?* (Anexo D), a diferencia del mutante de
M. tuberculosis ActpB, el mutante de M. smegmatis Amsmeg_5014 presentd un fenotipo
sensible a Cu?* comparado con la cepa silvestre. Lo anterior sugiere que la Cu* ATPasa

de M. smegmatis tiene como funcién la desintoxicacion del metal.

6.3.3.11 Acumulacién de Cu* en células de M. tuberculosis defectivas en ctpB

Dentro de la caracterizacion fenotipica del mutante de M. tuberculosis H37Ra ActpB se

propuso un analisis de acumulacién del metal en células completas. Este ensayo consistio
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en intoxicar las células con CuSO. 50 uM y determinar el contenido de Cu intracelular, en
el ensayo se comparan la cepa mutante y la cepa silvestre. En la Figura 6-52 se muestra
los resultados obtenidos de este ensayo, encontrando que no hay diferencias significativas

en el contenido de Cu™ intracelular entre las dos cepas.

Estos ensayos también se realizaron con otros mutantes defectivos en Cu* ATPasas, se
espera que las enzimas que se encargan de la desintoxicacién del metal presenten un
aumento en la concentracion intracelular de Cu* al mutar el gen, ya que la ausencia del
transportador disminuye el eflujo Cu* al exterior celular [151, 166]. Por otro lado, las Cu*
ATPasas encargadas de la metalacion de proteinas extracitoplasméticas no presentan
este fenotipo, y resultan en el mismo patron de acumulacién entre la cepa mutante y la
silvestre [151, 166]. Por lo tanto, que el mutante M. tuberculosis H37Ra ActpB no acumule
Cu* intracelular corrobora los resultados previamente encontrados que sugieren que CtpB

es una Cu* ATPasa cuya funcién es metalar proteina extracitoplasméticas.

Figura 6-52: Ensayo de acumulacién de Cu en células completas del mutante
defectivo de M. tuberculosis H37Ra ActpB. El contenido de Cu intracelular determinado
por AAS-GF de células completas que fueron tratadas con 50 uM de CuSO4, se muestra
como pg de Cu por g de pellet seco. En negro se muestran los valores para la cepa silvestre
de M. tuberculosis H37Ra (WT) y en gris el mutante de M. tuberculosis H37Ra ActpB
(ActpB). Los datos se muestran como el promedio + SEM derivado de medidas por
triplicado bioldgico.
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Los resultados de los ensayos fenotipicos (viabilidad y acumulacion de Cu) hechos a
mutantes de M. tuberculosis H37Ra ActpB, no descartan una respuesta compensatoria por
parte de las otras dos Cu* ATPasas, CtpA y CtpV; el efecto compensatorio indica que las
dos ATPasas se encarguen de la desintoxicacion del metal supliendo la actividad de CtpB

y por tanto no se observe este fenotipo sensible al catibn en el mutante. Para evaluar este
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posible efecto compensatorio es necesario la construccién de mutantes dobles o triples en
las Cu® ATPasas de M. tuberculosis. Sin embargo, en estudios hechos con un mutante de
M. tuberculosis ActpV se encontrd que la bacteria presenta un fenotipo sensible a Cu [11],
por lo que en este caso no se present6 un efecto compensatorio por parte de CtpA y CtpB,
para suplir esta funcién, esto indica que estas dos Cu* ATPasas presentan una funcién

diferente a la desintoxicacion de Cu.

6.3.4 Caracterizacion funcional de CtpV
6.3.4.1 Obtencion de un recombinante de sobreexpresion de CtpV

De manera similar como lo realizado para CtpA y CtpB, el gen ctpV de M. tuberculosis
(Rv0969), inicialmente se intentd clonar en el vector pBAD Myc His A, pero no se obtuvo
el plasmido recombinante. Por tanto, se decidio clonar el gen ctpV usando el sistema pBAD
topo TA (Thermo Scientific) que permite la sobreexpresion de la proteina recombinante en
E. coli. El sistema Topo permite la insercion directa de un producto de PCR para expresion,
aprovechando la colas de A en el extremo 3’ del producto de PCR y la cola de T del extremo
5’ del vector, mediado por la actividad de la Topoisomerasa que une los dos fragmentos
[211]. En la Figura 6-53a se muestra el procedimiento utilizado para generar el plasmido
recombinante de sobreexpresion llamado pALT26. Al igual que en las clonaciones hechas
anteriormente, al gen se le afiadié un sitio TEV (Figura 6 -53b) asegurando la
direccionalidad correcta de ligacién, para de esta manera expresar la proteina

recombinante correcta (Figura 6-53).

6.3.4.2 Sobreexpresion en E. coli y purificacion de CtpV recombinante

Una vez construido el plasmido recombinante pALT26 se procedié a expresar la proteina
CtpV en células de E. coli DC194 (cepa de E. coli LMG194 defectiva en CopA), por lo que
fue necesario transformar pALT26 en esa cepa de expresion. La proteina recombinante
obtenida contiene una etiqueta de His en el extremo C-terminal que permite su purificacion
y deteccién mediante técnicas de Dot-Blot y Western-Blot usando un anticuerpo anti-
Histidinas. La evaluacion de la expresion de CtpV se analiz6 mediante Dot-Blot a partir de
cuatro colonias recombinantes (Figura 6-54b). Las condiciones para la expresion de la
proteina recombinante fueron: medio LB suplementado con 0,05% de agente inductor (L-

arabinosa), 37 °C, 180 rpm de agitacion durante 3 horas. Como se observa, la expresion
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de CtpV se evidencia en todas las colonias analizadas, con mayor intensidad de expresion

en la colonia 3, por lo que se decidié continuar el proceso con esta colonia (Figura 6-54b).

Figura 6-53: Obtencion del recombinante de sobreexpresién de CtpV en E. coli. a.
Esquema de clonacién del gen ctpV en el plasmido pBAD topo TA. b. Amplificacion por
PCR del gen ctpV usando como molde ADN gendmico de M. tuberculosis H37Rv y los
iniciadores pBAD topo ctpV For/pBAD-ctpV-rev (fragmento de 2337 pb). c. PCR de colonia
para confirmacion de la direccionalidad del inserto (iniciadores: 5 ctpV seg/pBAD For) y la
construccion del plasmido pALT26 (amplimero de 1870 pb).
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Figura 6-54: Sobreexpresion de CtpV en E. coli. a. Esquema del plasmido pALT26 para
la sobreexpresion de CtpV. b. Analisis de expresion de CtpV en E. coli DC194 a partir de
4 colonias diferentes. La verificacibn se hizo mediante ensayos de Dot-Blot usando
anticuerpo 1° dirigido contra el His-tag (6x-His Epitope Tag Antibody Rabbit, Thermo
Scientific) y secundario conjugado con peroxidasa de rabano (Goat anti-Rabbit 1gG Fc,
HRP conjugate, Thermo Scientific).
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La metodologia empleada para la purificaciéon de CtpV fue la misma que se usoé en las
purificaciones anteriores, donde basicamente se utiliza el medio Al en el sistema de
expresion controlado (20 °C. 180 rpm y 18 h), y el cultivo inducido fue crecido hasta un
ODeoonm de 4,0. Posteriormente las bacterias fueron lisadas, se aislo la membrana
plasmética de la que se extrajeron las proteinas de membrana de la bicapa lipidica con
detergente DDM al 1%, y se procedio a hacer la cromatografia de afinidad para purificar
CtpV recombinante. La proteina de interés se visualizd eluyendo con imidazol 150 mM
(Figura 6-55). La purificacion de CtpV mediante cromatografia de afinidad fue satisfactoria;
se obtuvo un rendimiento de 2,2 mg/L de cultivo bacteriano. Al analizar el producto de
purificacién de CtpV mediante SDS-PAGE, se observé una banda de 85,7 kDa, ademas
de otras bandas contaminantes, lo que sugiere degradacién y/o co-elucion de otras
proteinas (Figura 6-55). Aun asi, el grado de purificacion de la proteina se considerd

adecuado para hacer los ensayos posteriores de actividad enzimatica.

Figura 6-55: Purificacién por cromatografia de afinidad de la proteina recombinante
CtpV. a. SDS-PAGE de la purificacion de CtpV. Carril 1. Sobrenadante de solubilizacion
de membrana con DDM al 0,75%. 2. Pellet de solubilizacion de membrana con DDM al
0,75%. 3. Proteinas no retenidas. 4. Lavado con imidazol 20 mM. 5. Extracto de CtpV
purificado (Elucién con imidazol 150 mM). b. Western-Blot de la purificacion de CtpV. Carril
1. Sobrenadante de solubilizacion de membrana con DDM al 0,75%. 2. Pellet de
solubilizacion de membrana con DDM al 0,75%. 3. Proteinas no retenidas. 4. Lavado con
imidazol 20 mM. 5. Extracto de CtpV purificado (Elucion con imidazol 150 mM).
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6.3.4.3 El extracto de CtpV purificado presentd actividad pNPPasa y Cu*
ATPasa

Los ensayos de actividad pNNPasa del extracto purificado de CtpV mostraron que la
enzima es activa luego del proceso de purificacién. En la Figura 6-56 se muestran los
resultados de actividad pNNPasa variando la cantidad de proteina. Se observé cémo lo
esperado, que a mayor cantidad de enzima se produzca mas pNP, y al normalizar los a
valores de actividad enzimatica especifica, a partir de 4 ug de proteina, la actividad se hace
constante 14,19 + 2,41 nmol pNPP/mg-min, con un valor de actividad similar al observado

a partir de los extractos purificados de CtpA y CtpB.

Figura 6-56: Actividad p-nitrofenil fosfatasa (pNPPasa) del extracto purificado de
CtpV. Variaciéon de la cantidad de proteina afiadida a cada reaccién enzimatica. En el
gréfico sin normalizar (izquierda) hay mayor cantidad de producto a mayor cantidad de
enzima. Cuando la actividad se normaliza por la cantidad de proteina (derecha) se observa
un comportamiento constante de la actividad enzimatica.
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Por otra parte, el extracto de CtpV purificado mostré actividad ATPasa estimulada por Cu*
de 14,1 + 0,3 nmol/mg-min al utilizar 10 yM del catién en el medio de reaccion, esta
concentracion se selecciond con el fin de comparar la actividad de CtpV a las mismas
condiciones donde se observo actividad para CtpA y CtpB a partir de proteinas purificadas
(3,8 £ 1,4y 11,8 £ 3,0 nmol/mg-min, respectivamente). El extracto de CtpV mostré una
mayor actividad ATPasa comparado con CtpA y CtpB, lo que sugiere que esta enzima
tiene una mayor capacidad de transporte comparada con sus homologos de M.
tuberculosis. La actividad obtenida para CtpV es comparable con el valor de Vmax reportado
para la Cu® ATPasa CopA de E. coli, que es de 27,3 + 4,5 nmol/mg-min [102]. Tal como
sucedié con CtpA y CtpB, los extractos enzimaticos de CtpV perdieron rapidamente
actividad enzimatica con el tiempo, lo que impedia seguir utilizandolos para

caracterizaciones posteriores de la enzima.

La estrategia alterna para determinar la actividad ATPasa de CtpV fue similar a la
empleada para la determinacion de los parametros cinéticos de CtpA y CtpB, pero en este
caso se hicieron los ensayos en preparaciones de membrana cruda de E. coli DC194 y no
M. smegmatis mc2155 como en los casos anteriores, al no contar con un recombinante de
expresion de CtpV en micobacterias. La actividad ATPasa asociada a CtpV se estimé como
la diferencia de actividad entre vesiculas de membranas sobreexpresando la proteina y
vesiculas aisladas de bacterias transformadas con el vector pBAD vacio, resultados que

se muestran mas adelante en el texto.

6.3.4.4 CtpV transporta Cu* en vesiculas evertidas de E. coli AcopA

Las vesiculas evertidas de E. coli DC194 (mutante de E. coli AcopA) enriquecidas CtpV se
usaron para los ensayos de transporte de Cu*, siguiendo la misma metodologia empleada
para CtpA y CtpB. Los resultados mostrados en la Figura 6-57 revelan que el catién fue
transportado al interior de las vesiculas; al hacer una comparacién de la disposicion
espacial de la vesicula evertida y la disposicion real de la enzima en la membrana de la
célula, es posible afirmar que el transporte del metal en la célula se hace desde el citosol

hacia el espacio extracelular.

Figura 6-57: Transporte de Cu* mediado por CtpV en vesiculas de membrana
evertidas. Actividad enzimética relacionada con la tasa de transporte de Cu® que se
representada en valores de nmol de Cu* dentro de las vesiculas por mg de proteina por
minuto. Estos valores se obtuvieron al realizar la reaccion enzimética utilizando dos
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concentraciones iniciales diferentes de Cu* (100 y 1000 uM) en el medio de reaccion
(Fuera de la vesicula de membrana evertida enriquecida por CtpV). Los datos se grafican
como promedio + SEM derivados de tres réplicas técnicas.
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Los valores de actividad enzimética que representan la tasa de transporte de Cu® mediada
por CtpV (Figura 6-57) fueron de 9,98 + 1,56 y 15,28 + 2,05 nmol Cu*/mg proteina-min al
suplementar la reaccion con 100 y 1000 pM de Cu*, respectivamente. Estas
concentraciones altas de catién permiten estimar la actividad enzimatica cercal al Vinax. Al
comparar las 3 Cu* ATPasas de M. tuberculosis, se observa que CtpV muestra una mayor
tasa de transporte, sugiriendo que esta enzima se encarga de transportar el catidon con
mayor eficiencia, y de acuerdo a lo reportado anteriormente, CtpV se podria asociar con la
desintoxicacion de Cu en M. tuberculosis [11]. El valor de Vmax de transporte de Cu* de
CopA2 de P. aeruginosa (6,7 = 0,4 nmol Cu*/mg proteina-min), ATPasa encargada de
metalar cuproproteinas periplasméticas [151], se puede compararse con el valor obtenido
para CtpV usando 1000 uM de Cu™, concentracion que indicaria saturacion de la enzimay
el valor de actividad es cercano al Vmax, 10 que contradice la posible funcién que estaria
cumpliendo CtpV en M. tuberculosis. Sin embargo, evaluando las cinéticas de transporte
de CopAl y CopA2 de P. aeruginosa se tiene que la ATPasa relacionada con la
desintoxicacion de Cu+ tienen un Ki» mayor (CopAl, Kiz = 152,6 £ 7,9 uM de Cu*),
comparable con el obtenido para CtpV en este trabajo. Al suplementar el medio de reaccion
con 100 mM de Cu* se tiene una tasa de transporte menor en comparacion con 1000 uM
de Cu*, indicando que en esta primera concentracion la enzima no ha llegado a su Vmax.
Esta tendencia no se observa en los resultados obtenidos de CtpA y CtpB, sugiriendo que
de las tres Cu* ATPasas de M. tuberculosis, CtpV es la mas posiblemente encargada de

la desintoxicacion de Cu®.
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Otra consideracion a tener en cuenta es que M. tuberculosis es mas susceptible al Cu?*
gue P. aeruginosa, lo que se puede ver reflejado en la CMI de 25 yM para la micobacteria
(determinado en el presente trabajo), mientras que la reportada para P. aeroginosa es de
4 mM [151]. Al ser mas susceptible M. tuberculosis al Cu, sus Cu® ATPasas pueden tener
una menor tasa de transporte, suponiendo también que estas enzimas son el principal
sistema de eflujo del metal fuera del citosol bacteriano, que puede verse evidenciado con
fenotipo de mayor susceptibilidad a Cu?* que presentan algunos mutantes de Cu* ATPasas

en algunas bacterias [151, 208].

6.3.4.5 La actividad ATPasa de CtpV sigue una cinética de Michaelis-Menten
frente a Cu”*

En la determinacién de los parametros cinéticos de CtpV embebida en la membrana, se
midié la actividad Cu* ATPasa de membranas de E. coli DC194 enriquecidas con este
transportador. Al ser un extracto crudo de membrana es necesario descontar la
contribucioén de otras enzimas ATPasas presentes en la membrana, para ello se realizaron
reacciones enzimaticas paralelas usando membranas aisladas de bacterias transformadas
con el vector pBAD vacio y su valor de actividad se descontd de los valores de actividad

enziméatica reportados.

La proteina CtpV embebida en la membrana de E. coli catalizdé la hidrdlisis de ATP
dependiente de concentraciones variables de Cu*. Cuando Mg?", ATP y Cu* fueron
afadidos al medio de reaccion, la actividad Cu® ATPasa alcanzé una Vmax €n
concentraciones de Cu* por encima de 200 puM. La hidrélisis de ATP se estimd en presencia
de concentraciones variables de Cu* entre 0 y 500 uM, exhibiendo un Ki» de 29,11 + 8,02
MM, y una Vmax de 0,988 + 0,068 nmol/mg-min (Figura 6-58). Los resultados confirman que
CtpV fue transcrita y traducida, y el producto se ensamblé en la membrana de E. coli como

una bomba de Cu* funcional.

Figura 6-58: La actividad Cu* ATPasa de CtpV se ajusta a una cinética de Michaelis-
Menten. Se cuantifico el fosfato liberado de la hidrélisis de ATP en presencia de
concentraciones variables de Cu* entre 0 y 500 mM, obteniendo valores de Ki» de 29,11
+ 8,02 uM y Vmax 0,988 + 0,068 nmol/mg-min. Los valores de Kiz Y Vmax S€ calcularon
utilizando el programa Prism 6 version 6.0h para Windows 10, GraphPad Software, La Jolla
California USA, www.graphpad.com. Los datos se grafican como promedio + SEM
derivados de tres réplicas técnicas.
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La Vmax Obtenida para CtpV es baja en comparacién con CtpA y CtpB, lo que podria
deberse principalmente al sistema de expresién utilizado en cada uno de los ensayos. Para
CtpV se usaron membranas extraidas de E. coli y no M. smegmatis. Este mismo
comportamiento de subestimacién de la actividad ATPasa se habia observado
previamente en nuestro grupo de investigacion al desarrollar otro trabajo de posgrado
[212], donde se expresdé Pmal (posible transportador de Na*/K* 6 Ca?*) de M. smegmatis
en ambos sistemas. Los ensayos de actividad Ca?* ATPasa fueron de 2,142 + 0,353 y
8,132 £ 0,353 nmol Pi/mg-min al sobreexpresar en membranas de E. coli y M. smegmatis,
respectivamente [212]. La diferencia en la actividad se podria explicar parcialmente por la
composicion lipidica de la membrana plasmética de las dos bacterias, que en el caso de
la micobacteria es mas cercana al ambiente lipidico que se encuentra CtpV en M.
tuberculosis. Lo anterior demuestra que el Vmax puede variar con el sistema de expresion,
por lo que el valor obtenido puede estar subestimado y al compararlo con otras Cu*
ATPasas este es muy bajo. Ademas, al tratarse de un extracto de membrana no se tiene
la proteina aislada y pura, por lo que el valor de actividad enzimética especifica debe ser

mayor al tener un extracto purificado.

Al comparar la Ky de CtpV con valores previamente reportados para otras Cu* ATPasas
bacterianas, CtpV muestra valores cercanos y mayores a CopA de E. coliy A. fulgidus (5,4
+ 06 pM y 2,1 = 0,6 uM, respectivamente) [91, 202]. Esta diferencia podria ser
parcialmente explicada al analizar los resultados del estudio realizado por de Drees y
colaboradores [91], donde los MBD del N terminal de CopA de E. coli fueron mutados
obteniendo valores de Ki», mayores (5,4 = 0,6 uM para CopA, 8,7 = 0,6 uM para AN1CopA
y 31,9 = 5,0 uM para AN1,CopA [91]). Teniendo en cuenta que CtpV no presenta estos
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dominios el valor de Ky es méas cercano al obtenido a CopA carente de los dos MBD
(ANl/chpA).

Por otro lado, el pardmetro de Ki. de la actividad Cu* ATPasa de CtpV es mayor
comparado con el obtenido para CtpA y CtpB, lo que se puede interpretar como una menor
afinidad por el Cu*. Al relacionar este resultado con los pardmetros cinéticos del transporte
de Cu* de las dos Cu* ATPasas de P. aeruginosa, que presentan dos funciones bioldgicas
diferentes, se encuentra que en el caso de CopAl existe un Ki» mayor que CopA2 [151],
indicando que la bomba encargada de la desintoxicacion del catién presenta un valor de
K12 mayor que el de la enzima que metala proteinas. Esta comparacion entre cinéticas,
midiendo actividad ATPasa y transporte de Cu*, es posible toda vez que la actividad
ATPasa es una medida indirecta del transporte del catién, ya que durante cada ciclo
catalitico se libera una molécula de fosfato por el cation transportado. Lo anterior permite
corroborar que en el caso de las tres Cu* ATPasas de M. tuberculosis, CtpV es la

encargada de la desintoxicacion de Cu*.

Tabla 6-13: Parametros cinéticos de las Cu* ATPasas de M. tuberculosis. Se resumen
los tipos de cinéticas y parametros cinéticos que fueron determinados para las tres Cu*
ATPasas de M. tuberculosis.

Enzima Tipo de cinética Parametros cinéticos

Ki/2(UM)  Vimax (nmol Pi/mg-min)  h
CtpA Enzima Alostérica (modelo de Hill) 4,68 x 1072 10,3 1,91
CtpB Michaelis Menten 0,19 2,29 -
CtpV Michaelis Menten 29,11 0,988 ---

En la Tabla 6-13 se resumen los pardmetros cinéticos determinado por la actividad ATPasa
de las tres Cu* ATPasas de M. tuberculosis. Teniendo presente el valor del parametro
cinético Ky, es posible sugerir que CtpV es una enzima encargada de la desintoxicacion
de Cu*, y CtpA y CtpB son las enzimas encargadas de metalacion con Cu* de proteinas
periplasmaticas o0 de membrana en la su cara externa. Para conocer los posibles blanco
de metalacion de estas enzimas hay que hacer aproximaciones bioinformaticas de las
cuproproteinas de M. tuberculosis localizadas fuera del citosol bacteriano, y observar si

ellas estan relacionadas con estas bombas.
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6.4 Discusion general de los resultados

Los multiples ambientes que M. tuberculosis puede ocupar dentro del hospedero durante
la infeccion explican la abundancia de mecanismos de defensas que la bacteria ha
desarrollado durante su evolucion, entre ellas el gran nUmero de ATPasas tipo P. Para
sobrevivir a dichos ambientes cambiantes, la micobacteria debe censar, responder y
adaptarse rapidamente a nuevos ambientes de tal forma que pueda soportar condiciones
como pH &cido, hipoxia, inanicion, ROS y RNS, concentraciones toxicas de cationes
metdalicos, entre otras [8, 213]. Por ello, la virulencia de las micobacterias es un fenémeno
basado en la expresion controlada de mdltiples genes involucrados en varias etapas de la
interaccion hospedero-patégeno, incluyendo adhesion, invasion, replicacion intracelular y
diseminacion a otros sitios [214]. En cierta medida, dichas respuestas son especificas y se
pueden evidenciar por cambios en los niveles transcripcionales y en los perfiles de sintesis

de proteinas posterior a la exposicién a dichas condiciones de estrés.

En ese sentido y como se detall6 en el Numeral 6.1.3 de los resultados transcripcionales
de las ATPasas tipo Pig bajo condiciones de estrés, muestran que las ATPasas tipo Pis
activan sus perfiles transcripcionales en respuesta a condiciones de estrés relacionadas al
proceso de infeccion. Encontrando que los genes ctpA, ctpC, ctpG, ctpJ y ctpV son
preferencialmente activados en presencia de cationes de metales pesados, que ctpA, ctpB
y ctpD se activan en presencias de agentes de estrés redox, y que por su parte, ctpB y
ctpC se activan en un ambiente in vitro de hipoxia. A partir de estos resultados es posible
postular que CtpA, CtpC, CtpJ, CtpG y CtpV estan relacionadas con procesos de
desintoxicacion de cationes de metales pesados, por presentar una respuesta
transcripcional frente a concentraciones altas de cationes de metales pesados, que a su
vez coincide con los sustratos de estas ATPasas [11, 44, 50, 171, 174]. También los
resultados obtenidos sugieren que CtpA, CtpB, y CtpD estarian asociadas con la respuesta
al estrés redox, toda vez que estos transportadores presentaron una activacion en su
transcripcion bajo la presencia de agentes de estrés oxidativo y nitrosativo, como el KCN
y nitroprusiato de sodio, respectivamente. De manera importante se evidencia que CtpB y
CtpC pueden ser relevantes cuando M. tuberculosis entra a un estado de hipoxia. En la
respuesta al estrés redox e hipoxia, las ATPasas tipo Pig no actian directamente para
mitigar el estrés generado, ya que ellas tienen como funcién el transporte de cationes a

través de la membrana plasmatica; cuando ellas se expresan bajo estas condiciones
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posiblemente su funcion sea la entrega de cofactores (o cationes) para activar enzimas
extracitoplasmaticas, y que sean funcionales para hacer frente a la condicién de estrés

expuestas.

Se postularon los posibles reguladores transcripcional de cada una de las ATPasas tipo
P1g de M. tuberculosis, de la siguiente forma: Rv0818-Rv2250c (de CtpA), SigC (de CtpB),
Rv0324 (de CtpC), SigH-Rv0238 (de CtpD), CmtR (de CtpG), NmtR (de CtpJ), y CosR (de
CtpV). A partir de estos reguladores se hizo el andlisis transcripcional en las condiciones
de estrés utilizadas para el ensayo con la ATPasa. Los resultados mostraron una respuesta
concertada entre la activacion de la transcripcion del regulador y la ATPasa tipo Pigs, esto
es, los genes de los reguladores transcripcionales propuestos aumentan sus niveles de
transcripcidén en respuesta a las mismas condiciones de estrés previamente evaluadas con

las ATPasas tipo P1ig que posiblemente estan regulando.

De manera interesante, se encontrd que CtpG, CtpJ y CtpV se encuentran reguladas por
proteinas metaloreguladoras que sensan los cationes de Cd?*, Co* y Cu',
respectivamente. La regulacién de CtpB y CtpD implica factores sigma de la ARN
polimerasa alternativos (SigC y SigH, respectivamente) que modulan la transcripcién de
los transportadores en condiciones de estrés. Finalmente, CtpA, CtpC y CtpD pueden ser
regulados por proteinas de la Familia de ArsR y TetR, y el mecanismo como estarian
controlando la expresion de las ATPasas se desconoce. Por lo tanto, los resultados del
presente trabajo permitieron hacer un acercamiento a la relacion que existe entre el

regulador y la expresion de las ATPasas tipo Pis.

Figura 6-59: Resumen de los resultados obtenidos del estudio de las ATPasas tipo
Pis y sus posibles reguladores transcripcionales. Se representa una célula de M.
tuberculosis, como un citosol delimitado por una membrana plasmética. En su membrana
se ubican las 7 ATPasas tipo Pis representadas como cilindros, que exporta cationes
desde el citoplasma micobacteriano. Se hace una separacion de los siete transportadores
en dos grupos: Aquellas ATPasas que tendrian un papel en la desintoxicacion con cationes
de metales pesados CtpA, CtpC, CtpG, CtpJ y CtpV; y las ATPasas que estarian
involucradas en la respuesta estrés redox e hipoxia, que en este caso se encargarian de
metalar a enzimas extracitoplasmaticas (representadas por 6valos punteados). En el
citosol se muestran los genes de la ATPasa tipo P1s y su regulador transcripcional, cuando
ellos se separan por lineas punteadas indican diferente localizacion gendmica, y los genes
los reguladores que hacen parte de operones se representan en anaranjado. También se
muestran las condiciones en que la transcripcion de los genes es inducida (NP,
nitroprusiato de sodio).
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Es necesario tener en mente que, a pesar de que estas proteinas involucradas en la
homeostasis ibnica micobacteriana se estudiaron como actores aislados, ellos deben
actuar en una misma célula en eventos concertados. Por ello y con propdsitos netamente
comparativos, la Figura 6-59 intenta esquematizar las funciones de las ATPasas tipo Pig ¥y
sus posibles reguladores transcripcionales, que fueron caracterizadas aqui, como

estrategia para elucidar posibles relaciones entre ellas.

Por otra parte, como el estudio se enfoco en determinar las caracteristicas funcionales de
las tres Cu* ATPasas, para conocer si tienen una funcibn compensatoria o funciones
diferentes en la célula. La estrategia coordinada de experimentos de biologia molecular,
bioinformatica, bioquimica y microbiologia nos permitieron establecer caracteristicas
funcionales de estas ATPasas, como un primer paso en conocer la funcién de estas
enzimas. Estas determinaciones se hicieron a partir de ensayos donde sobreexpresaron
los transportadores en membrana plasmaética, asi como medidas de actividad ATPasa que
permitieron corroborar que CtpA, CtpB y CtpV tienen como especificidad iénica Cu*. En
general, la homedstasis del Cu* debe ser un proceso vital para el bacilo tuberculoso, ya
gue posee tres sistemas de transporte activo primario encargados de la extrusién del

cation.

Los resultados de los pardmetros cinéticos de las 3 ATPasas estudiadas tienen como
temperatura optima de actividad 37°C sugiriendo que son activas durante la infeccion de
hospederos de sangre caliente. En lo que respecta al pH Optimo de reaccion, se ha
establecido que el pH del compartimento en el que reside M. tuberculosis dentro de los
macréfagos varia entre 6,2 y 4,5 [215], por lo que uno esperaria que aquellas bombas que
se activen durante la infeccion tengan su maximo de actividad en valores de pH acido. No
obstante, se ha determinado que la micobacteria usa varios mecanismos para mantener
el pH intracelular cercano a 7, aun cuando los valores pH externo sean acidos [215], lo que
parcialmente explica el hecho de que las tres enzimas, CtpA, CtpB, y CtpV, tengan valores
optimos de pH cercanos a la neutralidad.

La presencia de multiples transportadores de Cu* en M. tuberculosis es un indicativo de
que el organismo tiene la habilidad de prosperar en ambientes con niveles de Cu*?*
cambiantes, lo que es totalmente cierto, ya que el bacilo tuberculoso se localiza

extracelularmente, en granulomas, en endosomas tempranos, en fagosomas [216, 217],
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donde también se experimenta cambios en la concentracion del cation [10]. No obstante,
se esperaria que estos transportadores no trabajen de forma simultdnea, sino que
participen en la respuesta a diferentes condiciones ambientales. De forma interesante,
cuando se comparan los perfiles transcripcionales obtenidos en el presente trabajo, se
observa que la transcripcion del gen ctpA se incrementa en concentraciones subletales de
Cu?* (20 uM) y también en condiciones de estrés redox, indicando que la ATPasa se puede
encargar del transporte del metal en bajas concentraciones, y también se puede asociar
con la respuesta al estrés redox. Por su parte el gen ctpB presento activacion de su
transcripcidén en condiciones de hipoxia, y finalmente el gen ctpV indujo su transcripcion en
concentraciones toxicas de Cu?* (500 uM), encargandose del transporte del metal cuando
este se encuentra en altas concentraciones. Estos resultados sugieren que las tres Cu*

ATPasas son activas y tienen actividades diferentes durante el proceso de infeccion.

Adicionalmente, si se compara el valor del pardmetro cinético Ky, de CtpA, CtpB y CtpV
determinado por los ensayos de actividad Cu* ATPasa, se encontro que el Ky» de CtpV es
mayor comparado con el obtenido para CtpA y CtpB, lo que se puede interpretar como una
menor afinidad por el Cu*. Al comparar este resultado con las Cu* ATPasas de P.
auroginosa la bomba encargada de la desintoxicacion del cation presenta un valor de Ki;,
mayor que el de las enzimas que metalan proteinas [151]; por lo tanto, posiblemente de
las tres Cu® ATPasas, CtpV sea potencialmente la ATPasa encargada de la
desintoxicacion del metal. Este efecto también fue sugerido al determinar la actividad Cu*
ATPasa de los extractos puros de estos transportadores, mostrado que CtpV presenta una
mayor estimulacién de la actividad enzimatica seguido de CtpB y CtpA. Otro de los ensayos
funcionales para comparar la actividad enzimética de los tres transportadores, fue el de
transporte de Cu* en vesiculas de membrana. Se encontr6 que al usar vesiculas evertidas
enriguecidas con CtpV se obtuvo una mayor tasa de transporte de Cu* comparado con
CtpAy CtpB. El conjunto de estos resultados sugiere fuertemente que CtpV es una ATPasa
encargada del eflujo eficiente de Cu* y por lo tanto una funcion de desintoxicacién del
metal. Esta funcién se habia reportado anteriormente al hacer ensayos de viabilidad en
presencia de Cu?* con un mutante de M. tuberculosis defectivo en ctpV, este mutante

present6 un fenotipo sensible a metal [11].

En el caso especifico de CtpB se obtuvo un mutante de M. tuberculosis H37Ra defectivo

en el gen, este mutante fue utilizado para evaluar su viabilidad en presencia de
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concentraciones variables de Cu?*, los resultados mostraron que la mutacién no afecta la
tolerancia a Cu?* por parte de la micobacteria. Adicionalmente, un andlisis complementario
de acumulacion del metal en el citosol bacteriano, mostrdé que la cepa mutante acumula
Cu* en la misma medida que la cepa silvestre. El conjunto de estos resultados permite
postular que la desintoxicacién de Cu* es producto del transporte de las Cu* ATPasas CtpA
y CtpV de M. tuberculosis, por lo que es posible asociar a CtpB con ATPasas que tienen
como funcibn metalar proteinas extracitoplasmaticas que responden a diferentes
condiciones de estrés. Esta evidencia corrobora los resultados obtenidos de los
pardmetros enziméticos de CtpB y la activaciéon transcripcional del gen ctpB en un

ambiente de bajas tensiones de oxigeno.

En general los resultados nos permiten sugerir que las ATPasas tipo P1g podrian ser dianas
prometedoras para el desarrollo de farmacos, ya que son parte de las herramientas que
las micobacterias patégenas utilizan para convertir el ambiente hostil del fagosoma en un
nicho habitable. En concordancia, se ha demostrado que la delecion de las ATPasas tipo
P conlleva a atenuacion de la virulencia de M. tuberculosis [11, 23, 25, 44, 50]. Esto resulta
de gran interés, ya que en la actualidad, se estd optando por identificar dianas cuya
inhibicion afecte la virulencia mas que la viabilidad de la bacteria, ya que es capaz de
atenuar la bacteria deteniendo su crecimiento y generando menos presion selectiva, que
adicionalmente no afecta draméticamente la microbiota del hospedero. Algunos ejemplos
son los inhibidores de la adhesion (Aaptaminas, Piridazinona y Pilicidas) y los inhibidores
del Quorum Sensing (derivados de furanona), que afectan la virulencia de E. coli, P.
aeruginosa y/o S. aureus [218]. Ademas, farmacos que bloqueen sistemas centrales, como
el transporte i6nico mediado por ATPasas tipo Pig, podria tener amplio espectro de
actividad, toda vez que son sistemas conservados por todos los patégenos. El problema
estd en encontrar la manera de inhibir la bomba del patégeno sin afectar la de su
hospedero. En nuestro grupo de investigacién actualmente2013 se esté trabajando en el

desarrollo de inhibidores especificos para algunas ATPasas tipo P de M. tuberculosis.

Por otro lado, la atenuacion ocurrida al remover algunas de las ATPasas tipo Pig del
genoma de M. tuberculosis supone una visién favorable para el desarrollo de vacunas
atenuadas. Los recientes proyectos en desarrollo de vacunas anti-TB se han enfocado en
desarrollar una vacuna capaz de bloquear la infeccion inicial, en contraste con BCG, que

protege principalmente contra la replicacion activa del bacilo. Por ello, tener una vacuna
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derivada directamente de M. tuberculosis, que causa TB en humanos, presenta una mayor
ventaja. Ya que el uso de vacunas anti-TB vivas, atenuadas y derivadas de M. tuberculosis
pueden despertar una mayor respuesta inmune, debido a que el perfil antigénico de la

vacuna seria mas cercano al de las cepas virulentas de M. tuberculosis [219].

Para evaluar si es posible tener cepas atenuadas que incluyan mutaciones en los genes
gue codifican para las ATPasas tipo Pig, especificamente CtpA y CtpB, el paso a seguir
sera la generacion de las respectivas cepas mutantes en M. tuberculosis H37Rv y la
evaluacién de su virulencia en modelos de infeccion. En el presente trabajo se
desarrollaron los Utiles génicos para la construccién de estos mutantes, y aunque no se
haya especificado en el texto, se han hecho intentos de transformacion de estos AES en
la cepa de recombineria de M. tuberculosis H37Rv y todavia no se han obtenido colonias
con el genotipo mutante. Actualmente nuestro grupo de investigacion esta trabajando en

la construccién y evaluacion de estos mutantes.

En conclusién, este trabajo es hace parte inicial del prop6sito de nuestro grupo de
investigacion a largo plazo de elucidar el potencial de las ATPasas tipo P de M. tuberculosis

como posibles dianas terapéuticas o en el desarrollo de vacunas atenuadas.






7.Conclusiones y Perspectivas

7.1 Conclusiones

La evaluacién de la respuesta transcripcional de los genes de las ATPasas tipo Pig bajo
condiciones que simulan el fagosoma en el que reside M. tuberculosis, mostré que todas
se los transportadores se activan en condiciones de estrés especificas. De forma
interesante los genes ctpA, ctpC, ctpG, ctpJ y ctpV tuvieron una respuesta en presencia
de metales pesados, sugiriendo que dichas enzimas cumplen funciones en el proceso de
desintoxicacion de metales. Por otra parte, se encontrd que los genes ctpA, ctpB y ctpD
tienen una respuesta a condiciones de estrés redox, porque su transcripcién tuvo una
induccién en presencia de los agentes de estrés oxidativo y nitrosativo. Finalmente, los
genes ctpB y ctpC fueron activos bajo condiciones de hipoxia. El conjunto de estos
resultados sugiere que dichas enzimas cumplen funciones fundamentales durante el
proceso infectivo de M. tuberculosis y que su inhibicion podria afectar la viabilidad o

virulencia del patdgeno durante la infeccion.

Se encontraron los posibles reguladores transcripcional de cada una de las ATPasas tipo
P1s de M. tuberculosis; de los que se evalud la respuesta transcripcional en condiciones
de estrés. Se encontré que existe una activacion concertada por parte del regulador y el
transportador que controla, sugiriendo que los reguladores estan respondiendo
transcripcionalmente donde la ATPasa presenta actividad, por lo que la induccién del
regulador tiene una repercusion en la expresion de la ATPasa. Interesantemente, se
encontré que CtpG, CtpJ y CtpV se encuentran reguladas por proteinas metaloreguladoras
que sensan los cationes de Cd?*, Co?" y Cu*, respectivamente. La regulacién de CtpB y
CtpD implica factores sigma de la ARN polimerasa alternativos (SigC y SigH,
respectivamente) que modulan la transcripcién de los transportadores en condiciones de
estrés. Finalmente, CtpA, CtpC y CtpD pueden ser regulados por proteinas de la Familia

de ArsR y TetR, y el mecanismo como estarian controlando la expresion de la ATPasa se
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desconoce. Sin embargo, los resultados del presente trabajo permitieron hacer un
acercamiento a la relacion que existe entre el regulador y la expresion de las ATPasas tipo
P]_B.

Por su parte, se postuld que CtpA es una Cu* ATPasa debido a varios factores: para
empezar, células sobreexpresando CtpA fueron mas tolerantes a dosis sub-letales de Cu?*
comparado con células control. En concordancia, la actividad ATPasa de membrana
plasmética enriquecidas con CtpA aumentd en funcién de la concentracion de Cu*
siguiendo una cinética de que se ajusta a un modelo de Hill, con actividad enzimética
maxima a pH 7,4 y 37°C, actividad especifica de 10,3 nmol P/mg-min, afinidad por Cu*
(K124,68 x 102 uM de Cu*). Adicionalmente los ensayos de actividad Cu* ATPasa en el
extracto de proteina pura de CtpA recombinante presenté una actividad especifica de 3,8
nmol P/mg-min (en presencia de Cu* 10 uM). Los ensayos de transporte de Cu* en
vesiculas evertidas de membrana enriquecidas con CtpA presentaron una tasa de
transporte de 9,99 nmol Cu/mg-min. Estos resultados en conjunto sugieren que CtpA
presenta caracteristicas enziméticas de transportadores que tienen como funcion la

metalacion de proteinas extracitoplasmaticas.

En cuanto a la caracterizacion funcional de CtpB también sugiere un papel en la metalacién
de enzimas extracitoplasmaticas, toda vez que los resultados del analisis enzimatico lo
sugieren. Para empezar, se confirmé que la enzima es una Cu* ATPasa porque células
sobreexpresando CtpB se hicieron mas tolerantes a dosis subletales del cation comparada
con la cepa control. A su vez, ensayos de actividad ATPasa de membrana plasmética
enriguecidas con CtpB presentaron una cinética tipo Michaelis-Menten, con una Vmax de
2,29 nmol P/mg-min y K> de 0,19 uM de Cu*, con una actividad enzimatica optima a pH
7,4, 37 °C y 0,5 mM de Cys. La proteina pura presentd una actividad de 11,8 nmol P/mg-
min (en presencia de Cu® 10 mM). Por otro lado, los ensayos de transporte de Cu* en
vesiculas evertidas de membrana enriquecidas con CtpB presentaron una tasa de
transporte de 5,69 nmol Cu/mg-min. Finalmente, el mutante de M. tuberculosis H37Ra
ActpB no presentd un fenotipo sensible a Cu, tanto en ensayos de viabilidad celular como
ensayo de acumulacién de metales, soportando el hecho que esta ATPasa tenga como
funcién la metalacion de enzimas extracitoplasmaticas y no una funcién de desintoxicaciéon
de Cu.
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Finalmente, para CtpV también fue corroborada su especificad ionica siendo Cu*. Los
ensayos de actividad Cu* ATPasa en membrana plasmatica enriquecida con CtpV
permitieron determinar que la enzima sigue una cinética de Michaelis-Menten al aumentar
la concentracion de Cu*, encontrando que las membranas enriquecidas con CtpV
presentan una actividad especifica de 0,988 nmol P/mg-min y una afinidad por Cu* (Ku5)
de 29,11 uM. Al comparar este valor de Ki> con el de CtpA y CtpB, se encuentra que es
mas alto, indicando que posiblemente CtpV se encargue de la desintoxicacion del metal.
Esta funcion fue soportada por el ensayo de actividad Cu* ATPasa sobre el extracto puro
de CtpV, donde se evidencio la mayor estimulacion de la actividad enzimatica; también se
encontré una mayor tasa de transporte de Cu* en vesiculas evertidas enriquecidas con
CtpV. Todos los resultados inducen a pensar que CtpV es la ATPasa encargada de la

desintoxicacion por el metal en M. tuberculosis.

En conclusion, nuestra estrategia experimental basada en andlisis transcripcionales,
sobreexpresion y delecion de las proteinas estudiadas junto con estudios bioinformaticos
nos permitié sugerir que las proteinas CtpA, CtpB y CtpV hacen parte de los elementos
involucrados en la interaccion hospedero-patégeno de M. tuberculosis, contribuyendo al
establecimiento exitoso de la infeccién tuberculosa. Por ello, sin descartar a las otras
ATPasas tipo Pig, estas proteinas se postulan como herramientas importantes del bacilo
tuberculoso que pueden ser explotados en el desarrollo de estrategias para el control de
la TB, ya sea como dianas terapéuticas o para la obtencion de cepas atenuadas utiles en

el desarrollo de vacunas.

7.2 Perspectivas

A corto plazo obtener la cepa mutante de M. tuberculosis H37Ra ActpA haciendo uso de
los utiles génicos construidos en el presente trabajo, para posteriormente evaluar el
fenotipo mutante relacionado al transporte de Cu y determinar su funcion. Finalmente, a
partir de los mutantes de M. tuberculosis H37Ra ActpA y ActpB hacer ensayos fenotipicos
relacionados con la respuesta a estrés redox, con el fin de indagar y dar mayor claridad en

la funcién biolégica de estas enzimas.

A mediano plazo se pretende plantear un posible papel de CtpA y CtpB en la infeccion

tuberculosa. Ademas, los Utiles génicos construidos en el presente trabajo permiten la
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construccion de la cepa mutante defectiva en el gen ctpA y ctpB en la cepa virulenta M.
tuberculosis H37Rv, y asi hacer ensayos de infeccion in vivo, con el fin de conocer el
potencial de estas dianas de atenuacion. Adicionalmente, la informacién obtenida de la
relacion existente entre la actividad de las ATPasas tipo Pig y las condiciones de estrés
gue M. tuberculosis enfrenta durante la infeccién, junto con la elucidacién de la regulacién
transcripcional que estos transportadores; estos sistemas de regulacion también se
podrian explotar como potenciales dianas terapéuticas, ya que al inhibir de una manera
indirecta la expresion de las ATPasas tipo Pig se puede afectar la respuesta de la

micobacteria a la condicion de estrés que el transportar esta involucrado.

A largo plazo se espera que esta investigacion contribuya al conocimiento de los
mecanismos responsables del éxito del bacilo tuberculoso relacionado con las ATPasas
tipo P1g y en colaboracion con otras lineas de investigacion poder llegar al disefio racional

de nuevos antituberculosos o mutantes atenuados con potencial vacunal.



A. Anexo A: Listade iniciadores en el desarrollo de la
tesis

Nombre Secuencia 5°-3° Sitio de Funcion
restriccion
Iniciadores para la construccion de recombinantes de sobreexpresion de CtpA
pBAD-ctpA-dir CTCGAGGATGACGACGGCCGTGACCG Xhol Clonacion de ctpA en pBAD-Myc-His A
pBAD-ctpA-rev AAGCTTGGACTGAAAATACAGGTTTTCGCCGCTGCTCGCGGACGAC  Hindlll Clonacién de ctpA en pBAD-Myc-His A
GGCGCGGTC
PMV Taq CtpA TTTTGAATTCGTGGTGGTGGTGGTGGTGGGATTGGAAGTACAGGT  EcoRl Primer reverso para adicionar Taq His a
TTTCCGCGGACGACGGCGCGGTC CtpAy clonar en pMV261
ctpA sm dir TGAGGTGAGTAATTTGGTC - Amplificacion del gen ctpA
ctpA sm rev CACGCGGATTTTGACTC Amplificacién del gen ctpA
ctpA pMV dir TTTTGGATCCGATGACGACGGCCGTGACC BamHl Clonacion de ctpA en pMV261
ctpA pMV rev TTTTGAATTCTGATCGGCGCGGTCCTGG EcoRlI Clonacion de ctpA en pMV261
ctpA pET dir TTTTCTCGAGATGACGACGGCCGTGACC Xhol Clonacion de ctpA en pET302
ctpA pET rev TTTTGGATCCGCCCGACAACGCATCACG BamHlI Clonacion de ctpA en pET302
Iniciadores para la construccion de recombinantes de sobreexpresion de CtpB
pBAD-ctpB-dir GAATTCGTGGCGGCTCCAGTTGTGG EcoRl Clonacioén de ctpB en pBAD-Myc-His A
pBAD-ctpB-rev AAGCTTGGACTGAAAATACAGGTTTTCGCCGCTGCTTTGAGCGCCA  Hindlll Clonacidn de ctpB en pBAD-Myc-His A

AAATTGCGT
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PMV-ctpB-dir
PMV-ctpB-rev
PMV Taq CtpB

pBAD-ctpV-dir
pBAD-ctpV-rev

pBAD topo ctpV
For
pBAD topo ctpV
Rev

pYUB854 primer
T7-2
pJV53 comp dir

pJV53 comp rev

T7

Hyg dir out

Hyg inv out
Tm903 A

Tm903 B

PMV comp up
PMV comp down
PET comp down

TTTTGAATTCGTGGCGGCTCCAGTTGTGG EcoRl
TTTTAAGCTTCCTGGATCTGACCCCGACC Hindlll

AAGCTTCTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGACCTTGGAAGTACAGGTTT  Hindlll
TCTTGAGCGCCAAAATTGCG

Clonacion de ctpB en pMV261
Clonacion de ctpB en pMV261

Primer reverso para adicionar Taq His a
CtpB y clonar en pMV261

Iniciadores para la construccion de recombinantes de sobreexpresion de CtpV

GAATTCATGCGCGTGTGCGTCACCG EcoRlI

AAGCTTGGACTGAAAATACAGGTTTTCGCCGCTGCTTGCGGTTCGG
CCGTCGCGG
CGCGTGTGCGTCACCGGGT —

Hindlll

GGACTGAAAATACAGGTTTTCGCCGCTGCTTGCGGTTCGGCCGTCG  ----
CGG

Clonacion de ctpV en pBAD-Myc-His Ay
pBAD Topo TA
Clonacion de ctpV en pBAD-Myc-His A

Clonacion de ctpV en pBAD Topo TA

Clonacion de ctpV en pBAD Topo TAy
pBAD-Myc-His A

Iniciadores de comprobacion de plasmidos recombinantes

GTGGCTCCCTCACTTTCTGG —-
GAAAGGGCCTCGTGATACGC ——-
CGAAATTCCGCTGGGAGATG ——-

CCACTTGCCCGATTCCATG ——-

CCCTATAGTGAGTCGTATTA —
ACTTCGAGGTGTTCGAGGAG —
AATTCCTGGTCGTTCCGCAG —
CTCGTGAAGAAGGTGTTGCT —
CCGACCATCAAGCATTTTAT —
CAGCGAGGACAACTTGAGC —
TATTTGATGCCTGGCAGTCG —
TAGTTATTGCTCAGCGGTGG —

Iniciadores para la construccion de AES ctpA

Comprobacién clonacion en pYUB854
Comprobacién clonacion en pYUB854
Comprobacién presencia de pJV53 en
micobacterias

Comprobacién presencia de pJV53 en
micobacterias

Comprobacién clonacion en pGEM-T easy®
Comprobacién clonacion en pYUB854
Comprobacién clonacion en pYUB854
Comprobaciéon KmR de pMV261 y pJV53

Comprobacion Km® de pMV261 y pJV53

Comprobacién clonaciéon en pMV261
Comprobacién clonaciéon en pMV261
Comprobacién clonacién en pET302



Aol ctpA

Bol ctpA

Col ctpA

Dol ctpA

Eol ctpA

Up ctpA dir
Up ctpA rev
Down ctpA dir
Down ctpA rev
Up ctpA-1
Down ctpA-1
Down ctpA-2

Comp-UPctpA
CtpAsecl

CtpA sec 2

CtpA4
Comp-DOWNCctpA

ACTACGGCACCATCCTGACC

CGGCAGCTTGTTGAGGGTCG

TTTTTCTAGATCTCATCGTTCTTCGTGG

TTTTAAGCTTCGATGACCTGGCGACGTTGG

GACCCTCAACAAGCTGCCGGCTGCAGGTCGTCGAGGTCC

TTTTCCTAGGACTACGGCACCATCCTGACC

TTTTGGTACCCCCCGGCAGCTTGTTGAGG

TTTTCTCGAGTCTCATCGTTCTTCGTGG

TTTTAAGCTTCGATGACCTGGCGACGTTGG

TTTTTCATGAACTACGGCACCATCCTGACC

TTTTAAGCTTTCTCATCGTTCTTCGTGG

TTTTCTCGAGCGATGACCTGGCGACGTTGG

CACGACTTCGGTCTGCTCAC
GCACAGATCGGCCTGATAGC
CGACGAACTCAAAGAACAGC
TACCGACCGAGATTAGCGTC
AGCCAGGCTGGTGATCTG

Iniciadores para la construccion de AES ctpB

Xbal
HindIll
Avrll
Kpnl
Xhol
HindIll
BspHI
HindIll

Xhol

Construccidn AES de CtpA por PCR
solapante

Construccidn AES de CtpA por PCR
solapante

Construccidn AES de CtpA por PCR
solapante

Construccidn AES de CtpA por PCR
solapante

Construccidn AES de CtpA por PCR
solapante

Construccidn AES de CtpA por doble
clonacién en pYUB854

Construccidn AES de CtpA por doble
clonacién en pYUB854

Construccidn AES de CtpA por doble
clonacién en pYUB854

Construccidn AES de CtpA por doble
clonacién en pYUB854

Construccidn AES de CtpA por doble
clonacién en pYUB854

Construccidn AES de CtpA por doble
clonacién en pYUB854

Construccidn AES de CtpA por doble
clonacién en pYUB854
Confirmacién de genotipo mutante
Confirmacién de genotipo mutante
Confirmacién de genotipo mutante
Confirmacién de genotipo mutante
Confirmacién de genotipo mutante
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Up ctpB dir
Up ctpB rev
Down ctpB dir
Down ctpB rev

CtpB sec 1 (CtpB
comp 1)
Comp-UPctpB
Comp-DOWNCctpB

UP 5014 dir
(UpDir)

UP 5014 rev
(UpRev)

DOWN 5014 dir
(DownDir)
DOWN 5014 rev
(DownRev)
Msmeg_5014-1
Msmeg_5014-2

RT-Rv2250c-dir
RT-Rv2250c-rev
RT-Rv0818-dir
RT-Rv0818-rev
RT-Rv2069-dir
RT-Rv2069-rev

TTTTCCTAGGGCGGGTGTACTGGGTGTCG

TTTTTCTAGATCGACGCGGCTGGCACAGG

TTTTAAGCTTATCGCCGGTGCCGCCATGG

TTTTCTCGAGTCTGCCGTGGTTGTCGAGC

CATTGCTGGACTTGCAGG

TCTGCTCGATTCCGATCACG
GCGCTACGTTCTATCGTTCC

Avrll

Xbal

Hindlll

Xhol

Construccidn AES de CtpA por doble
clonacién en pYUB854

Construccidn AES de CtpA por doble
clonacién en pYUB854

Construccidn AES de CtpA por doble
clonacién en pYUB854

Construccidn AES de CtpA por doble
clonacién en pYUB854
Confirmacién de genotipo mutante

Confirmacién de genotipo mutante
Confirmacién de genotipo mutante

Iniciadores para la construccion de AES msmeg_5014

TTTTTCTAGAAACCACGAGAAAGACCTGC

TTTTTCTAGAGCTTGTTGAGTTTGCGTTCG

TTTTAAGCTTAACCTGTTCTGGGCGTTCG

TTTTCTCGAGCATCAAGAAGGCGCTGACG

TCCTCTGGATCCTGTTCTGTG
ATCTGGGGCTGTCGATGG

Xbal

Xbal

Hindlll

Xhol

Construccidn AES de Msmeg_5014
Construccidn AES de Msmeg_5014
Construccidn AES de Msmeg_5014
Construccidn AES de Msmeg_5014

Confirmacién de genotipo mutante
Confirmacién de genotipo mutante

Iniciadores para analisis por gPCR de reguladores transcripcionales ATPasas tipo P

ATACCGGTGGTCGTATCCTG
ACCGCGACAATCTGCTTTAC
TGCACGAAGTATGGGGGTAT
CGACCAGTGGTTCTTGCATA
GGACGATCTCACCCAAGAGA
GGTCGCCGTCTATGAGATGT

qPCR rv2250c
qPCR rv2250c
qPCR rv0818
qPCR rv0818
qPCR rv2069
qPCR rv2069



RT-Rv0324-dir
RT-Rv0324-rev
RT-Rv3223c-dir
RT-Rv3223c-rev
RT-Rv0238-dir
RT-Rv0238-rev
RT-Rv1994c-dir
RT-Rv1994c-rev
RT-Rv3744-dir
RT-Rv3744-rev
RT-Rv0967-dir
RT-Rv0967-rev
RT-Rv0818-dir-2
RT-Rv0818-rev-2
RT-Rv0238-dir-2
RT-Rv0238-rev-2

16SrRNAd
16SrRNAr
A-RT-dir
A-RT-rev
B-RT-dir
B-RT-rev
C-RT-dir
C-RT-rev
D-RT-dir
D-RT-rev
G-RT-dir

AAGACGTGGCAAGGCTGTT qPCR rv0324
CGGCTATCGGGATATTGATG qPCR rv0324
CCGGATACTGACCAACACCT qPCR rv3223c
GCCTCTTTGATCTCGGTGTC qPCR rv3223c
TTAACGGCTACCACGAGACC qPCR rv0238
TCTGGTCGAAGTTGATGCTG qPCR rv0238
CCAACCATCTGTCGTGTTTG qPCR rv1994c
ACACAGGGTTGGTCGGTATC qPCR rv1994c
ATGATCCTCACCCAGCTACG qPCR rv3744
CAAGTGCTCGCTGTGGTAAA qPCR rv3744
AAGGAATTGACCGCAAAGAA qPCR rv0967
CACGTCTCCAAGTGGTTGTG qPCR rv0967
GAGAGTCTGGGCAAGGTGAG qPCR rv0818
GCCCCCGAAGAAGTCATAC qPCR rv0818
CTCCAAGGAAGACCTGTTCG qPCR rv0238
CTGGGTGTACATCACGATCC qPCR rv0238
Iniciadores para analisis por gPCR de reguladores transcripcionales ATPasas tipo P

GAGATAGGCGTTCCCTTGTG gPCR 16S ARN
CTGGACATAAGGGGCATGAT gPCR 16S ARN
GACCACCTCGACGTTGTACC qPCR ctpA
CAAGCTGTTTGAGACCACGA qPCR ctpA
ACATCCATGGAAACGCTGAT qPCR ctpB
CAAGAACGAAGACGGTCACA qPCR ctpB
GAAAAAGTTCGGGTGTCCAA qPCR ctpC
CTCATCAATCCCCAGTTCGT qPCR ctpC
CCGAGCAGAAGGTTGAAGTC qPCR ctpD
AGTTCGTCCCGTATGGTCAC qPCR ctpD
GGTCCAGCTGACCGTTGTAT qPCR ctpG
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G-RT-rev ATTGCGCGTGAATACCAGAT qPCR ctpG
J-RT-dir GATGACCTGACCACCATTCC qPCR ctpJ
J-RT-rev CATTGAGTCCGACGATGATG qPCR ctpJ
V-RT-dir GCTGGGTTCGTCAATGTTCT qPCR ctpV
V-RT-rev CGGCAAACAACTGATACGTG -—- qPCR ctpV
V-RT-dir-2 ATGTTCTTCGGTGCTTACCC -—- qPCR ctpV
V-RT-rev-2 CACCGGCAAACAACTGATAC -—- qPCR ctpV
RTsigAdir CCTACGCTACGTGGTGGATT -—- qPCR sigA
RTsigArev TGGATTTCCAGCACCTTCTCC -—- qPCR sigA




B.

Anexo B: Plasmidos construidos en el desarrollo de

la tesis
Nombre* Inserto
pALT1 ctpA
pALT2 CtpA
PALT3 CDol ctpA
pALT4 ctpA
pALT5 Down ctpA
pALT6 Up ctpA
PALT7 CtpA
PALT8 CtpA
pALT9 ctpB
pALT10 ctpB
pALT11 CtpA
PALT12 ctpB
pALT13 Down ctpB
pALT14 Up ctpB
pALT15 Down ctpB

Vector
pGEMT easy
pGEMT easy
pDH5-Hyg
pMV261
pYUB854
pALTS
pET302
pGEMT easy
pGEMT easy
pMV261
pMV261
pMV261
pGEMT easy
pGEMT easy
pYUB854

Seleccion
Amp

Amp

Hyg y Amp
Km

Hyg

Hyg

Amp

Amp

Amp

Km

Km

Km

Amp

Amp

Hyg

Ori
orik
orik
orik
oriE, oriM
orik
orik
oriE
oriE
oriE
oriE, oriM
oriE, oriM
oriE, oriM
orik
orik
orik

Caracteristica

CtpA sin missmatch para hacer PCR anidada

CtpA con sitios para clonar en pMV261

Seccién CDol de ctpA para obtencién del AES por PCR solapante
Recombinante de expresion de ctpA en micobacterias

Primera clonacién para obtencion del AES con sitios RES

AES de ctpA con sitios RES

Recombinante de expresion de CtpA en E .coli

ctpA con Taq de His con sitios para la subclonaciéon de pMV261
ctpB con sitio EcoRl y Hindlll para subclonacién en pMV261
Recombinante de expresion de CtpB en micobacterias
Recombinante de CtpA con Taq His para purificar
Recombinante de CtpB con Taq His para purificar

Seccién Down de CtpB para subclonar en pYUB854 entre sitios Hindlll - Xhol
Seccién Up de CtpB para subclonar 2da vez en pYUB854 entre sitios Avrll - Xbal

Primera clonacién para la obtencion del AES de ctpB con sitios RES
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pALT16
pALT17
pALT18
pATL19
pALT20
pALT21
pATL22
pALT23
pALT24
pALT25
pALT26

Up ctpB pALT15

CtpA pGEMT easy
ctpB pGEMT easy
ctpVv pGEMT easy
CtpA pBAD-Myc-His A
ctpB pBAD-Myc-His A
ctpVv pBAD-Myc-His A

AES 5014 pYUB854

Up ctpA pYUB854
Down ctpA pALT24

ctpVv pBAD-Topo-TA

Hyg
Amp
Amp
Amp
Amp
Amp
Amp
Hyg
Hyg
Hyg
Amp

oriE
oriE
oriE
orik
orik
orik
orik
orik
orik
oriE
oriE

AES de ctpB con sitios RES

CtpA con sitio Xhol y Hindlll para subclonacidn en pBAD-Myc-His A
ctpB con sitio EcoRl y Hindlll para subclonacién en pBAD-Myc-His A
ctpV con sitio EcoRl y Hindlll para subclonaciéon en pBAD-Myc-His A
Recombinante de ctpA con Taq His para purificar

Recombinante de ctpB con Taq His para purificar

Recombinante de ctpV con Taq His para purificar

AES de msmeg_5014 con sitios RES (Gen Cu* ATPasa de M. smegmatis)
Primera clonacién para la obtencion del AES ctpA con sitios RES
AES de ctpA con sitios RES

Recombinante de ctpV con Taq His para purificar

* Los plasmidos en cursiva deben ser verificados o estan en curso de ser construidos.



C. Anexo C: Construccion de una
cepa mutante de M. smegmatis
mc?155 Amsmeg_ 5014

La estrategia experimental para la construccion de mutante de M. smegmatis
mc?155 Amsmeg_5014, defectivo en el gen de la Cu* ATPasa enddégena, fue la
misma estrategia de recombineria usada para construir los mutantes de M. tuberculosis.
El fin es reemplazar el gen msmeg_5014 por un casete HygR. La estrategia experimental
de se muestra en la Figura Cla. La parte inicial del procedimiento es la obtencién de la
cepa de recombineria que en este caso fue obtenida con la transformacién del plasmido
pJV53 en la cepa de M. smegmatis mc?155, este paso se habia hecho previamente en el

grupo de investigacion [124].

El siguiente paso implica el uso de un sustrato de intercambio alélico (AES) que consiste
en un casete de resistencia a Hyg (Hyg®) flanqueado por aproximadamente 500 pb de las
secuencias corriente arriba y abajo del gen a mutar. El sistema empleado para la
construccion de este AES es el plasmido pYUB854, que usando técnicas de clonacién
convencionales se insertan las regiones corriente arriba y abajo de msmeg_5014. El
plasmido que contiene el AES de msmeg_5014 es pALT23 (Figura C1b). La digestion de
pPALT23 con las enzimas de restriccion Xhol y Avrll produce el AES de tamafio de 3284 bp
(Figura C1lc).

La construccion detallada del plasmido pALT23 se describe en la Figura A2a. Se partié de
dos constructos previamente generados en el grupo de investigacion [220]. El primero es
el plasmido recombinante pLGC3, que es producto de la clonacion de la regidon corriente
abajo del gen msmeg_5014 (Seccion DOWN 5014) en el plasmido pYUB854. El segundo

es el plasmido pLGC1, que se obtuvo de la clonacion de la regién corriente arriba del gen
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msmeg_5014 (Seccion UP 5014) en el vector pPGEM-T easy®. Se hizo la subclonacion de
la seccion UP 5014 en el pldsmido recombinante pLGC3 entre los sitios Xhol y Hindlll
(Figura A2b). EIl producto de ligacion fue comprobado con los iniciadores Hyg dir
out/DOWN 5014 rev, obteniendo para ambas relaciones molares de vector e inserto el
amplimero del tamafio esperado de 907 pb (Figura A2c). El producto de ligacion se
transformo en células electrocompetentes de E. coli HB101 y las bacterias transformantes
fueron seleccionadas en placas de LB/agar/Hyg. Se obtuvo una colonia a la que se le hizo
extraccion del plasmido y un mapeo de restriccion (Figura A2d). Finalmente, el plasmido

construido fue secuenciados para verificar la integridad del constructo.

Figura C1: Estrategia para la construccién del mutante de M. smegmatis defectivo
en msmeg_5014. a. Esquema de obtencion de mutantes defectivos en genes por la
técnica de recombineria. b. Mapa del plasmido pAL23 que contiene el AES de
msmeg_5014. c. Liberacion de AES de msmeg_5014 (3284 bp) por digestion con Xhol y
Avrll.
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El paso final para la obtencién del mutante por sustitucion de M. smegmatis mc?155
Amsmeg_5014 es la transformacién del AES en la cepa de recombineria inducida con
acetamida al 0,2 %. En este paso se siguio la metodologia sugerida por Van Kessel [152],

con una modificacion en el medio usado, LB en vez de 7H9-ADC.
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Figura C2: Obtencion del AES de msmeg_5014. a. Esquema de obtencion utiles génicos
para obtener el AES de msmeg_5014. b. Digestion de plasmidos pLGC3 y pLGCL1 para la
subclonacion de la seccion DOWN 5014 (637 pb) en pLGCL1 entre los sitios Xhol y Hindlll
(4583 pb). c. PCR de confirmacién de producto de ligacion (iniciadores: Hyg dir out/DOWN
5014 rev), se espera un fragmento de 907 pb. d. Mapeo de restriccion del plasmido
recombinante pALT23, se espera que al usar las enzimas Xhol-Avrll se produzcan dos
bandas de 3284 y 1936 pb, las enzimas Xhol-Hindlll dos bandas de 4583 y 637 pb, y la
enzima Kpnl dos bandas de 3060 y 2160.
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El analisis del genotipo mutante de las colonias se hizo por PCR (Figura C3b-e) con el
esquema de andlisis representado en la Figura C3d y e. En todas las PCR se analizaron

las posibles colonias mutantes en msmeg_5014 (A msmeg_5014), como control ADN
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gendémico de M. smegmatis mc2155 cepa silvestre (WT) y el plasmido pALT23 que contiene
el AES de msmeg_5014 (AES), los controles fueron seleccionados de tal manera que el
primero comprueba la presencia del gen y el segundo la mutacion del mismo. En la Figura
C3b y d se muestra el primer analisis que permite evidenciar la presencia del gen de
resistencia a Hyg en la region gendmica de msmeg_5014 (donde debio ocurrir la mutacion
por sustitucién) usando iniciadores que anillan en el casete de HygR y en la regién corriente
abajo de msmeg_5014. En todas las colonias analizadas se evidencia la insercién del

casete en la regiéon del genoma esperada.

Figura C3: Obtencion del mutante de M. smegmatis mc?155 Amsmeg_5014 y
comprobacién del genotipo. a. Posibles colonias mutantes de M. smegmatis mc?155
Amsmeg_5014, luego de la transformacién con el AES de la cepa de recombineria inducida
y seleccionadas en medio solido LB -Hyg-Km-Chx. b. Comprobacion del genotipo mutante
amplificando parte del casete de Hyg y msmeg_5014. c. Comprobacion del genotipo
mutante amplificando regiones internas de msmeg_5014. En todas las PCR de
comprobacién se muestra el andlisis hecho a 3 posibles colonias de M. smegmatis mc?155
Amsmeg_5014 (A msmeg_5014) y se usaron como controles ADN gendémico de M.
smegmatis mc?155 cepa silvestre (WT) y el plasmido pALT23 (AES) d. Esquema de la
region del genoma de M. smegmatis mc?155 donde ocurrié la sustitucion de msmeg_5014
por el casete de Hyg, indicando los iniciadores usados para la comprobacion del genotipo
mutante (PCR positivas en colonias mutantes). e. Region genémica de msmeg_5014 en
M. smegmatis mc?155, indicando los iniciadores usados para la comprobacién del genotipo
mutante (PCR negativas en colonias mutantes).
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Para confirmar el genotipo mutante es necesario demostrar la ausencia de msmeg_5014
en el genoma, en la Figura C3c y e se muestra este analisis. En este caso la mutacion se
indica por ausencia de un producto de PCR al usar los dos diferentes juegos de iniciadores

gue anillan en la parte interna y externa del gen. El primer juego de iniciadores UP 5014
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dir y Msmeg_5014 1 confirma que las tres colonias son mutantes. En el producto con el
segundo juego de iniciadores DOWN 5014 rev y Msmeg_ 5014 2 se observan que las
colonias 3 y 5 son mutantes. Los resultados anteriores demuestran que las colonias 3y 5
son los mutantes de M. smegmatis mc?155 H37Ra A msmeg_5014, pero en el caso de la
colonia 7 la mutacién ocurre cerca al extremo 5’, mientras que las colonias 3 y 5 se tiene
la mutacion esperada. Para efectos de experimentos posteriores, las dos colonias serian
apropiadas; sin embargo, con la colonia 3 se tiene una mayor seguridad en la mutacion del

gen msmeg_5014, razon por la que se decide continuar trabajando con esta colonia.
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D. Anexo D: Ensayo de toxicidad de
Cu en células de M. smegmatis
defectivas en el gen msmeg_ 5014

Un vez construido y confirmado el mutante de M. smegmatis defectivo en el gen
msemg_5014, hizo un ensayo fenotipico de crecimiento bacteriano en presencia de
concentraciones variables de Cu con el fin de conocer el efecto de la ausencia de la
ATPasa en la viabilidad celular. En la Figura D se muestran los resultados obtenidos de
este ensayo. Se encontr6 que el mutante crece es a bajas concentraciones de CuSOa4
comparado con la cepa silvestre, indicando que la mutacién del gen msmeg_5014 en M.
smegmatis mc2155 tiene un efecto en el crecimiento de la bacteria haciéndola mas sensible
a Cu. En otras bacterias como P. auroginosa y Sinorhizobium meliloti que codifican mas
de dos Cu* ATPasas en su genoma, se ha encontrado las ATPasas pueden cumplir dos
funciones diferentes como desintoxicacion del metal y metalacibn de enzimas
extracitoplasméticas. Se ha evidenciado que al mutar los genes que las Cu* ATPasas
relacionadas de la desintoxicacion del metal, la viabilidad celular en presencia de Cu
resulta en fenotipo sensible al metal [151, 166], como se observa para el mutante de M.

smegmatis mc?155 Amsmeg_5014.

La metodologia empleada fue la misma que se usé en los ensayos de toxicidad frente a
metales pesados de M. smegmatis sobreexpresando CtpB (Numeral 5.3.5), con la
diferencia que solo se evalu6 con CuSOs y se hizo la comparacién entre la cepa silvestre

y la cepa mutante de M. smegmatis mc?155 Amsmeg_5014.

Figura D: Efecto de concentraciones variables de Cu?* en el crecimiento del mutante
defectivo de M. smegmatis mc?155 Amsmeg_5014. a. El ODsgsnm del cultivo bacteriano
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se midié luego de 72 dias de cultivo en medio LB que contiene concentraciones variables
de los cationes de CuSO4. En negro se muestran los valores para la cepa silvestre de M.
smegmatis mc?155 (WT) y en gris el mutante de M. smegmatis mc?>155 Amsmeg_5014
(Amsmeg_5014). Los datos se muestran como el promedio + SEM derivado de medidas

por triplicado biolégico

1.5+
I wT
Amsmeg_5014
g 1.0
s
w
-
w
(a]
O .54
0.0
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