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Resumen y Abstract Xl

Resumen

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es el agente etiolégico de la tuberculosis (TB).
Actualmente, Mtb es el mayor causante de muertes por un agente infeccioso en el mundo. Las
principales estrategias para el control de la TB incluyen la quimioterapia, el diagnostico temprano
y la vacunacion con el bacilo de Calmette-Guérin (BCG). Sin embargo, el surgimiento de cepas
multifarmaco resistentes (MDR) y extremadamente farmaco resistentes (XDR) han dificultado el
control de la TB. Por lo tanto, se hace prioritario identificar nuevos blancos terapéuticos para asi

poder desarrollar nuevas alternativas de control.

Una de las estrategias que utilizan los macrofagos cuando han fagocitado a Mtb, es aumentar la
concentracién de metales como hierro, cobre, zinc, potasio, calcio y manganeso, por lo que la
micobacteria requiere de sistemas que permitan el eflujo y la detoxificacion de metales, para
mantener la homeostasis ionica. Especificamente, Mtb codifica 28 genes encargados del transporte
de iones metalicos, de los que 12 son genes que codifican ATPasas tipo P que se expresan
diferencialmente durante la infeccién, una amplia cantidad, respecto a otros patdgenos

intracelulares.

Las ATPasas tipo P son enzimas que catalizan el transporte de cationes metalicos en contra del
gradiente de concentracién, a partir de la hidrolisis del ATP. Su expresion es fundamental para la
viabilidad celular debido a su participacion en procesos de detoxificacion, metalacion de otras
proteinas y en respuesta a estrés oxidativo. Su localizacion transmembranal, las hace un blanco

terapéutico mas accesible a los farmacos, respecto a blancos citoplasmaticos.

Se ha reportado que CtpG, una ATPasa tipo Pig, se induce durante la infeccion de Mtb en
macréfagos humanos, en condiciones de hipoxia, inanicién y en presencia de sustancias toxicas

como altas concentraciones de metales pesados (Cu?-500 pM y Zn*-500 uM) que afectan la
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viabilidad de Mtb. Adicionalmente CmtR, el regulador transcripcional de ctpG, es sensado por
Cd?* en Mtb H37Rv, lo que sugiere que CtpG podria ser una bomba encargada del eflujo de este
metal téxico. Por todo lo anterior, CtpG podria ser un blanco terapéutico interesante, por lo que se

hace importante conocer muchas de sus caracteristicas funcionales.

En el presente trabajo se propuso determinar algunas caracteristicas de CtpG como la especificidad
ibnica en membrana de micobacterias, y el comportamiento transcripcional en presencia de
concentraciones subletales de metales pesados posiblemente transportados por esta enzima.
Ademas, se desarrollaron herramientas para la produccion de anticuerpos policlonales contra
CtpG.

La expresién de CtpG recombinante se optimizd usando el sistema pBAD A Myc His, en E. coli
LMG194. La proteina se expresé en la fraccion soluble utilizando 0.3% de L- arabinosa y 8 horas
de induccion a 20°C. Asi mismo la mayor parte de la proteina se detect6 en la fraccion insoluble

como cuerpos de inclusién en todas las condiciones de cultivo analizadas.

Se encontrd que los iones Cu®*, Co®*, Cd** y Pb?* inducen la actividad enzimatica mediada por
CtpG en la membrana plasmética de micobacteria, con valores de 6.25 + 1.429, 4.1266 + 0.914,
6.5705 + 1.694 y 6.2099 £ 1.745 U/mg de proteina, respectivamente. Para hacer un acercamiento a
la especificidad ionica, se realizaron ensayos de tolerancia a concentraciones toxicas de metales
pesados en M. smegmatis mc?155 sobreexpresando CtpG. Se encontré que CtpG genera tolerancia
a Cd* y Cu® en células completas de micobacteria. De acuerdo a estos resultados, se
determinaron las constantes cinéticas de la proteina recombinante utilizando Cd** (Vpa: 0,856 *
0,01y Ky: 0,108 + 0,007) y Cu* (Vmac 1,051 + 0,155 y K,,: 0,981+0,422) como sustratos. Esto

permitio apreciar que los iones Cd**, podrian ser mas eficientemente transportados por CtpG

Palabras clave:
Mycobacterium tuberculosis, transporte de iones metalicos, ATPasas tipo P, CtpG, péptidos

antigénicos.
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Abstract

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) is the etiologic agent of tuberculosis (TB). Mtb is currently the
largest cause of death by an infectious agent in the world. Key strategies for TB control include
chemotherapy, early diagnosis and vaccination with the Bacillus Calmette-Guérin (BCG).
However, the emergence of resistant multidrug resistant (MDR) and extremely drug resistant
(XDR) strains has undoubtedly made TB control difficult. Therefore, it is a priority to identify new
therapeutic targets in order to develop new control alternatives.

One of the strategies used by macrophages when they have phagocytosed Mtb is to increase the
concentration of metals such as iron, copper, zinc, potassium, calcium and manganese, so the
mycobacteria requires systems that allow efflux and detoxification of metals, to maintain ionic
homeostasis. Specifically, Mtb encodes 28 genes responsible for the transport of metal ions, of
which 12 are P-type ATPases expressing differentially during infection, a large amount, relative to

other intracellular pathogens.

The P type ATPases are enzymes that catalyze the transport of metallic cations generally against
the concentration gradient, from the hydrolysis of ATP. Its expression is fundamental for cell
viability due to its participation in processes of detoxification, metalation of other proteins and in
response to oxidative stress. Their transmembrane location makes them a therapeutic target more

accessible to drugs than cytoplasmic targets.

CtpG, a Pip-type ATPase, has been reported to be induced during Mtb infection in human
macrophages under conditions of hypoxia, starvation and in the presence of toxic substances such
as high concentrations of heavy metals (Cu®* -500 uM and Zn?* -500 pM) that affect the viability
of Mtb. In addition CmtR, the ctpG transcriptional regulator, is Cd** sensitive in Mtb H37Rv,
suggesting that CtpG could be a pump responsible for the efflux of this toxic metal. For all of the
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above, CtpG could be an interesting therapeutic target, so it becomes important to know many of

its functional characteristics.

In the present work it was proposed to determine some characteristics of CtpG as the membrane
ionic specificity of mycobacteria, and the transcriptional behavior in the presence of sublethal
concentrations of heavy metals possibly carried by this enzyme. In addition, tools were developed
for the production of polyclonal antibodies against CtpG.

Expression of recombinant CtpG was optimized using the pBAD A Myc His system in E. coli
LMG194. The protein was expressed in the soluble fraction using 0.3% of L-arabinose and 8 hours
of induction at 20 ° C. Likewise, most of the protein was detected in the insoluble fraction as

inclusion bodies in all culture conditions analyzed.

It was found that the Cu*, Co*, Cd** and Pb** ions induce the CtpG-mediated enzyme activity in
the mycobacterial plasma membrane, with values of 6.25 + 1429, 4.1266 + 0.914, 6.5705 + 1.694
and 6.2099 + 1.745 U / mg protein, respectively. To approach the ionic specificity, tolerance tests
were performed at toxic concentrations of heavy metals on M. smegmatis mc®155 overexpressing
CtpG. It was found that CtpG generates tolerance to Cd** and Cu?" in whole mycobacterial cells.
According to these results, the kinetic constants of the recombinant protein were determined using
Cd** (Vinax: 0.856 + 0.01 and K,,: 0.108 + 0.007) and Cu®* (Vimae 1.051 + 0.155 and K,,: 0.981 +
0.422) as substrates. This allowed to appreciate that the Cd*" ions, could be more efficiently

transported by CtpG.

Keywords:
Mycobacterium tuberculosis, metal ion transport, P-type ATPases, CtpG, antigenic peptides.
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Introduccién

La Tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa ocasionada por bacilos pertenecientes al
complejo tuberculoso (MTBC) [1]. La TB se transmite por via aérea desde un individuo infectado
con TB activa a un huésped sano. El bacilo se aloja principalmente en los pulmones generando en
condiciones particulares, TB pulmonar. En menor medida se puede alojar en érganos o tejidos
diferentes al pulmoén, lo que se denomina TB extrapulmonar [2].

Hacia finales del siglo XX se consideraba que la TB habia sido erradicada, pero en la década de los
90’s la Organizacion Mundial de la Salud declar6 la TB como un problema de salud publica, debido
a su reemergencia asociada a la expansién del virus del VIH y a la aparicién de cepas resistentes a

los farmacos usados en el tratamiento [1].

Se calcula que alrededor de un tercio de la poblacion mundial estd infectada con Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) [3,4], de ellos, 5-15% desarrollara TB activa en algin momento de su vida,
mientras que el restante sera un reservorio del bacilo tuberculoso al presentar la infeccién de una
manera latente [2,3,5]. En Colombia, se han confirmado 6454 casos de TB, de los que 5739 (88,9%)
son casos nuevos y 715 (11,1%) habian sido previamente tratados [6]. EI 82,6% de los enfermos
estuvieron afectados con TB pulmonar y el 17,4% con TB extra-pulmonar, de los que 471 casos
presentaron TB pleural [6]. EI departamento de Amazonas muestra la mayor incidencia de TB con
30,8 casos por cada 100000 habitantes [6].

En el diagndstico de la TB se emplean diversas técnicas de analisis como (i) la microscopia
combinada con la tincion diferencial de Ziehl Neelsen, que permite observar los bacilos &cido-
alcohol resistentes de Mtb; (ii) el cultivo de la micobacteria en medio liquido y sélido, que presenta
limitaciones debido al crecimiento lento del bacilo, la necesidad de su mantenimiento en
laboratorios de bioseguridad, las altas tasas de contaminacion y su costo [7]; (iii) el test de

tuberculina, el test de liberacion de INF-y y el test de amplificacion de acidos nucleicos (NAAT),
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los que también presentan limitaciones de especificidad, la dificultad de distinguir entre la TB

activa y latente, y su alto costo [4,7].

La Unica vacuna activa actualmente contra la TB es el bacilo de Calmette y Guérin, o vacuna BCG,
una cepa de M. bovis atenuada. Esta vacuna ha mostrado grandes limitaciones, como su baja
proteccidn en adultos y en los casos de TB extremadamente y multifarmacoresistente (TB-MDR y
TB-XDR respectivamente) [7,8]. BCG sigue siendo la Unica vacuna contra la TB, debido a su

funcidn protectora durante la infancia [2].

En el tratamiento de la TB se usan inicialmente farmacos de primera linea como isoniazida,
rifampicina, pirazinamida y etambutol. Estos medicamentos se utilizan en pacientes sin
complicaciones clinicas, en los que un tratamiento completo asegura una tasa de curacién superior
al 95% [5,9]. Sin embargo, en algunos casos el tratamiento con farmacos de primera linea no es
totalmente efectivo, como sucede en las cepas MDR (resistentes al menos a isoniazida y
rifampicina) [7]. Los farmacos de segunda linea se medican en casos de MDR, como alternativa al
tratamiento de primera linea. Entre ellos se puede mencionar etionamida, protionamida, cicloserina,
acido paraminosalicilico, tioacetazona y fluoroquinolonas, los que tienen baja potencia en
comparacion con los farmacos de primera linea, su toxicidad es mucho mayor y deben ser usados

durante lapsos extensos de tiempo [7,9].

El desarrollo de una posible vacuna que supere todas las deficiencias de la vacuna BCG vy el
desarrollo de nuevos antituberculosos, son una prioridad para combatir la TB activa, latente y la co-
infeccion TB-VIH [10]. Para conseguir este objetivo, es indispensable profundizar en el estudio de
los mecanismos moleculares de infeccion y de defensa de Mtb; de esta forma, se podrian identificar

nuevos blancos terapéuticos para asi encontrar formas alternativas de control.

Una de las estrategias antimicrobianas utilizadas por los macréfagos cuando han fagocitado a Mtb
es aumentar la concentracion de metales en el fagosoma como hierro, cobre, zinc, potasio, calcio y
manganeso [11,12], que en concentraciones viables son nutrientes para la bacteria, pero en
concentraciones elevadas resultan toxicas. Por esta razon, Mtb en condiciones de infeccion utiliza
diversos mecanismos de defensa, como la expresion de enzimas de membrana que permiten el

eflujo de iones metalicos para asi mantener la homeostasis idnica.

Mtb codifica 28 genes encargados del transporte de iones metélicos [13], de estos, 12 son genes que

expresan ATPasas tipo P, una cantidad inusual en comparacion con otros patégenos intracelulares
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[14]. Las ATPasas tipo P son proteinas transportadoras de metales pesados, alcalinos vy
alcalinotérreos a través de la membrana plasmatica. El transporte de estas enzimas se realiza en

contra del gradiente de concentracion utilizando la energia obtenida por la hidrélisis de ATP.

Las ATPasas tipo P favorecen la homeostasis idnica, proveen sustratos para las metaloenzimas y
median la sefializacion celular (Ca** ATPasas), entre otras funciones importantes [15]. Por lo tanto,
son transportadores fundamentales en la viabilidad del bacilo tuberculoso. Especificamente, estas
enzimas se sobreexpresan en condiciones hostiles tales como: hipoxia, estrés oxidativo, deprivacién

de nutrientes, tratamiento con sustancias nocivas y latencia [10,16].

El grupo Bioquimica y Biologia Molecular de las Micobacterias (BBMM) de la Universidad
Nacional de Colombia, ha trabajo en los ultimos afios en la caracterizacion de estas enzimas. Se han
realizado estudios que han permitido elucidar su posible especificidad idnica, y las condiciones
ambientales y bioldgicas que conllevan a su activacion, llegandose a considerar como posibles
dianas terapéuticas de Mtb [10,16]. Hasta el momento el grupo ha incursionado en el estudio de
CtpA [17], CtpE, CtpF, CtpH [18] de Mth, y Pmal [19] el homélogo de CtpF en M. smegmatis
[10,16]. Adicionalmente esta en proceso de caracterizacion el transportador CtpB [20].

Se ha encontrado que CtpG, CtpV y CtpC, ATPasas tipo P de Mth, son fundamentales en los
mecanismos de resistencia y evasion del bacilo tuberculoso en los macréfagos humanos [10,16].
Especificamente, el gen ctpG (Rv1992c) se induce en condiciones de estrés frente a sustancias
toxicas [10], en presencia de cationes de metales como de Zn?* (500uM) [21] y concentraciones
letales de Cu®* (500uM); bajo esta tltima condicion se induce 20 veces, y 60 veces en ausencia de
la Cu** -ATPasa CtpV en Mtb H37Rv [22]. Adicionalmente, ctpG tiene un regulador
transcripcional, CmtR, que se une cooperativamente corriente arriba al sitio de transcripcion del
operdn cmtR/Rv1993¢/Rv1992¢c. CmtR sensa Cd** y en presencia de este metal toxico, se disocia el
complejo represor-DNA, transcribiéndose el operdn donde ctpG esta ubicado, razén por lo cual se

considera que la ATPasa puede estar asociada al eflujo de cadmio [23,24].

En la presente investigacion se estim6 el comportamiento transcripcional de ctpG y la actividad de
la enzima en presencia de concentraciones subletales de metales que pueden ser sustratos de esta
enzima. Se analizaron las condiciones de expresion de CtpG recombinante en E. coli. También se
realiz6 una aproximacion a la especificidad ionica y la implicacion de CtpG en la tolerancia a
concentraciones subletales de metales pesados mediante ensayos de actividad enzimatica y

viabilidad celular, respectivamente. Finalmente se predijeron regiones antigénicas de CtpG
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mediante servidores bioinformaticos, asi como la sintesis de péptidos antigénicos derivados de esta

proteina, para producir anticuerpos policlonales que permitan reconocer el nivel de expresion de la

proteina nativa.

Los resultados obtenidos podrian ser informacion valiosa para evaluar el potencial de CtpG en el

desarrollo de nuevos compuestos antituberculosos.
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Justificacion

La TB es una de las 10 principales causas de muerte en el mundo. En el 2015 se reportaron 10,4
millones de personas infectadas con TB, de las cuales 1,8 murieron por esta enfermedad, de las que
0,4 millones presentaron co-infeccion con VIH [2]. Se registraron 480.000 casos de TB-MDR y
7579 casos de TB-XDR [2].

Encontrar dianas terapéuticas efectivas que permitan inhibir el crecimiento de poblaciones activas y
latentes de Mtb, es actualmente un desafio para el control de la TB. Los nuevos compuestos
antituberculosos deben mostrar mecanismos de accién diferentes y con el potencial de disminuir la
dosis, frecuencia y duracion del tratamiento, ademas de tener la capacidad de co-administrarse en
terapia antirretroviral contra VIH [9,10,16,25]. Uno de los factores asociados a la resistencia de
farmacos en Mtb es la reducida permeabilidad de la envoltura, debido al alto contenido de lipidos
[26-28], por lo tanto son de interés las proteinas asociadas a la membrana como dianas terapéuticas,
porque son mas accesibles desde el espacio periplasmico respecto a otras dianas [4,29], como puede
ser el caso de CtpG.
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1. Marco Teorico

1.1. Mycobacterium tuberculosis: Agente etiologico de la

Tuberculosis

Mtb ha acompafiado a los humanos a lo largo de la civilizacion. Se tienen referencias de infeccion
tuberculosa desde el periodo neolitico en Europa (8000 afios a. C) y el antiguo Egipto (1000 a. C)
causando mas muertes que otras bacterias patogenas [30-32].

Mtb es un bacilo aerobio facultativo, &cido-resistente, no esporulado e inmovil, de forma tubular,
recto o ligeramente curvo, con un tamafio de 1-4 micrometros de longitud y 0.3-0.6 micrémetros de
ancho. Su duplicacion puede tardar 12 a 24 horas en condiciones optimas (a 37°C y pH neutro) y el
tiempo de formacion de colonias visibles se lleva a cabo de 3 a 6 semanas de cultivo in vitro,
formando colonias de morfologia rugosa en medio sélido [27,31-35]. Mtb es sensible al calor, la luz

solar y ultravioleta, no obstante es resistente al frio, congelacién y desecacién [33].

1.2. El Género Mycobacterium

Las micobacterias, como se conoce a las bacterias del género Mycobacterium, son un grupo de
eubacterias clasificadas como gram-indeterminadas, que junto a otros géneros como
Corynebacterium, Nocardia y Rhodococcus [33] pertenecen al orden actinomycetales. Las
micobacterias tienen un alto contenido de guanina y citosina (62-70%) y presentan acido-alcohol
resistencia frente a la prueba de Ziehl Neelsen debido a la elevada concentracion de éacidos

micdlicos en su envoltura celular [13,36].

En general las micobacterias se clasifican de acuerdo a tres parametros: (i) velocidad de crecimiento
en medio sélido, (ii) pigmentacion y (iii) virulencia [37]. De acuerdo a la velocidad de crecimiento,
existen micobacterias de crecimiento rapido (cerca de 3 dias para formar colonias), como M.
smegmatis, M. chelonae y M. parafortuitum; y micobacterias de crecimiento lento (2-3 semanas
para formar colonias), que incluye especies como M. avium, M. bovis, M. kansasii, entre otras. De

acuerdo a la formacion de color, cuando las micobacterias forman pigmentos carotenoides en
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exposicion a la luz, se conocen como fotocromdgenas, un ejemplo es M. kansasii; si no necesitan
luz para generar pigmentos se denominan escotocromdgenas como M. gordonae y si no forman
pigmentos se denominan no cromodgenas como M. fortuitum [38]. En relacidn con la virulencia hay
especies patdgenas causantes de enfermedades en seres vivos como Mtb, M. leprae y M. avium, y
especies no patégenas o ambientales que normalmente no ocasionan enfermedad como M.
smegmatis y M. aurum [26]. En conclusion, Mtb se clasifica como una micobacteria de crecimiento

lento, no cromdgena y patdgena [36,37].

Las especies de bacterias que producen TB en animales y humanos se agrupan dentro del complejo
MTBC o complejo de Mtb (Figura 1). MTBC comprende las especies M. bovis, el agente etioldgico
de la enfermedad en bovinos, M. microti en roedores, M. caprae en cabras [39], M. pinnipedi en
focas y los causantes de TB en seres humanos como M. canetti, Mtb y M. africanum [40]. Se
incluye una especie proveniente de M. bovis, el bacilo de Calmette y Guérin, que por pases
sucesivos en medio de cultivo ha perdido su virulencia, la actualmente conocida vacuna BCG
[25,40,41].

La taxonomia del complejo MTBC vy relaciones filogenéticas han sido estudiadas a partir de una
zona hipervariable de 500 pb, presente en la secuencia 16S del rRNA, que se encuentra en todos las
especies [27,42]. El MTBC muestra un porcentaje de identidad del 99% en su genoma, por lo que
difieren en algunas caracteristicas fenotipicas particulares, entre ellas la patologia,

inmunoreactividad y la preferencia por el hospedero [41,43,44].

Una de las estrategias de determinacion molecular de las especies del complejo MTBC son los
ensayos del NAAT, usados para la determinacion de la secuencia de insercion 156110 [44-46]. Este
elemento genético movil, se transpone a lo largo del cromosoma lo que genera un polimorfismo
relativo entre cepas, y de esta forma es una herramienta Gtil como diana para la deteccion del
MTBC mediante la técnica de PCR [45,46]. Sin embargo, se ha encontrado que esta secuencia
posee una rapida tasa de variacion lo que trae como consecuencia un alto riesgo de divergencia

genética [47].
1.3. Envoltura celular de Mycobacterium tuberculosis

La envoltura celular de Mtb estd conformada por 3 estructuras de alta complejidad: la membrana

citoplasmaética, la pared celular y la capsula, que proveen una barrera eficiente frente a compuestos
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antimicrobianos [13,28,48]. En este sentido, la envoltura celular tiene una funcién fundamental en

la fisiologia y virulencia de la bacteria [49] (Ver figura 1-1).

1.3.1. Membrana

La membrana plasmética de Mtb es asimétrica y es similar a la de otras bacterias. EI componente
polar de sus fosfolipidos esta generalmente conformado por glicerol, etanolamina o inositol, y la
zona apolar de los mismos esta constituida por &cidos grasos de cadena larga. En consecuencia, los
fosfolipidos méas comunes de las micobacterias son fosfogliceroles, difosfogliceroles,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol (PI) y fosfatidilinositolmandsidos (P1M), estos Gltimos estan
exclusivamente en la membrana plasmatica de la linea de actinomicetos [27]. Otros componentes
asociados a la membrana son los glicosilfosfopoliprenoles que pueden proteger la célula del dafio

proteolitico y pueden estar implicados en la sintesis de la pared celular [27].

En la membrana de las micobacterias también se encuentran proteinas integrales encargadas del
transporte de sustancias. Puntualmente hay 4 familias de proteinas asociadas a la homedstasis de
metales esenciales y tdxicos, tales como: la familia RND (por sus siglas en inglés resistance-
nodulation-cell division) implicadas en el eflujo de sustancias, la familia de ATPasas tipo ABC (por
sus siglas en inglés ATP binding cassette), la familia de facilitadores de la difusion de cationes,

CDF y las ATPasas tipo P encargadas del transporte de cationes metalicos [14,50].

A la membrana de Mtb se encuentran anclados algunos glicolipidos caracteristicos del género
Mycobacterium como el lipoarabinomanano (LAM) y lipomanano (LM). LAM es una extension
multiglicosilada que se une a la posicion 6 del inositol de PIM [51,52]; este glicolipido posee
moléculas de D-manosa fosfato (a-1,6) que son reconocidas en los macréfagos por el receptor de
manosa. Teniendo en cuenta que LAM de Mtb posee moléculas de manosa en los extremos
(conocidos como ‘caps’), se le denomina ManLAM [27,49]. Adicionalmente LAM puede contener
moléculas de glicerol, inositol y fosfato, en unién a arabinosa, manosa, lactato, succinato, palmitato
y tuberculestereato [27]. Por otra parte LM también contiene manosa en su estructura, reconocida
por la membrana de las células a través de los receptores Toll, activando vias de sefializacion en la

respuesta del hospedero [53].
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Figura 1-1. Estructura de la envoltura celular de las micobacterias. La envoltura celular estad conformada
por tres estructuras complejas: la membrana plasmatica (MI), constituida por fosfolipidos; la pared celular de
peptidoglicano (PG), que se enlaza covalentemente a arabinogalactano (AG), que en los extremos distales se
une a acidos micolicos formando una seudo-bicapa lipidica externa (ME). Finalmente se encuentra la capsula,
para especies patogénicas, la cual interactla directamente con el hospedero. Tomado y editado de Ref[13].

1.3.2. Pared

La pared limita y regula el paso de sustancias e interacciones de la célula con el ambiente exterior
[9,36], sin embargo, se conoce que la composicion particular de la pared de las micobacterias (alto
contenido de lipidos y carbohidratos [28,49,54]), incrementa su resistencia frente algunos

antibidticos por su hidrofobicidad [9,13].

La pared de las micobacterias estd constituida principalmente por el complejo
micoliarabinogalactanopeptidoglicano (MAGP) y LAM [13]. EI complejo mAGP esta formado por
tres macromoléculas enlazadas covalentemente: peptidoglicano (PG), arabinogalactano (AG) y
acidos micdlicos [28,51]. EI PG estd compuesto por moléculas alternadas de &cido N-acetil
muramico (NAM) y N-acetil glucosamina (NAG) enlazados covalentemente por enlaces 3-1,4,
donde el NAM esta unido al tetra péptido L-Alanina-D-isoglutamil-&cido meso diaminopimélico-D-
Alanina [36,53]. EI PG se enlaza covalentemente mediante un enlace fosfodiéster (enlace del
disacérido de L-ramnosa [1—3] a N-acetilglucosamina fosfato) a la posicion 6 del AG (arabinosa
en forma de furanosa enlazada a D-galactano lineal) de la estructura de micolilarabinogalactano
(mAG) formando la estructura mAGP [51].
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En la parte externa de la estructura mAGP se ubican de forma perpendicular los acidos micolicos,
que son &cidos grasos de cadena larga (alrededor de 60 a 90 4&tomos de carbono) alquilados en el
carbono alfa e hidroxilados en el carbono beta, que ademéas pueden tener varios dobles enlaces y/o
anillos de ciclopropano [27]. Hay dos familias de acidos micolicos: a-micolatos y micolatos
oxigenados, siendo los grupos funcionales oxigenados la diferencia entre ellos. Mth produce tres
tipos de acidos micolicos: los a-micolatos, cetomicolatos y metoximicolatos [51]; ademés Mtb
puede modificar sus &cidos por ciclopropanacion, en tanto que especies sapréfitas de crecimiento
rapido como M. smegmatis no pueden hacerlo [51]. Se calcula que aproximadamente el 10% del
peso seco de las células de micobacteria corresponde a los acidos micdlicos [35]. De manera
funcional los acidos micélicos tienen la propiedad de disminuir la permeabilidad de la pared,
restringiendo el paso de sustancias, entre ellas antibidticos, por lo que estadn relacionados con

mecanismos de defensa del bacilo tuberculoso [30,34,36].

En la parte superior de la pared se encuentran lipidos asociados no covalentemente con el complejo
mAGP, conocidos como lipidos libres. Entre ellos, uno de los mas conocidos es el 6,6’- dimicolato
de trehalosa (DMT), llamado ‘factor cord’, un lipido asociado a la patogénesis de Mtb. DMT es
sintetizado por el antigeno 85 (Ag85), una familia de micolil transferasas que participan en la
micolizacion de AG a partir de dos moléculas de monomicolato de trehalosa (MMT) [55].

En la misma zona también se encuentran ubicadas una serie de moléculas interpuestas, tales como
proteinas de la pared, PIM, LM, LAM vy lipidos que contienen tiocerol (expuesto en la superficie),
formando una regién altamente hidrofébica que constituye una especie de segunda bicapa lipidica
[51,53].

Cuando la pared de las micobacterias se extrae con solventes organicos, se obtiene una gran
cantidad de componentes lipidicos; sin embargo, el complejo mAGP permanece como un residuo
solido, lo que sugiere que los componentes solubles como los lipidos, proteinas y glicolipidos
participan como moléculas efectoras y en vias de sefializacién, mientras que el complejo mAGP es
fundamental para la estructura y viabilidad del bacilo tuberculoso [53]. Una afectacion en la
biosintesis de acidos micélicos repercute en la permeabilidad de la pared y la virulencia. Esto
remarca la importancia de la integridad de la pared celular en la supervivencia intracelular de Mtb
[13].



Determinacion de caracteristicas funcionales de CtpG, una ATPasa tipo P transportadora de metales
32 pesados a través de la membrana plasmatica de Mycobacterium tuberculosis

1.3.3. Capsula

La capsula es la capa més externa de la envoltura micobacteriana, cuya funcion principal en muchas
bacterias es mantener la célula en un estado hidratado con fines protectivos [56]. Entre las
micobacterias sélo especies patdgenas como Mtb y M. avium desarrollan capsula, mientras que
especies no patdégenas como M. smegmatis y M. aurum no la generan dentro de su envoltura [26].
En Mtb los componentes de la pared y la capsula son los que principalmente contribuyen a la

resistencia antibiotica [57].

La capsula estd conformada por acidos micolicos, proteinas, glicolipidos y polisacaridos tales como
a-1,4 glucano, D-arabinomanano y D-manano encontrados en el exterior celular [26,27]. El glucano
es el constituyente mayoritario de los polisacaridos de la capsula; el que posee una masa molecular
de 100 kDa y esta formado de 5 6 6 unidades repetitivas de 4-a-D-glucosil sustituidos en la posicion
6 con residuos mono o diglucosil [26].

El arabinomanano de la cépsula tiene una cadena de manano compuesta de unidades de 6-a-D-
manosil sustituidas en el centro con unidades de o-D-manosil. EI manano es semejante al
encontrado en LAM en la pared, con una masa aproximada de 4 kDa. Las cadenas de LAM capsular
presentan en los extremos no reductores unidades de oligomandsidos [26].

1.4. La infeccion tuberculosa y su tratamiento

Al comenzar el siglo XXI, la TB, SIDA y malaria se reconocieron como las 3 enfermedades
infecciosas asociadas a la pobreza, ademas de causar la mayor cantidad de muertes por agentes
infecciosos en todo el mundo. Con el descubrimiento del bacilo tuberculoso por Robert Koch en
1882, nacieron las estrategias de higiene, prevencion, deteccion de pacientes infectados y
tratamiento en los establecimientos sanitarios para prevenir y curar la TB. A partir de ese momento,
la lucha organizada contra la TB permitié disminuir considerablemente a finales del siglo XIX y
principios del siglo XX el nimero de muertes por TB en los paises industrializados.
Lastimosamente, a finales del siglo anterior cuando hubo una aparente disminucion del namero de
casos, empezaron a aparecer cepas de Mtb con resistencia a los farmacos antituberculosos méas
usados del momento. Adicional a esto, la co-infeccion con VIH conllevo a agudizar la situacion que

hoy afecta muchos paises en todo el mundo (Figura 1-2) [45].
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La vacuna BCG ha presentado relativa eficacia contra los tipos méas graves de TB: meningea y
diseminada; sin embargo, hoy se conoce que esta vacuna solo ofrece proteccion durante la infancia.
Ademaés la vacuna BCG muestra graves limitaciones frente a cepas multi-farmaco resistentes y
extremadamente farmaco resistentes (MDR y XDR) [9,45].
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Figura 1-2. Paises principalmente afectados por la tuberculosis. Los paises que se muestran en verde,
presentan mayor incidencia de TB. Tomado de Ref [2].

La transmision de la infeccion tuberculosa se da por via aérea; la respuesta inmune innata conlleva a
fagocitar el bacilo por macréfagos alveolares y a reclutar otras células fagociticas como neutréfilos
y células dendriticas [58-60]. Estas ultimas ayudan a presentar antigenos micobacterianos (lipidos y
algunos péptidos) a linfocitos T CD4+, lo que implica el desarrollo de una respuesta adaptativa
[60]. La interaccion hospedero-patdgeno conduce a la produccion de varias citoquinas pro-
inflamatorias (INF-y, TFN-o e IL-12) que inducen reclutamiento celular en el sitio de infeccion,
ocasionando proliferacion y acumulacion de macrdfagos, neutréfilos, linfocitos T y fibroblastos,
formando una conglomerado celular que recibe el nombre de tubérculo o granuloma (Figura 1-3)
[59,61].

La resolucién de la enfermedad sucede exitosamente en un 95% de la poblacion infectada que
accede al tratamiento quimioterapéutico completo [9]. Este se fundamenta principalmente en la
inhibicion de moléculas clave para la supervivencia del bacilo tuberculoso, y se realiza inicialmente
con farmacos de primera linea: isoniazida, etambutol, rifampicina, pirazinamida y estreptomicina;
cepas de TB-MDR son resistentes al menos a isoniazida y rifampicina [5]. Los farmacos de segunda
linea son una alternativa al tratamiento de la TB, cuando no son efectivos los de primera linea, los
que incluyen la kanamicina/ amicacina, capreomicina, etionamida, cicloserina, &cido para-

aminosalicilico, ofloxacina y fluoroquinolonas [9,25,45]; cepas de TB-XDR ademas de ser
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resistentes a isoniazida y rifampicina, son resistentes a una fluoroquinolona y a kanamicina,
amicacina y capreomicina [5]. Entre los farmacos que actualmente se han desarrollado se
encuentran las diarilquinolinas y benzotiazinas, cuyas dianas son proteinas integrales de membrana
involucradas en la sintesis de ATP y arabinano de la pared celular respectivamente, lo que afecta la
viabilidad celular [31]. Las dificultades presentadas por el tratamiento con farmacos de primera
linea es que su accidn es sobre bacilos metabdlicamente activos, por lo que no pueden eliminar el
bacilo tuberculoso en estado de quiescencia, a excepcion de rifampicina y pirazinamida. Otro
limitante es su alto grado de toxicidad, por ejemplo el etambutol es sustituido por estreptomicina,
ya que este farmaco puede generar problemas de agudeza visual en nifios [9,31].

El progreso de la infeccion puede tomar dos rutas, (i) desarrollo de la infeccion latente y (ii)

desarrollo de la enfermedad activa- reactivacién

(i) En el desarrollo de la infeccién latente, el hospedero no tiene manifestaciones clinicas de la
enfermedad activa, pero presenta sensibilizacién inmune a proteinas micobacterianas, lo que puede
dar falsos positivos en individuos inmunizados con vacuna BCG durante la prueba de tuberculina é
PPD [4]. Esta consiste en determinar si ha habido sensibilizacion de linfocitos T de memoria, por el

reconocimiento de antigenos de Mtb.

Mtb posee la capacidad de entrar en estado de quiescencia, en el cual la micobacteria muestra una
actividad metabodlica limitada, dificultando de ésta manera la accién de los medicamentos
antituberculosos, cuyo mecanismo esta dirigido a actuar en una fase replicativa y un estado
metabdlico diferente al mostrado durante la quiescencia [9]. Algunos estudios en modelo murino y
primates no humanos, evidencian que el bacilo tuberculoso no es erradicado, pero se atenla su
proliferacion al ser confinado por fagocitos, seguido de la formacién del granuloma [58,59,62]. En
esta estructura algunas subpoblaciones pueden replicarse progresivamente y adicionar mutaciones,
evidenciandose por algunos sintomas como fiebre y erupciones cutineas, conocidas como eritemas
nodosos [59], sugiriendo que la latencia no es un estado estatico, sino mas bien un moderacién del

sistema inmune frente al bacilo tuberculoso [59].

Mtb puede también contribuir con dicho equilibrio inmunolégico durante la latencia, pues en
condiciones de hipoxia y presencia de sustancias toxicas comunes del ambiente intrafagosomal
(CO, NO, y pH bajo), se expresa un regulon bacteriano controlado por el sistema de regulacion

denominado DosR-DosS, el que permite cada uno de los siguientes fenémenos: activacion de vias
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alternas de recursos energéticos (lipidos principalmente), la expresion de genes asociados al
aprovechamiento energético (como los que codifican isocitratos liasas), el mantenimiento del
balance redox y los niveles adecuados de ATP [4,59,63]. Ademas, Mth también codifica cinco
proteinas del tipo Rpf, que al ser secretadas le permiten reactivarse a partir del estado latente [59].

(ii) El desarrollo de la enfermedad activa presenta sintomas bien establecidos: fiebre, fatiga, pérdida
de apetito y de peso, y cuando la enfermedad es avanzada se produce tos persistente y con sangre
(Hemoptisis) [64]. Los sintomas entre algunos individuos afectados puede variar y generar mas
efectos adversos que en otros, especialmente las personas que presentan TB pulmonar o cavitaria,
las que son mucho mas infecciosas. La TB cavitaria es producto del grave dafio tisular, seguido por
formacion de espacios macroscopicos que contienen millones de bacilos tuberculosos, que por via
aérea pueden ser expectorados y transmitirse facilmente a un individuo sano [59]. Los bacilos que
se replican en cavidades pulmonares lo hacen en condiciones aeroébicas, los que viven dentro de
macrofagos sobreviven en condiciones microaerofilicas y aquellos que subsisten dentro de

granuloma se replican muy ocasionalmente en condiciones de hipoxia [4,9,59].

Mtb cuenta con los mecanismos para modular la maduracion del fagosoma y la apoptosis en el
hospedero [58], en consecuencia, puede sobrevivir a la respuesta inmune innata iniciada por el
mismo. Entre ellos, las células fagociticas reconocen estructuras especificas de Mth, por ejemplo,
los receptores tipo toll TLR (del inglés Toll-like receptors). TLR2 reconoce lipidos de la pared
celular como PIM y LAM. Asi mismo TLR9 detecta ADN micobacteriano y junto con TLR2
inducen el reclutamiento de fagocitos, activacion de macréfagos y células dendriticas, secrecion de
citoquinas y quimioquinas, y expresion de receptores de adhesion celular por parte de las células
infectadas [59]. TLR6 reconoce el complejo mAGP y por via MyD88 induce el factor nuclear
kappa- beta (NF -kf3) [33], estimulando la produccién de citoquinas pro inflamatorias tales como
IL-12 y TNF- o [65]. El receptor de lectina tipo C que incluye al receptor de manosa, también
reconoce las moléculas de manosa en el LAM de la envoltura celular de Mtb activando vias de

sefializacién [53].

La reactivacion de la TB puede ocurrir después de afios de infeccion latente, lo que esta asociado
generalmente a la disminucién o afectacion de linfocitos T CD4", como es el caso de las
inmunodeficiencias ocasionadas por VIH. La neutralizacion del factor de necrosis tumoral (TNF),
en el tratamiento de algunas enfermedades inflamatorias, también conlleva a la reactivacion de la

TB debido a su funcion de proliferacién y activacion de macréfagos [4,59].
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Las condiciones ambientales y genéticas también favorecen la reactivacion de la TB; las més
comunes incluyen: afectacion por diabetes mellitus, bajo peso corporal y/o malnutricidn, recibir
tratamiento con glucocorticoides, quimioterapia contra cancer y la edad avanzada (son maés
susceptibles de infeccion los nifios y los ancianos), asi mismo presentan mayor susceptibilidad
aquellas personas afectadas con cepas resistentes TB-MDR y TB-XDR [1,4,59].
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Figura 1-3. El ciclo de vida de TB. El ciclo de vida de TB inicia por la inhalacion del bacilo tuberculoso, el
que se puede albergar en los alvéolos pulmonares constituyendo lo que se conoce como infeccion primaria. Si
el sistema inmune logra erradicar la micobacteria, la persona queda libre de la enfermedad, si no, se genera un
equilibrio inmunolégico, en el que la bacteria queda en un estado de latencia, con minima replicacion celular;
si el sistema inmune recae, el bacilo se reactiva, generando la enfermedad y una alta tasa de transmisién, que
en su desarrollo conlleva a un grave dafio tisular. Tomado y adaptado de Ref [59,60].

1.4.1. La lesion tuberculosa o granuloma

Durante la interaccién hospedero-patégeno se producen citoquinas pro-inflamatorias y
quimioquinas que sirven de sefial de la infeccion, lo que lleva a la proliferacion y reclutamiento de
monocitos, neutréfilos y linfocitos (CD4" y CD8") que migran al sitio de infeccion [59,62,66]. Las

células T CD4" cumplen funciones muy importantes en la regulacion del granuloma porque se
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diferencian en células Thl, reconocen fagocitos infectados y los activan por la secrecion de INF-y,
siendo esta interleuquina una molécula central en la inmunidad protectiva [59,62]. Las células
dendriticas también fagocitan a Mtb y las células Thl que han reconocido antigenos
micobacterianos, se dirigen a nodos linfaticos regionales acarreando la infiltracion de diversas
células en el foco de infeccion, tales como macrofagos, linfocitos, y otros hospederos como células
dendriticas, fibroblastos, células endoteliales y estromales que posteriormente conformaran la
estructura del granuloma (Figura 1-4), cuyo microambiente se caracteriza por la baja concentracion
de O,, pH &cido, presencia de CO y N,Os [72].

A medida que se desarrolla el granuloma, parte de la poblacién de bacilos tuberculosos estan en un
estado no replicativo, mientras que una minima poblacion de bacilos que ain se replican son
atacados por células NK [30,67]. Aun en un estadio temprano del granuloma este es altamente
vascularizado, lo que es mediado por el factor de crecimiento endotelial- vascular. Como el
granuloma prosigue en su desarrollo, los macréfagos se diferencian en varios morfotipos como la
formacion de células grandes multinucleadas, que son producto de la unioén de varios macrofagos;

células epiteliales y macrdfagos esponjosos que contienen cuerpos lipidicos en su interior [67].

Cuando el granuloma presenta un incremento del caseum (region de células necréticas con
apariencia blanquecina que rodean los bacilos tuberculosos [68]), este colapsa y los bacilos
tuberculosos se liberan por via aérea. En el tejido queda solamente la parte externa del granuloma,
precedido por un grave dafio tisular y una fuerte tos en el individuo afectado, que expulsa miles de
celulas de Mtb completando asi el ciclo de infeccion. La transmision es muy efectiva pues una dosis
de una a diez células inhaladas es suficiente para que un individuo sano sea infectado [67]. Se puede
corroborar que el estado de desarrollo del granuloma determina el grado de progresion de la
enfermedad en el sitio de infeccidn, ya que en el estado maduro los macrofagos son aislados por una

capa fibrosa de los linfocitos y las células dendriticas [30,67].
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Figura 1-4. Estructura del granuloma. El granuloma es un conglomerado celular que se forma como parte
de la respuesta inmune celular, contra Mtb. El bacilo tuberculoso es rodeado principalmente de macréfagos,
neutrofilos, células dendriticas y fibroblastos, entre otras lineas celulares importantes. Tomado y editado de
Ref [61].

1.4.2. Ambiente intrafagosomal soportado por Mycobacterium

tuberculosis
Una de las caracteristicas mas importantes de Mtb como patdgeno intracelular, es que durante su
internalizacion puede modular la maduracion y acidificacion del fagosoma (impide la fusion con el
endosoma tardio y los lisosomas) [33,58,66,69,70]. El pH &cido intrafagosomal es mediado, entre
otros, por una ATPasa tipo V del hospedero, la que transporta protones al interior fagosomal
disminuyendo su pH (6.1-6.5) y alterando las condiciones minimas de supervivencia del bacilo
tuberculoso [30,70].

En el fagosoma, el bacilo tuberculoso también es expuesto a condiciones adversas tales como una
baja disponibilidad de iones y nutrientes [13]; sustancias nocivas como péptidos antimicrobianos,
hidrolasas, RNS y ROS [58,62,71] (con sus respectivos intermediarios reactivos: 6xido nitrico,
dioéxido de nitrégeno, acido nitroso, anién superoxido, radicales hidroxilo y peroxido de hidrégeno,
ademas de hipoclorito), hipoxia [72] y un alto contenido de cationes de metales pesados [13].
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Especificamente, se ha reportado que en las primeras horas de infeccion (1-24 horas), el interior
fagosomal es cargado de concentraciones de metales como potasio 19,5-51 mM; calcio 0-0,25 mM;
manganeso 14,7-16,9 uM; hierro 135-2680 UM; cobre 426 uM y zinc 37,8-456,8 uM [12].

Mtb posee dos superdxido dismutasas, SodA y SodC, ubicadas en el citoplasma y en el espacio
periplasmico respectivamente; estas transforman el muy téxico y perjudicial radical superdxido
(Oy) en peroxido de hidrogeno (H,0,) y oxigeno diatémico (O,) [50,70,73]. El radical superdxido
puede conllevar a la reduccion de algunas proteinas oxidadas como citocromo C, la que hace parte
del complejo de la cadena de transporte de electrones [73]. EI primer superoxido dismutasa, SodA,
cuyos cofactores son Mn/Fe, actla en contra del estrés oxidativo generado por la fosforilacion
enddgena dentro del fagosoma. SodC, cuyos cofactores son Cu?*/Zn?*, detoxifica radicales libres en
el periplasma generando resistencia al estrés oxidativo en cultivo liquido y macréfagos activados
[50,74].

La capacidad de sobrevivir en el ambiente intrafagosomal es fundamental en la patogénesis de Mth
[74]. Otras metaloenzimas que emplean hierro como cofactor y que también estan asociadas a la
respuesta de estrés oxidativo en Mtb son: una catalasa-peroxidasa KatG [70,74], una alquil
hidroperoxidoreductasa AhpC y las proteinas tirorredoxinas TrxA 'y TrxB [74], las que favorecen la
detoxificacion de especies reactivas como el anion peroxinitrito, el cual se forma por la reaccién

entre el radical super6xido con el 6xido nitrico [30].

El transporte ionico dentro del fagosoma estd relacionado con una familia de proteinas de
macréfago asociadas a la resistencia natural NRAMP (del inglés Natural Resistance Associated
Macrophage Protein), las que a partir del gradiente protdnico permiten el transporte de cationes
divalentes a través de la membrana del fagosoma en pro del proceso de la fagocitosis de varios
patdgenos intracelulares tales como Mycobacteria, Leishmania y Salmonella [70]. En mamiferos
NRAMP1 permite el transporte de Mn?", Zn?*, Co®*y Fe?*; NRAMP2 es el mayor transportador de
Fe?*, al mismo tiempo que la ATPasa humana ATP7A transporta Cu®* a través de la membrana

fagosomal incrementado su concentracion e intoxicando al bacilo tuberculoso [75].

El cobre es un micronutriente esencial en el crecimiento bacteriano y ademas de ser cofactor de
SodC, también lo es de la Citocromo oxidasa C en Mth, enzima fundamental en la respiracion
aerobica. El cobre en altas concentraciones es toxico [22,50,76] porque puede competir con
cofactores de otras enzimas, desestabilizar la membrana y favorecer especies ROS (mediante la

reaccion de Fenton) que promueven el dafio de las macromoléculas, entre ellas el ADN [50,77,78].
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Cobalto y niquel son indispensables para las células ya que hacen parte del 25% del total de
cofactores de las proteinas, por ejemplo niquel es el cofactor de una ureasa de Mtb y cobalto es
necesario para la biosintesis de la vitamina B12. El exceso de estos metales puede ser téxico, por lo
que Mtb posee dos sensores de Co/Ni: KmtR y NmtR [78]. EI cadmio se almacena en macréfagos
alveolares por la polucion, donde puede ser usado como parte de arsenal bactericida inhibiendo
enzimas que reparan el ADN dafiado y ocasionando supresion de la apoptosis [79].

El manganeso es primordial en la viabilidad y virulencia de muchos patdgenos, por favorecer la
resistencia al estrés oxidativo producido por el hospedero y porque es util en la adaptacion de
patégenos en hospederos humanos. Una de las estrategias que usa el hospedero para atacar el
patégeno, es secuestrar el manganeso, generando deprivacién de nutrientes esenciales para la
bacteria [78].

Teniendo en cuenta que Cu®* y Zn*" [12] se acumulan intrafagosomalmente durante la infeccién
tuberculosa, Mtb requiere sobreexpresar proteinas asociadas a la membrana, especificas para el
transporte de metales pesados, entre ellas, las ATPasas tipo P;g como CtpV y CtpC [75], que en
determinado momento funcionan como bombas de eflujo de Cu** y Zn®* respectivamente [21,22].

1.5. Transporte a través de la membrana de las micobacterias

El transporte en las micobacterias permite a la célula obtener sustancias como lipidos,
carbohidratos, nitrégeno, amoniaco, nitratos y cationes inorganicos, entre otros, que son Gtiles como
fuente energética y de carbono, esenciales para el funcionamiento de proteinas y acidos nucleicos,
componentes de la pared celular y como sustratos para las metaloenzimas [13,15]. Como en otras
células, las micobacterias poseen varios mecanismos de transporte en sus formas pasiva y activa. El
transporte pasivo de las sustancias es a favor del gradiente de concentracion y dependiente de la
hidrofobicidad o lipofilidad de las sustancias que atraviesan la envoltura. Debido a que la envoltura
de las micobacterias es altamente lipidica y la pared celular es particularmente gruesa, solo se
permite el paso de sustancias con caracteristicas lipofilicas y pequefias moléculas, generalmente no
electrolitos, los que se difunden con facilidad a través de las bicapas lipidicas micobacterianas [13].
Las sustancias hidrofilicas no pueden atravesar la envoltura por difusion pasiva y requieren otros
medios de transporte como las proteinas formadoras de canal y porinas. Por esto mismo, muchos de
los farmacos hidrofilicos pueden no ser muy efectivos para las micobacterias, en comparacion con

sus homologos hidrofébicos, por ejemplo las fluoroquinolonas [48].
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Las sustancias de caracter hidrofilico atraviesan la envoltura celular solo a través de grandes
proteinas que forman canales que permiten el influjo de este tipo de solutos [13]. Por ejemplo las
porinas (en la micomembrana) que permiten el paso de pequefias moléculas sin gasto energético. La
velocidad en este tipo de transporte esta determinada por el gradiente de concentracion, la carga,
tamafio e hidrofobicidad de las sustancias transportadas, ademas de la longitud y el diametro de los
canales. Mtb expresa la porina OmpATb, codificada por el gen rv0899 [48], implicada en el eflujo
del i6n amonio, lo que puede ayudar a neutralizar el pH acido que la micobacteria debe soportar
dentro del fagosoma [48,80].

De acuerdo a analisis comparativos que se han realizado de proteinas de transporte codificadas por
el genoma de Mtb, se ha encontrado que el bacilo tuberculoso presenta un total de 285 proteinas de
transporte clasificadas de la siguiente manera: 8 proteinas de canal de las cuales 6 son canales tipo a
y 2 porinas con barras ; 82 cargadores secundarios asociados a la fuerza proton motriz (FPM),
donde se encuentran uniporters, symporters y antiportes; 132 transportadores activos primarios;
1 grupo traslocador acoplado al transporte de Acyl CoA ligasa; 8 cargadores transmembranales de
electrones; 1 proteina de transporte auxiliar y 53 proteinas de las cuales se desconoce el mecanismo

bioquimico de transporte [81].

En el transporte activo hay presencia de proteinas de influjo y eflujo. En Mtb son escasos los
importadores, entre ellos se conoce el importador de fosfato, también las ATPasas tipo ABC que
cumplen funcién de eflujo e influjo [48]. En 1998 cuando el genoma completo de Mth fue
secuenciado se encontraron 14 proteinas de la familia de facilitadores principales (MFS) y 4
ATPasas tipo ABC para el transporte de carbohidratos [13]. El sistema de transporte de ATPasa tipo

ABC para azlcar es fundamental en la virulencia de Mtb en ratones [48].

Diferentes analisis han mostrado la presencia en Mth de 27 bombas de transporte completas y 11
incompletas de la familia de las ATPasas tipo ABC que corresponde al 3% de su genoma (Mtb) y se
expresan principalmente en la membrana celular [48,82]. También se han categorizado otras
proteinas de eflujo como: familia de multifarmacos y extrusion de compuestos toxicos (MATE),
familia de resistencia a farmacos pequefios (SMR) y la superfamilia de nodulacion-division-
resistencia (RND), esta Gltima es importante en la extrusion de lipidos y componentes de la
envoltura celular. En general las bombas de eflujo anteriormente nombradas, se han caracterizado
como transportadoras de antibioticos y al parecer se asocian con una reduccion en la sensibilidad de

la micobacteria hacia isoniazida, fluoroquinolonas, tetraciclina y aminoglicésidos [48].
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Por otra parte, existen 28 marcos de lectura abierta que codifican para transportadores de metales,
de las que 8 familias corresponden a transporte activo secundario y 3 familias de proteinas de
transporte primario que incluyen 12 ATPasas tipo P, una cantidad inusual de estas bombas en
comparacion con otras bacterias [14], las que transportan: K*, Na*, Cu*, Cu**, Cd**, Zn*, Mn?*",
Mg®*, Ca**, Co**, Ni**, Fe **, Fe**, Hg**, AsO, y AsO,” [74,83], y en algunas condiciones estan
asociadas a la supervivencia intracelular [13,74].

1.6. ATPasas

Las ATPasas son proteinas que se encuentran localizadas en las membranas bioldgicas y facilitan el
transporte de iones y moléculas pequefias en contra del gradiente de concentracion a expensas de la
hidrolisis del ATP [83], estas favorecen la viabilidad celular [84,85] y pertenecen a los sistemas de
transporte activo [86]. Deficiencias en el funcionamiento de las ATPasas en humanos han sido
asociadas con ciertas patologias como cancer, enfermedades mitocondriales, adrenoleucodistrofia,
osteoporosis, degeneracion macromolecular, deficiencia inmune, fibrosis cistica, diabetes, Ulceras,

nefrotoxicidad, perdida de la audicion, enfermedades de la piel y lupus [84,85,87] (Figura 1-5).

Estas bombas se clasifican de acuerdo a su localizacion celular y a los productos que transportan,
como tipo P, F, V y superfamilia ABC [85] (Figura 1-6). Las ATPasas tipo P se encuentran en la
membrana plasmatica y transportan protones y cationes de metales pesados, alcalinos y
alcalinotérreos [84]. Estas enzimas se caracterizan por presentar un intermediario covalente
fosforilado que no esta presente en los demas tipos de ATPasas [84]. En la TB latente se evidencia
una disminucion del contenido intracelular de ATP, lo que limita la actividad de las ATPasas en
general, sin embargo, estas siguen funcionando de forma activa, por lo que se les atribuye una gran
importancia en la persistencia de la infeccion latente cuando el bacilo tuberculoso se encuentra en
un estado no replicativo [10]. En un estudio anterior realizado por el grupo BBMM se encontr6 que
DosR, un regulador global de la latencia en Mtb, es estimulado en condiciones de hipoxia llevando
a la expresion en M. smegmatis de un homélogo del gen ctpF, el que codifica para una ATPasa tipo

P transportadora de metales alcalinos y alcalinotérreos a través de la membrana plasmatica [88].

Las ATPasas tipo F son transportadores que se encuentran en la membrana interna de las
mitocondrias, en la membrana tilacoide de los cloroplastos, en la membrana plasmética bacteriana y
en la superficie de las células endoteliales [84]. Estas enzimas funcionan como una ATPsintasa,
utilizando un gradiente proténico para producir ATP a partir de ADP, fosfato inorganico y Mg**

como cofactor. Las ATPasas tipo F estdn constituidas por dos estructuras fundamentales: un
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componente catalitico citoplasmatico (F;), y un componente transmembranal (Fo); F; actGa como
un nanomotor, que al girar circularmente permite la entrada del ADP y P;; y la salida de ATP
[84,86].

Las ATPasas tipo V se encuentran principalmente en la membrana de las vacuolas y lisosomas,
transportando protones al interior de estos organelos para mantener un pH &cido respecto al del
citosol. Su funcion es reversible pues tiene la capacidad de hidrolizar ATP o sintetizar ATP, lo que
las hace muy similar a las ATPasa tipo F, sin embargo, en su importancia fisiologica su funcion
principal es de ATPasa. Ademads, las ATPasas tipo V estdn asociada a varios procesos intra e
intercelulares como: endocitosis mediado por receptor, trafico de proteinas, transporte activo de

metabolitos, homeostasis y liberacion de neurotransmisores [84].

La superfamilia de ATPasas tipo ABC, (del inglés ATP binding casette o casett de unién a ATP)
esta constituida por cadenas polipeptidicas que poseen dos dominios o sitios de unién del nucleoide
donde se cataliza la hidrolisis de ATP [84,85]. Las ATPasas tipo ABC favorecen el transporte de
iones y moléculas pequefias tales como mono y polisacaridos, péptidos, proteinas, colesterol, retinal
y farmacos, entre otros [84,86]. En el ser humano existen alrededor de 50 variedades de ATPasa
tipo ABC [84].
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Figura 1-5. Enfermedades asociadas con ATPasas. Tomado de Ref [84].
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Figura 1-6. Tipos de ATPasas. Las ATPasas son proteinas embebidas en membranas bioldgicas, que
transportan sustancias en contra del gradiente de concentracion a partir de la hidrolisis de ATP. Segun su
especificidad por sustrato y ubicacion celular se denominan P, V, F y superfamilia ABC. Tomado y editado de
Ref [86].

1.6.1. ATPasas Tipo P.

Las ATPasas tipo P son una superfamilia de proteinas integrales de membrana con una masa
molecular que oscila entre 70-150 kDa, que se encuentran en todas las formas de vida [83,89], y que
permiten el transporte de iones y lipidos a través de la membrana celular en procesos energéticos no
favorables a partir de la hidrélisis de ATP [83-85,89]. Estas proteinas pueden ser inhibidas por
orto-vanadato [10,16,89]. La importancia de estas bombas radica en que convierten la energia
metabdlica en gradientes electroquimicos, median la sefializacién celular (en el caso de las
Ca’*ATPasas), suministran ligandos a las metaloenzimas y participan en la homeéstasis idnica al
remover iones toxicos de la célula [15,83,89]. Asi mismo, permiten el transporte de sustancias y
protegen a la célula de sustancias toxicas dentro del fagosoma [10,90]. Desde el punto de vista
funcional, las ATPasas tipo P favorecen muchos procesos biolégicos en animales tales como:
secrecion y reabsorcion de solutos en el rifidn, relajacion muscular, acidificacion en el estdbmago,
absorcion de nutrientes en el intestino y transduccion de sefiales dependientes de Ca®* [91,92]. La
denominacién de ATPasas tipo P, es debido a la formacion de un intermediario fosforilado en un

residuo conservado de aspartato durante el proceso catalitico [83,91].

Las ATPasas tipo P presentan 5 dominios con funciones especificas en el transporte de iones, tres
de estos se encuentran en el citoplasma: el dominio N o de unién a nucleétido, el dominio A o

actuador y el dominio P de fosforilacion. Los otros dos dominios se encuentran embebidos en la
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membrana citoplasmatica: el dominio T de transporte y el dominio S de soporte especifico de clase
[15].

Un loop citoplasmatico de las ATPasas tipo P estd ubicado en el amino terminal muy proximo al
dominio actuador A y otro ubicado en el carboxi terminal cerca del dominio de soporte. EI dominio
N se encuentra como una insercion dentro del dominio de fosforilacién P. Por ejemplo en la Ca®*
ATPasa de reticulo sarco-plasmico SERCA , se encuentran 10 segmentos helicoidales (M1-M10) en
la zona transmembranal, de los que los primeros 6 estructuran el dominio T y los 4 restantes
estabilizan el dominio S [15]. Cada uno de estos dominios tienen un papel fundamental en el
proceso catalitico: el dominio N se une temporalmente a ATP y tiene la funcidn de una quinasa, por
lo que fosforila un residuo conservado de aspartato en el dominio P. Por otra parte, el dominio A
actla como una fosfatasa que defosforila el dominio P. El ién transportado pasa a través del
dominio T desde el interior hacia el exterior celular. Generalmente se puede encontrar un cuarto
dominio citoplasméatico denominado R o regulador [15]. La especificidad en cada dominio se

describe a continuacion (Figura 1-7):

Dominio A (actuador): este dominio cumple la funcion de una fosfatasa a través de un motivo
caracteristico de treonina, glicina y glutamato (TGE) y posee dos o tres secuencias extensas de
unién a los 3 primeros segmentos transmembranales (M1, M2, M3) en el dominio de transporte T,

lo que le confiere cierta flexibilidad y facilitan la rotacién del dominio A [15,89].

Dominio N (de unién a nucleétido): Presenta un motivo conservado donde se encuentra un residuo
de lisina en la posicion 515 que se une a la adenosida del ATP, dejando expuesto los tres grupos
fosfato desde el sitio de unidn para fosforilar el dominio P; teniendo en cuenta que el dominio N es
una insercién dentro del dominio P, donde estos se unen a través de una delgada bisagra. Este
dominio es el mas variable de los dominios citoplasmaticos, sin embargo, la parte funcional es
conservada [15,89].

Dominio P (de fosforilacion): En él se encuentra un motivo conservado en todas las ATPasas tipo
P, constituido por la secuencia aspartato-lisina-treonina-glicina (DKTG), en el que se realiza la
fosforilacion en el residuo de aspartato por el dominio N. Otras dos secuencias asociadas a la unién
de ATP en el sitio de fosforilacion presentan este aminoacido: aspartato-glutamato-leucina-arginina
(DELR) y metionina-leucina-treonina-glicina-aspartato (MLTGD), el que necesita Mg como
cofactor. Se ha observado que este dominio es muy conservado en esta familia de proteinas, por lo

que presenta muy pocas deleciones e inserciones [15,89].
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Dominio T (de transporte): Posee de 6-10 alfa-hélices transmembranales que forman los canales
donde se une el i6n que va a ser transportado. Este dominio es muy flexible y se mueve durante el
proceso catalitico durante la translocacion del ion. Permite el transporte de distintos tipos de iones
que se ubican en la parte media de la membrana [15,89].

Dominio S (de soporte): Funciona como una unidad auxiliar para el dominio T, ya que a diferencia
de este dominio, generalmente no es muy flexible y no se mueve durante el proceso catalitico. Esto
permite que sea un soporte para el dominio T, pero también puede presentar sitios adicionales de
unién para los iones transportados. No es muy conservado entre las ATPasas tipo P y puede variar
la posicion de sus segmentos transmembranales, que a su vez pueden estar insertadas dentro del
amino-terminal (P1B) y/o dentro del carboxilo terminal (P2, P3, P4); las ATPasas P5 presentan

ambas condiciones [15,89].

Dominio R (regulatorio): Se puede encontrar en el amino terminal o en el carboxilo terminal y
procede como un auto inhibidor de la proteina al interactuar con el resto de la molécula, por
ejemplo al inhibir el movimiento de algunos dominios, como regulador de la afinidad de los
cationes que atraviesan la bomba y como sensor para cationes transportados [15,89].

Figura 1-7. Estructura terciaria de las ATPasas tipo P. En la parte transmembranal se encuentran los
dominios S y T, relacionados con el transporte de los cationes. En el citoplasma se encuentran los dominios
N, Ay P, donde ocurre la hidrdlisis del ATP. El dominio R se encuentra a menudo ubicado en el carboxi o
amino terminal o en ambos. Tomado de Ref [15].

De acuerdo al anlisis de las secuencias genomicas, la especificidad idnica y la funcion que realizan
las ATPasas tipo P, se han clasificado en 5 grupos con sub-clasificaciones en A, B, C, D, E, F, G,

H,1,JyV [15,83].
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Las ATPasas P14 agrupan las ATPasas del complejo KdpFABC, encargadas del transporte de K* en
eubacterias y en menor proporcion archeas, en donde KdpB es una subunidad catalitica, mientras
que KdpA presenta el sitio de unién a K*, y KdpC estabiliza la unién de KdpA y KdpB. La
subunidad KdpB posee un segmento adicional junto al dominio de transporte (7 segmentos
transmembranales en dominio T) [15,89].

Las ATPasas Pg son bombas de metales pesados que se encuentran en todos los seres vivos, pero
son las mas frecuentes en archaea y bacteria. Suministran metales pesados (principalmente Zn**y
Cu®) que son necesarios para la maduracion de metaloenzimas, lo que ocurre en el espacio
periplasmico en procariotas y en el lumen de vesiculas secretoras en eucariotas. Estas enzimas
también tienen el papel de bomba de eflujo, eliminando concentraciones elevadas de metales
pesados que pueden ser perjudiciales para la célula. Este tipo de ATPasas también se clasifica
filogenéticamente, de acuerdo al metal que transporta, el que puede ser monovalente (Ag*y Cu®) o
divalente (Zn**, Cu**, Co2*, Pb*"y Cd?*"). En esta clasificacion se conocen algunas de las bombas de
metales pesados bien caracterizadas: CadA, ZntA y CopA que transportan respectivamente Cd?*,
Zn**y Cu®" en bacterias. HMA4 es una bomba transportadora de Zn?* en plantas, ATP7A y ATP7B

son bombas transportadoras de Cu®y Cu®* respectivamente en seres humanos [15,89].

ATPasas P,a: Pertenecen a las Ca*/H*-ATPasa transportadoras de calcio en el reticulo sarco-
endoplasmatico (SERCA), cuya funcién principal es liberar 2 iones Ca**, a cambio del ingreso de
menos de 4 protones al citoplasma [84], desde el reticulo sarco-plasmico de las células de musculo
liso, en contra de un gradiente de concentracion. La actividad de estas enzimas es fundamental para
la division y sefializacion celular. Un inhibidor de esta ATPasa es la tapsigargina [83,89,93], un
sesquiterpeno lactona derivado de la planta Thapsia garganica; este inhibidor se introduce en el
dominio de transporte T de la proteina e imposibilita el movimiento de las hélices
transmembranales, de manera que impide el transporte de calcio el que se acumula
intracelularmente ocasionando apoptosis y bloqueando SERCA. Esta bomba posee dos sitios de

union a calcio [93].

ATPasas P,g: Transportadores que pertenecen a las Ca**-ATPasa, los que se encuentran situados en
la membrana plasmatica (PMCA) de células animales, y ademas en hongos y plantas localizados en
las membranas vacuolares y en la envoltura plastida del reticulo endoplasmico. Las ATPasas P,
poseen un solo sitio de union a calcio en el dominio T, el que se une a una larga extension
(en animales dicha extension se ubica en el carboxilo terminal y en plantas en el amino terminal)

enlazada a calmodulina unida al dominio R, la que aumenta la afinidad de calcio a la bomba. Esta
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ATPasa presenta auto inhibicion. Se conoce que La** incrementa su estado relajado en los niveles
de fosforilacion, mientras que en P, lo disminuye. El calcio que transporta esta bomba es
importante como mensajero intracelular, cuya concentracion aumenta en respuesta a un estimulo

extracelular [15].

ATPasas P,c: En esta clasificacion se encuentran las Na'/K* ATPasa y H'/K* ATPasa que
presentan una subunidad alfa y una subunidad beta asociada a la regulacion y ensamblaje de estas
ATPasas. Por la accion de esta bomba pueden salir 3 Na* e ingresar 2 K* a la célula [85]. Esta
bomba es fundamental en la homeostasis de sodio intracelular, formacion del potencial,
sefializacién y regulacion del volumen. La ouabaina es un inhibidor de estas ATPasas por que se
introduce en los segmentos transmembranales de transporte de potasio en el dominio T, impidiendo
su entrada. En seres humanos 4 genes codifican para esta enzima. En el caso de la H'/K* ATPasa
los 3 sitios de unién a sodio de las Na'/K* ATPasa, son reemplazados por 2 sitios de union para
hidrogeno. Esta bomba es electroneutra y secreta acido en alta proporcion en el lumen gastrico,
también estd presente en la membrana de células parietales [15,89]. Se tiene referencia de una
ATPasa P,p, que es una bomba de sodio y calcio en hongos [15,83,91].

ATPasas P3a: Corresponden a las proton-ATPasas (H'-ATPasa) de membrana plasmatica presente
en hongos y plantas menores que transporta H* en contra del gradiente electroquimico, a través de
la hidrolisis de ATP, sin transportar un contra i6n como ocurre generalmente en otras ATPasas
[15,83,89]. Tiene una region extendida en el carboxi terminal que funciona como un regulador auto
inhibitorio de la proteina. Pss es una bomba de Mg®* en algunas pocas especies bacterianas como

Salmonella typhimurium [15,91].

ATPasas P,: A este subgrupo pertenecen las flipasas o aminofosfolipidos translocasas de
fosfolipidos de eucariotas [91], que se localizan en membrana plasmética, complejo de Golgi y
endosomas, siendo ausentes en procariotas. Pueden transportar fosfolipidos como fosfatidilserina y
fosfatidiletanolamina en algunos microorganismos [74,91]. Estas bombas establecen asimetria de
los fosfolipidos de la bicapa lipidica por el movimiento de “flipping”. También puede ayudar al
transporte de vesiculas en la via endocitica y secretora. La actividad flipasa es dependiente de la

hidrolisis de ATP. En el ser humano 14 genes codifican para esta enzima [15].

ATPasas tipo Ps: Se conocen algunos motivos caracteristicos pero se desconoce su funcion y
especificidad [91]. Se ha clasificado en dos bombas Psa y Psg, que difieren en el nimero de

segmentos transmembranales (12 y 11 respectivamente), la localizacion celular, ya que Psa se
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encuentra solamente en reticulo endoplasmatico, en tanto que Psg se encuentra en el lisosoma de
seres humanos, las vacuolas de levaduras y en la membrana plasmatica de C. elegans. Lesiones

genéticas en este subgrupo de enzimas ocasiona problemas neurol6gicos en seres humanos [15].
1.6.2. Ciclo Catalitico de las ATPasas Tipo P

El ciclo catalitico en las ATPasas tipo P, por el que son transportados cationes a través de la
membrana celular, ocurre en 4 etapas o estadios fundamentales de acuerdo al modelo de Post-
Albers (Figura 1-8). Inicialmente se encuentra la enzima libre constituyendo el estadio 1 (E,);
posteriormente el ATP y Mg** (cofactor), ingresan al sitio catalitico en el dominio N, el que a su
vez cumple la funcién de una quinasa al fosforilar el dominio P, en un residuo conservado de
aspartato, lo que genera alta afinidad por un primer catién en el dominio T. La fosforilacion de la
enzima, conlleva a un cambio conformacional de la misma, generando el estadio 1 fosforilado
(E1P). El enlace del i6n al sitio de unién en el dominio T genera un rearreglo en las hélices, lo que
permite que una sefial sea transmitida al dominio P acercando el Mg?" al residuo de aspartato. El
dominio A gira 90°, quedando expuesto al aspartato fosforilado. El giro del dominio A ocasiona que
se destruya la alta afinidad por el i6n en el sitio de unién en el dominio T, debido a la accién
fosfatasa del motivo TGE, provocando en el estadio 2 fosforilado (E,P) que el i6n pase al otro lado
de la membrana hacia la zona extracitoplasmatica. La tension generada en la proteina en la etapa
anterior proporciona la fuerza suficiente para llevar a cabo la reaccion de defosforilacion y conlleva
a la liberacion de ADP al medio citoplasmatico. Finalmente, cuando el i6n es transportado al otro
lado de la membrana, el fosfato pierde afinidad por el residuo de aspartato en el dominio P, por lo
que el fosfato inorgénico y el Mg? salen de bomba. Esto conlleva a que el dominio A retorne a su
lugar inicial y el dominio T quede libre para transportar otro catién [15,89]. En consecuencia, la

enzima recupera su conformacion inicial [16].
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Figura 1-8. Ciclo catalitico de las ATPasas tipo P. La apertura y cierre de los canales de las ATPasas tipo P
junto con los cambios conformacionales en los dominios citoplasmaticos por la unién al ATP, conduce a dos
estadios de fosforilacion (E1P y E2P) y posterior defosforilacion (E1 y E2) en la cual se libera fosfato
inorganico, lo que permite el transporte de un i6n de un lado al otro de la membrana y el co-transporte de un
segundo ion. Cada estadio es reversible [83,89]. Tomado de Ref [89].

1.6.3. ATPasas Tipo P en Mycobacterium tuberculosis

Las ATPasas tipo P ademas de realizar funciones muy importantes en muchos organismos son
cruciales en el papel regulador de los iones metalicos de Mtb dentro de las células hospederas,
designandoseles una accion fundamental en la supervivencia del bacilo tuberculoso [74]. Los iones
que pueden ser transportados por estas bombas incluyen: K*, Na*, Cu*, Cu*, Cd**, zZn*, Mn*,
Mg®, Ca®*, Co®, Ni**, Fe #, Fe**, Hg*, AsO, y AsO,” [74,83], varios de estos metales se
consideran activos biolégicamente como el hierro, cobre, zinc y magnesio que son utilizados como
micronutrientes y sirven como cofactores para varias proteinas. El hierro se une a la transferrina y
lactoferrina expresadas en la membrana de macrdfagos y cobre es el cofactor de las oxidasas y

superoxido dismutasas, sin embargo son toxicos en concentraciones altas [22].

Mtb es uno de los microorganismos que presenta mayor numero de genes que codifican para
ATPasas tipo P, comparado con otros miembros del género Mycobacterium; ademas presenta una
mayor expresion de ATPasas tipo P en comparacion con cualquier otro transportador de metales.
Por ejemplo M. leprae expresa cuatro bombas de este tipo con un porcentaje total de

transportadores de metales en el genoma del 21%, de las que tres son del tipo Pz y una P,. En el
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caso de Mtb, este presenta un porcentaje total de transportadores de metales en el genoma del 24%,
y un total de 12 ATPasas tipo P de las que probablemente siete son P;g (CtpA, B, C, D,G,Jy V) 0
bombas de metales pesados, tres del tipo P, (CtpF, H e 1), una del tipo P14 0 transportador del tipo
KdpB y una que no ha sido clasificada (CtpE) [74], lo que sugiere un importante rol de estos

transportadores en la supervivencia intracelular.

Las ATPasas tipo P en Mtb, se han agrupado de acuerdo a los porcentajes de identidad de los

primeros 100 aminoacidos en el amino terminal de estas proteinas:

1) CtpAvy CtpB presentan 47,2% de identidad y transportan Cu®".
2) CtpC, CtpG y CtpV con 40-50% de identidad.
3) CtpDy CtpJ con 40,7% de identidad.

Estos tres grupos tienen 3,7-16,7% de identidad entre si, o que se asocia a la adaptacion de la
variedad de sustratos que son transportados. Conocer la expresion de genes de transportadores
durante la infeccion en Mtb provee informacion muy Util para el disefio de nuevas estrategias
terapéuticas [74]. Ademas, se conoce que las ATPasas tipo P son mucho més conservadas en la
estructura terciaria que en su secuencia de aminoacidos [10,83], lo que debe considerarse en el
disefio de inhibidores [83].

Recientemente nuestro grupo de investigacion BBMM, realiz6 un analisis in silico que permitié
hacer una aproximacién funcional y contrastar la especificidad i6nica para las ATPasa tipo P en
Mtb H37Rv, o cepa virulenta. Como se decia anteriormente, existen 7 ATPasas tipo P de transporte
de metales pesados (del inglés Heavy Metal HM), que incluye a CtpA, CtpB, CtpC, CtpD, CtpG,
CtpJ y CtpV, las que pueden transportar Cu*, Cu*, Co**, Ag*, Hg®*, Cd**, Pb*" y Zn**, bombas que
estan altamente implicadas en la supervivencia intrafagosomal de Mtb [10,16]. También se han
agrupado a CtpE, CtpF, CtpH y Ctpl, como bombas de transporte de metales alcalinos y
alcalinotérreos (del inglés Alkalines Earth Metals AEM), con posible especificidad para Na*, K",

Ca®*, H" y Mg?. Es probable que algunas de estas enzimas sean bombas Na'/K* ATPasa y H'/K
ATPasa [10,16].

De acuerdo a su topologia, las ATPasas tipo P se han organizado en 3 tipos (Ver figura 1-9):

1) Bombas de metales pesados HM, que poseen 8 segmentos transmembranales (TMS),

enumerados como A, By de 1-6.
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1)) Bombas de metales alcalinos y alcalinotérreos AEM, que poseen 10 TMS enumerados
del 1-10.
1)} Bomba de potasio. KdpB. Posee 7 TMS.

En todos los grupos las ATPasas tipo P presentan dos loops citoplasmaticos, uno de menor
tamafio que el otro, en el que el mas pequefio se encuentra localizado en TMS2 y TMS3 (Figura
1-9), mientras que el loop de mayor tamarfio se ubica en TMS4 y TMS5, asociados al sitio de
fosforilacidn y sitio de union del ATP [16]. Para el tipo I y Il el amino y carboxilo terminal esta
localizado en el citoplasma, mientras que para el tipo Il el amino terminal se ubica

intramembranalmente y el carboxilo terminal esta en la parte externa del citoplasma.

Sitio Extracitoplasmdtico
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Figura 1-9. Segmentos transmembranales de ATPasas tipo P de Mycobacterium tuberculosis. Topologia
de membrana | pertenece a bombas de metales pesados (HM), estas poseen 8 TMS (A,B y 1-6); Topologia de
membrana Il corresponde a bombas de metales alcalinos y alcalinotérreos (AEM), posee 10 TMS vy el
Topologia de membrana Il corresponde a una bomba de potasio, tiene 7 TMS. Tomado y editado de Ref [16].
De las bombas de transporte de cationes metalicos que expresa Mtb, aproximadamente 60%
pertenecen a cationes de metales pesados, sugiriendo que estos transportadores podrian cumplir un
papel muy importante en la habilidad de Mtb de sobrevivir como patdgeno intracelular, puesto que
una de las estrategias que emplea el macréfago cuando ha fagocitado a la micobacteria, es
incrementar la concentracion intrafagosomal de metales pesados [16] creando un ambiente toxico,
por ejemplo la concentracion intrafagosomal de Cu® después de incorporar a Mtb puede ser de

hasta 500uM [22].

En el disefio de antituberculosos se debe consideran la inhibicion de aquellas ATPasa Tipo P que se
sobreexpresan durante la infeccion, lo que afectaria la viabilidad celular. También se debe

considerar la induccion las ATPasas tipo P que se reprimen, con el fin de generar un detrimento de
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las reservas energéticas por el gasto innecesario de ATP, llevando a la célula a un shock energético
y posteriormente a la muerte, o conducir a la reactivacion del bacilo haciéndole susceptible a los
farmacos antituberculosos. En los macréfagos humanos, las ATPasas tipo P de Mtb que se
sobreexpresan son: CtpA, CtpC, CtpF, CtpG, CtpH, Ctpl y CtpV [10]. Se ha sugerido que CtpF y
CtpG conllevan a un desperdicio de reservas energéticas, por lo que su induccion podria
considerarse un posible mecanismo de control sobre la infeccion tuberculosa. CtpE es la Unica
ATPasa que se reprime durante la infeccidn tuberculosa y en CtpJ no varia el nivel de expresion en
exposicion a sustancias toxicas, o cuando el bacilo se encuentra en estado activo o de latencia [10].

El nivel de expresion de CtpF y CtpC aumenta cuando Mth es expuesto a compuestos
antimicrobianos generando resistencia propia del bacilo tuberculoso frente a farmacos. CtpA, CtpC,
CtpG, CtpV y CtpF son inducidas cuando Mtb ha sido fagocitado por los macréfagos. Asi mismo en
condiciones de hipoxia, CtpF se sobre expresa in vitro por la adicion de S-nitroglutation GSNO,
etanol, H,O, y 6xido nitrico, conjuntamente se sobre expresa aproximadamente 60 veces cuando es

expuesto a RNS [10,16]. CtpG, CtpV y CtpC responden a intoxicacion por metales pesados [10].
1.6.4. ATPasas Tipo P;g en Mycobacterium tuberculosis

Las ATPasas P,g, transportadoras de metales pesados también se han organizado filogenéticamente
teniendo en cuenta motivos conservados en los segmentos transmembranales 6, 7 y 8, formando
cinco grupos (1-5) de bombas asi: Pig; agrupa a CtpA, CtpB y CtpV, las que transportan
especificamente a Cu®, Py, incluye a CtpC la que transporta a Zn*", P,g.3 transporta a Cu®**, pero
no se ha determinado la bomba con esta especificidad, P;g.4 comprende las bombas CtpD y CtpJ
que transportan Co*". Finalmente, Pig.5 es un grupo filogenético del que no se ha determinado el

metal que transporta ni las bombas implicadas en el transporte [10].

Las ATPasas tipo Piz se sobreexpresan en condiciones hostiles durante la infeccion tuberculosa,
como por ejemplo a concentraciones letales de metales pesados. Especificamente, la concentracion
intrafagosomal de Cu?* aumenta de 25 pM hasta 426 uM durante las primeras 24 horas post-
infeccion, lo que conlleva a la denaturacion de las proteinas principalmente aquellas con grupos tiol,
0 se puede inactivar alguna enzima por inhibicién competitiva. Un exceso de cobre genera estrés y
desestabilizacion de la membrana; se ha comprobado experimentalmente que CtpV funciona como
una bomba de eflujo fundamental para la homeostasis i6nica de Cu?* [10,22]. La delecién de CtpV
de Mtb disminuye la resistencia de la micobacteria a niveles nocivos de cobre y la capacidad de

afectar el pulmon en ratones, por lo que esta bomba es necesaria para la virulencia de Mtb.
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1.7 CtpG durante la infeccion

CtpG es una de las ATPasas tipo P de Mtb cuya especificidad i6nica no ha sido corroborada
experimentalmente. El gen que la codifica se induce en una amplia variedad de condiciones, como
alto contenido de sustancias toxicas y durante el estado de infeccién en macréfagos humanos
[10,18,22]. CtpG es ademas sobreexpresado, junto con CtpC, en modelos de inanicidn que imitan el
bajo contenido de nutrientes en localizaciones caseosas [10,22]. Asi mismo, CtpG se expresa en
respuesta a la intoxicacion con metales pesados que soporta Mtb en el interior del fagosoma,
especificamente desde 50puM de Zn®* [21] y concentraciones letales de Cu®* (5001M), condicién en

la que se induce 20 veces y 60 veces en ausencia de la Cu?*ATPasa, CtpV [22].

CtpG es regulado transcripcionalmente por CmtR, el que pertenece a la familia SmtB/ArsR.
SmtB/ArsR es una familia de represores transcripcionales que son inducidos por estrés debido a la
toxicidad de metales pesados, esto genera disociacion del complejo proteina represora-ADN, por lo
gue la ARN polimerasa inicia la transcripcién de genes ubicados corriente abajo del promotor, los
gue codifican proteinas encargadas del eflujo de metales toxicos [95]. Mth posee dos reguladores de
esta familia, NmtR y CmtR. En presencia de Co®/Ni**, NmtR regula la transcripcion del gen que
codifica la ATPasa tipo P, CtpJ (Rv3743c) [96]; mientras que en presencia de Cd**/Pb**, CmtR
regula la transcripcion del gen que codifica CtpG (Rv1992c/ cmtA) [23,24]. Para esto el Cd** disocia
el complejo proteina-ADN derrepresando la transcripcion del operén cmtR-Rv1993c-Rv1992c en
Mtb H37Ryv, por lo que se cree que CtpG puede ser una bomba de eflujo de Cd** [24] (Ver figura 1-
10).
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Figura 1-10. Regulacién transcripcional del operén cmtR-Rv1993c-Rv1992c por CmtR. CmtR (6valos) se
une cooperativamente a sitios promotores (T1 y T2), impidiendo la transcripcion del operén cmtR-Rv1993c-
Rv1992c. En presencia de cadmio (circulos negros), CmtR pierde afinidad por el ADN, al unirse con el metal,
por lo que se disocia el complejo CmtR-ADN, en consecuencia, la transcripcién inicia [24]. Tomado de Ref

[24].
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2. Preguntas de investigacion

Conocer la especificidad ionica de CtpG podria ser relevante para entender su rol biol6gico en Mth
al estar expuesto en condiciones hostiles durante la infeccion. Para lograr este objetivo seria
imprescindible responder a las siguientes preguntas de investigacion

1. ¢Qué cationes divalentes de metales pesados inducen la expresion del gen ctpG?

2. ¢Qué condiciones experimentales garantizan un alto grado de transcripcion de ctpG en la

membrana plasmatica de las micobacterias?

3. (Queé efecto en la viabilidad celular tiene el sobreexpresar la proteina CtpG en un sistema

heterdlogo a diferentes concentraciones de cationes divalentes de metales pesados?
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3. Hipotesis experimental

La familia de ATPasas tipo P son nanomaquinas que transportan cationes y lipidos a traves de
membranas bioldgicas obteniendo su energia de la hidrélisis de ATP, cuya importancia radica en su
papel regulador de la homeostasis ionica, los gradientes electroquimicos, los procesos de
sefializacion y la asimetria de la bicapa lipidica celular [15,93,97].

Las ATPasas P.g son transportadoras de metales pesados fundamentales para regular y eliminar
niveles elevados de Cu*, Zn?* y Co%, entre otros, lo que resulta crucial para la viabilidad celular
[97]. CtpG, una ATPasa Pyg y posible transportadora de Zn?", se expresa méas de 20 veces durante la
infeccion tuberculosa debido a los elevados niveles de Cu** y Zn?* encontrados en el ambiente

intrafagosomal de los macréfagos [21,22].

El andlisis detallado de CtpG, ayudara a elucidar su importancia biolégica durante el proceso de
infeccion y brindara ideas sobre la homeostasis de los cationes de metales pesados transportados por

la enzima en Mtb, lo que serd Util para la identificacion de nuevas dianas terapéuticas [74,97].
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar caracteristicas funcionales como especificidad i6nica y actividad ATPasa del
transportador de metales pesados CtpG de Mycobacterium tuberculosis expresado en la membrana

plasmatica de micobacterias.

4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la respuesta transcripcional del gen ctpG de Mtb bajo concentraciones sub-letales

de cationes de metales pesados

2. Optimizar los parametros de sobreexpresién y purificacion de la proteina CtpG

de Mtb en Escherichia coli.

3. Determinar la posible especificidad i6nica de CtpG expresado en la membrana plasmatica
de Mtb H37Ra.

4. Disefiar y sintetizar péptidos antigénicos derivados de CtpG por la técnica de sintesis de

péptidos en fase sélida (SPFS).



Determinacion de caracteristicas funcionales de CtpG, una ATPasa tipo P transportadora de metales

pesados a través de la membrana plasmatica de Mycobacterium tuberculosis

59

5. Materiales y metodos

La presente investigacion se inicié con un andlisis bioinformatico de CtpG, ademas de un

componente experimental que incluy6 la expresion de CtpG in vitro en un sistema heterélogo, y

el andlisis de algunas caracteristicas funcionales de CtpG expresada en la membrana plasmética

de las micobacterias. Por Gltimo se hizo una prediccidn y sintesis de péptidos antigénicos

derivados de CtpG (Figura 5-1).

CtpG
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Figura 5-1. Estrategia metodoldgica en el desarrollo de la presente investigacion. Se realiz6 un
acercamiento bioinformatico que permite conocer algunas caracteristicas de CtpG, una ATPasa Pp,
como estructura secundaria, terciaria, topologia de membrana y zonas de alta antigenicidad de la
proteina, también se realiz6 un acercamiento experimental para determinar el posible catidn transportado

por CtpG.



Determinacion de caracteristicas funcionales de CtpG, una ATPasa tipo P transportadora de metales
60 pesados a través de la membrana plasmatica de Mycobacterium tuberculosis

5.1 Componente bioinformatico

En estudios previos realizados en el grupo, se confirmé que Mycobacterium tuberculosis H37Rv
tiene 12 marcos de lectura abierta que codifican la expresion de ATPasas tipo P, de las cuales 7
pertenecen a transportadores de cationes de metales pesados: ATPasas tipo P,g [16,98], las que se
expresan diferencialmente durante la infeccién [10]. CtpG es una de las ATPasas tipo P;g de Mtb de

las que se desconoce su especificidad idnica, lo que llevo al desarrollo de este trabajo.

5.1.1 Analisis in silico de CtpG

La secuencia del gen ctpG (Rv1992c) se encuentra reportada en la base de datos del Genoma del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) y en la base de datos especifica para
Mycobacterium tuberculosis H37Rv  Tuberculist [99] (http://tuberculist.epfl.ch/). En la

determinacion del punto isoeléctrico, peso molecular e hidrofobicidad se emplearon los servidores

Compute pl/Mw, ProtParam y ProtScale de Expasy (http://www.expasy.org/tools/); el primero

genera un valor tedrico a partir de una secuencia dada por el usuario, el segundo se basa en
parametros fisicoquimicos de la proteina y el Gltimo hace uso de la escala de hidrofobicidad de
“Kyte y Doolittle”, la cual asigna valores positivos a residuos hidrofobicos y valores negativos a

aquellos que son hidrofilicos [100].

» Prediccion de la topologia de membrana

En la determinacion de la topologia de membrana, basado en la estructura primaria, se emple6 el
servidor Phyre? y CCTOP Constrained Consensus TOPology prediction server
(http://cctop.enzim.ttk.mta.hu/), este ultimo recopila informacién desde bases de datos disponibles
usando modelos ocultos de Markov, evaluando la exactitud y disponibilidad de 10 métodos de
prediccién de segmentos transmembranales (TMS) con al menos 80% de cobertura de la secuencia
y como minimo un 40% de similitud en un método consenso [101]. Adicionalmente se reviso la
organizacion topolégica empleando TMDET y PPM server que usan modelos 3D en formato PDB

ubicando los TMS en las bicapas lipidicas.

= Alineamiento multiple de ATPasas tipo P,z de M. tuberculosis y

prediccion de motivos funcionales

Las secuencias codificantes de las ATPasas tipo Pz aparecen en la base de datos del genoma de

Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Tuberculist (http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/) y su
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codigo esta reportado en el GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) como se muestra en la

siguiente tabla:

ATPasa Gen Cadigo Numero de Cadigo NUmero de

Tipo P1B GenBank nucleotidos Uniprot aminoacidos
CtpA Rv0092 CCP42817.1 2286 POWPU1 761
CtpB Rv0103c KBJ41209.1 2259 POWPT9 752
CtpC Rv3270 AFN51276.1 2157 POWPT5 718
CtpD Rv1469 CCP44228.1 1974 POWPT3 657
CtpG Rv1992c AFN49932.1 2316 POWPS7 771
CtpJ Rv3743c AFN51766.1 1983 POWPT7 660
CtpV Rv0969 CCP43718.1 2313 POWPS3 770

Tabla 5-1. ATPasas tipo P1B de Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Se realizd la blusqueda de secuencias homologas en BLASTP (Protein BLAST) de NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) a cada una de las secuencias obtenidas, limitando a la
especie Mtb. EI alineamiento mdltiple se realizé usando los servidores CLUSTAL OMEGA [102]
de EMBL-EBI y COBALT [103] de NCBI para analizar su grado de homologia y destacar motivos
funcionales conservados, los que fueron seleccionados manualmente a lo largo de la secuencia de
aminoacidos y corroborados con la literatura [16,92]. Ademas los motivos funcionales fueron

analizados usando el servidor InterPro de EMBL-EBI.

Adicionalmente con la finalidad de hacer una aproximacion a la especificidad idnica de CtpG se
realizé un alineamiento mdltiple de los segmentos transmembranales (TMS) asociados a metal de
CtpG (TMS 6-8), con ATPasas tipo P bien caracterizadas, reportadas en el Protein Data Bank:
CopA de L. pneumophila (PDB ID 3RFU), CopA de A. fulgidus (PDB ID 3j09) y ZntA de S. sonnei
(PDB ID 3UMV). (Ver tabla 2).

PDBID | ATPasa Organismo Técnica Resolucién | Referencia
3RFU CopA L. pneumophila | Difraccion de rayos X 32A Gourdon, et
(Cu" ATPasa) al. (2011)
[97]
3j09 CopA A. fulgidus Microscopia 2.7A Allen GS, et
(Cu" ATPasa) electronica al. (2011)
[104]
3UmMv ZntA S. sonnei Difraccion de rayos X 10 A Wang, et al.
(Zn*" ATPasa) (2014) [105]

Tabla 5-2. Algunas de las ATPasas tipo P1B actualmente caracterizadas

= Prediccion de estructura secundaria

La estructura secundaria fue determinada con el servidor JPred4 [106], el que realiza la prediccion

con base a estructuras similares reportadas en el Protein Data Bank, con un 82% de exactitud;
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paralelamente calcula la accesibilidad al disolvente (> 0%, > 5% y > 25%) usando la red neural Jnet
v.2.3.1[106,107].

= Prediccion de estructura terciaria

La estructura terciaria de CtpG fue modelada usando los predictores del Protein Model Portal
(www.proteinmodelportal.org). Para la validacion del modelo se usé el paquete de herramientas

ofrecido por What If Web Interface, iniciando con una evaluacion general en el Protein model
check, el que valora las longitudes y angulos de enlace, asi como hidrofobicidad y posicion de los
aminoacidos. Posteriormente se corrigieron los errores detectados con Complete a structure. Por
ultimo se analizé el Z-score, el cual es una medida de la calidad el modelo, corroborando la
posicién de los aminoacidos en Ramachandran plot evaluation, donde valores iguales a cero

expresan alta calidad del modelo y valores inferiores a -4 indican problemas en la estructura [108].

= Prediccion de Epitopes Antigénicos
La prediccion de regiones antigénicas se realizd sometiendo la secuencia de aminoacidos de CtpG a
la herramienta que ofrece Immunomedicine Group Tools (imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl), un
predictor de epitopes antigénicos que esta basado en un método semi-empirico creado por Kolaskar
y Tongaonkar [109] que selecciona las regiones de mayor antigenicidad empleando algoritmos que
asocian la hidrofilicidad, flexibilidad y exposicion a los solventes, caracteristicas importantes en la
respuesta humoral. Este método tiene un 75% de exactitud. Adicionalmente, se sobrepusieron los
modelos 3D predichos de la proteina y manualmente se seleccionaron regiones expuestas (mayor
flexibilidad y exposicion a solventes) y se compar6 con la lista de posibles epitopes entregada por el

predictor.
5.2. Componente experimental

El componente experimental aborda el analisis de la expresion génica de ctpG bajo concentraciones
subletales de metales pesados, ensayos de sobreexpresion y purificacion de la proteina
recombinante en E. coli, ensayos de viabilidad celular y actividad ATPasa en células completas y
vesiculas de membrana, respectivamente, de M. smegmatis mc?155 sobreexpresando la proteina

recombinante; finalmente, la sintesis de péptidos antigénicos derivados de CtpG.


http://www.proteinmodelportal.org/
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5.2.1 Expresion de CtpG en E. coli y micobacteria
= Cepas, medios y condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas empleadas en el desarrollo de este estudio se muestran en la tabla 5-3. Estas
fueron almacenadas como stocks glicerinados a -80°C y las micobacterias fueron revisadas usando

la tincidn de Ziehl- Neelsen.

Las cepas de E. coli se cultivaron en medio Luria-Bertani (LB), caldo o agar, desde 20-37°C
durante 12-20 horas, con agitacion constante (180 rpm). Para la expresion de CtpG en E. coli se
empled Medio autoinductor [110]. M. smegmatis se cultivé en LB caldo o agar durante 3-5 dias a
37°C y 80 rpm. Mtb fue cultivado durante 3-4 semanas a 37°C y 80 rpm en medio liquido 7H9
suplementado con OADC (albumina 0.5%, dextrosa 0.2%, catalasa 0.004% y é&cido oleico 50
pg/mL), o medio s6lido se empleé 7H10-OADC. EI crecimiento de micobacterias en medio minimo
se realizd6 medio Sauton (MgSO, 0.05%, KH,PO, 0.05%, &cido citrico 0.2%, glicerol 6%, L-
asparagina 0.4%, citrato férrico aménico 0.005%, Tween 80 0.05% y ZnSO,4 0.0001%).

Las cepas bacterianas transformadas con plasmidos fueron suplementadas con las siguientes
concentraciones de antibidticos: ampicilina (Amp) 100ug/mL, kanamicina (Km) 25 pg/mL e

higromicina (Hyg) 60 pg/mL.

Cepa | Caracteristicas | Fuente
E. coli
DHS5a Deficiente en RecA y endA, permite seleccion | Thermo Fisher Scientific

Blanco/Azul sin necesidad de IPTG (lacZAM15). | catalog [111]
Metaboliza L-arabinosa.
LMG194 | Cepa Aara714, que corresponde a gran parte del | Thermo Fisher Scientific
operon araBAD, por lo que puede transportar L- | catalog, Guzman et al.
arabinosa, pero no metabolizarla. Asegura bajo | 1995 [111,112]

nivel de expresion basal de genes toxicos.
BL21(DE3) | Expresion de proteinas inducidas por IPTG (No | Thermo Fisher Scientific
expresa proteasas OmpT y lon) catalog [111]

M. smegmatis
mc?155 Micobacteria no patdgena de crecimiento répido, | Snapper et al. 1990 [113]
amp®, chx?, cb®, km®.
M. tuberculosis
H37Ra Micobacteria no virulenta de crecimiento lento, | Zheng et al. 2008 [114]
amp®, chx®, cb®.

Tabla 5-3. Lista de cepas bacterianas empleadas en este estudio. Abreviaturas: RecA- Recombinasa A,
endA-endonucleasa A, chx- cicloheximida, cb- carbenicilina, R-resistente, S-sensible
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= Utiles génicos y cebadores

En estudios previos [115] se generaron dos Utiles génicos para la expresion de CtpG en
micobacteria (pMLO1) y en E. coli (pMLO06). pMLO1 es producto de la clonacién de ctpG en el
vector lanzadera pMV261, el que tiene un origen de replicacion en E. coli y otro de micobacteria,
ademas de un casete de resistencia a kanamicina; el vector también contiene el promotor hsp60 que
es inducible por calor. pMLO06 es el producto de la clonacién de ctpG en el vector pBAD A Myc
His, el que adiciona un tag de 6 histidinas en el carboxi terminal de la proteina y tiene un casete de
resistencia a ampicilina, ademas presenta el promotor araBAD que es inducido por L-arabinosa.
Adicionalmente en estudios previos [18] se disefiaron los cebadores que fueron usados en este

estudio, para hacer PCR de comprobacion, secuenciacion y PCR en tiempo real (Tabla 5-4 y 5-5).

Cebador Secuencia (5°-3°) Aplicacion Fuente
RTsigAdir CCTACGCTACGTGGTGGATT Anélisis gPCR gen
RTsigArev TGGATTTCCAGCACCTTCTCC Housekeeping sigA de Mtb
G-RT-Dir GGTCCAGCTGACCGTTGTAT Andlisis gPCR de ctpG de Mtb
G-RT-Rev ATTGCGCGTGAATACCAGAT Anélisis qPCR
de ctpG de Mth y comprobacién
ctpG
pBAD Comp Up | TTTTTTGGGCTAACAGGAGG Comprobacién pBAD Novoa
y ctpG. Secuenciacién pML06 | APONte,
pBAD Comp GCTGGAGACCGTTTAAACTC Comprob_ac!én pBAD y L['lg%?m)
down secuenciacion pML06
Tm903 A CTCGTGAAGAAGGTGTTGCT Comprobacién casete Km"
Tm903 B CCGACCATCAAGCATTTTAT Comprobacion casete Km"
PMYV comp up CAGCGAGGACAACTTGAGC Comprobacion pMV261 y
secuenciacion pMLO01
PMV comp TATTTGATGCCTGGCAGTCG Comprobacion pMV261 y
down secuenciacion pMLO01

Tabla 5-4. Lista de cebadores en el desarrollo de este trabajo

Producto ADN Cebadores Denat Ciclos # Elong | Tamafio
Molde inicial | Denat | Anill | Elong | Ciclos | final (pb)
Comprobaciones
ctpG pMLO06 pBAD comp | 94°Cx 94°C x 55°C x 72°C X 35 72°C X 249
Up- G RT Rev 9 min 30s 30s 45s 10 min
pBAD pBAD pBAD  comp | 94°Cx 94°C x 54°C x 72°C x 35 72°C x 172
Up- pBAD 9 min 30s 30s 45s 10 min
comp down-
ctpG pMLO1 pMV comp Up- | 94°C x 94°C x 58°C x 72°C X 35 72°C X 357
G RT Rev 9 min 1 min 30s 30s 10 min
KmR pMV261 | Tm903 A- | 94°Cx 94°C x 58°C x 72°C x 35 72°C X 845
Tm903 B 9 min 1 min 1 min 45s 10 min
PCR en tiempo real
siga cDNA RTsigAdir- 95°C x 95°C x 58°C x 72°C x 39 - 208
RTsigArev 5 min 10s 10s 15s
ctpG cDNA G RT Dir- G | 95°Cx 95°C x 58°C x 72°C x 39 -—- 180
RT Rev 5 min 10s 10s 15s

Tabla 5-5. Condiciones de cada una de las PCR realizadas en este estudio
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5.2.2 Analisis de transcripcion del gen ctpG mediante PCR en tiempo real

Con el propésito de evaluar el efecto de iones metélicos en la expresion de ctpG; cultivos de Mth
H37Ra se sometieron a concentraciones subletales de cationes de metales pesados. Posteriormente,

se extrajo el MRNA y se realizd la sintesis de cDNA para ensayos de PCR en tiempo real.
= Cultivos de Mth H37Ra en presencia de sales de metales pesados

Inicialmente se cultivaron 400mL de Mth H37Ra cepa silvestre en medio 7TH9OADC hasta fase
exponencial (ODsgsnm ~0.4-0.6). Se colectd el pellet celular por centrifugacion a 8500 rpm por 15
minutos. EIl pellet se lavo dos veces con medio Sauton y se repartio en tubos falcén de 50mL. A
cada tubo se adicion6 30 mL de medio Sauton y se suplement6 separadamente con las siguientes
sales: CuSQO,4 0.02 mM, CdCl, 0.04 mM y un blanco en ausencia de estos cationes. Bajo esta
condicidn se realizé induccion por 3 horas a 37 °C. Posteriormente, el pellet celular se colecto el
pellet celular por centrifugacion.

= Extraccion de RNA

La extraccion del ARN se realizé con el método de single-step [116], el que consiste en separar el
ARN del ADN después de una extraccion en solucién acida que contiene tiocianato de guanidinio,
acetato de sodio, fenol (Reactivo de TRIzol®) y cloroformo, seguido de centrifugacién. En
condiciones &cidas, el ARN total permanece en la fase acuosa, mientras que en la interfase o fase
inferior organica permanence la mayor parte del ADN y proteinas. EI ARN puede ser recuperado

mediante precipitacién con isopropanol (IPA) [116].

Para esto, inicialmente el pellet de las células cultivadas en presencia de sales de metales pesados,
se lavé en H,O-DEPC (0.1%) (dietilpirocarbonato) con el fin de inhibir ARNasas remanentes.
Consecutivamente, se resuspendi el pellet en 1 mL del reactivo de TRIzol® (Invitrogen, USA) con
adicion de inhibidor de ARNasas (Ribolock). Para llevar a cabo la lisis celular, se transfirié la
suspension celular a tubos O-ring conteniendo 500 L de perlas de zirconio. Las células se lisaron
mediante 3 pulsos de 2 minutos en Mini Beadbeater-16 (Biospec) con 1 minuto de reposo
intermedio en hielo. Posteriormente, se adiciond 300 pL de cloroformo al lisado celular. Se dejé en
reposo por 10 minutos a 4°C y se centrifug6 a 13000 rpm por 10 minutos a 4°C. La fase acuosa
resultante se precipit6 toda la noche en presencia de isopropanol (IPA). Los pellet que corresponde

al ARN precipitado, fueron secados al aire y resuspendidos en 50 pL de H,O-DEPC. Se confirmo la
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integridad del ARN extraido en gel de agarosa al 2% en buffer TE 0.5X-DEPC. ElI RNA fue tratado
con DNAsa | de Thermoscientific, USA, durante 30 minutos a 37°C, para eliminar DNA genémico
contaminante. La integridad del ARN se confirmd en gel de agarosa al 2% en buffer TE 0.5X-
DEPC.

= Sintesis de cDNA

Después de comprobar la ausencia de DNA contaminante, se realizo la sintesis de cDNA a partir de
2 ug de ARN extraido usando el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermoscientific,
USA) y 2 pL de oligonuclettidos aleatorios. EI cDNA se alicuot6 y almaceno a -20°C hasta su uso.

= PCR en tiempo Real

La PCR en tiempo real se realizd para cuantificar la transcripcion de ctpG bajo concentraciones
subletales de Cd**, Cu®* y un blanco en ausencia de catién. Para esto se llevé a cabo la reaccion
utilizando el kit EXPRESS SYBR® GreenER™ gPCR SuperMix (Invitrogen, USA), con los
cebadores G-RT-Dir y G-RT-Rev, en un termociclador CFX-96 (Biorad, USA). Los cebadores
RTSigAdir y RTSigArev fueron usados para amplificar un segmento del gen (sigA) que codifica el
factor sigma de la RNA polimerasa en Mth, como gen de referencia interna. La cuantificacién
relativa se realizd determinando la eficiencia de los cDNA extraidos mediante el método de Fit

point [117], usando cuadruplicados técnicos.

5.2.3 Expresion heterologa de CtpG en E. coli: Optimizacion de
parametros de sobreexpresion.

La expresion de la proteina CtpG en el sistema heter6logo E. coli se realiz6 usando el vector pBAD
A Myc His construido en un estudio previo [115]. Considerando que este estudio tenia como
propdsito obtener la proteina activa para caracterizar su actividad in vitro, las condiciones de
sobreexpresion se evaluaron inicialmente en la fraccion asociada a membrana, que a lo largo del
estudio denominaremos también como fraccion soluble (fraccién de membrana y citoplasmatica),
para lo cual se tuvo en cuenta la cepa de E. coli que permitiera la expresion en dicha fraccion.
Consecutivamente, se llevd a cabo la preparacion de células electrocompetentes, las que se
transformaron con los plasmidos de interés. A partir de estas, se realizd un ensayo preliminar de
expresion para determinar la cepa que permitiria expresar la proteina en la fraccion soluble. Ademas

se evalud la cantidad de L-arabinosa como inductor, la temperatura y el tiempo de induccién
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» Preparacion de células electrocompetentes

Para seleccionar la cepa de E. coli que permitiera la expresion adecuada de CtpG recombinante en
la fraccion soluble, se emplearon las cepas BL21 (DE3) y LMG194, las que son cepas de expresién
gue por sus caracteristicas genotipicas son ampliamente usadas [111].

Inicialmente, fue necesario preparar células electrocompetentes de cada cepa mediante el siguiente
procedimiento [118]: en primer lugar se prepard un cultivo de 50 mL en medio LB, de cada cepa
silvestre hasta fase exponencial (ODsgsnm = 0.35-0.4). Después se colecto el pellet celular de cada
cultivo por separado, centrifugando por 10 minutos a 8500 rpm y 4°C. En adelante siempre se
mantuvo el pellet celular en hielo y el fungible se pre-enfrio minimo 30 minutos para ser utilizado.
Posteriormente, se realizaron lavados del pellet celular con una solucion estéril de glicerol al 10%,
al inicio se us6 1 volumen de la solucién para lavar, después se descartd el sobrenadante y se
procedi6 a lavar nuevamente con la mitad del volumen inicial, y se realizaron 2 lavados més, cada
vez usando la mitad del volumen anterior. Finalmente, las células competentes se disolvieron en
ImL de glicerol al 10%, y se alicuotaron adicionando 50 pL a cada tubo. En ese momento se

almacenaron a -80°C y fueron usadas en el menor tiempo posible.

» Transformacion de E. coli BL21 (DE3) y LMG194 con pMLO06

Los plasmidos pMLO6 y pBAD A Myc His, provenientes de la cepa E. coli DH5a, fueron
purificados usando el Kit FavorPrep Plasmid Extraction mini kit de Favorgen Biotech corp y
disueltos en 70 pL de H,O desionizada esteéril, después fueron cuantificados en equipo Nanodrop a
280/260 nm.

Con el fin de seleccionar la cepa de E. coli que permitiera obtener la proteina recombinante CtpG en
la fraccion soluble se llevd a cabo la transformacion de células electrocompetentes de las cepas E.
coli BL21 (DE3) y LMG194 con 100 ng de cada uno de los pldsmidos, por la técnica de
electroporacion, mediante un pulso de 25uF, 2.5kV, 200Q y 4-5ms en celdas de 0.2 mm en equipo
BIORAD. Inmediatamente después de la transformacién se adicionaron 200uL de medio SOC a las
células transformadas, las que se incubaron a 37°C con agitacion por 2 horas. Seguidamente se
plaqued el producto de la transformacion en medio sélido LB-agar suplementado con Amp
100pug/mL y se incubO toda la noche a 37°C hasta la aparicion de colonias. 5 colonias fueron
seleccionadas por placa, las que se confirmaron por PCR. De las colonias seleccionadas se hicieron

stocks glicerinados y se almacenaron a -80 °C.
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= Ensayo preliminar de expresion de CtpG recombinante en E. coli
BL21 (DE3)y LMG194

De manera aleatoria se seleccion6 una de las colonias de cada cepa transformada con pMLO06, estas
se cultivaron en 10 mL de medio LB, suplementado con Amp 100pug/mL hasta fase exponencial
(ODsgsnm = 0.35-0.4). Seguidamente se realizé una dilucion 1/10 en medio autoinductor con 0.05%
de L-arabinosa y Amp 100pg/mL manteniendo la incubacioén a 25°C por 18 horas con agitacion
constante. Después de la induccidn, se colectd el pellet celular por 5 minutos a 13000 rpm y 4°C, se
realizaron dos lavados para retirar residuos del medio de cultivo con buffer de lavado (MOPS
10mM-tris pH 7.4, sacarosa 250 mM). Los pellets se resuspendieron en buffer de lisis (MOPS
10mM-tris pH 7.4, EDTA 1Mm, PMSF 0.3mM) vy se trasvasaron a tubos O-ring conteniendo 100
uL de perlas de zirconio, y se sometieron a 10 pulsos de 1 minuto en Mini Beadbeater-16 (Biospec)
y un reposo intermedio de 1 minuto en hielo. El lisado se centrifugd a 25000 g por 30 minutos y
4°C, las fracciones solubles fueron cuantificadas por el método de Bradford [119], mientras que las
fracciones insolubles que estan asociadas a cuerpos de inclusion fueron tratadas con buffer de
solubilizacién (MOPS 10mM-tris pH 7.4, fluoruro de fenilmetilsulfonilo-PMSF 0.3mM, SDS 1% )
agitando en un rotor de tubos (Select BioProducts) por 18 horas a 4°C con agitacion. Es importante
resaltar, que el uso de SDS en esta parte del protocolo, fue con el Unico fin de solubilizar la proteina

de la fraccion insoluble y asi apreciar la expresion de CtpG.

El material solubilizado se centrifugd a 25000 g por 30 minutos y 4°C, tomando Unicamente el
sobrenadante. Esta fraccion fue cuantificada por el método de acido bicinconinico (BCA). Todas las

fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE y Western blot.

= Optimizacion de concentracion de inductor, temperatura y tiempo

de induccidén

A partir de la cepa E. coli LMG194, que expresé la proteina en la fraccion soluble, se optimizaron
los pardmetros de sobreexpresion. Para cada ensayo de optimizacion se llevo a cabo el siguiente
procedimiento de cultivo: se hicieron pre-indculos de E. coli LMG194 transformada con el vector
(pBAD) y transformada con pML06, en medio liquido LB suplementado con Amp 100pg/mL. Estos
fueron cultivados toda la noche hasta fase exponencial (ODsgsnm=0.6). Consecutivamente, se hizo
una dilucion 1/100 de los pre indculos anteriores en 10 mL de medio autoinductor, sin L-arabinosa,

manteniendo la incubacion a 37°C hasta alcanzar un ODsgsnm=0.4-0.6 (2-3h aproximadamente).
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Para optimizar la concentracion del inductor en E. coli LMG194::pML06, se evalu6 cada una de las
siguientes concentraciones de L-arabinosa: 0, 0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 0.75 y 1%. La induccion
se realizd durante 4 horas a 25°C. El pellet celular se colecté y se realizo la lisis como se describid

con anterioridad.

Para optimizar la temperatura de induccion, se evaluaron cuatro temperaturas separadamente: 20°C,
25°C, 30°C y 37°C, con la adicion de 0.3% de inductor, por 4 horas a 25°C, se continud con el

mismo protocolo de lisis.

Por ultimo, para optimizar el tiempo de induccion se probaron tiempo desde 0 a 22h, realizando la
incubacion en presencia de 0.3% de inductor a 20°C y 180 rpm. Al finalizar cada tiempo se colectd
el pellet celular, se lavé con buffer de lavado y se incub6 el pellet seco a -20°C hasta que se

completaran todos los cultivos. Finalmente, se realizé el protocolo de lisis.

Todas las fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE y Western blot.

5.2.4 Purificacion parcial de CtpG

Un litro de Medio auto inductor fue suplementado con 0.3% de L- arabinosa e inoculado con 25mL
de pre inoculo de E. coli LMG194::pML06 en fase exponencial, de acuerdo a los protocolos
anteriormente descritos. Después de 18 horas de induccion a 20°C, se colectd el pellet celular y se
realizd la lisis celular obteniéndose las fracciones soluble e insoluble. Todo el procedimiento de
purificacion se realiz6 a 4°C para evitar la degradacién de la proteina. La fraccion soluble se
centrifugd a 100000 g por 60 minutos a 4°C (Sorvall™ WXFloor Ultra Centrifuge,
Thermoscientific, USA); el sobrenadante se descartd, mientras que el pellet que corresponde a la
fraccion de membrana se homogeniz6 en buffer A (Tris 25mM, sacarosa 100 mM y 1mM PMSF;
pH 7), se cuantifico la proteina por Bradford y se ajustd a una concentracion de 3mg/mL, las
fracciones de membrana se almacenaron a -20°C hasta su uso. Adicionalmente, las fracciones de
membrana se solubilizaron en 0.75% de dodecil maltosido (DDM) por 1 hora con agitacién a 4°C y

fueron tratadas de acuerdo al método de purificacion de Mandal A K. et al, 2001 [120].

Con la finalidad de purificar la proteina por cromatografia de afinidad, la proteina solubilizada se
centrifug6 a 100000 g por 60 minutos a 4°C y el sobrenadante se incub6 por 1 hora a 4°C con resina

de Ni-NTA (Qiagen, USA). Posteriormente, la cromatografia se desarroll6 utilizando 10 volimenes
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de imidazol 5mm en buffer (Tris 25mM, sacarosa 100 mM, NaCl 500mM, DDM 0.01%, DTT
1mM, lecitina de soya 0,01% y 1mM PMSF; pH 8) y a continuacién la columna se lavé con 10
volimenes de imidazol 20 mM en buffer B. Finalmente la proteina se eluy6 con 10 volimenes de
imidazol 150 mM en buffer C (Tris 25mM, sacarosa 100 mM, NaCl 50mM, DDM 0.01%, DTT
1mM, lecitina de soya 0,01% y 1mM PMSF; pH 8) y 10 volimenes de imidazol 300 mM en buffer
C. Las fracciones de elucion de 150mM de imidazol se concentraron en centricon (Amicon® Ultra
2mL Ultracel® 50 kDa. Merck millipore) y se diluy6 el imidazol hasta 1 mM con buffer C.

Alternativamente, la fraccion insoluble fue solubilizada en condiciones denaturantes en presencia
del buffer D (Tris 50 mM, urea 2 M, DTT 5mM, Triton X-100 1%, EDTA 5mM, PMSF 1mM pH
7.4 y urea 8 M; pH 7.4). Las fracciones solubilizadas se incubaron en resina de Ni-NTA (Qiagen,

USA) por 24 horas, para después eluir la proteina con 150mM de imidazol en buffer D.

Todas las fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE y Western blot.

« SDS-PAGE e Inmunoblot

Las fracciones de proteina total fueron analizadas por SDS-PAGE y Western blot, usando 20-50 ug
de proteina por pozo. La electroforesis se realizé con geles de poliacrilamida al 10% con buffer de
corrido (Tris 25mM, glicina 192 mM y SDS 0.1%, pH 8.3) a 100 V constante por 1 hora y media.

Los geles se tifieron en solucién de azul de Coomassie coloidal al 0.002% por 2-16 horas.

Por otra parte, se realiz6 la transferencia usando membrana de nitrocelulosa (MicronSep, MSI)
durante 1 hora a 150 mA constante o toda la noche a 40 V constante a 4°C, en huffer de
transferencia (CAPS 10mM, metanol 10%, pH 11). Posteriormente, se verificé el procedimiento,
incubando las membranas en solucion rojo ponceau al 0.1%. El bloqueo de la membrana se realizé
con buffer PBS 1X- leche en polvo descremada al 5%, durante 1 hora a temperatura ambiente con
agitacion o toda la noche a 4°C. Posteriormente, se incub6 la membrana con anticuerpo primario
contra la etiqueta de histidinas (6x-His Epitope Tag Antibody Rabbit, Thermo Fisher Scientific) en
una dilucion 1:1000, durante 2 horas con agitacion. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con buffer
PBS 1X- Tween 20 al 0.05% para retirar residuos de anticuerpo no unido y se incubé nuevamente
con anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano (Goat anti-Rabbit IgG Fc, HRP
conjugate, Thermo Fisher Scientific) en una dilucién1:1000. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos

con buffer PBS 1x- Tween 20 al 0,05% y se procedio a revelar la membrana con reactivo 3-amino-9
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etilcarbazol (Sigma-Aldrich) disuelto en DMF y en buffer acetato de sodio (0,1 M y pH 5,2),
usando H,O, como sustrato.

5.2.5 Expresion heteréloga de CtpG en M. smegmatis mc?155

Para determinar la especificidad i6nica de CtpG, se evalud el efecto de su expresién en las cepas de
M. smegmatis mc?155 transformadas con pMLO1 y el vector vacio (pMV261). Para esto, se
realizaron ensayos de viabilidad celular en células completas y ensayos de actividad ATPasa en

membranas enriquecidas con CtpG.

= Extraccion de vesiculas de membrana

La extraccion de membrana plasmética se realizé desde cultivos de 1 L de M. smegmatis mc®155 en
fase exponencial, individualmente expresando CtpG (pMLO01) y el vector vacio (pMV261), estos se
indujeron por 3 horas a 45°C; seguidamente se colect6 el pellet celular a 8500 rpm por 10 minutos
a 4°C, este se lavo dos veces con buffer de lavado (MOPS 10mM-KOH pH 7.4, 0.08g/mL
sacarosa). Cada gramo de pellet seco se disolvié en 2 mL de buffer de lisis (MOPS 10mM-KOH
pH7.4, 0.3mM EDTA, 1mM PMSF, lisozima 1 mg/mL) y se incubd a temperatura ambiente por 30
minutos con agitacién moderada. Seguidamente, se realizaron 4 pulsos de 2 minutos en Minibeat
Beater, con 2 minutos de reposo intermedio en hielo. La fraccidn soluble que esta asociada a la
membrana fue separada de la insoluble centrifugando a 25000 g por 30 minutos a 4°C.
Posteriormente, las membranas presentes en el sobrenadante se colectaron mediante centrifugacion
diferencial por 1 hora a 100000 g y 4°C. Las membranas fueron resuspendidas en buffer de lavado
con adicion de PMSF y cuantificadas por el método de Bradford [119] usando albumina de suero
bovino como patrén. Las membranas se disolvieron a una concentracion final de 1 pg/uL, fueron

alicuotadas y almacenadas a -80°C hasta su uso.

5.2.6 Ensayos de actividad ATPasa

Los ensayos de actividad enzimatica se realizaron sobre vesiculas de membrana extraidas de dos

cepas: M. smegmatis mc®155 transformadas con pMLO1 (expresa CtpG) y el vector pMV261.

El ensayo de actividad enzimatica consiste en evaluar la cantidad de PO,> o Pi que se libera de la
hidrolisis del ATP durante el ciclo catalitico. Para esto se us6 el método de Fiske-Subbarow [121]
con las modificaciones de Cariani [122]. Esta técnica se fundamenta en la formacion de &cido
fosfomolibdico por interaccion del Pi liberado con molibdato, en medio &cido. El producto es

reducido en presencia de acido ascorbico formando el acido fosfomolibdico reducido, el que es un
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complejo de color azul que puede ser leido a 690 nm. Posteriormente se adiciona citrato de bismuto
para estabilizar el complejo formado y secuestrar el molibdato restante, que puede reaccionar con el
Pi liberado por hidrolisis espontanea del ATP, después de la reaccion enzimética [122].
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Figura 5-2. Fundamento del ensayo de
actividad ATPasa. El transporte de cationes
ocurre en contra del gradiente de la
concentracion a través de las ATPasas tipo P por
la hidrolisis del ATP. El Pi liberado reacciona
B ‘ Lt con el molibdato formando el &cido
BRI IP-7 fosfomolibdico, el cual es reducido por el &cido
ANTRE S om0l X ascoérbico formando un complejo azul que puede
A : ser leido a 690 nm. Este complejo se estabiliza

en presencia de bismuto.

El ensayo se realiz6 con 8-10 g de proteina de membrana en un volumen de reaccion de 50 pL, en
presencia de cada uno de los cationes a evaluar: Cd**, Cu®*, Co®*, Ni**, Pb*, Zn** y Mn*" a una
concentracion final de 10 uM, en el buffer de reaccion (40 mM MOPS pH 7.4, 150 mM NacCl, 5
mM KCI, 3 mM MgCl,, 5 mM NaNs;, 0.25 mM Na,MoQO, y 0.02% Brij-58). Las reacciones se
iniciaron mediante la adicion de ATP (3 mM), luego se incubaron por 30 minutos a 37°C. La
reaccion se finaliz6 por adicion de 100 pL de la solucién de parada (3% acido ascorbico, 0.5%
molibdato de amonio y 3% SDS en medio acido) incubando nuevamente por 20 minutos a -20°C.
Para aumentar la sensibilidad del método afiadieron 150 pL de citrato de bismuto y citrato de sodio
al 3.5% en medio acido y se incubd por 10 minutos a 37°C. La absorbancia del complejo formado
fue leida a 690nm usando un lector de elisa iMark™ Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad). Se
uso una curva de calibracion de Pi de 0-33 pM de Pi a partir de un stock 1mM de NaH,PO,. Una
unidad de actividad enzimatica (U) se reportd como nmol de Pi liberado/ (mg de proteina*minutos

de reaccion).
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5.2.7 Ensayos de viabilidad celular: Determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (MIC)

Los ensayos de viabilidad celular consisten en analizar el efecto en el crecimiento bacteriano en
presencia de concentraciones variables de cationes metalicos, para lo que se determinan cambios en

el crecimiento por medidas de absorbancia a ODsgonm.

En este estudio se evalu6 el efecto en la viabilidad celular, frente a diferentes concentraciones de
cationes divalentes de metales pesados, en cepas de M. smegmatis mc®155 transformadas con
pMLO1 y el vector vacio (pMV261). Para este efecto, se emplearon cada una de las siguientes sales
CuSQ, (0.75-4 mM), CdCl, (0.035-0.3 mM), NiSO, (0.4-2 mM), MnSO,4 (10-100 mM), ZnSQO, (1-4
mM), CoCl, (0.4-1.2 mM) y Pb (CH3COOQ), (1-3.5 mM), esta Ultima se us6 a pH 5.5 para prevenir
su precipitacion [123], las demas sales se usaron a pH 7.4.

El ensayo se realiz6 en placas de elisa de 96 pozos, partiendo de precultivos crecidos hasta fase
exponencial, los que se diluyeron a un ODsgg,,=0.05 en medio LB con adicién de Km (25ug/mL) y
Tween 80 al 0.05%. De esta dilucion se adicionaron 100 pL a cada pozo y 100 pL de cada sal estéril
previamente disuelta en el mismo medio. Como control positivo de crecimiento se us6 la dilucion
bacteriana en ausencia del catién, mientras que el control negativo fue la dilucién bacteriana en
presencia de isoniazida. Las placas se incubadas a 37°C por 72 horas, posteriormente, se midio el

crecimiento bacteriano a ODsgonm.

5.2.8 Optimizacion de parametros cinéticos

Se evaluaron los parametros cinéticos para la estimulacion de CtpG con Cd**. Se determinaron
cinéticas enzimaticas para la variacion de la cantidad de proteina, pH y temperatura de reaccién.
Inicialmente, se evalud la concentracion de proteina de membrana desde 0-20 g. Para evaluar el
efecto del pH de la reaccién se emple6 20 ug de proteina y cada uno de los siguientes buffers:
MES-KOH pH 5.5; MES-KOH pH 6.2; MOPS-KOH pH 6.8; MOPS-KOH pH 7.4; TRIS-Cl pH 8 y
TRIS-CI pH 9. Por dltimo, se optimizo6 la temperatura de reaccion para lo cual se us6 20 pg de
proteina. Las temperaturas evaluadas fueron 4, 18, 37 y 60 °C. Todas las reacciones de
optimizacién se realizaron por 30 minutos y se bloquearon por adicién de la solucion de parada (3%

acido ascorbico, 0.5% molibdato de amonio y 3% SDS en medio 4cido).
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5.2.9 Determinacion de las constantes cinéticas

Para determinar las constantes cinéticas K., y Vmax, para cd* y Cu?, se llevé a cabo la reaccion
enzimatica con variaciones de la concentracion del metal desde 0-10 uM. La reaccion se realizé con
10 pg de proteina a pH 7.4 a 37°C por 30 minutos. Posteriormente, se bloqued la reaccion por
adicion de la solucion de parada. La actividad enzimatica de CtpG fue estimada por la sustraccion
de la actividad del recombinante frente a la actividad del vector, esto se hizo por triplicado técnico,

en dos muestras independientes.

5.2.10 Sintesis de posibles péptidos con capacidad antigénica

Los péptidos antigénicos derivados de CtpG fueron sintetizados por la técnica de Sintesis de
Péptidos en Fase Sélida (SPFS) de manera manual o automatica, usando la estrategia Fmoc/t-butil
en resina Rink Amida con sustitucion 0,6mmol/g (Fmoc-Rink Amide AM resin, Iris Biotech

GMBH, tamafo de particula 100-200mesh, 75-150mm), para lo que se usaron L-a- aminoéacidos.

La sintesis manual se llevé a cabo mediante el siguiente procedimiento: se pesaron 200 mg de
resina y se depositd en jeringa plastica conectada a un colector de residuos al vacio. Se realizaron

pasos de desproteccidn, lavado y acople, a continuacion se describen los dos primeros:

Procedimiento | Solucion/Solvente | Numero de | Tiempo de Funcion

lavados lavado (min)

Desproteccion | Piperidina 20%- 2 7 Desproteccion de la resina o
Triton X-100 1% en aminodacido
dimetilformamida
(DMF)

DMF 1 Eliminacion de posibles
Isopropanol (IPA) 1 contaminantes
Lavados Azul de Bromofenol Interactlia de forma no
1% destructiva con los aminos
libres siendo un indicador
cualitativo del porcentaje de
acoplamiento
DMF 2 1 Eliminacion de posibles
contaminantes
Diclorometano (DCM) 1 1 Hincha la resina y elimina
restos de solventes

Tabla 5-6. Lavados de la resina Fmoc-Rink Amida

Seguidamente se hizo el acople del primer aminoacido empleando como activadores del grupo

carboxilo: HBTU, TBTU y TCTU, para acople sencillo, doble y triple respectivamente, y en caso
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de ser necesario se empleé DIC como cuarto aditivo de acople, usando siempre 3 excesos de
activador y del aminoacido correspondiente. Adicionalmente, se us6 OXIMA como aditivo para
evitar racemizaciones y DIPEA como base. Después del acople de cada aminoécido se realiz6 test
de Ninhidrina, prueba que es destructiva, por lo que se tomd 1 pg de resina-péptido en tubo de
polipropileno de 750 pL y se incub6 a 100°C por 5 minutos; una coloracion amarilla indicé que el
acople se habia realizado exitosamente, contrariamente una coloracion azul indicaba que aun habian
aminos libres, por lo que era necesario reforzar el acople cambiando de activador como se describid
con anterioridad. Para aminoécidos que estuvieran acoplados a prolina se realizo test de cloranilo
que permite detectar aminas primarias libres, una coloracion marron indic6 aminos libres, mientras

que una coloracién amarilla indic6 acople completo.

La sintesis automatica se realizd en sintetizador Liberty Blue™ Automated Microwave Peptide
Synthesizer (CEM Corp., Matthews, NC, USA) siguiendo los mismos parametros de desproteccion

y usando como activador DIC y OXIMA como aditivo.

Los péptidos obtenidos fueron separados de la resina en solucion de clivaje A (TFA 95%, TIS 2,5%
y agua desionizada 2,5%) para aquellos péptidos que no presentaban triptdéfano, cisteina o
metionina en su secuencia; para los que si los presentaban, se empled la solucion de clivaje B
(92,5%, TIS 2,5% y agua desionizada 2,5%, y DOT 2,5%) para evitar su oxidacion. Se incub6 a
temperatura ambiente, durante 1 hora con agitacion en la solucién de clivaje. Los péptidos fueron
precipitados con 4 lavados de éter frio y se centrifugaron a 3500 rpm por 5 min, dejando evaporar el
sobrenadante dentro de la cabina. Inmediatamente, se resuspendid la masa del péptido en agua

desionizada para su analisis.

5.2.11 Purificacién y caracterizacion de los péptidos

= Cromatografia de alta resolucion en fase reversa RP-HPLC

Los péptidos sintéticos se disolvieron en agua desionizada, se congelaron y liofilizaron para su
analisis por cromatografia de alta resolucion en fase reversa RP-HPLC (JASCO Corp., Tokyo,
Japan) en una columna XBridge™ BEH C18 (100 x 4.6 mm, 3.5 um) (Water Corp., Milford, MA,
USA) empleando solvente B (Acetonitrilo con 0,05% TFA) frente a solvente A (agua con 0.05%
TFA), usando un programa de gradiente de 0—70 % con una tasa de flujo de 1 mL/min durante 8
minutos. Péptidos que dieron un solo pico en el cromatograma fueron desalinizados en columnas de
Sephadex G-10 basados en el principio de exclusion molecular, en tanto que aquellos que

presentaron mas de un pico fueron purificados en columnas Sepak C-18 (Clean-Up® CEC18153
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extraction columns, UCT, Bristol, PA, USA) en fase reversa usando acetonitrilo como solvente de
0-100%, para ambos procedimientos se empled 10mg de péptido. Los productos obtenidos fueron
nuevamente analizados por RP-HPLC para determinar la fraccion en la que se encontraba el
péptido y verificar su pureza. Este andlisis se realizé con 100 pL de muestra (5 pL de péptido a una
concentracion de 2mg/mL y 95 pL de agua desionizada).

= Espectrometria de masas ESI-MS

La masa de los péptidos se analiz6 por Espectrometria de Masas y el método de ionizacion por
electrospray (LCMS-2020 ESI-MS, Shimadzu Corp., Kyoto, Japan), este analisis se realizé con 100
pL de muestra (10 uL de péptido a una concentracion de 2mg/mL y 90 pL de agua desionizada).
Para esto se us6 un Programa de 5-100 % de acetonitrilo durante 14 minutos con detector MS PDA

75 mm.lcm.

= Dicroismo circular

Con la finalidad de determinar la estructura secundaria de los péptidos se hicieron diluciones de
2mg/mL de péptido y se mezcl6 35 pL de la solucion anterior con 215 pL con Trifluoroetanol TFE
al 30%, cuya funcion es eliminar moléculas de agua en la estructura peptidica, forzando la
reconstitucion de los puentes de hidrégeno intramoleculares y generando la conformacion de
estructura secundaria correspondiente que puede ser a-hélice, hoja B, poliprolina II, giro p o no
determinado. El equipo usado fue un espectrofotdmetro de dicroismo circular JASCO (J-815 Jasco
Corporation, Japan) acoplado a un controlador Peltier CDF4265/15 para control de temperaturas.
Adicionalmente, el equipo requiere de los programas SpectraMeasurement® y SpectraAnalysis®.
En la medicion se usaron cubetas de cuarzo de 1 mm, tiempo de respuesta de 2 segundos con
intervalos de 0,5nm, con un ancho de banda de 1nm, sensibilidad estandar, velocidad de barrido de
100nm/min y 3 acumulaciones del registro, obteniendo elipticidades molares de 190nm a 250nm a

20°C, el software hace la prediccion usando el algoritmo Contin y la base de datos SP37A.
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6. Resultados y discusion

En estudios bioinformaticos realizados previamente en nuestro grupo de investigacion BBMM, se
predijo que CtpG, una ATPasa tipo P, es transportadora de metales pesados, cuyos posibles
sustratos pueden ser Zn**, Cd?*, Cu™" y/o Co* [16]. Teniendo en cuenta que varios de estos
sustratos son micronutrientes para la micobacteria, genera interés conocer la funcion biol6gica que
desempefia CtpG, puesto que se conoce su induccién en respuesta a condiciones de latencia e
infeccion [10]. En un trabajo de investigacion previo desarrollado por nuestro grupo [115], se
generaron dos plasmidos recombinantes para la expresion de CtpG en E. coli y micobacterias,
también se realiz andlisis de expresion génica en Mth H37Ra y ensayos de viabilidad celular y
actividad ATPasa en M. smegmatis mc?155, estudiando los cationes divalentes: Zn*, Co®*, Cu*" y
Ni**. En la presente investigacion se propuso continuar con este estudio, adicionando el analisis con
Cd*" y Pb?*, cationes que antes no habian sido estudiados para CtpG y que son sensados por CmtR,

el regulador transcripcional de CtpG [23].

6.1 Analisis in silico de CtpG

El gen ctpG o cmtA esta anotado como rv1992c¢ en el genoma de M. tuberculosis H37Rv [99], el
que estd constituido por 2316 pares de bases entre las posiciones 2°234.991 y 2°237.306. ctpG
codifica una proteina de membrana de masa molecular de 79.277 kDa conformada por 771
aminoacidos, cuyo punto isoeléctrico predicho es 5.56. Se clasifica como una enzima hidrolasa de
anhidrido acido 3.6.3, del tipo de ATPasas tipo P, especificamente transportadora de cationes de
metales pesados (Pig). El perfil de hidrofobicidad obtenido mediante el servidor Protscale (Figura
6-1), muestra que gran parte de los residuos de aminoacidos son hidrofébicos (con valores
positivos) ya que la secuencia de CtpG esta constituida por un alto porcentaje de residuos apolares
como lo son alanina (A), valina (V), leucina (L) y glicina (G), lo que es coherente teniendo en
cuenta que es una proteina con varios dominios hidrofébicos embebidos en la membrana

plasmatica.
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Figura 6-1. Perfil de hidrofobicidad de CtpG. Escala de hidrofobicidad de Kyte y Doolittle donde los
aminoacidos hidrofébicos tienen un puntaje positivo y aminoacidos hidrofilicos un puntaje negativo, mediante
el servidor Protscale de Expasy.

6.1.1 Topologia de CtpG

La topologia de membrana para CtpG fue predicha a partir de la estructura primaria mediante los
servidores bioinformaticos CCTOP (10 métodos consenso) [101] y Phyre? [124], y la estructura
terciaria con TMDET y PPM server (desde modelos 3D en formato pdb) (Ver Tabla 6-1). Se
predijeron 8 segmentos transmembranales (TMS), ademas el servidor CCTOP comparé la secuencia
primaria con secuencias homologas reportadas en la base de datos de topologia de proteinas de
membrana TOPDB [125,126], encontrando que CtpG posee 8 TMS predichos, que también estan
presentes en CopA, una Cu” ATPasa de A.fulgidus (3j08/3j09) (Ver Figura 6-2).

En estudios previos hechos por nuestro grupo, se predijo que CtpG presenta una topologia de
membrana tipo | (Ver Figura 1-9), la que corresponde a bombas transportadoras de metales pesados
(HM) que presentan 8 segmentos transmembranales (TMS) enumerados como A, B y 1-6; estas
difieren de bombas transportadoras de metales alcalinos y alcalinotérreos que presentan una

topologia de membrana tipo Il, constituidas por 10 TMS [16].
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Zonas transmembranales predichas

Servidor 1 2 3 4 5 6 7 8

Con base a la estructura primaria de CtpG

HMMTOP 155-175 184-199 213-228 231-246 374-394 | 407-425 | 709-726 | 735-750

MemBrain 158-173 179-198 210-225 231-244 378-401 | 405-433 | 707-733 | 738-750

Memsat 155-174 178-197 211-226 230-245 380-400 | 406-433 | 708-729 | 733-748

Octopus 154-174 178-198 213-227 229-243 378-398 | 409-429 | 714-728 | 730-744

Philius 158-175 182-201 209-234 338-355 377-400 | 411-435 | 710-734 =

% Phobius 158-176 182-201 382-405 411-437 710-737 - - -
('3 Pro 152-172 177-197 378-398 411-431 710-730 733-753 - -
© Prodiv 163-183 224-244 374-394 411-431 709-729 732-752 - -
Scampi 155-174 177-196 209-228 330-349 377-396 | 409-428 | 712-731
Scampi 155-174 177-196 206-225 228-247 378-397 411-430 | 710-729 | 732-751
Msa
TMHMM 160-182 204-226 378-400 410-432 710-732 - - -
Phyre2 155-173 180-198 210-225 229-244 380-398 | 409-425 | 707-728 | 732-749
Con base a la estructura terciaria de CtpG
TMDET 155-175 179-199 210-230 223-243 374-394 | 402-422 | 705-725 | 726-746

PPM server 168-174 183-191 381-395 404-418 711-724 | 731-738 - -

Tabla 6-1. Prediccion de segmentos transmembranales (TMS) de CtpG. Se realiz6 la prediccion de TMS
con base a la estructura primaria por los servidores CCTOP y Phyre?, también con base a la estructura
terciaria desde modelos en formatos pdb con los servidores TMDET y PPM server
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Figura 6-2. Prediccion de segmentos transmembranales (TMS) de CtpG mediante el servidor CCTOP.
CCTOP recopila informacion desde 10 predictores, ademas compara la secuencia de CtpG frente a proteina
homélogas reportadas en TOPDB. Los rectangulos amarillos representan los segmentos transmembranales.
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6.1.2 Prediccidn de motivos funcionales de CtpG

El analisis de motivos funcionales realizado en el servidor InterPro, confirmé que se trata de una
proteina con dominios transmembranales, especificamente una ATPasa tipo P de la subfamilia P
transportadora de metales pesados, la que contiene dominios funcionales caracteristicos como el
dominio de fosforilacion (P), el dominio de unidn a nucleétido (N) y el dominio actuador (A). El
servidor InterPro no permitié obtener informacion sobre la especificidad ionica de CtpG, ni sobre
los motivos funcionales propios de las ATPasas tipo P. Para esto, se realizé un alineamiento
maultiple de CtpG con las ATPasas tipo P1g de Mth. Como resultado (Ver Figura 6-2 y Tabla 6-2), a
lo largo del alineamiento se ubicaron los 9 motivos caracteristicos de las ATPasas tipo P reportados

en sistemas eucariotas [92].

Estos motivos presentaron en CtpG algunas sustituciones respecto a los motivos consenso (Ver
Tabla 6-2): los motivos VGD y ATD [92] favorecen los cambios conformacionales que requiere la
enzima en los estados E; y E, durante el ciclo catalitico [16,92]. ElI motivo TGES es muy
conservado en las ATPasas tipo P [92], el que se encuentra ubicado en el dominio A entre los TMS
2y 3,y funciona como un motivo fosfatasa a partir del residuo de treonina en su secuencia [16,89].
El motivo APCAL determina la especificidad del i6n y se ubica al finalizar el TMS 4 [16,92]. Es
comun que este motivo se encuentre conservado en las ATPasas transportadoras de metales
alcalinos y alcalinotérreos [16], mientras que en las Cu® ATPasas y otras que transportan metales
pesados se encuentra como CPCAL, donde los dos residuos de cisteina son necesarios para la
coordinacién del metal [92]. EI motivo DKTGTLT es muy conservado y se encuentra en el dominio
P [92,127], el residuo de aspartato de este motivo es defosforilado por el motivo TGES
[15,16,89,92]. Los ultimos cuatro motivos importantes para la union del ATP son el motivo
AAALE que facilita el enlace al ATP, mientras que los motivos DELR y MLTGD participan en la
catélisis de la fosforilacion del motivo DKTGTLT; por otra parte, el motivo DPPR es importante
para transferir el grupo fosforil desde el ATP a la enzima. Los motivos MLTGD vy
TAMVGDGVNDAPALAAADLGIAM, estan asociados a la coordinacion del Mg?* como cofactor
[16]. Finalmente, el motivo TAMVGDGVNDAPALAAADLGIAM se denomina motivo bisagra, el
que provee la flexibilidad necesaria para realizar el cambio conformacional durante la translocacion
del i6n [16,92,127].
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Las ATPasas tipo Pyg tienen un dominio adicional de union a metales pesados (HMBD, por sus
siglas en inglés Heavy Metals Binding Domain) [105,128], el que se ubica cerca al amino terminal;
de secuencia CXXC [129,130], siendo X cualquier aminoacido. Este dominio se ha asociado a
funciones de regulacion alostérica y suministro de Cu® desde chaperonas donantes en las
Cu*ATPasas [105,128,130,131]. Sin embargo, se ha encontrado que no es esencial para la funcion
de la enzima, sino que juega un papel de auto inhibicion en ausencia de metales pesados [128,132].
De las 7 ATPasas tipo P;g de Mth, solamente CtpA [17] y CtpB presentan este motivo (GMSCSAC
y GMSCAAC, respectivamente).

Motivo 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Consenso PGD | PAD | TGES | PEGL DKTGTLT | KGAPE | DPPR | MVTGD | VAVTGDGVNDSPALKKADIGVAM

Cth VGD | ATD | TGES APCAL | DKTGTLT AAALE DELR MLTGD TAMVGDGVNDAPALAAADLGIAM

Tabla 6-2. Prediccién de motivos funcionales de CtpG. A partir del alineamiento mdltiple con las demés
ATPasas tipo P,z de Mtb, fue posible predecir los motivos funcionales de CtpG, los que fueron seleccionados
de manera manual a lo largo del alineamiento y corroborados con las secuencias consenso reportadas por
Thever en el 2009 [92]. En negro se muestran los aminoacidos conservados respecto a la secuencia consenso
y en rojo aquellos que no se conservan en la secuencia de interés.

6.1.3 Aproximacion a la especificidad ionica de CtpG

Los TMS 4- 6 tienen residuos de aminoécidos que determinan la especificidad ionica [133], asi por
ejemplo las Cu*ATPasas presentan el motivo de unién a metal CPC en la TMS 4, el motivo
YN(X),P en la TMS 5 y el motivo MXXSS en la TMS 6 [131]. En el caso de las Zn** ATPasas, se
conserva el motivo de union a metal de la TMS 4, pero difiere en los motivos T(X)sQN(X)-K y
DXG(X);N, ubicados en las TMS 5 y 6 respectivamente [131,134,135]. Consecuentemente, el
motivo CPC es fundamental en la unién a Cu. En un estudio previo sobre mutaciones de las dos
cisteinas de este motivo en CopA de E. coli, se demostré que su ausencia conllevaria a perder la
actividad enzimética de Cu ATPasa [136].

Con la finalidad de hacer una aproximaciéon a la especificidad ionica de CtpG, se realizé un
alineamiento de los sitios de unién a metal en los TMS 4-6 con ATPasas caracterizadas: CopA de L.
pneumophila (3RFU) [97], CopA de A. fulgidus (3j09) [104] y ZntA de S. sonnei (3UMV) [105].

Las dos primeras son Cu* ATPasas y la dltima una Zn®* ATPasa. (Figura 6-4).
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Figura 6-4. Prediccion de la especificidad ionica de CtpG. Se muestra el alineamiento maltiple de los sitios
de unidn a metal en los TMS 4-6. En blanco se muestran residuos no conservados, en azul claro aquellos poco
conservados y en azul oscuro los residuos conservados en las 4 secuencias. El rectdngulo negro muestra
motivo de unidn en la TMS 4; los rectangulos rojos y purpura muestran el motivo de uniénenla TMS 5y 6,
respectivamente para las Cu*ATPasas, mientras que los rectangulos verde y marrén muestran el motivo de
unién en la TMS 5y 6, respectivamente para las Zn**ATPasas.

El anterior alineamiento (Ver Figura 6-4) permitio identificar que en el sitio de union a metal dentro
del TMS 4, el primer aminoacido es cisteina para las ATPasas comparadas, mientras que CtpG
presenta una sustitucion por alanina. En los TMS 5y 6 se evidencia que los sitios de unién a metal
no son conservados en CtpG (QN(X)sS y HE(X).E, respectivamente [18]). Adicionalmente, las
Co?ATPasas presentan el motivo HEGT en el TMS 6 [130,135,137], el que es mas cercano al

motivo HEFTE de CtpG en la misma regién transmembranal.

Por otra parte, la mayoria de ATPasas tipo P,z dependientes de Cu, que se conocen, transportan el
metal en su estado reducido (Cu®) debido al ambiente reductor intracelular [78]. En este tipo de
ATPasas, seis residuos de los motivos de unidn a metal estan relacionados con la coordinacion del
mismo [130,138]. Dos residuos de cisteina en el TMS 4y uno de tirosina en el TMS 5 coordinan el
primer cation; un residuo de asparagina en el TMS 5, y residuos de metionina y serina en el TMS 6
coordinan el segundo cation. En cada sitio se forma una geometria trigonal plana, indicando que por
cada ciclo catalitico es posible el transporte de dos iones de Cu® [131,139]. El Cu" es considerado
un acido de Lewis blando segln el concepto &cido-base de Pearson [140]. De acuerdo a esta teoria
los &cidos blandos tienden a interactuar con bases blandas, como por ejemplo los grupos sulfhidrilo

[141], los que estan presentes en los residuos de cisteina.

CtpG presenta un residuo de cisteina en el motivo APCAL, ademés en el TMS 6 los residuos de
histidina y fenilalanina son bases de Lewis intermedia y blanda respectivamente de acuerdo a la

misma teoria [141] (Ver figura 6-5). Estos, probablemente pueden interactuar con algun cation
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metalico de la misma naturaleza, no obstante, se desconoce la interaccién respecto a los demas
residuos. De lo anterior se deduce que la especificidad idnica de CtpG puede estar determinada por
los residuos que constituyen los sitios de union a metal, no obstante, el alineamiento realizado no
provee suficiente informacion sobre la especificidad ionica de esta bomba, por lo que se hace

necesario el desarrollo de un componente experimental.

La figura 6-5 se construyé con base a la prediccién de la topologia de membrana, motivos

funcionales y sitios de union a metal de CtpG anteriormente descritos.

M M2 M5 M6
Sitio extracelular W73 180 225 229 398 409 728 732
A H
P S E
C . F
A SQ-’ T
L E
Citoplasma 155 244 J 380 J 45 ) | 707 749
NH2 VGD DKTGTLT COOH
1
\ AAALE  TAMVGDGVNDAPALAAADLGIAM
ATD  TGES \ !
L DELR  MLTGD
Dominio A N

Dominio N y P
Figura 6-5. Topologia de membrana predicha para CtpG. Cada barra representa una alfa hélice
transmembranal predicha mediante el servidor Phyre®. Los motivos funcionales se sefialan en las regiones
citoplasmaticas, asi mismo los sitios de unién a metal en los TMS 4, TMS 5 y TMS 6, los que también se
denominan M4, M5 y M6. El amino y carboxi terminal se ubican en el citoplasma.

6.1.4 Estructura secundariay terciaria de CtpG

La prediccion de la estructura secundaria de CtpG se realizd usando el servidor Jpred4. Este realizd
el modelamiento a partir del alineamiento de CtpG con 170 ATPasas tipo P caracterizadas y
anotadas en el PDB, principalmente Cu* y Zn** ATPasas. Para las Zn** ATPasas se encontré un
porcentaje de identidad del 35%, mientras que para las Cu*ATPasas se obtuvo un 34% de identidad.
Esto muestra que CtpG presenta caracteristicas estructurales similares para ambos tipos de
ATPasas, sin embargo, CtpG es sutilmente més idéntica a las Zn** ATPasas. Los resultados de la
estructura secundaria se muestran en la figura 6-6, ilustrando estructuras de o-hélice, hojas B y

regiones aleatorias predichas para CtpG.
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La prediccidn de la estructura terciaria de CtpG se realiz6 sometiendo la secuencia de aminoacidos
a los predictores del Protein model portal (www.proteinmodelportal.org). Como resultado se
obtuvieron 3 modelos a partir de los predictores Phyre’ y Swiss- Model (Figura 6-7), los que
realizan el modelamiento por homologia (Ver tabla 6-3).
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Figura 6-6. Prediccion de estructura secundaria de CtpG. Prediccion de la estructura secundaria de CtpG
mediante el servidor Jpred 4. En rojo se muestra la prediccion de estructura de a-hélice, en verde estructura
de hoja B y en linea delgada negra regiones aleatorias. Ademas se muestra prediccion de accesibilidad al
solvente al 0, 5 y 25%. Aquellas regiones expuestas al solvente se representan con -, y aquellas que no son
accesibles se representan con B.
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Cada modelo fue corregido y validado con algunas de las herramientas de What If Web Interface,
que incluyen una valoracion inicial de la calidad estereoquimica del modelo, refinamiento de la
estructura y validacion del z-score de la distribucion de Ramachandran. El primer modelo obtenido
mediante el servidor Phyre? usé como plantilla a CopA de Archaeoglobus fulgidus (PDB ID 3j09,
estructura determinada por microscopia electronica con una resolucion de 2.7 A [104]), con una
cobertura del 96% (18-760 aa) y 31% de identidad. Este modelo corregido dio como resultado un z-
score de -1.27. El segundo modelo obtenido mediante el servidor Swiss model empled la misma
plantilla anteriormente descrita, con una cobertura del 95.6 % (21-757 aa) y 31.42% de identidad.
Para este modelo corregido se obtuvo z-score de -0.55. El Gltimo modelo se obtuvo también
mediante el servidor Swiss model usando como plantilla una H*ATPasa de Neurospora crassa
(PDB ID 1MHS, estructura determinada por microscopia electronica con una resolucion de 8 A
[142]), con una cobertura del 70.37% (213-719 aa) y 25 % de identidad. El z-score de este modelo
corregido fue de -0.856.

Los valores de z-score recomendados en la herramienta de distribucion de Ramachandran, van de
-1 a 0, para que las posibles combinaciones de los &ngulos diédricos Psi y Phi de los aminoécidos
que conforman una estructura, se ubiquen principalmente en las regiones favorecidas y permitidas.
Ademas en este rango se encuentra conformaciones de o-hélice méas regulares. Valores iguales o
menores a -4 indican una muy baja calidad del modelo y serios problemas con la estructura [108].
En consecuencia, los modelos obtenidos mediante Swiss model y Phyre? son apropiados, sin
embargo, el segundo modelo obtenido mediante Swiss model fue realizado usando como plantilla
una H*ATPasa. Por esta razon son mas confiables los otros dos modelos, los que usaron como
plantilla CopA, una ATPasa tipo P,g transportadora de metales pesados, teniendo en cuenta que
CtpG pertenece a esta clasificacion. Adicionalmente, el servidor Swiss model eval(a por defecto la
calidad de los modelos mediante el Q-mean, que es un valor de la calidad estructural de un modelo.
Para los modelos 1y 2 este valor equivale a -4.99 y -5.42 respectivamente, los que son muy bajos
en comparacion con proteinas citosolicas. Esto se debe a que la estabilidad estructural de las
proteinas de membrana es favorecida por los lipidos de la bicapa, por lo que estas no siguen la
misma distribucion de proteinas en solucion y por lo tanto los valores de Q-mean seran mas lejanos

a 0[143].
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Figura 6-7. Prediccion de la estructura terciaria de CtpG. Se realiz6 modelamiento por homologia usando
como plantilla CopA de Archaeoglobus fulgidus (PDB ID 3j09, estructura determinada por microscopia
electrénica con una resolucién de 2.7 A [104]) mediante servidor Phyre? (A) y Swiss model (B). también se
empleé como plantilla una H*ATPasa de Neurospora crassa (PDB ID 1MHS, estructura determinada por
microscopia electrénica con una resolucion de 8 A [142]), mediante el servidor Swiss model (C).

En los modelos A y B (Figura 6-7) se encontr6 que habian sido modelados los 9 motivos
funcionales de CtpG, sin embargo, se localizaron algunos errores: en el modelo A, 7 de los 8 TMS
predichos fueron modelados; el TMS 1 no fue modelado (Figura 6-8b). En el caso del modelo B,
aunque los 8 TMS predichos fueron modelados, el TMS 1 no fue modelado de la manera apropiada
ya que se encontro atras de los TMS Ay B, los que constituyen el dominio de soporte S (Figura 6-
8c). EI TMS 1 hace parte del canal de transporte (Dominio T), el que esta constituido por los TMS
1-6, por lo que se espera que en el modelo estén cerca. Con el propdsito de detallar mas
especificamente estas predicciones, se construyé la figura 6-8 a partir del primer modelo de Swiss
model. En él se muestran los motivos funcionales, la topologia de membrana y los sitios de unién a

metal predichos para CtpG.



Determinacion de caracteristicas funcionales de CtpG, una ATPasa tipo P transportadora de metales
88 pesados a través de la membrana plasmatica de Mycobacterium tuberculosis

Extracelular /“ \ /:: '

GWWWWTM4WIKXXXW
NI "I'M'B"/»‘;[MS"

g TAMVGDGVNDA
) PALAAADLGIAM

:740.A

Figura 6-8. Modelo de la estructura terciaria de CtpG. (A) Modelo 3D de CtpG obtenido por homologia
desde el servidor Swiss model usando como molde CopA de A. fulgidus (PDB ID 3j09, estructura determinada
por microscopia electrénica con una resolucion de 2.7 A [104]). En la region transmembranal se muestran los
dominios hidrofébicos S en azul oscuro (TM Ay B) y T (TM 1-6); en la region citoplasmatica se muestra los
dominios A, N y P, también los motivos caracteristicos de las ATPasas tipo P en CtpG. Regiones
transmembranales de CtpG desde la cara externa de la membrana mediante servidor Phyre? (B) y Swiss model
(C). La parte inferior en (C) muestra especificamente las TM 4-6 desde la cara externa de la membrana. Las
TM 4-6 estdn probablemente asociadas con el transporte del metal, por lo que se muestran los motivos
directamente implicados en la TM 4 (APCAL), TM 5 (QN(X)sS) y TM 6 (HEFTE).

6.2 Componente experimental

Debido a la importancia que CtpG muestra durante la infeccion [10,21,22], se hace necesario el
desarrollo de un componente experimental, que permita elucidar algunas caracteristicas funcionales
de esta enzima. Para esto, se realizaron ensayos de expresion del gen ctpG de Mth mediante la
técnica de RT-gPCR. En segundo lugar, se evalu6 las condiciones de expresion y purificacion de la

proteina en el sistema E. coli. Consecutivamente, se realiz6 una aproximacion a la especificidad
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ibnica mediante ensayos de viabilidad celular y actividad ATPasa en M. smegmatis mc®155.
Finalmente, se llevd a cabo la sintesis de péptidos antigénicos derivados de la proteina de interés
por la metodologia SPFS, lo que responde a los objetivos propuestos.

6.2.1 Analisis de la expresion genica de ctpG

Se ha reportado que ctpG se induce 20 veces en la cepa virulenta Mtb H37Rv, cuando es cultivada
en medio Sauton y suplementada con 500 uM de Cu®* [22], mientras que se induce 2 veces cuando
es suplementada con 500 pM de Zn®* [21]. Adicionalmente, mediante ensayos de movilidad
electroforética se encontré que 10 uM de Cd** es una concentracion suficiente para inducir la
disociacién CmtR-ADN in vitro (CmtR es el regulador transcripcional de ctpG) [24]. En contraste,
en estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion [115], se habia determinado que
ctpG se inducia aproximadamente 38 veces en presencia de 400 uM de Cu®*" y 3 veces con 400 uM
de Zn* en la cepa atenuada Mtb H37Ra. Sin embargo, la induccion de CtpG por Cd** no habia sido
evaluada hasta el momento. Por ello se decidié analizar la expresion de ctpG bajo concentraciones
subletales de Cd** y Cu?* (40 uM y 20 uM respectivamente [20]) en la cepa silvestre Mtb H37Ra.

El anélisis de RT-gPCR mostré que ctpG de Mth H37Ra se induce casi 3 veces en presencia de 40
UM de Cd** respecto a células control cultivadas en condiciones estandar. También se observo que
ctpG se induce 0,16 veces en presencia de concentraciones subletales de Cu® (20 pM) (Figura 6-9).
Estos resultados indican que ctpG es inducido mas activamente por condiciones subletales de Cd?*,
mientras que en presencia de una concentracion subletal de Cu®*, no hay activacion transcripcional
estadisticamente significativa. No obstante, durante la primera hora de infeccién en modelo murino,
el interior fagosomal de los macrdfagos tiene altas concentraciones de Cu®* (426 pM +393) [12],
por lo que bajo esta condicion hostil y teniendo en cuenta que las concentraciones de Cu*
previamente evaluadas son cercanas a la fisiol6gica [22,115], es razonable que se induzca la
expresion de ctpG, como uno de los mecanismos que emplea la micobacteria para mantener su
homeostasis [76]. Se ha determinado que Mtb puede expresar varias proteinas encargadas de esta
funcion: MctB, es una porina que ayuda a la reduccion de Cu intracelular [50], también las ATPasas
tipo P, CtpA [17] y CtpV [22], se han asociado al eflujo de Cu".

Por otra parte, se ha demostrado la presencia de Cd** en los macréfagos alveolares humanos,
transferidos desde la contaminacion del aire, el que es utilizado por estas células como parte de su
arsenal bactericida [79]. Aunque la concentracion de Cd intrafagosomal no ha sido plenamente

establecida, se conoce que en personas fumadoras la concentracion de Cd en macrofagos alveolares
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es de 3,4 + 0,5 ng/10° células, mientras que en personas no fumadoras esta concentracién es

aproximadamente 1,3 + 0,2 ng/10° células [79].

Por consiguiente, es factible considerar a Cd** como un posible sustrato de CtpG, teniendo en
cuenta que una vez se ha expresado la enzima, el Cu?* también podria ser transportado, ya que CtpG
posee los elementos estructurales minimos para reconocer ambos metales. En el presente trabajo, la
activacion de la transcripcion del gen ctpG por Cd** fue evidente; sin embargo, en la activacion de
la transcripcién de ctpG por el Cu?* no se obtuvieron datos estadisticamente significativos, por lo
que es necesario realizar otros ensayos bioldgicos y bioquimicos para determinar con mayor certeza

que cation activa el gen, y que cation es preferentemente transportado por CtpG.

Condicion N° de veces

de expresion

Mib sin cation 1+ 045
ca*t 2.88 + 0,544
Cu?t 0,16+ 0,09

Control sin cation

| RN B B B S B S

Q \ o ™ *

NP de veces de expresion

Figura 6-9. Cuantificacion de la expresion del gen ctpG de Mtb. Los niveles de transcripcién de ctpG
fueron estudiados bajo concentraciones subletales de Cd**, Cu®* y un blanco sin catién en la cepa silvestre M.
tuberculosis H37Ra. Para la cuantificacion relativa la transcripcion de ctpG fue normalizada con sigA como
gen de referencia interna mediante el método de Fit Point [117]. Se determind la eficiencia de amplificacion
de ctpG vy sigA, con valores de 2,11 y 2,13 respectivamente [20,115]. Estos ensayos se realizaron por
cuadruplicado técnico, las barras de error representan el error estandar de la media (SEM).

6.2.2 Expresion de CtpG recombinante en E. coli

Las proteinas de membrana poseen dominios hidrofébicos que se estabilizan en presencia de los
lipidos de la bicapa. Por tal razén son poco solubles en ambientes acuosos, lo que trae como
consecuencia la formacién de agregados como cuerpos de inclusion [144,145]. En la produccién de
este tipo especifico de proteinas, se requiere de sistemas de expresion que favorezcan su
solubilizacién y que en lo posible posean la maquinaria apropiada para el correcto plegamiento e
insercion en la membrana plasmatica, ya que bajo estas condiciones se obtendran proteinas

enzimaticamente activas.
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Los cuerpos de inclusion son agregados insolubles de proteina desnaturalizada y enzimaticamente
inactiva. Estos se encuentran en el citoplasma y en el espacio periplasmico. Generalmente se
constituyen de proteinas no nativas que se expresan de manera heteréloga en altos niveles, como
por ejemplo proteinas hidrofébicas. Las ventajas de obtener una proteina en esta forma, es que se
obtiene en grandes cantidades, por lo que puede ser usada para obtener anticuerpos. También por su
forma de agregado celular presenta baja degradacion y resistencia al ataque proteolitico. Su
solubilizacién se realiza a partir del uso de agentes caotropicos como urea y cloruro de guanidina,
en presencia de un agente reductor, lo que permite su purificacion, y posterior proceso de
renaturalizacion eliminando gradualmente los agentes caotropicos [146].

En una segunda parte de este estudio se propuso optimizar las condiciones de sobreexpresién de
CtpG recombinante en E. coli, teniendo como finalidad realizar su caracterizacion in vitro, por lo
gue era necesario obtenerla en la fraccion asociada a membrana, que a lo largo del estudio
denominaremos también como fraccion soluble. Para esto, fue necesario caracterizar la cepa de
expresion, la concentracion de inductor, temperatura y tiempo de induccién que permitieran obtener
la proteina en dicha fraccion. EI Medio autoinductor usado durante esta parte del trabajo es
altamente nutritivo, permitiendo obtener cultivos con densidades épticas muy altas [110], lo que es

favorable para su posterior purificacion.

6.2.3 CtpG se expresa en la fraccion soluble de E. coli LMG194

Para hacer la expresion de CtpG en E. coli se empled el sistema pBAD A Myc His, obteniendo el
plasmido recombinante pML06 [115]. La expresion en el vector pBAD es regulada por el promotor
araBAD, presente en el operdn arabinosa (Figura 6-10). Este es inducido por L-arabinosa y
modulado por represion catabdlica [112]. EI operdn arabinosa esta constituido por sitios de control
y genes estructurales que codifican para enzimas necesarias en el metabolismo de este
monosacarido (AraB-D). Especificamente la proteina AraC dimérica, la que se encarga de la
regulacién positiva y negativa del operdn. Para esto, se enlaza a tres elementos regulatorios: 01,02
e | [147,148].

En ausencia de arabinosa, la transcripcion ocurre a bajos niveles [112], pues AraC en su forma
dimérica se enlaza al sitio O2 ubicado dentro del gen araC, 210 pares de bases corriente arriba del
promotor araBAD. Al tiempo, la otra subunidad de AraC se enlaza al sitio Ol en la region
promotora, generando un loop en el ADN, lo que impide la transcripcion por parte de la ARN

polimerasa.
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En presencia de arabinosa, esta se une a AraC, la que sufre un cambio conformacional, de manera
que la unién con el sitio O2 es reemplazada por sitio | del promotor, por lo que la transcripcion
inicia. El enlace de AraC a | y Ol es estimulado por el receptor de proteina cCAMP (CRP). La
expresion basal puede ser reducida en presencia de glucosa, ya que reduce los niveles de cCAMP.
Ademaés AraC regula la transcripcion de transportador de arabinosa Arak [112,148,149].

Sin arabinosa

) b) i

g

AraC

C- terminal

\ Brazo N- terminal \
. pC \\t

\ y (0]
Sitio de unién a "
arabinosa " hi '_T - D
2 BAD
Con arabinosa
¢
) AraC

ARN polimerasa

/, / Psap —

Figura 6-10. Regulacion del promotor araBAD por L-arabinosa. a) Proteina AraC en su forma
monomérica, b) proteina AraC en su forma dimérica unida a sitios de control O2 e I1 en ausencia de L-
arabinosa, formando un bucle de 210 pb en el ADN y c) en presencia de L-arabinosa se genera un cambio
conformacional en AraC, por lo que se une a sitio regulatorio 12, en consecuencia la ARN polimerasa inicia la
transcripcion. Tomado y editado de ref [149].

Con la finalidad de obtener CtpG recombinante en la fraccion soluble, se evaluaron las cepas de E.
coli BL21 (DE3) y LMG194. La primera es deficiente en dos proteasas: ompT e lon, las que pueden
degradar proteinas recombinantes [150]; la segunda carece de gran parte de la secuencia del operon
araBAD, por lo que puede transportar L-arabinosa, pero no metabolizarla [111,112]; ambas cepas
pueden crecer en medio minimo. Seguidamente se realizo la transformacion de cada una de ellas

con los plasmidos pML06 y pBAD A Myc His como control.
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Como resultado, se obtuvieron colonias de cada transformacién como se puede ver en la figura 6-
11A-D. De cada placa se seleccionaron 5 colonias, las que fueron comprobadas mediante PCR de
colonia usando la pareja de cebadores pBAD comp Up- G RT Rev para pMLO06. El primer directo
anilla en el vector y el reverso en el inserto obteniéndose un amplimero de 259 pares de bases como
se observa en la figura 6-11E. También se comprobo la transformacién con el vector como control,
para esto se uso la pareja de cebadores pBAD comp Up- pBAD comp down-, que en ausencia del
inserto generan un amplimero de 172 pares de bases (Figura 6-11 F). De acuerdo a este ensayo se
pudo corroborar que cada una de las colonias transformadas contenia el plasmido de interés.

Luego se efectud un ensayo preliminar de la expresion de CtpG recombinante en cada una de estas
cepas (Figura 6-11G), seleccionando de manera aleatoria la colonia 1. Para lo que se realizd la
induccién en medio autoinductor con L- arabinosa al 0,05% durante 18 horas a 180 rpm y 25°C
como temperatura de induccién, esperando obtener la proteina en la fraccion soluble. (Figura 6-
11G). Este ensayo permitié observar que de las 2 cepas evaluadas aparentemente ambas expresaban
la proteina en la fraccion soluble e insoluble. Sin embargo, se observaron falsos positivos como
aparente expresion de la proteina en el vector vacio o en fracciones no inducidas, por lo que fue

necesario corroborar este ensayo mediante SDS-PAGE y Western blot (Figura 6-12).

Se encontré que en la cepa de E. coli LMG194 fue posible expresar CtpG recombinante en la
fraccion soluble (Figura 6-12 A y B) en comparacion con E.coli BL21 (Figura 6-12 C y D), en
donde no hubo expresion. La Figura 6-12 C y D muestra que ambas cepas permiten la expresion de
la proteina en la fraccion insoluble, en mayor proporcion respecto a la fraccién soluble, lo que
indica que continuamente se estarian formando cuerpos de inclusion. En los geles de SDS-PAGE no
se aprecid una banda diferencial durante la expresion de la proteina (82 kDa), pero se pudo
identificar en el inmunoblot, lo que sugiere que a la misma altura se puede expresar una proteina
propia de E. coli. Se puede concluir que la cepa E. coli LMG194 es la apropiada para cumplir con el

propdsito de este ensayo, por lo que a lo largo del desarrollo del objetivo sera la cepa de trabajo.
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Figura 6-11. Transformacion de células competentes de E. coli BL21 (DE3) y LMG194 con los
plasmidos pML06 y pBAD. E. coli BL21 (DE3) y LMG194 fueron transformadas con pBAD (Ay C
respectivamente) y pMLO06 (B y D respectivamente). Se seleccionaron 5 colonias por placa las que fueron
confirmadas por PCR de colonia (E y F). Aleatoriamente se seleccioné una colonia y a partir de esta se
realiz6 ensayo preliminar de expresion de CtpG recombinante, esto se muestra mediante slot blot en
membrana de nitrocelulosa utilizando anticuerpo primario anti-6xHis de conejo, (Thermoscientific, USA),

dilucion 1:1000; anticuerpo secundario de cabra anticonejo acoplado a peroxidasa de rabano
(Thermoscientific, USA) dilucion1:1000 (G).
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Figura 6-12. Expresion de CtpG recombinante en E.coli BL2 (DE3) y LMG194. Linea 1 Marcador de
peso molecular pretefiido Page Ruler™ Plus (Thermoscientific, USA). Expresién de CtpG en la fraccion
soluble (A) y (B). Expresién de CtpG en la fraccion insoluble (C) y (D). Para cada ensayo se emplearon las
cepas transformadas con el vector (pBAD) como control negativo, ademas se comparo las cepas inducidas (1)
frente a las no inducidas (N). SDS-PAGE al 10% tefiido con Coomassie Brilliant Blue (A y C). Western blot
en membrana de nitrocelulosa (B y D), utilizando anticuerpo primario anti-6xHis de conejo,
(Thermoscientific, USA), dilucidn 1:1000; anticuerpo secundario de cabra anticonejo acoplado a peroxidasa
de rdbano (Thermoscientific, USA) dilucidn1:1000. Las flechas de derecha a izquierda indican la posicion

probable de la proteina de interés.
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6.2.4 Optimizacion de la concentracion de inductor

Para determinar la concentracion 6ptima de inductor para la cepa E. coli LMG194::pMLO06, se
evalu6 cada una de las siguientes concentraciones de L-arabinosa: 0, 0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.5,
0.75 y 1% durante 4 horas de induccién. La expresion de CtpG dentro del vector pBAD permite
hacer una expresion controlada por adicion de glucosa que es un represor del promotor araBAD
[112]. Se ha sugerido que en presencia de cantidades equivalentes (0.05%) del inductor y el

represor se previene la induccion en estadios tempranos de crecimiento bacteriano [110].

En la figura 6-13 se muestra el resultado de este ensayo. Se encontr6 que CtpG recombinante se
induce desde bajas concentraciones (0.02%) de L-arabinosa en la fraccion soluble (Figura 6-13 B);
sin embargo, la mayor cantidad de proteina se obtiene con 0.3% de inductor. En la fraccion
insoluble, la proteina se induce también desde 0.02% y a medida que aumenta la cantidad de
inductor, incrementa proporcionalmente la cantidad de la proteina recombinante (Figura 6-13 D).
A una concentracion de 0.3% es posible sobreexpresar la proteina en ambas fracciones, por lo que
se tuvo en cuenta este porcentaje para los ensayos posteriores. En estudios previos se encontré que
cantidades de inductor de 0.01%-0.5% permiten obtener altos niveles de expresion de proteinas

recombinantes [110], la cantidad éptima estimada en este trabajo se encuentra en este rango.

Es importante considerar que la autoinduccion es util cuando se requiere hacer el estudio de
expresion y solubilidad de muchas muestras, obteniéndose altas cantidades de la proteina de interés
y cuando éstas son inducidas con L-arabinosa [110], por lo que el protocolo utilizado en esta parte
del trabajo es adecuado para optimizar las condiciones de expresion de CtpG recombinante.
Generalmente los medios de cultivo contienen digeridos enzimaticos que pueden contener trazas del
inductor, en este estudio no se aprecia que la proteina se produzca de manera basal en el control no
inducido (Figura 6-13 B y D, 0% de inductor).

6.2.5 Optimizacion de la temperatura de induccion

Las proteinas de membrana son ricas en regiones hidrofobicas que constituyen los dominios
transmembranales; para favorecer el plegamiento y correcta insercion de estas en la membrana, se
debe disminuir la temperatura de expresion [144]. Anteriormente, se ha establecido que reducir la
temperatura de cultivo, conlleva a que la sobre-expresion de proteinas ocurra méas lentamente,
aliviando asi la maquinaria de translocacion. A 37°C se ha reportado que predominantemente se
generan cuerpos de inclusion, mientras que a bajas temperaturas incrementa la insercion de la

proteina en la membrana. Para favorecer alin mas este fendmeno se recomienda hacer co-expresion
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con chaperonas como GroEL y Dnal/K, las que previenen la agregacion de cuerpos de inclusion
[144,150,151].

CtpG es una proteina heterologa en el sistema E.coli LMG194, por lo que su produccion es un
factor de estrés para la bacteria, en el interior de la cual se podrian generar agregados de proteina.
Desde el inicio se establecié que principalmente se queria obtener la proteina en la fraccion
asociada a la membrana. Bajo este razonamiento se evaluaron 4 posibles temperaturas de induccién
de CtpG: 20, 25, 30 y 37°C durante 4 horas de induccién. En la figura 6-14 B, se muestra que CtpG
se expresa desde los 25°C hasta los 37°C en la fraccion soluble, mientras que en la fraccion
insoluble la proteina se expresa desde los 20°C (Figura 6-14 D). Esto sugiere que existe la tendencia
a la formacion de cuerpos de inclusion ain desde bajas temperaturas indicando que esta proteina
puede ser tdxica para la bacteria.
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Figura 6-13. Optimizacion de la concentracion de inductor para la expresion de CtpG recombinante en
E.coli LMG194. Linea 1 Marcador de peso molecular pretefiido Page Ruler™ Plus (Thermoscientific, USA).
Se evalud el efecto de la concentraciones de inductor (0-1%), en la expresion de CtpG en la fraccidn soluble
(A 'y B) e insoluble (C y D). SDS-PAGE al 10% tefiido con Coomassie Brilliant Blue (A y C). Western blot
realizado en membrana de nitrocelulosa (B y D), utilizando anticuerpo primario anti-6xHis de conejo,
(Thermoscientific, USA), dilucién 1:1000; anticuerpo secundario de cabra anticonejo acoplado a peroxidasa
de rédbano (Thermoscientific, USA) dilucion1:1000. Las flechas de derecha a izquierda indican la posicion
probable de la proteina de interés. Las flechas de abajo hacia arriba indican el parametro seleccionado.
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Estos resultados concuerdan en que la expresion de CtpG es mas viable a bajas temperaturas. Por
esta razon, se selecciono el tiempo de induccion a 20°C, con la finalidad de disminuir un poco méas
las temperatura de expresion y asi establecer la relacion entre la temperatura y el tiempo que la
proteina tarda en expresarse en la fraccion asociada a la membrana y alternativamente como
cuerpos de inclusion. En la optimizacion de la expresion de otras de las ATPasas tipo P de Mtb, en
el sistema bacteriano E.coli LMG194, se encontr6 que a 20°C por 18 horas de induccion es posible
obtener cantidades apreciables de la proteina en la fraccion asociada a membrana [18,20].
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Figura 6-14. Optimizacién de la temperatura de expresion de CtpG recombinante en E.coli LMG194.
Linea 1 Marcador de peso molecular pretefiido Page Ruler™ Plus (Thermoscientific, USA). Se evaluaron 4
temperaturas de induccion para la expresion de CtpG (20, 25, 30, 37°C). Los resultados se muestran en la
fraccion soluble (A y B) e insoluble (C y D). Como control negativo se empled la cepa transformada con el
vector pBAD. SDS-PAGE al 10% tefiido con Coomassie Brilliant Blue (A y C). Western blot en membrana
de nitrocelulosa (B y D), utilizando anticuerpo primario anti-6xHis de conejo, (Thermoscientific, USA),
dilucién 1:1000; anticuerpo secundario de cabra anticonejo acoplado a peroxidasa de rabano
(Thermoscientific, USA) dilucién1:1000. Las flechas de derecha a izquierda indican la posicién probable de
la proteina de interés. Las flechas de abajo hacia arriba indican el pardmetro seleccionado.
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6.2.6 Optimizacion del tiempo de induccidn

Como Gltimo pardmetro de sobreexpresion, se evaluo el tiempo de induccién desde 0 a 22 horas. Se
observé que CtpG se obtiene en la fraccion soluble desde las 8 horas de induccion (Figura 6-15 Ay
B). A la hora 22, la cantidad de proteina es mucho mas significativa. En la fraccién insoluble se
obtiene la proteina desde las 6 horas como cuerpos de inclusion (Figura 6-15 C y D). Teniendo en
cuenta que la temperatura usada en este ensayo fue de 20°C es coherente que la proteina tarde mas
en expresarse en ambas fracciones, 1o que es conveniente con el proposito de favorecer el correcto
plegamiento de CtpG y su insercion en la membrana plasmatica, por lo que fue la temperatura
selecta para ensayos posteriores.
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Figura 6-15. Optimizacion del tiempo de induccion de CtpG recombinante en E.coli LMG194. Linea 1
Marcador de peso molecular pretefiido Page Ruler™ Plus (Thermoscientific, USA). Se evalud el tiempo de
induccion (0-22h) para la expresion de CtpG. Los resultados se muestran en la fraccién soluble (A 'y B) e
insoluble (C y D). Como control negativo se empled la cepa transformada con el vector pBAD. SDS-PAGE al
10% tefiido con Coomassie Brilliant Blue (A y C). Western blot en membrana de nitrocelulosa (B y D),
utilizando anticuerpo primario anti-6xHis de conejo, (Thermoscientific, USA), dilucién 1:1000; anticuerpo
secundario de cabra anticonejo acoplado a peroxidasa de rabano (Thermoscientific, USA) dilucién1:1000. Las
flechas de derecha a izquierda indican la posicién probable de la proteina de interés.

Finalmente se estableci6 que para obtener CtpG recombinante en la fraccion soluble de E. coli

LMG194 es necesario hacer el cultivo con 0,3% de inductor, por 18- 22 horas a 20°C. Cabe resaltar
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que las condiciones de sobreexpresion fueron evaluadas en cultivos en medio autoinductor [110],
con agitacion constante de 180 rpm, por lo que se sugiere mantener esta condicion. Esto permitird
obtener cantidades apreciables de la proteina en ambas fracciones. De acuerdo al interés inicial se
obtendra la proteina asociada a la membrana, la que se puede concentrar por extraccion de la
membrana plasmatica, retirando asi proteinas citosolicas contaminantes. De esta manera surge la
figura 6-16, en la que se observa la expresion de CtpG bajo las condiciones de cultivo anteriormente
descritas. Se comprob6 que CtpG recombinante se enriquecid en las vesiculas de membrana

plasmaética y también como cuerpos de inclusion.
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Figura 6-16. Optimizacion de la de expresion de CtpG recombinante en E.coli LMG194. Se cultivé la
cepa E. coli LMG194::pMLO06, durante 18 horas a 20°C con 0,3% de L-arabinosa en medio autoinductor con
agitacion constante (180 rpm). Posteriormente, se separé la fraccion soluble de la insoluble. La primera fue
sometida a un protocolo de centrifugacion diferencial, lo que permitié obtener vesiculas de membrana
enriquecidas con CtpG. Linea 1 Marcador de peso molecular pretefiido Page Ruler™ Plus Thermoscientific,
USA. Se muestran ambas fracciones inducidas (1) y no inducidas (NI), también proteina de membrana
enriquecida con CtpG (M). El peso molecular se calcul6 mediante el software Image Lab 5.2.1 (BIORAD, la
Joya, California). Western blot en membrana de nitrocelulosa, utilizando anticuerpo primario anti-6xHis de
conejo, (Thermoscientific, USA), diluciéon 1:1000; anticuerpo secundario de cabra anticonejo acoplado a
peroxidasa de radbano (Thermoscientific, USA) diluciéon1:1000. La flecha de derecha a izquierda indica la
posicion probable de la proteina de interés.

6.2.7 Purificacion parcial de CtpG

Para llevar a cabo la purificacion de CtpG recombinante se aplicaron dos estrategias. La primera,
de acuerdo al método propuesto por Mandal y colaboradores [120], basada en la solubilizacion de la
proteina a partir de vesiculas de membrana enriquecidas con CtpG. Para esto, se emple6 un
detergente no i6nico, dodecil maltosido (DDM), ampliamente empleado para el estudio de proteinas

integrales de membrana. Una vez se desensambla la proteina de los lipidos de la membrana, la cola
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apolar del detergente forma micelas alrededor de los dominios hidrofobicos de la proteina.
Adicionalmente, se emplea asolectina en una relacion 1:1 con el detergente, para estabilizar la
proteina e impedir la pérdida de su actividad.

La segunda estrategia se desarroll6 mediante la solubilizacion de los cuerpos de inclusidn, usando
urea como agente caotropico y Tritdn X-100 como detergente. En ambas estrategias, se partié de la
proteina solubilizada empleando la etiqueta de histidinas para realizar su purificacion mediante
cromatografia de afinidad a metales (IMAC), especificamente en resina de Ni-NTA (Qiagen, USA).
Posterior a la incubacion de la proteina solubilizada con la resina, se realizaron lavados con
soluciones de 5y 20 mM y eluidos con 150 y 300 mM de imidazol. Una vez se tenian los eluidos,
se realizd un proceso de intercambio de buffer, para lo cual se usaron centricones de 50 K. El
fundamento del uso de centricon es la exclusion molecular, las proteinas con peso inferior a 50 kDa
seran eluidas, mientras que aquellas con peso superior seran retenidas. La ventaja del uso del
centricon es que es posible eliminar proteinas contaminantes y exceso de imidazol, ademas de

concentrar la proteina de interés.

Respecto a la primera estrategia, en la figura 6-17 se muestra que CtpG esta presente en la
membrana no solubilizada, no obstante, en los eluidos (150 mM de Imidazol) si bien aparece una
banda a la misma altura en el gel, en el inmunoblot no aparece. Lo que puede indicar que la proteina
no fue desensamblada de la membrana al hacer la solubilizacién con DDM. Otra posibilidad es que
la proteina no haya sido eluida de la resina Ni-NTA, por lo que es necesario usar un buffer con
diferente composicion (pH o concentracion de imidazol) o el uso de agentes caotropicos como la
urea. Esto se comprueba en la segunda estrategia propuesta (Figura 6-18), donde la proteina es

eluida en condiciones denaturantes, sin embargo se logra retirar muy pocos de los contaminantes.

Como se observa en la figura 6-18 A, se analizaron 32 g de proteina concentrada en el gel de SDS-
PAGE, donde se evidencia la presencia de CtpG recombinante a la altura correspondiente de
acuerdo al marcador de peso molecular. Asi mismo, con 16 ug de proteina concentrada, se
corrobora la expresion de CtpG en el Western blot (Figura 6-18 B), la que aparece Gnicamente en la
fraccion de eluido, indicando una purificacién parcial. Como parte del proceso de purificacion de la
proteina recombinante en condiciones denaturantes, se analizd el perfil de elucion de CtpG,
midiendo la concentracion de proteina de cada volumen de elucién (Figura 6-18 C). Esto mostrd
que la fraccion 13 presenta un leve aumento en la concentracion de proteina, por lo que puede ser la
fraccion en donde se encuentre mayoritariamente la proteina eluida. No obstante, en el gel de SDS-

PAGE (Figura 6-18 A), se observa que en la fraccion de eluido sigue habiendo presencia de
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proteinas contaminantes, las que son mucho mas notorias tras el proceso de concentracién en el
centricon, debido también a la mayor cantidad de proteina analizada en la fraccion de eluido (32 ug)
respecto a la cantidad de proteina analizada de los lavados (11,7 y 12,5 g, respectivamente).
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Figura 6-17. Purificacion de CtpG recombinante desde vesiculas de membrana. A partir de vesiculas de
membrana de E. coli LMG194:: pMLO6, se llevd a cabo la solubilizacion de CtpG recombinante. La proteina
solubilizada se incubd con la resina Ni-NTA (Qiagen, USA). Linea 1 Marcador de peso molecular pretefiido
Page Ruler™ Plus (Thermoscientific, USA), el pellet obtenido tras la solubilizacién de vesiculas de
membrana sobreexpresando CtpG con DDM 0.75%, también fue analizado, el que se denomina M. La
proteina fue eluida con 150 mM de Imidazol y concentrada en centricon. SDS-PAGE al 10% tefiido con
Coomassie Brilliant Blue (A), Western blot en membrana de nitrocelulosa (B), utilizando anticuerpo primario
anti-6xHis de conejo, (Thermoscientific, USA), dilucién 1:1000; anticuerpo secundario de cabra anticonejo
acoplado a peroxidasa de rdbano (Thermoscientific, USA) dilucion1:1000. Se observa la presencia de CtpG
recombinante en proteina no solubilizada de las vesiculas de membrana (M), indicando que CtpG no fue
desensamblada de la membrana.
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Figura 6-18. Purificacion de CtpG recombinante desde cuerpos de inclusion. A partir de la fraccion
insoluble de E. coli LMG194:: pMLO6, se llevé a cabo la solubilizacion de CtpG recombinante. La proteina
solubilizada se incubd con la resina Ni-NTA Qiagen, USA en condiciones denaturantes. Linea 1 Marcador de
peso molecular pretefiido Opti- Protein Marker ladder ABM®. La proteina fue eluida con 150 mM de
Imidazol y concentrada en centricon. SDS-PAGE 10% tefiido con Coomassie Brilliant Blue (A), Western blot
en membrana de nitrocelulosa (B), utilizando anticuerpo primario anti-6xHis de conejo, (Thermoscientific,
USA), diluciéon 1:1000; anticuerpo secundario de cabra anticonejo acoplado a peroxidasa de rabano
(Thermoscientific, USA) dilucion1:1000. Perfil de elucion de CtpG recombinante desde cuerpos de inclusion

©.
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6.2.8 Expresion de CtpG recombinante en micobacteria

Como uno de los objetivos de este trabajo de investigacion, se propuso hacer una aproximacion a la
especificidad idnica de CtpG, ya que varios estudios han reportado algunas condiciones de
induccion del gen ctpG [21,22,115] y con medios bioinforméaticos han predicho su posible
especificidad ionica [16], sin embargo, en este momento no se ha corroborado experimentalmente.
Para esto, se realizaron ensayos actividad ATPasa en vesiculas de membrana y viabilidad celular,

usando como sistema M. smegmatis mc?155 expresando CtpG.
6.2.9 Ensayos de actividad ATPasa dependiente de metales pesados

Como parte del analisis de la especificidad i6nica de CtpG, se realizaron ensayos de actividad
ATPasa dependiente de metales pesados, utilizando vesiculas de membrana de M. smegmatis

mc?155 transformada separadamente con pMLO1 (expresa CtpG) y el vector pMV261.

El ensayo de actividad enzimatica se basa en evaluar la cantidad de Pi que se libera de la hidrdlisis
del ATP, por el transporte de cationes metalicos a través de la membrana plasmatica. Para esto, se
evalué el efecto de cada uno de los siguientes metales: Cu®*, Co*, Ni**, Zn** y Mn?*, los que
hacen parte del grupo de sustratos posiblemente transportados por las ATPasas tipo P;5 de MTBC
[16,130], y son encontrados en el interior del fagosoma [11,12]. Por otro lado evaluamos la
actividad enziméatica en presencia de Cd** y Pb*, ya que estos cationes sensan el regulador
transcripcional de CtpG, CmtR [23,24]; y su influencia en la actividad de CtpG no habia sido
establecida hasta el momento. Estos cationes también se analizan en los ensayos de viabilidad

celular.

Los ensayos de actividad ATPasa se realizan en presencia de Brij-58, un detergente que
permeabiliza e invierte la orientacidn de las vesiculas de membrana [152,153], por lo que la regién
citosélica adopta una conformacién cis, contraria a la conformacion natural (trans) que se presenta
en las células. En consecuencia, los motivos involucrados en la unién de ATP guedan expuestos en
la membrana [152-154], permitiendo la realizacion exitosa del ensayo. Cuando se da inicio a la
reaccion por adicion de ATP, en presencia del cation a evaluar, CtpG transporta el cation desde el
medio de reaccion al interior de la vesicula como se muestra en la figura 5-2. En las células
completas, este proceso ocurre de manera contraria, ya que CtpG transporta el cation desde el
interior celular hacia el exterior. Como controles del ensayo se realizd la reacciéon con vesiculas de
membrana, pero sin el cation, para determinar el Pi liberado por enzimas diferentes a las ATPasas,

como las fosfatasas. También se realiz6 un control en ausencia de membrana, para determinar
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posibles contaminaciones de Pi en los reactivos utilizados, y como ultimo control, se realizo el
ensayo en ausencia de ATP, para asegurar que el Pi es liberado por el inicio de la reaccién, y no de

manera espontanea.

En la figura 6-19, se muestran los resultados de los ensayos de actividad ATPasa. La actividad de
CtpG se estimd como la diferencia entre la actividad en las vesiculas de la cepa recombinante
respecto a las vesiculas con el vector (Tabla 6-3).
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Figura 6-19. Ensayo de actividad ATPasa dependiente de metales pesados. Se realiz6 el ensayo con cada
uno de los siguientes metales Co**, Cu**, Mn*, Pb?*, Zn**, Cd*" y Ni?*, a una concentracién de 10 pM, sobre
vesiculas de membrana de M. smegmatis mc?155, expresando separadamente CtpG y el vector vacio (A). El
ensayo se hizo por triplicado técnico. Las barras de erros corresponden a la desviacion de los datos, expresada
como el SEM. Las diferencias estadisticamente significativas, se determinaron mediante la prueba t-student
con valores de p<0,05*. Expresion de CtpG recombinante en vesiculas de membrana de M. smegmatis
mc?155, se muestra cepa transformada con el vector vacio (pMV261) y plasmido recombinante (pMLO1) (B),
linea 1 Marcador de peso molecular pretefiido Opti- Protein Marker ladder ABM®, SDS-PAGE 10% tefiido
con Coomassie Brilliant Blue. La flecha roja indica la posicién probable de la proteina de interés.

Cation | Actividad de CtpG +
(U/mg proteina)
Co** 4,127 0,915
Cu® 6,250 1,429
Mn?* -0,548 1,560
Ni% -0,761 1,633
Zn* 1,522 1,458
Cd* 6,571 1,694
Pb* 6,210° 1,745

Tabla 6-3. Actividad ATPasa de CtpG estimulada por metales pesados. La actividad de CtpG se estimé
por la diferencia entre la actividad en las vesiculas de la cepa recombinante respecto a las vesiculas con el
vector. La desviacién de los datos esta expresada como el SEM. Las diferencias estadisticamente
significativas se determinaron mediante la prueba t-student con valores de p<0,05*.

Las vesiculas de membrana de las células control (transformadas con el vector pMV261) siempre

muestran un nivel menor de actividad ATPasa, respecto a las vesiculas con el plasmido
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recombinante (pMLO1), lo que sugiere participacion activa de CtpG en el transporte de cationes de
metales pesados. Como se muestra en la figura 6-19, la actividad de CtpG es estimulada
principalmente por Cd** > Cu** > Pb* > Co?*. Por el contrario, no existen diferencias significativas
en la actividad cuando las vesiculas de membrana de las células control y con pMLO1 son incubadas
con Mn?*, Zn®*y Ni**. En relacion con los ensayos de expresion génica, se esperaba que Cd** y Cu**
estimularan la actividad de CtpG, sin embargo, se observa que Pb*" y Co*" también la estimulan in
vitro. Esto sugiere que la enzima es capaz de transportar diferentes sustratos, dependiendo el
entorno en el que se encuentre. Este es el caso de Co®*, que no es expulsado del interior celular en
los ensayos in vivo, como se discutird mas adelante, pero si puede ser transportado por CtpG in

vitro.

En el proteoma de M. smegmatis se encuentran 3 ATPasas tipo Pz, CtpB (MSMEG2), CtpC
(MSMEG1), CtpD (MSMEG3), que poseen alta identidad con su contrapartes ortélogas en Mtb del
50,7%; 77,2% y 66,9% respectivamente [18]. De estas, solamente las dos ultimas han sido
caracterizadas, CtpC como Mn?*ATPasa [155] y CtpD como Co**/Ni**ATPasa [156]. Se estima que
MSMEG?2 puede ser una Cu*ATPasa. Ademas se ha reportado que CtpC, puede transportar en
menor medida Zn** [21].

6.2.10 Efecto de la expresion de CtpG en la tolerancia de M. smegmatis

mc?155 frente a concentraciones toxicas de metales pesados

Para determinar el efecto que tiene la expresion de CtpG en la tolerancia de M. smegmatis mc?155
frente a concentraciones toxicas de metales pesados, se realizaron ensayos de viabilidad celular en
presencia de concentraciones variables de cationes posiblemente transportados por enzimas
ATPasas tipo P;g de Mtb [16,130,133]. Para esto, se estim¢ la viabilidad de las cepas de M.
smegmatis transformadas con pMV261 y pMLO1 cultivadas en presencia de diferentes
concentraciones de metales. Como control positivo de crecimiento se consideraron las mismas

cepas cultivadas en ausencia del cation.

El crecimiento celular se estimé mediante medidas de absorbancia a un ODsgs . La concentracion
minima inhibitoria (CMI) fue establecida con base al crecimiento celular de las cepas, entendiendo
esta, como el valor mas bajo posible en el cual se inhibira el crecimiento bacteriano aparente
después de su incubacion [157]. Adicionalmente, se realiz6 un control para cada dilucion de cation

en ausencia de las cepas, con el propo6sito de evitar una sobreestimacion de la absorbancia.
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Figura 6-20. Ensayos de viabilidad celular en M. smegmatis mc?155 sobreexpresando CtpG. Los cultivos
de M. smegmatis mc®155 sobreexpresando CtpG (pMLO1) en circulos negros o vector vacio (pMV261) en
cuadrados grises, fueron inoculados a un OD595nm 0.05 y crecidos por 72 horas con agitacion en presencia
de Co®* (A), Cu* (B), Mn** (C), Pb* (D), Zn** (E), Cd** (F) y Ni** (G) que corresponden a los cationes
transportados por las ATPasas Pig. El crecimiento bacteriano se reporté en unidades de absorbancia. El
ensayo se realiz con 2 muestras bioldgicas independientes por triplicado. Las barras de desviacion muestran
el SEM, las diferencias estadisticamente significativas fueron estimadas desde *P<0.0005 con la prueba t
student.
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Cepa Concentracion minima inhibitoria (mM)
cu® | Pb* Ni¥ | Co* | cd® | Mn* | zn*
M. smegmatis (pMV261) 2,5 2 1,3 1 0,05 75 1,5
M. smegmatis (pML01) 2,5 2 1,3 1 0,3 75 1,5

Tabla 6-4. Determinacion de concentracién minima inhibitoria (CM1) en M. smegmatis mc?155. Se llevé
a cabo la determinacion de CMI en las cepas de M. smegmatis transformadas con pMV261 y pMLO1 frente a
metales pesados mediante medidas de absorbancia a ODsgs .

Los resultados de los ensayos de viabilidad celular se muestran en la figura 6-20, en la que se
aprecia que la presencia de Co?*, Mn?*, Zn®* y Ni** (Figura 6-20 A, C, E 'y G) en el medio de cultivo
no induce cambios significativos en el crecimiento celular, respecto a las células control. Lo que
indica que la expresion de CtpG no genera tolerancia aparente a estos metales en M. smegmatis
mc®155. También se observa que la CMI de Cu®* no varia entre las dos cepas (Figura 6-20 B y
Tabla 6-4). Sin embargo, la expresion de CtpG conlleva a aumentar la tolerancia en presencia de 1,5
mM de Cu?, por lo que hay una diferencia en el crecimiento de 0,47 unidades de absorbancia que
equivale aproximadamente al 50 % de crecimiento celular. En la figura 6-20 D, se observa que en
presencia de Pb?", existe una leve diferencia en el crecimiento a 1mM de la sal, gue equivale a 0,2
unidades de absorbancia. No obstante la CMI es la misma para las dos cepas. Cabe resaltar que los
ensayos con Pb* se realizaron ajustando el pH del medio a 5,5 para prevenir la precipitacion de la
sal, sin embargo se pudo apreciar que el pH levemente acido no afectd6 de manera visible la

viabilidad celular.

Finalmente en presencia de Cd** (Figura 6-20 F), se logra apreciar la mayor diferencia de
crecimiento celular, en comparacién con los demas metales evaluados; asi por ejemplo a una
concentracion de 0,03 mM de Cd*" la cepa control revela inhibicion en el crecimiento a un ODsgs nm
de 0,05 unidades, mientras que la cepa recombinante presenta un ODsxgs , de 0,587 unidades, lo que
equivale a un poco mas del 50% de poblacién celular inicial. La CMI para la cepa control es de 0,05
mM, entre tanto que para la cepa recombinante la CMI es de 0,3 mM, indicando que la expresion de
CtpG le confiere tolerancia de aproximadamente 6 veces a M. smegmatis frente a esta condicion de

estrés.

Cuando la tolerancia a un metal disminuye indica que el metal esta siendo internalizado por la
bacteria, lo que conlleva a un proceso de intoxicacion que resulta en muerte celular.
Consecuentemente, cuando se mantiene la tolerancia frente a concentraciones toxicas del metal,

esto indica que hay proteinas transportadoras de metales en la membrana que estan expulsando el
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metal desde el interior celular para mantener la homeostasis ionica [158]. De acuerdo a lo anterior,
se puede concluir de los ensayos de viabilidad celular, que la expresion de CtpG se asocia al eflujo
de metales como Cd** principalmente, sugiriendo que este metal puede ser uno de los sustratos mas

relevantes para la enzima.

Es importante resaltar que las concentraciones de metales pesados que soporta Mtb
intrafagosomalmente son mucho mas bajas, respecto a las CMI establecidas durante este estudio
para M. smegmatis (Tabla 6-4). Se ha establecido que 0,5 mM de Cu?" es una concentracion toxica
para Mtb [22,76], mientras que para M. smegmatis es una concentracion subletal (Tabla 6-4). Esto
se debe a que aunque ambas pertenecen al género Mycobacterium, Mtb es un patdgeno intracelular
facultativo [159], mientras que M. smegmatis es una bacteria sapréfita ambiental que se encuentra
en el suelo [160,161], por lo que el ambiente al que se ven expuestos ambos microorganismos es
diferente. No obstante, los ensayos de viabilidad celular muestran que la expresion de CtpG
aumenta la tolerancia a Cd®* y Cu** en M. smegmatis, respecto a las células control, estos resultados
pueden ser extrapolados a la funcién de detoxificacion que CtpG cumple en Mth. Esta afirmacion
también es soportada por el hecho de que M. smegmatis no tiene contraparte de CtpG [18], por lo
gue en los ensayos de actividad ATPasa y viabilidad celular, las diferencias entre la cepa con el
vector y la cepa recombinante, pueden ser atribuidas a la expresion de CtpG, dando mayor

confiabilidad en los resultados.
6.2.11 Determinacion de los parametros cinéticos

Es de particular interés evaluar el efecto de la concentracién de sustrato en la actividad de CtpG, ya
gue estos resultados pueden dar informacion Util sobre el grado de afinidad que presenta cada uno
de los iones posiblemente transportados por la enzima. En este sentido, nos centramos en elucidar
principalmente las constantes cinéticas para Cd** y Cu®, ya que de acuerdo a los resultados hasta
ahora obtenidos, no pueden ser descartados como sustratos preferencialmente transportados por
CtpG. Para llevar a cabo esta parte del objetivo, fue necesario establecer las condiciones éptimas de
reaccion, como concentracion de la proteina de membrana, pH, temperatura y concentracion de
sustrato. Se evaluo la concentracion de proteina de membrana desde 0-20 g, también el efecto del
pH de la reaccién (5.5-9), empleando 20 ug de proteina. Finalmente, se optimiz6 la temperatura
(4-60°C) para lo cual se us6 20 ug de proteina por reaccion. Se considerd como optima la condicion
en la cual se apreciaron mayores diferencias entre la actividad de vesiculas de membrana

expresando CtpG, respecto a las vesiculas de las células control.
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Teniendo en cuenta que en una investigacion de nuestro grupo, se habia establecido las condiciones
Optimas de reaccion para Cu®* (8 pg de proteina, pH 6.8 y 37°C) [115], solo fue necesario
establecer las condiciones de reaccion para Cd**. El efecto de la concentracién de sustrato fue

evaluado para ambos cationes.

= Efecto de la concentracion de proteina

Cuando la concentracion de sustrato es alta, la reaccion enzimatica depende Unicamente de la
cantidad de enzima disponible. Por esta razon, al aumentar la concentracién de proteina las
diferencias de actividad entre la cepa control y la cepa recombinante van aumentando. Previamente
se habia reportado que desde 4 pg de proteina de membrana era posible evaluar la actividad de
CtpA [17], una Cu-ATPasa de Mth. Aungue CtpG y CtpA son enzimas diferentes, ambas
pertenecen al subgrupo Pig de ATPasas y el método usado para evaluar la actividad enzimatica es
muy similar. En el caso de CtpG en funcién de Cd*", se estimé que desde 10 pg de proteina se iba
haciendo méas notoria su actividad (resultados no mostrados). En este sentido, se requiere usar
grandes cantidades de vesiculas enriquecidas con CtpG para contar con una concentracion de CtpG
significativa en los ensayos. Para la optimizacion de los pardmetros cinéticos se dispuso de 20 g
como cantidad maxima de proteina para cada reaccion, mientras que para la estimacion de las

constantes cinéticas se utilizaron 10 pg de proteina de membrana por reaccion.

= Efecto del pH

Se observé que la actividad de CtpG se favoreci6 principalmente a pH 7.4, cercano a la neutralidad.
Lo que es de esperarse ya que a condiciones fisiol6gicas, Mtb requiere conservar el pH para
mantener su viabilidad. CopA, una Cu® ATPasa de A. fulgidus presenta su maxima actividad en un
rango de pH de 6.1-6.5 [120], lo que sugiere que el pH 6ptimo de reaccion de las ATPasas tipo P,
esta determinado por las condiciones en las que el microorganismo se desarrolla. En el caso de Mtb,
este es un patogeno intracelular [159], mientras que A. fulgidus es una microorganismo termofilico,

metabolizador de azufre, encontrado en hidrotermales [120].

Cuando el bacilo tuberculoso es fagocitado por los macréfagos alveolares, se dan procesos de
acidificacion del fagosoma (pH 6-6.5) [162], pero Mtb ha mostrado bastante resistencia al ataque
acido debido a su compleja envoltura celular y una amplia respuesta transcripcional que le permite
mantener su pH intracelular frente a variaciones del medio extracelular. Uno de ellos, es un locus
aprABC (por su siglas en ingles acid and phagosome regulated ), el que es fundamental para el

crecimiento en el interior de los macréfagos, también en la agregacion celular y en la produccion de
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algunos componentes de la envoltura, principalmente lipidos de la pared celular [162]. aprABC es

regulado por el sistema de dos componentes PhoPR [70].

= Efecto de la temperatura

La temperatura dptima en la actividad ATPasa de CtpG en funcion de Cd** fue 37°C (resultados no
mostrados), la que corresponde con la temperatura fisiologica. Varias de las ATPasas tipo Pig,
presentan su mayor actividad a 37°C como por ejemplo CtpA [17] de Mtb y Pmal [19] el homélogo
de CtpF en M. smegmatis. Algunos microorganismos extreméfilos, presentan ATPasas tipo P
cuya actividad dptima es a una temperatura superior. Tal es el caso de CopA y CopB de A.

fulgidus, cuya maxima actividad es a 75°C, mientras que a 37°C son inactivas [120,163,164].

6.2.12 Determinacion de las constantes cinéticas

Las ATPasas interactian con dos sustratos durante el ciclo catalitico, uno de ellos es el ATP que
genera la energia necesaria para el transporte de los iones, y el segundo es el i6n especifico a
transportar. Cuando la enzima llega a la concentracion de saturacion de ATP, la cinética enzimatica
dependera solamente de la concentraciéon del i6n metalico [165]. Con base a este argumento, es
posible evaluar el efecto de la concentracion del sustrato en la actividad ATPasa de CtpG,
expresada en vesiculas de membrana de M. smegmatis mc®155 en relacion con vesiculas de
membrana de la misma cepa, con el vector vacio como control. Nosotros previamente hemos
realizado ensayos de actividad ATPasa en vesiculas de membrana para determinar las constantes
cinéticas de CtpA [17], CtpE, CtpF y CtpH [18] de Mtb; y Pmal [19] el homblogo de CtpF en M.
smegmatis. Por lo que es un protocolo estandarizado y que ha dado resultados confiables de las

enzimas estudiadas.

De acuerdo a las condiciones de reaccién establecidas, se llevd a cabo la determinacion de las
constantes cinéticas K,y Vs de CtpG en funcién de Cd** y Cu®*, mediante las herramientas que
ofrece el programa GraphPad Prism 6 version 6.01 (La Joya, California USA), disponible en

www.graphpad.com.

Como se muestra en la figura 6-21 A, la actividad ATPasa de CtpG en funcién de Cd** y Cu**

muestra una cinética aparente del tipo Michaelis- Menten:

Vméx [S ]

Y0 K + [S]
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Donde v, es la velocidad de reaccion, Vs €s la velocidad méaxima, [S] es la concentracion de

sustrato, es decir la concentracién del cation metalico y K, es la constante de Michaelis. Cuando

1

Vo = 5 Vinax, Kn representa la cantidad de sustrato [UM] necesario para unirse a la mitad de enzima

disponible y producir la mitad de Vs [165].

En la cinética de CtpG en funcién de Cd?, se obtuvo los valores Vs 0.856 + 0.011(U/mg de
proteina) y K, 0.108 + 0.007 pM; mientras que en funcién de Cu®* se obtuvo los valores Vi
1,051+ 0,155 (U/mg de proteina) y K, 0,981+ 0,422 puM. En la cinética de CtpG en funcién de Cu?*,
se evidencia que varios de los datos se salen de una tendencia tipo Michaelis- Menten. Para esto, fue

necesario hacer una linealizacion con el método de Hanes Woolf [166]:

S 1 Ky
[]:[S]

v Vimax ~ Vimax

Esta linealizacion permitié confirmar que la cinética de CtpG dependiente de Cd*, es del tipo
Michaelis-menten ya que todos los datos fueron linealizados con R* igual a 1, mientras que en la
cinética de CtpG dependiente de Cu®*, varios de los datos quedaron fuera de la linealizacion (Figura
6-21 C y D). De acuerdo con las constantes de afinidad resultantes, se puede concluir que CtpG es
més afin por Cd*", ya que presenta una K,, més baja en comparacion a la K, obtenida en funcién de
Cu?". Para la estimacion de la constante de recambio K, se consideré que la concentracion de
CtpG es homogénea en las vesiculas de membrana, por lo que se hizo una aproximacion de la
eficiencia catalitica de la reaccion dependiente de Cd** 6 Cu®* mediante la relacion Vs /Kn [165].
En este sentido, la posible eficiencia catalitica de CtpG en funcién de Cd** seria 7,898 + 1,576 y en
funcion de Cu®* serfa 1,0717 + 0,3672, esto sugiere que Cd®* puede ser mas eficientemente

transportado por la enzima.
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Figura 6-21. Efecto de la concentracién de Cu* y Cd*" en la actividad ATPasa sobre vesiculas de
membrana enriquecidas con CtpG. Cinética de la reaccién enzimatica en funcién de Cu** y Cd*" (A).
Determinacion de las constantes cinéticas K, y Ve mediante el programa GraphPad Prism 6 versién 6.01
(B). Linealizacion de la actividad enzimatica empleando el método de Hanes Woolf en funcién de Cu?* (C) y
en funcién de Cd** (D). Los ensayos se realizaron por triplicado técnico. Las barras de erros corresponden a la
desviacién de los datos, expresada como el SEM. Las diferencias estadisticamente significativas, se
determinaron mediante la prueba t-student con valores de p<0,05*.

En comparacion con las constantes cinéticas para otras ATPasas Tipo P;g de Mth, determinadas de
manera similar respecto a este estudio, se observa que CtpA en funcion de Cu® presenta valores de
K., de 0,0468 + 0,00168 UM y Vs de 10,3 £0,16 U/mg de proteina [17]. CtpG presenta valores
superiores de K, para los cationes evaluados Cd** y Cu?, por lo que se esperaria obtener valores de
Vmax Mayores, no obstante estos son inferiores respecto a los de CtpA indicando menor actividad
enzimética. CtpD una Co?*ATPasa de Mtb presenta valores K, de 4,1 0,9 UM y V.5 de 0,62 +0,03
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U/mg de proteina (las unidades enzimaticas fueron reportadas como pmol/h, en contraste con CtpG,
cuyas unidades enzimaticas son nmol/min), estas constantes fueron determinadas a partir de

proteina pura [156].

En este momento son muy pocas las Cd®** ATPasas que se han estudiado en microorganismos:
CadA de S.aureus [123], ZntA de S. sonnei [105] y ZntA de E.coli [167]. De las anteriores, solo de
la Gltima se han reportado constantes cinéticas; de las otras dos se conoce que su actividad
enzimatica es dependiente de Cd**, Pb®* 6 Zn®*. ZntA de E. coli, presenta valores de K,, de 6,9 + 0,6
UM y Vp5s de 0,88+ 0,1U/mg de proteina (las unidades enziméaticas fueron reportadas como
umol/h), cuando la actividad enzimética es dependiente de Pb** [167]. Esto muestra que el valor de
Vimax €S superior respecto al valor obtenido de CtpG dependiente de Cd** (0,856 U/mg de proteina,
unidades enzimaticas expresadas como nmol/min). Respecto a los resultados de actividad de CtpG
en funcién de Cu®*, CopB, una Cu** ATPasa de A. fulgidus presenta valores de Ky, y Vins S0n 0,28 +
0,09 uM y 5 £+ 0,4 U/mg de proteina [163], respectivamente. Se puede inferir que cuando las
constantes cinéticas se han determinado a partir de vesiculas de membrana son inferiores respecto a
aquellas que han sido determinadas desde proteina pura. Por lo que son valores relativos y aparentes
[168].

Como se describid en la parte bioinformatica, CtpG presenta el motivo APCAL, por lo que carece
de una de las cisteinas necesarias para la coordinacion del Cu. Aunque no es muy clara la
interaccion de este motivo con el metal, puede ser que esto explique porque Cu?* no es el principal
sustrato de la enzima de acuerdo a los resultados de esta investigacion. Es importante resaltar que
en las Cu?* ATPasas el motivo de unidn a metal presenta una sustitucion de histidina (CPH), el que
continua siendo diferente al motivo de unién de CtpG. Otro motivo que es importante para el
transporte de Cu es el motivo MBD, el que se encuentra solamente en CtpA y CtpB de Mth. No
obstante CtpV, una Cu*ATPasa que es enzimaticamente activa, carece de este motivo, por lo que se

le ha atribuido una funcion regulatoria.

Hasta el momento se han reportado las constantes cinéticas de 3 de las 7 ATPasas tipo Pz de Mth
(CtpA, CtpC, CtpD). Se espera que los resultados de esta investigacion contribuyan a la

determinacion de estas en CtpG.
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6.2.13 Disefio de péptidos antigénicos derivados de CtpG

Actualmente, nuestro grupo no cuenta con herramientas inmunoldgicas diferentes a las comerciales,
gue permitan analizar el nivel de expresion de alguna de las ATPasas tipo P nativas de Mth. Por esta
razén se propuso producir péptidos antigénicos derivados de CtpG, los que podran ser usados para

la produccion de anticuerpos policlonales.

En la respuesta inmune una proteina puede ser reconocida de forma localizada, es decir que dentro
de su secuencia se reconoceran regiones puntuales que pueden ser lineales o continuas, lo que
dependera de las propiedades especificas de los residuos de aminoacidos como la hidrofilicidad,
carga, superficie expuesta y estructura secundaria en la secuencia [169,170]. También se puede
presentar un reconocimiento estructural o discontinuo basado en la estructura terciaria [169]. Cada
una de estas regiones se denomina epitope, las que seran reconocidas por los anticuerpos mediante
regiones determinantes de la complementariedad CDR (por sus siglas en inglés Complementarity
Determining Region). Es decir que en una respuesta humoral se generaran anticuerpos especificos
para cada epitope, obteniendo como resultado el reconocimiento de la proteina completa [170]. El
disefio de péptidos antigénicos se basa en el anterior argumento, por lo que cada secuencia

sintetizada representara un epitope de la proteina original [170].

En el disefio de los péptidos se desarrolld la siguiente estrategia: inicialmente se realizd la
prediccion de regiones antigénicas de la proteina mediante el servidor bioinformatico ofrecido

por Immunomedicine Group Tools (imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl). Este hizo la prediccién

basado en el método semi-empirico propuesto por Kolaskar y Tongaonkar [109], el que tiene como
parametros de seleccion la hidrofilicidad, flexibilidad y accesibilidad de los residuos de
aminoacidos al solvente [109,170] (Ver Figura 6-22 A). Ademas el predictor tiene en cuenta
residuos de aminoacidos que experimentalmente han sido encontrados en epitopes de proteinas. De
acuerdo con estos parametros, el predictor asigna una puntuacion a cada residuo que corresponde a
la probabilidad de ser encontrado en una regién antigénica. Aquellos con un valor por encima de 1
se consideran potencialmente antigénicos (Cisteina (C), Leucina (L), Valina (V) principalmente), ya
que pertenecen a regiones expuestas y que estdn en epitopes comprobados. Seguidamente, se
encontré que CtpG tiene un valor promedio de 1.0528 de propensidad antigénica, es decir que la
mayoria de residuos que conforman la proteina tienen una puntuacién igual o superior a 1, por lo
que se predice ser una proteina con potencial antigénico. El predictor también entrego una lista de
35 posibles epitopes de CtpG (Ver Figura 6-22 B).


http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl
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Ademas se realizo la superposicion de los modelos 3D predichos para CtpG, con el proposito de
seleccionar manualmente los loops extracitoplasmaticos, ya que en una respuesta humoral serian los
primeros en ser reconocidos [171] (Ver figura 6-22 C y D). De las regiones mas expuestas, se
seleccionaron 6 posibles epitopes (ETSDACCDGEDNEDREP, LVAAWAYPLWPVVL,
SLKRAEGRVGVGTMTIAAL, LGAVALGELGE, GTGSVLGNPLVWIERA y TVLMPLALFG-
ILGLAAVYV), luego se compararon con la lista de epitopes antigénicos predichos, encontrandose
que los 5 ultimos estaban incluidos. Sin embargo los 6 epitopes expuestos se tuvieron en cuenta en

el proceso de sintesis como se discute mas adelante.

A
PREDICTED ANTIGENIC PEPTIDES
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B C
N POSICION SEQUENCIA POSICION
INICIAL FINAL
1 4 VVDAEVQLTVVSD 16
2 32 AGRAVAIE 39
3 41 TVGKVAGVQAVHAYPRTASIVIWYSRAICDTAAILSATL 94
DAETVPAAAVPAYAS
4 101 KAGVVQKI 108
5 115 TLSGVRRDVAA 125
6 148 QLWQVAKLRR 157
7 159 AFSGVLLTASLVAAWAYPLWPVVLGLKALALAVGAS 203
TFVPSSLKR
8 205 AEGRVGVGT 213
9 215 MTIAA 227
10 230 EAATLAFLFSIS 241
11 255 GLRALLSLVPDQATVL 270
12 275 ETIVASTELHVGDQMIVKP 293
13 308 TALDVSA 314 y
14 316 TGESVPVEV 324 <
15 326 PGDEVFA 332
16 336 NGLGVLQVGVTA 347
17 354 LARIVHIVEA 363
18 370 ASQRLADCIARPLVPSIMIAAALIAGTGSVLGNPLVWIE 446
RALVVLVAAAPCALATAVPVTVVASIGAASRLGVLIKG
19 454 GTIRAVAL 461
20 469 ANRPVVIDV 477
21 485 REEVLAVAAAL 495
22 499 SEHPLAVAVLAA 510 D
23 516 AASDVQAVPGA 526
24 533 DGRVVRL 539
25 546 DAAELADHVACMQ 558
26 560 AGATAVLVERDQQLLGAIAVRD 581 i 7
97 584 RPEAAEVVAG 593 N &
28 597 GGYQVTM 603 FT‘\DA('('DGI‘D)’EDRL\P«
29 610 ATAAATAAQAGIEQVHAE 627 { -~y \
30 632 DKAHLVAQLRA 642 7 i L
31 654 NDAPALAAADL 664 W (4 " f
32 673 TDVAIETADVALM 685 \ !
33 688 DLRHLPQALDH 698
34 703 RQIMVQNVGLSLSITVLMPLALFGILGLAAVVLVHEF 748 .
TEVIVIAN LA\
35 754 RIKPLAG 760 P
- / s
%LKRAEGR\'G\'GTM;[L;AL‘ Vi \" v 4
Vil 5 QG LVAAWAYPLWEVVL
/ \ e \ - P
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Figura 6-22. Prediccion de regiones antigénicas de CtpG. A Diagrama de propensidad antigénica de CtpG,
de acuerdo al método propuesto por Kolaskar y Tongaonkar [109]. Valores superiores a 1 indican que el
residuo es potencialmente antigénico. B Lista de posibles epitopes de CtpG: esta posee 35 secuencias con
propiedades antigénicas predichas. C. Superposicion de los modelos de estructura terciaria predichos para
CtpG (Modelos obtenidos por homologia mediante el servidor Phyre? y Swiss model, usando como plantilla
CopA de A. fulgidus, PDB ID 3j09) y seleccion de regiones mas expuestas. D. Vista superior de las regiones
expuestas, cada secuencia seleccionada se muestra de color: Naranja en ETSDACCDGEDNEDREP, rojo en
LVAAWAYPLWPVVL, en verde SLKRAEGRVGVGTMTIAAL, en amarillo LGAVALGELGE, en azul
GTGSVLGNPLVWIERAy en cian claro TVLMPLALFGILGLAAVV.

6.2.14 Sintesis de péptidos en fase solida (SPFS)

La elaboracién de péptidos sintéticos ha sido muy importante en la investigacion, especificamente
en el desarrollo de nuevos farmacos, antimicrobianos, epitopes de proteinas y como candidatos a
vacunas [172]. Hay varios métodos de produccion de péptidos, entre ellos, la sintesis enzimatica,
sistemas de expresion acelulares [170] (basada en procesos de traduccién in vitro para produccién
de polipéptidos funcionales [173]) y sintesis quimica, esta Ultima es una rama bien consolidada
[170,172].
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La sintesis de péptidos en fase solida (SPFS) fue creada por Bruce Merrifield en 1963 [174,175],
basada en el anclaje de uno a uno de los aminoécidos en un soporte sélido que es insoluble e inerte
y permite lavar y filtrar los desechos de acoplamiento, elongando la cadena peptidica sobre el
soporte, en contraste a la sintesis en solucion en la que era necesario purificar el producto de la
ligacion en cada paso.
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Figura 6-23. Sintesis de péptidos en fase sélida, tomado de [170]

En la SPFS se unen secuencialmente los aminoécidos a una resina en direccion del carboxi terminal
al amino terminal, contrariamente a como ocurre la sintesis proteica en el ribosoma. A la postre se
repiten pasos de lavado, desproteccién, acople, lo que permite sistematizar el proceso. Los

aminoacidos estan protegidos en el a-N y en las cadenas laterales para evitar reacciones indeseadas.

Actualmente, se usan dos estrategias de proteccion que son t-Boc/Bzl (ter-butoxicarbonilo/bencilo)
y Fmoc/t-Bu (9-Fluorenilmetoxicarbonilo/ter-butilo), que poseen una zona labil a las bases o a los
acidos. En la primera estrategia t-Boc protege el a-N y Bzl las cadenas laterales, estos pueden ser
retirados con acido trifluoroacético (TFA); en la segunda estrategia, el grupo Fmoc protege el a-N y
t-Bu las cadenas laterales, los que pueden ser removidos con piperidina y TFA respectivamente. El

TFA también es empleado en la separacion del péptido de la resina (clivaje) [170,176].
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Figura 6-24. Estrategia Fmoc/t-butil, sintesis en fase sélida. Tomado de [177]

6.2.15 Sintesis y caracterizacion de péptidos antigénicos derivados de

CtpG

El disefio bioinformatico de los péptidos elucid6 6 posibles secuencias con capacidad antigénica
derivadas de CtpG, las que fueron consideradas para ser sintetizadas por la técnica SPFS.
Inicialmente se asigné un codigo a cada secuencia (Tabla 6-5), ya que se registraron en la
peptidoteca del Nucleo de Biotecnologia Curauma en la Pontificia Universidad Catélica de
Valparaiso, en Chile, donde se realizé la sintesis y caracterizacion de los péptidos. Algunas de las
secuencias fueron modificadas, como la correspondiente al péptido 2256, en la que los dos residuos

de cisteina fueron sustituidos por residuos de treonina ya que la cisteina tiene la capacidad de

formar enlaces disulfuro, lo que llevaria a la polimerizacion del péptido.

Péptido Posicion Secuencia (N-Term a C-Term) | N° Residuos | Peso Molecular

(g/Mol)
2256 130-146 ETSDATTDGEDNEDREP 17 1880,74
2257 169-182 LVAAWAYPLWPVVL 14 1597,94
2258 200-220 SLKRAEGRVGVGTMTIAAL 19 1930,28
2259 220-230 LGAVALGELGE 11 1028,16
2260 395-410 GTGSVLGNPLVWIERA 16 1668,89
2261 718-735 TVLMPLALFGILGLAAVV 18 1798,28

Tabla 6-5. Péptidos antigénicos derivados de CtpG. Se muestra la secuencia de cada péptido y la posicion

que ocupa en la proteina original, también su peso molecular y el cddigo asignado.
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Posteriormente se realizé la sintesis de los péptidos en sintetizador Liberty Blue™ Automated
Microwave Peptide Synthesizer (CEM Corp., Matthews, NC, USA) usando DIC como activador del
grupo carbonilo y OXIMA para evitar racemizaciones. El péptido 2261 fue ademés sintetizado de

manera manual, como lo muestra la siguiente figura:

R 111
IR

LN

-

Figura 6-25. Sintesis de péptidos en fase solida (SPFS). La SPFS se puede realizar de manera manual en
jeringa (A) o de manera automatica en sintetizador (B).

Como resultado se logré sintetizar cada uno de los péptidos, sin embargo el péptido 2261 resulto
muy insoluble. Por esta razon se realizd una modificacion en el amino terminal de su secuencia,
acoplando adicionalmente cisteina y glicina (aumentan solubilidad), aumentando su peso molecular
a 1958,51g/mol. Aun asi el péptido modificado fue muy insoluble, y no pudo ser caracterizado, por

lo que fue descartado del estudio.

Los péptidos fueron analizados inicialmente por cromatografia en fase reversa RP-HPLC. Los
cromatogramas mostraron varios picos, por lo que se procedié a realizar una cromatografia
preparativa partiendo de 10 mg de péptido. Para esto se realiz6 la purificacion en columnas Sepak
C-18 (Clean-Up® CEC18153 extraction columns, UCT, Bristol, PA, USA) en fase reversa, usando
acetonitrilo como solvente de 0-100%. El péptido 2259 fue solamente desalinizado en columna de
Sephadex G-10 basado en el principio de exclusion molecular. A continuacién se muestra el tiempo
de retencion de cada péptido después de su purificacion o desalinizacion, también el porcentaje de
rendimiento de la purificacidn, teniendo como base la cantidad inicial de péptido crudo, respecto a

la cantidad obtenida tras el tratamiento.
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Péptido Meétodo De Tiempo De % Masa Masa
Purificacion Retencion (Min) | Rendimiento | tedrica* ESI-MS
2256 C-18: 20% ACN 4.125 75 1880,74 1879,8
2257 C-18: 40% ACN 7.94 43.6 1597,94 1597
2258 C-18: 30% ACN 6.26 32.2 1930,28 1930,3
2259 Desalinizacion G-10 5.87 95 1028,16 1027,2
2260 C-18: 30% ACN 6.87 28 1668,89 1667,9

Tabla 6-6. Purificacién de los péptidos. Todos los péptidos fueron purificados por cromatografia en fase
reversa en columnas C-18, usando gradiente de acetonitrilo-agua (0-100%), excepto el péptido 2259, el que
solamente fue desalinizado en columna G-10. Se muestra el tiempo de retencion de cada péptido en el
cromatograma tras su purificacion y el porcentaje de rendimiento de acuerdo a la cantidad de péptido
crudo.*Masa tedrica calculada con http://pepcalc.com/de Innovagen.

La tabla 6-6 muestra el tiempo de retencidén durante la cromatografia de cada péptido, el que
también puede dar indicios sobre su hidrofobicidad. Asi por ejemplo se aprecia que el péptido 2256
es menos hidrofébico, respecto a los demas péptidos, siendo retenido hasta el minuto 4.125.

También el péptido 2257 es uno de los mas hidrofébicos por lo que es retenido hasta el minuto 7.94.

Posterior a la purificacién o desalinizacion, se sometié una pequefia fraccion de la muestra al equipo
de RP-HPLC, obteniendo cromatogramas con un solo pico en la mayoria de las muestras, el que
representa al péptido de interés (Figura 6-26 a 6-30, seccion A y B). El péptido 2258 tiene en su
secuencia un residuo de metionina, por lo que en el cromatograma, después de purificar se aprecian
dos picos que corresponden a los estados reducido y oxidado del aminoacido. El rendimiento de la
purificacion fue variable, sin embargo la cantidad obtenida es suficiente para la produccion de

anticuerpos policlonales, en la que se requieren alrededor de 100 ug por inoculacion [178].

En los casos en los que se presentd mas de un pico en los cromatogramas, aln después de su
purificacion, esto se debe a posibles deleciones del péptido o a subproductos, por lo que
paralelamente se confirmé el peso molecular de cada péptido por espectrometria de masas (ESI-
MS) (Figura 6-26 a 6-30, seccién C). Se encontré que el peso molecular corresponde a cada
péptido. Especificamente los péptidos 2256, 2257, 2259 y 2260 perdieron una unidad de su peso
debido a la pérdida de un proton hidrégeno durante la ionizacién. También se observd que los
péptidos 2256 y 2258 presentaron algunas deleciones que aparecen en el espectro de masas, sin
embargo un 80% de pureza, es suficiente en péptidos sintéticos destinados para anticuerpos

policlonales.

Finalmente se caracterizd la estructura secundaria de cada péptido mediante el espectro de

dicroismo circular (DC), en una solucion de 30% de trifluoroetanol (TFE), la que retira moléculas
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de H,O del péptido, forzandolo a tomar una estructura secundaria especifica (Figura 6-26 a 6-30,
seccion D). Los cromdforos de interés en el estudio de proteinas y péptidos incluyen el enlace
peptidico que absorbe por debajo de 240 nm, también cadenas laterales de aminoacidos aromaticos
como fenilalanina, tirosina y triptéfano, los que absorben en el espectro UV cercano (260-320 nm)
y los puentes disulfuro que absorben alrededor de 260 nm. Por lo tanto la absorcion en la region de
240 nm e inferior, se debe principalmente al enlace peptidico, en el que se presentan dos
transiciones importantes: n-n*, el que absorbe alrededor de 220 nm, y n- ©* que absorbe es
alrededor de 190 nm [179]. Consecuentemente, en el espectro DC del péptido 2256 se aprecian tres
minimos, a 190 nm (transicion negativa ©- n* con [0] aproximado de -12500), 197 nm (transicion
negativa n- * con [0] aproximado de -34000) y 212,5 nm (transicion negativa n-m* con [0]

aproximado de -10000), correspondiente a una estructura irregular.

En el espectro DC del péptido 2257 se aprecia un maximo, a 190 nm (transicion positiva - ©* con
[6] aproximado de 1000), y dos minimos a 202 nm (transicion negativa - ©* con [0] aproximado de
-9500) y 230 nm (transicion negativa n-n* con [0] aproximado de -1250), correspondiente a una

estructura irregular.

En el espectro DC del péptido 2258 se aprecia un maximo, a 190 nm (transicion positiva - 1* con
[6] aproximado de 100), y dos minimos a 200 nm (transicion negativa - * con [0] aproximado de
-25000) y 213 nm (transicion negativa n-n* con [0] aproximado de -3000), correspondiente a una

estructura irregular.

En el espectro DC del péptido 2259 se aprecian tres minimos, a 190 nm (transicién negativa mt- ©*
con [6] aproximado de -2000), 199 nm (transicion negativa ©- n* con [0] aproximado de -21000) y
215 nm (transicion negativa n-n* con [0] aproximado de -3000), correspondiente a una estructura

irregular.

Por ultimo, en el espectro DC del péptido 2260 se aprecia un maximo, a 192 nm (transicion positiva
n- * con [0] aproximado de 24000), dos minimos a 206 nm (transicion negativa - ©* con [0]
aproximado de -17000) y 215 nm (transicion negativa n-t* con [0] aproximado de -15000), por lo
que parece ser un hibrido entre una estructura irregular y una a-hélice (presenta dos minimos a 208
nmy 222 nm [179]).

Los parametros principales que determinan la estructura secundaria de una proteina o péptido son la
relacion entre los &ngulos diédricos Phi y Psi, la energia de enlace que conlleva a la formacién de

puentes de hidrogeno, interacciones entre cadenas, efectos estéricos e interacciones hidrofébicas
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con la estructura terciaria [180]. En este sentido, teniendo en cuenta que los péptidos estan aislados
del entorno de la proteina original, la estructura secundaria dependerd de la secuencia de
aminoacidos, por lo que se esperaria que tuviera estructuras irregulares debido a la presencia de
prolina y glicina, pero también parte de estructura de a-hélice por el alto contenido de residuos
hidrofébicos como alanina y leucina, en menor proporcion se esperaria formacion de hojas p por la
presencia de valina [181,182]. Sin embargo, la mayoria de péptidos presentaron una estructura
secundaria irregular mediante DC, sugiriendo que a las condiciones del ensayo y debido al ambiente
que genera la presencia de TFE, sea la conformacion mas estable. Lo anterior se correlaciona con el

andlisis bioinformatico, en el que se habian seleccionado estructuras expuestas de la proteina.

Finalmente se resalta que el alineamiento de CtpG con ATPasas tipo Pz de Mth (Figura 6-3),
evidencio que el péptido 2256 es una secuencia no conservada, por lo que es especifica de CtpG y
podria considerarse como un marcador de la proteina durante la infeccion.
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Figura 6-26. Caracterizacion del péptido 2256. Cromatograma antes de purificar (A) y purificado en

columna de C-18, fraccion 20% de acetonitrilo (B). Espectro de masas detector PDA (C) y analisis de
estructura secundaria por dicroismo circular (DC) (D).
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Figura 6-27. Caracterizacion del péptido 2257. Cromatograma antes de purificar (A) y purificado en
columna de C-18, fraccion 40% de acetonitrilo (B). Espectro de masas detector PDA (C) y anélisis de

estructura secundaria por DC (D).
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Figura 6-28. Caracterizacion del péptido 2258. Cromatograma antes de purificar (A) y purificado en
columna de C-18, fraccion 30% de acetonitrilo (B). Espectro de masas detector PDA (C) y analisis de

estructura secundaria por DC (D).
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Figura 6-29. Caracterizacion del péptido 2259. Cromatograma antes de purificar (A) y desalinizado en
columna de G-10 (B). Espectro de masas detector PDA (C) y analisis de estructura secundaria por DC (D).

A B

sl v (R TATE

-100 L mmg] e R " R [min]
C D

: 25000 ~ 2260 TFE30%

] loes Toiricos = 16679 8350 5570 200001~ "\\ e P

] Jones Tedricos = 16679 8350 537 L b 0.095
200000007 Y TE:: 0.133

] 10000 ‘\\ PP2 0.055

] a L \ Unrd 0.382

] ] \

] = O "\ amsp T o280 T
10000000+ § r \ NRMSD 0.064

] B -10000— \

] 3 B N

il I 20000 1 : 1 . 1
" 180 200 220 240 250

e e e Pt
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900

s W avelength [nm]

Figura 6-30. Caracterizacion del péptido 2260. Cromatograma antes de purificar (A) y purificado en
columna de C-18, fraccion 30% de acetonitrilo (B). Espectro de masas detector PDA (C) y analisis de

estructura secundaria por DC (D).
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7. Conclusiones y Perspectivas

7.1 Conclusiones

El analisis bioinforméatico permitié identificar y diferenciar motivos funcionales de ATPasas tipo P
en CtpG y elucidar la ausencia del dominio MBD. Adicionalmente, se ubicaron los motivos
involucrados en la unién del metal como APCAL, QN(X)sS y HEFTE, los que no se correlacionan
totalmente con ATPasas tipo P cristalizadas.

El anélisis de la expresion génica indicd que una concentracion subletal de Cd** induce la expresion
de ctpG 2,88 veces (+0,544). Esta informacion fue Gtil como parametro de partida para elucidar la
especificidad ionica de la proteina.

Se estandarizaron las condiciones de CtpG recombinante en el sistema procariota E. coli LMG194
como concentraciéon de inductor, temperatura y tiempo de induccién. En la fraccion asociada a
membrana la proteina se expresa desde las 8 horas a 20°C en presencia de 0.3% de L-arabinosa
como inductor. En la fraccion asociada a cuerpos de inclusién la proteina se expresa desde las 6

horas, sugiriendo que su expresion es principalmente en forma de cuerpos de inclusion.

Los ensayos de actividad ATPasa revelaron que Cd*, Cu?*, Co* y Pb*" inducen la actividad de
CtpG. La constantes cinéticas fueron determinadas para CtpG dependiente de Cd*, obteniéndose
valores de Vs 0.856 = 0.011(U/mg de proteina) y K, 0.108 + 0.007 uM; en contraste la actividad
de CtpG dependiente de Cu®* elucido valores Vys 1,051+ 0,155 (U/mg de proteina) y K, 0,981+
0,422 pM. Sugiriendo que Cd** puede ser el principal sustrato de CtpG, lo que se relaciona con el

regulador transcripcional CmtR, que sensa este metal.

Los ensayos de viabilidad celular en M. smegmatis mc*155 mostraron que la expresion de CtpG
aumenta la tolerancia a Cd** y Cu®" in vitro, lo que puede ser extrapolado a la funcion que

desemperfia CtpG en Mtb.
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Los péptidos antigenicos derivados de CtpG se disefiaron y sintetizaron exitosamente, por lo que
son una herramienta disponible para la produccion de anticuerpos que permitan el reconocimiento

de la proteina.
7.2 Perspectivas

Teniendo en cuenta las herramientas obtenidas durante este trabajo se propone:

A corto plazo, analizar los residuos de aminoéacidos de CtpG directamente implicados en el

transporte del metal por dindmica molecular.

A mediano plazo, corroborar la informacion obtenida sobre la especificidad i6nica de CtpG
mediante ensayos de acumulacion intracelular del posible metal transportado en mutantes o células
sobreexpresando el transportador en la membrana plasméatica. También con los péptidos
sintetizados, desarrollar herramientas inmunolégicas que permitan identificar la proteina nativa

durante los estadios de la infeccion o bajo diferentes condiciones de estrés.

A largo plazo se espera que este trabajo contribuya al conocimiento de los mecanismos de defensa
de Mtb en su interaccion con el hospedero, para proponer nuevas dianas terapéuticas que permitan

generar una eficiente vacuna contra la tuberculosis.
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A. Anexo: Informacion de marcadores de peso
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Figura A-1.Marcadores de peso molecular utilizados a lo largo del presente estudio. De izquierda a
derecha: Marcador de ADN, GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermoscientific, USA). Marcadores de proteina
pretefiidos: Page RulerTM Plus (Thermoscientific, USA) y Opti- Protein Marker ladder ABM®
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Figura A-2. Informacién del pldsmido recombinante usado en este estudio para la expresion de CtpG
en micobacteria (pMLO01). Se muestra el vector pMV261 en donde se realizé la clonacion [115]. Mapeo con

enzimas de restriccion
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Figura A-3. Informacion del pldsmido recombinante usado en este estudio para la expresion de CtpG
en E. coli (pMLO6). Se muestra el vector pBAD en donde se realizd la clonacion [115]. Mapeo con enzimas

de restriccion.
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Figura A-4. Secuenciacién de pMLO06 con cebador directo. Los resultados de la secuenciacion y la
secuencia de ctpG se alinearon en el servidor Clustal Omega de EMBI. A continuacion se muestran los
resultados de la secuenciacion: Alineamiento del resultado de secuenciacion de pML06 y la secuencia
esperada. El resultado superior corresponde a la secuencia de pMLO6 vy el resultado inferior corresponde a la
secuenciacion usando el primer pBAD Comp Up.

CLUSTAL ©f1.2.3) multiple sequence alignment

Esperado TTTTTTEaEC T AACAEAIEAAT TALRCCATAGATCCOAGCTCaATAGTEACTACTETAGT
Secuenciacién 0 0--------------o— - TAACCCaAICTOOAaAITaOACTACTATAIT
ks ok ok sk kb ok ok ok sk ok ook ook ok ok

Esperado TaACECCaAaaTCCAGCTAACCATTATATCCGATICATCCGEECaaATECETaTaCAGEC
Secuenciacidn TaACECCaAaaTCCAGCTAACCATTATATCCGATICATCCGEECaaATECETaTaCAGEC
sk ohe sk b sk o sb ok obe s oo sk obe o b obe sk b sk b b ok b sk o b ok b sk ook sk obe sk ok sk ob ok b b ok b sk b ob o obe sk o sk e ok sk ok ok ke

Esperado CACCOEaTTTCAITTCEACECAEGACGEEC CaTTaCaAT CaAaaACACCaTCGECARGET
Secuenciacidn CACCOEaTTTCAITTCEACECAEGACGEEC CaTTaCaAT CaAaaACACCaTCGECARGET
sk ohe sk b sk o sb ok obe s oo sk obe o b obe sk b sk b b ok b sk o b ok b sk ook sk obe sk ok sk ob ok b b ok b sk b ob o obe sk o sk e ok sk ok ok ke

Esperado GaCCaETaTaCAIaCCaTaCATACCTATCCGEaaACEaCATCCATTATGATCTAETATTC
Secuenciacidn GaCCaETaTaCARECCaTACATACCTATCCGEGaACEaCATCCATTATGATCTAETATTE
e ob 3 4o o o o o s oS8 s o S 0o sk oo 4 o8 ok 0o o o o 8o oS o oS S sk o S o o 8ok b o oo sk o ok 8 o sk o oo e

Esperado ACECECAATCTEOAACACCACTACCATCCTATCGaCAAT CATCGATACCEAGACCETCCC
Secuenciacidn ACECECAATCTECAACACCACTACCATCCTATCAaCAAT CATCAATACCEAGACCETCCC
i b o b s o b o b s o o s o o b ob o oo b b ok b o o b o b s o o8 o b ok o o8 ok o o b o ok oo ok o o ok s o o o o o o o ok o ok

Esperado TACEaCaaCaaTaCCCaCaTATACT TCACaCTCaaCCATARCCOCAMITCCAEaaTAGT
Secuenciacidn TACEaCaaCaaTaCCCaCaTATACT TCACaCTCaaCCATARCCOCAMITCCAEaaTAGT
s oh s b s oo o b o o obe o o o b obe s oo b b ok b o o ob s b o oo ok oo o o o ok b o o b ok b ob o obe s oo e o ok ok ok ke

Esperado GCAGAARATCATCGACTAIGAICACTCIAACACTATCATIAGTTCEGCETAACATAIECCGC
secuenciacidn GCAGAARATCATCGACTAIGAICACTCIAACACTATCATIAGTTCEGCETAACATAIECCGC
s oh s b s oo o b o o obe o o o b obe s oo b b ok b o o ob s b o oo ok oo o o o ok b o o b ok b ob o obe s oo e o ok ok ok ke

Esperado GCAGCCATCEEEEaAIACTAICEATICCTACTACGACETCIAITACAACTAITACCTCTA
Secuenciacian GCAGCCATCEEEEaAIACTAICEATICCTACTACGACETCIAITACAACTAITACCTCTA
s b s e s s o sk ok sh s obe sk b ok s obe sk e sk e b sk b sk e ok sk b sk s ok sk ok sk s ok sk b ok b s sk b sk ke ok s sk sk ke ok s ok sk ke ok sk ook

Esperado GCCEaATCATCTCTEGCAMITCACCAAACTECGECaATCEaCATTCTCCIIAATITTACT
Secuenciacian GCCEaATCATCTCTEGCAMITCACCAAACTECGECaATCEaCATTCTCCIIAATITTACT
sk b s e sk s o s b s oo sk b ok o ob sk ook e b sk sk o ok ok b sk ook sk b s ok sk b ok o sk b sk b ok ok b sk ok ok e ok sk ok sk ok ke

Esperado GACCACaTCaCTAGTTACCaCATAaaCTTATCCGCTATEaCCaaTCaTACTIGaACTIARA
Secuenciacién GACCACaTCaCTAGTTACCaCATAaaCTTATCCGCTATEaCCaaTCaTACTIGaACTIARA

EEE RSB R R R R R R R
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Figura A-5. Secuenciacion de pMLO06 con cebador reverso. Alineamiento del resultado de secuenciacién
de pMLO6 y la secuencia esperada. El resultado superior corresponde a la secuencia de pMLO6 y el inferior es
el resultado de la secuenciacion usando el primer pBAD Comp Down.

CLUSTAL O(1.2.3) multiple sequence alignment

Esperado QCTEaASACCOTTTAAACT CALTOATOATOATGATGATOATCOACOOCOCTATTCAGATC
Secuenciacidn 00 0—--------————-— - GaCTEEETOO00aCoaaAASAAIa TOAIGCOCTATTCGATC
W okk ok ok Wk ok #* W kskokek
E=sperado CTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCEEaCCCAAGCTTCCCCaaaATAITCCOATCATIETAET
Secusnciacidn CTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCEEaCCCAAGCTTCCCCaaaATAITCCOATCATIETAET
sk she ok ok ohe ok s ohe e s she ok sbe ke ok ohe ke s she ok sk e ok b ke ohe she ke sk s ok ok ohe ok e ke o s e ok s ok ok ohe ke sk ohe o sk e ok o ok ok ohe ok ok ok ok ok
Esperadao CTTEEETEECCCGECAMSTAETTTEATGCE TCCGECCCGCACGCCaTTAGCGATGACG AT
Secuenciacidn CTTEEETEECCCGECAMSTAETTTEATGCE TCCGECCCGCACGCCaTTAGCGATGACG AT
s e o o oo s o R S o S S o o S SR S R o S o SR o R e o S R o S o o o o o e s
Esperado OACCTCOOTOAACTCGTOCACAASCACOACCOCOGCCASTCCaAIOATCCOOAME AACGE
Secuenciacidn OACCTCOOTOAACTCGTOCACAASCACOACCOCOGCCASTCCaAIOATCCOOAME AACGE
s s o ok oh ok o oh o o ohe ok s o ok oh o o sk ok ok o ok o o ob o ok sk ok ok ok ok ok ok o ok ok o ok ok ok ok ok o ok ok ok ok o ok o o ok ok o ok ok ok ok
E=sperado CAGCEECATCAGCACGETAATIATACT TASGOACAATCCOACATTTTACACCATGATCTG
Secusnciacidn CAGCEECATCAGCACGETAATIATACT TASGOACAATCCOACATTTTACACCATGATCTG
sk she ok ok ohe ok s ohe e s she ok sbe ke ok ohe ke s she ok sk e ok b ke ohe she ke sk s ok ok ohe ok e ke o s e ok s ok ok ohe ke sk ohe o sk e ok o ok ok ohe ok ok ok ok ok
Esperadao CCGCGEAGCECCEaECATEETCTAGEGCT TEGEECAGATEGCCGCATETCTTAGCCCATCAS
Secuenciacidn CCGCGEAGCECCEaECATEETCTAGEGCT TEGEECAGATEGCCGCATETCTTAGCCCATCAS
s e o o oo s o R S o S S o o S SR S R o S o SR o R e o S R o S o o o o o e s
Esperado GOCaACOTCOECaaTTTCGATOOCGACOTCOaTTCCCATOaCaCCCATCOOGATTCCCAG
Secuenciacidn GOCaACOTCOECaaTTTCGATOOCGACOTCOaTTCCCATOaCaCCCATCOOGATTCCCAG
s s o ok oh ok o oh o o ohe ok s o ok oh o o sk ok ok o ok o o ob o ok sk ok ok ok ok ok ok o ok ok o ok ok ok ok ok o ok ok ok ok o ok o o ok ok o ok ok ok ok
E=sperado QT CEECEECaaCCAaEaCCaalaCaTCaTTaACTCCGTCGCCaACCATOGOGETGEaT TG
Secusnciacidn QT CEECEECaaCCAaEaCCaalaCaTCaTTaACTCCGTCGCCaACCATOGOGETGEaT TG
sk she ok ok ohe ok s ohe e s she ok sbe ke ok ohe ke s she ok sk e ok b ke ohe she ke sk s ok ok ohe ok e ke o s e ok s ok ok ohe ke sk ohe o sk e ok o ok ok ohe ok ok ok ok ok
Esperadao CCGAGCCCECAGCTETECEACCAGATEAGCCTTGTCCTCGEGCCGCARAT TCGECATGET AC
Secuenciacidn CCGAGCCCECAGCTETECEACCAGATEAGCCTTGTCCTCGEGCCGCARAT TCGECATGET AC
s e o o oo s o R S o S S o o S SR S R o S o SR o R e o S R o S o o o o o e s
Esperado CTOCTCOATOCCOAC T TEOGC TaCCAGEECaaCASCEaTEaCATGATTATCECCAG TG AT
Secuenciacidn CTOCTCOATOCCOAC T TEOGC TaCCAGEECaaCASCEaTEaCATGATTATCECCAG TG AT
s s o ok oh ok o oh o o ohe ok s o ok oh o o sk ok ok o ok o o ob o ok sk ok ok ok ok ok ok o ok ok o ok ok ok ok ok o ok ok ok ok o ok o o ok ok o ok ok ok ok
Esperado CATCOTCACCTEaTAGCCECCGETECaCATCCCaaCCACCACCTCEaCaalT TECGEEla
Secuenciacidn CATCOCCACCTEaTARCCACCEaTECaCATCCCaaCCACCACCTCEECaalT TECEEECG
ekl deskskobookock kbbb ke sheo e e e e she b s b b s e e o e s e e e e s e s e s ol e s ol e e e e e e e e e e s o o
Esperado TAATTCATOECaCACOaCaATEaCACCAATCAGCTACTaEETCa AT T CaACI AMAACCEC
Secuenciacidn TARATTCATOCECACACGACAATOECACCAATCAQCTACTAETCACGT TEGACGAGARLC CGC
s 0 3 o S S 3K o S SR S 3K S SR 3K S D S S S SR S 3K S K SR S SR S R S S 3K o S S SR S K S S K S SR K o o TR
Esperado TaTEECECCaaCTTATTACATICACGCCACATIATCTACGAGCTCEECEaCATCGAGCCA
Secuenciacidn TaTEECaCCaaCTTaATTACATACACGCCACATIATETACGAGCTCEECaaCATCGAG A
Bk i o L e e  E E  E E E C Lt L L e e e e
Esperado GQrCEeaTCECCCCARTCaCACCACCCOCCCaTOAAEECEaCCTATCAGCCCEaIGECnG
secuenciacidn GQCCEOaTCaCCCCARTCaCACCACCCOCCCaTOOAaaCaaCCTATCAGCACTOIGCC GG
s 40 3 o S S 3K oS SR S 3K S SR 3K S D S S S S SR S 3K S K SR S SR R S KK R R S KSR K R R o S O B o K o e TR
Esperado AACEECT TACACGTCaE TEaEEaoaaTEETCaC TTEaaTEGCaECAAICACTICCAC &G C
secuenciacidn GACEECT TACACGTCAC TAGCEEEEaTEETCaC T TEEaTCGCaECAAICACGaCCCCAGC

hkhishskhk sk sk sk sk sk shsk ok shskshskshsk sk shrh sk sk sk sk sk s sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sh sk sk sh sk sk sk sk sk sh b sk sh ok shskskok
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