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RESUMEN

En la tuberculosis la persistencia y reactivacién del bacilo juegan un papel importante
en la patogénesis de la enfermedad. Se estima que méas de un tercio de la poblacién
mundial estd infectada con este microorganismo, sin embargo, solo el 90% no
presenta sintomas clinicos, debido a que el bacilo se encuentra en estado de latencia.
La busqueda de factores que le permiten a la bacteria reactivase y salir del estado de
latencia condujo a la identificaciéon de los factores promotores de la resucitacion
(Rpf’s). M. tuberculosis tiene cinco factores Rpf (A-E), sin embargo, su papel en la
reactivacion no ha sido determinado. El objetivo de este trabajo es determinar el
efecto de la sobreexpresion del factor RpfC en la respuesta de M. bovis a la hipoxia,
tanto en la expresion de genes asociados a la latencia, como en la expresion de
proteinas. El gen rpfC se amplific6 a partir de ADN de M. tuberculosis H37Rv y se
clon6 en el vector de expresion pMV261 (pMV261-rpfC). El plasmido construido se
us6 para transformar a M. bovis BCG mediante electroporacion. En las cepas
transformadas se evaluaron las diferencias en el crecimiento cuando estas
sobreexpresan rpfC, la expresion de un panel de genes asociados con la latencia y las
diferencias en el perfil protedmico en condiciones de cultivo normal y de hipoxia. Los
bacilos transformados (M. bovis rBCG-rpfC) mostraron un mayor crecimiento y
mantenimiento que los bacilos transformados con el plasmido vacio (M. bovis BCG-
pMV26). Los resultados de qRT-PCR mostraron que M. bovis en rBCG-rpfC aumenta
la expresion de los genes pfkB, sigB, sigE, fdxA, nark2, rpfC y rpoA en comparacion con
la expresion observada en M. bovis BCG-pMV26 en condiciones de hipoxia. Los
resultados del perfil proteémico mostraron que en condiciones de hipoxia en la cepa
rBCG-rpfC hay una disminucién en el numero y abundancia de las proteinas. En
conclusion, el factor promotor de la resucitacion RpfC induce el crecimiento de M.
bovis BCG vy la expresion de genes asociados a latencia, lo que podria promover su

reactivacién cuando esta se encuentra inactiva en estado latente.
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INTRODUCCION

Generalidades de la tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una infeccién causada por una bacteria patégena llamada
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), el bacilo suele alojarse en los pulmones,
sin embargo, también puede infectar otros 6rganos del hospedero ¢. La TB se
trasmite principalmente por via aérea; cuando una persona tose, estornuda o habla
puede contagiar a quien lo rodea (Fig. 1). Si la TB no es tratada de una manera

adecuada, la infeccion puede volverse mortal .

CICLO DE LA TBC

10 a 30% de los expuestos se infectan, 95% por via aérea

5-15 % de los

infectados
50% de los se enferman
enfermos

contagian

MOC

Figura 1. Ciclo de transmision de la tuberculosis. Se estima que del 10 a 30% de los
individuos expuestos al bacilo M. tuberculosis se infectan. Un 95% ocurre por via
aérea, y ya infectados solo un 5-15% se enferman. De los individuos enfermos el 50%
puede contagiar ©.
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La TB humana se caracteriza por manifestarse de dos formas: i) tuberculosis activa,

donde se presentan signos y sintomas y ii) la infeccién latente, en la cual no se

presentan signos clinicos y la persona esta aparentemente sana, pero infectada por el

bacilo 1.

Los sintomas clinicos de la tuberculosis son:

- Tos intensa que dura 3 semanas 0 mas

- Dolor de pecho

- Tos con sangre (hemoptisis) y/o esputo (flema que sale desde el fondo de los
pulmones)

- Debilidad o fatiga

- Pérdida de peso

- Falta de apetito

- Escalofrios

- Fiebre y sudoracién nocturnos

Etiologia de la Tuberculosis

La tuberculosis (IB), aunque ya no es muy mencionada y hasta se piensa que ya no
existe, en realidad atn estd presente y es una de las enfermedades méas antiguas de la
humanidad que sigue afectando grandes poblaciones, en especial en las zonas
marginadas donde hay escasos recursos, desnutricion, falta de servicios de salud

eficientes y acceso a los mismos, entre otros.

M. tuberculosis pertenece al complejo conocido como M. tuberculosis, el cual esta
integrado por M. tuberculosis, M. bovis M. africanum, M. microti y M. canetti. Todas las
especies son patogenas de animales y/ o el humano . Sin embargo, M. microti solo

es patdgena en ratones de campo y M. canetti en cabras, a diferencia de M. bovis que

tiene un amplio espectro de hospederos, tanto silvestres como domésticos.
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Factores de riesgo que favorecen la tuberculosis

Cuando las personas se infectan con M. tuberculosis, lo mas comin es que se
presenten sintomas como los del catarro, lo que es resultado de la infeccion, sin
embargo, esta se contiene por el sistema inmune y se mantiene como una infeccioén
latente en la mayoria de los casos (=90%). Solo en el 2% de los casos de primo
infeccion hay una progresion a la enfermedad; esto ocurre antes de que el sistema
inmune pueda combatir a las micobacterias %. Hay otros casos donde las personas

desarrollan la enfermedad afios después de haber contraido la infeccion (5%), como

consecuencia de que su sistema inmunitario se encuentra debilitado 2.

En general, aproximadamente del 5 al 10% de las personas infectadas presentaran la
enfermedad en algin momento de su vida. En las personas que estan
inmunodeprimidas, como por ejemplo, las infectadas con el VIH, el riesgo de padecer
tuberculosis es mayor a un 75% en comparacién con los individuos que no tienen su

sistema inmune comprometido .

Las personas que tienen mayor riesgo de contraer la tuberculosis son:
- Personas que conviven estrechamente con pacientes con TB activa.

- Personas con afecciones que debilitan el sistema inmune.

Epidemiologia de la TB.

M. tuberculosis es un patégeno intracelular que es capaz de causar infeccion después
de haber sido inhalado 3. Este agente infeccioso puede causar una enfermedad
progresiva o una infeccién que es capaz de permanecer durante un largo periodo en
el hospedero sin producir ninguna sintomatologia en lo que se conoce como infeccién

latente (TBL) 4 La TBL es uno de los principales problemas por los que no se ha

podido erradicar la TB. De acuerdo a los reportes de la Organizacion Mundial de la
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Salud (OMS), se estima que un tercio de la poblaciéon mundial esta infectada con M.

tuberculosis 3.

La TB pulmonar ocupa el quinto lugar como causa de muerte en el mundo y ocurren
tres millones de muertes cada afio, lo que la hace la causa de muerte mas frecuente
por un agente infeccioso. En el mundo cada hora mueren mas de 200 personas a
causa de la TB, y mas de 5000 todos los dias 2. Aproximadamente el 80% de los
individuos que padecen esta enfermedad viven en Africa y Asia. Tomando en cuenta
toda la poblacion mundial, la India es el pais que concentra mas casos de
tuberculosis, y en promedio un paciente muere de tuberculosis cada minuto en ese

pais 2.

Durante el 2015 se reportaron 10.4 millones de casos nuevos de tuberculosis (Fig. 2),
incluyendo 1.2 millones con VIH (Fig. 3), de los cuales, 5.9 millones (56%) fueron
hombres, 3.5 millones (34%) mujeres y 1.0 millén (10%) nifios. En el mismo afio, hubo
un estimado de 1.4 millones de muertes por tuberculosis y 0.4 millones de muertes a
causa de la TB-VIH. La OMS report6 que en ese mismo afio se presentaron 480,000
casos nuevos de TB resistente a multiples farmacos (MDR-TB) y también estim6 que
hubo més de 100,000 casos de personas con TB resistente a rifampicina (RR-TB).
Aunque entre el 2000 y 2015 se redujo en 22% la tasa de mortalidad, la TB sigue

siendo una de las 10 causas principales de muerte en el mundo 7°.

En el 2016, la OMS reporté que en México se registraron 15,769 casos nuevos de
tuberculosis pulmonar y 19,298 de casos nuevos de tuberculosis en todas sus formas.
En general hay dos grupos de edad en los que se presenta la mayoria de los casos de

TB, el de 20-40 afios y los mayores de 60 afios . El primer grupo es el que representa

mayores pérdidas econémicas, ya que son personas en edad productiva (laboral) 7°.
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Segiin los estudios epidemiolégicos, en México se han presentado tasas de
morbilidad de TB cada vez més elevadas en adultos jovenes mayores de 20 afios 2. De
acuerdo a la informaciéon del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica
(SINAVE) de México, se ha identificado un creciente vinculo entre la tuberculosis y la
infeccion con el VIH, asi como la comorbilidad en pacientes con diabetes mellitus.
Estas son dos poblaciones de riesgo importantes por su impacto en la salud. Al igual
que en otros paises que tienen una alta prevalencia de tuberculosis, la epidemia de
VIH-SIDA, la diabetes mellitus, la desnutricién, adicciones a drogas y la resistencia a
los farmacos antituberculosos empeoran el panorama epidemiologico de la

tuberculosis 2.

En relacién al diagndstico de la TB, en el mundo se notificaron 6.4 millones de
personas inscritas en los programas nacionales de TB en la OMS, de los cuales, mas
de 6.1 millones de pacientes habian presentado un episodio nuevo de TB o una
recaida 2. Se report6 que el 30% de los 3.4 millones de nuevos casos de TB, fueron
sensibles a los medicamentos, y se detectaron 132,000 casos de TB resistente a
maltiples farmacos o de TB resistente a la rifampicina (MDR/RR-TB). En el 55% de
los pacientes con TB notificados, se conocia el estatus de la prueba del VIH, teniendo

un aumento de 18 veces en el nimero desde el 2014. La proporciéon de pacientes

seropositivos con TB y en tratamiento antirretroviral fue del 78% 7.
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Mycobacterium tuberculosis.

Mycobacterium tuberculosis es una especie del género Mycobacterium que pertenece a la
familia Mycobacteriacea y al orden de Actinomycetales. Existen micobacterias saprofitas
0 no tuberculosas (MNT) que pueden aislarse de la tierra, agua, polvo, leche ¢.

Algunas de ellas se asocian a enfermedad principalmente M. avium, M. kankasii y M.

marinum 73,

M. tuberculosis es una bacteria aerdbica estricta, Gram-positiva débil, acido alcohol
resistente, inmovil y no esporulada ¢. Los bacilos tienen forma de bastoncillos
ligeramente curvos con los extremos redondeados. Las micobacterias varian en su
tamano, ya que de ancho miden de 0.2 a 0.5 lm y de 1 a 4 [Jm de longitud (Fig. 4-A);
son resistentes a la decoloracion alcohol-acida cuando se tifien con Ziehl-Neelsen (Fig.
4-B). Con esta tincién las micobacterias se ven de un color rojo sobre un fondo azul 7.
Otra caracteristica importante es que estos bacilos producen acidos micélicos como

componentes de su pared celular.

Figura 4. Mycobacterium tuberculosis. A) Microscopia electrénica de barrido. B) Tincién de Ziehl-
Neelsen en frote de esputo. Los &cidos micélicos forman complejos con carbohidratos y asi forman una
apariencia acordonada (panel B flechas rojas) y los sulfolipidos pueden inhibir la fusién fago-lisosomal
Tomado de Janice Carr y cols. 7.
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M. tuberculosis obtiene energia gracias a la oxidacion de compuestos de carbono. Los
bacilos son de crecimiento lento a comparacién de otras bacterias, pues tienen un

tiempo de replicacién de 18 horas y los cultivos tardan de 2-3 semanas 73.

Uno de los componentes méas importantes de M. tuberculosis y de otras micobacterias
patogenas es su pared celular, la cual es rica en complejos lipidicos, entre estos, los
acidos micolicos (acidos grasos de cadena larga que componen el 60% de la pared
celular), glucolipidos y peptidoglucolipidos. Esta conformacion de la pared le da una
apariencia cerosa a la micobacteria y, ademas, confiere una alta hidrofobicidad y
resistencia a detergentes y a algunos antibiéticos (Fig. 5), lo que les confiere una

barrera de proteccion 7.
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Figura 5. Representacion esquematica de la pared celular de M.
tuberculosis. La micobacteria estd envuelta dentro de una bicapa lipidica
tipica de membrana citoplasmaética que permanece debajo de una capa del
peptidoglicano (PG). Algunas proteinas se encuentran asociadas con PG y
moléculas como la lipoarabinomanana (LAM), N-acetilglucosamina (NAG)
y acido N-acetilmurdmico (NAM), que tienen un papel fundamental en la
patogénesis de la tuberculosis. Tomada de Bonora M y cols. ©.
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Latencia

Aunque la latencia y la reactivacion de M. tuberculosis son primordiales para la
patogénesis del bacilo, muchos detalles moleculares de cémo se lleva a cabo la

reactivacion son poco entendidos.

Como se mencioné anteriormente, en la gran mayoria de individuos
inmunocompetentes, la infeccion es contenida por las defensas del hospedero en lo
que llamamos tuberculosis latente (TBL). En la TBL, el hospedero previene la
enfermedad activa, mientras que la micobacteria evita su eliminacién. Cuando se
presenta un cambio en la respuesta del sistema inmune en la que el hospedero no es
capaz de contener la infeccion, es entonces cuando se presenta la reactivacion de la
misma y se desarrolla la enfermedad 2. Para tener mas claro el contexto, primero
definiremos que es la latencia (dormancy). Dormancy es un término antropomorfico
derivado del latin -dormire-, que significa “a dormir”. Este término ha sido utilizado
para designar una variedad de condiciones en las que las bacterias son viables, pero
tienen una actividad metabdlica reducida . El termino de latencia, por otro lado, es
comunmente usado en el contexto de modelos in vitro de infeccién con M. tuberculosis,
en los cuales se logra apagar el metabolismo y reducir replicacion de la bacteria por
medio de hipoxia progresiva ¢. Otro término utilizado en la TB es la “persistencia”,
que, segun la literatura cientifica consiste en que la micobacteria adquiere la
capacidad de persistir o sobrevivir en los tejidos del hospedero bajo diferentes
condiciones de estrés principalmente en el uso de antibi6ticos 7. Por lo tanto, para no
confundir estos dos términos, en este trabajo se utilizara persistencia en relacion a la
supervivencia de cepas sensibles a los antibidticos en presencia de ellos, mientras que
el término latencia se utilizara para definir el estado en el que las cepas permanecen
en una fase estacionaria en el interior de un tejido necrético, con un metabolismo

reducido y una escasa o nula estimulacién de la respuesta inmune 8.

Algunos autores indican que la latencia es una consecuencia usual del ciclo de vida

de M. tuberculosis, en la que simplemente puede permanecer en una fase quiescente
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por varios afios, como se ha demostrado en otras especies de bacterias 8. Sin embargo,
a diferencia de la fase estacionaria de crecimiento, en la latencia las micobacterias
tienen menos probabilidades de reactivarse, méas aun si llevan varios afios en el
hospedero y por consecuencia, el riesgo de la reactivacion de la tuberculosis
disminuye en relacién al tiempo de infeccién 8. Entonces, de acuerdo con estos
hallazgos la posibilidad de reactivacion de la TBL esta limitada en un cierto periodo

de tiempo, a diferencia de una infeccion crénica.

Se entiende por “primo-infeccién tuberculosa” al conjunto de reacciones adversas que
se producen en el organismo la primera vez que este entra en contacto con M.
tuberculosis. La gravedad en que se presenta la infeccion estd condicionada por
algunos factores como: la carga bacilar, la virulencia y el estado del sistema inmune
del hospedero . Por lo tanto, la infeccién primaria ocurre en personas carentes de
inmunidad especifica, generalmente nifios y adultos jévenes sanos que nunca habian

estado en contacto con M. tuberculosis °.

La capacidad que tiene M. tuberculosis para mantener una infeccion crénica y
producir enfermedad en un subgrupo de individuos infectados dependera de los
productos de la micobacteria, por ejemplo, los factores de virulencia que coadyuvan

para que el bacilo entre y sobreviva indefinidamente dentro de las células fagociticas

10,

Una caracteristica particular de M. tuberculosis en su proceso de patogenicidad, es su
capacidad para evadir la respuesta inmune y mantenerse viable durante largos
periodos de tiempo. Sin embargo, el proceso de infeccion ocurre en cuatro etapas en

las que cada una de ellas muestra el avance de la infeccién micobacteriana.

1. Etapa de establecimiento: Después de que se inhalan los bacilos, éstos son

fagocitados en el tracto respiratorio por macrofagos alveolares, y se inicia la
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infeccion. Sin embargo, menos del 10% de las personas infectadas desarrollan
TB activa, mientras que el resto son capaces de contener la infeccién en lo que
se conoce como TBL ™. La contencion de la infeccion es mediada por el sistema
inmune, y durante esta se forman granulomas que delimitan el foco de
infeccion, evitando la diseminacion de los bacilos. Los granulomas tienen una
compleja conformacion y se componen de linfocitos, macréfagos infectados de
micobacterias, fibroblastos, entre otros (Fig. 6). Dentro de los macréfagos, los
sulfatidos de la envoltura bacteriana y el amoniaco producido por la
micobacteria impide la fusion de los lisosomas con los fagosomas, por ello, las
micobacterias no son atacadas y es de esta forma que logran replicarse dentro

de los fagosomas 2.

2. Etapa de replicacion intracelular: pasados de 7 a 10 dias de la infeccion, M.
tuberculosis continua su replicacion intracelular y se produce una suerte de
simbiosis entre las micobacterias y los fagocitos, hay poco dafo a las células

fagociticas y, por lo tanto, casi ninguna micobacteria es eliminada .

3. Etapa de diseminacion: un namero de macréfagos activados se fusionan entre si
a través de moléculas de adhesion, como ICAM-1 y se forman las células
gigantes multinucleadas que representan una efectiva defensa del hospedero.
Sin embargo, algunas micobacterias escapan del sitio inicial de infeccion y
migran hacia los ganglios linfaticos regionales, en donde son recapturadas por
macroéfagos, lo cual vuelve a producir un nuevo foco de infeccién que produce
la ruptura de la célula, y al cabo de un tiempo algunas micobacterias pasan a
circulacién para luego ser fagocitadas por monocitos. De esta manera, M.
tuberculosis se disemina hacia diversos sitios donde puede establecer nuevas

lesiones ¢7.

4. Etapa de dario tisular: de 6 a 8 semanas posteriores a la infeccién, los granulomas

sufren necrosis, se forma un tubérculo blando por la acumulacién de detritus
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celulares, micobacterias y productos de exudacién, formando un contenido de
color blanquecino, y posteriormente se produce la necrosis caseosa. La tension
de oxigeno en la zona de necrosis es muy baja y, por lo tanto, el desarrollo de
las micobacterias cesa ¢, lo que da como resultado de que la mayoria de los
bacilos mueran y se destruye el tejido circundante del hospedero. Sin embargo,
una pequefia proporciéon de los bacilos sobreviven en un estado fisiologico
alterado que da lugar a la TBL 3. En estas condiciones, las bacterias adaptan su
metabolismo para sobrevivir y reducen su tasa de replicacién. Se ha postulado
que las micobacterias permanecen en un estado latente dentro de los
macréfagos sin ser eliminadas, gracias a la capacidad que tienen de poder
alterar la acidificacion del fagosoma y evitar la fusiéon fagosoma-lisosoma 4.
Aungque se han hecho varios estudios, atin no se conoce a detalle cuales son los
componentes especificos responsables de los mecanismos de evasion de la

respuesta inmune que utiliza la micobacteria.

Cuando ciertos microorganismos se encuentran en condiciones de escases de
nutrientes y otras condiciones que implican un estado de estrés, se mantienen en un
estado donde se reduce su tasa de crecimiento y, por lo tanto, se reduce su replicacién
y la expresion de los ARNr, ARNt y ARNm disminuye 1. También disminuye la
sintesis de proteinas, la funcion de algunos sistemas de transporte, la actividad de la
ARN polimerasa, el metabolismo de los hidratos de carbono y de fosfolipidos, entre
otros. Todas estas variaciones y cambios por los que pasa la micobacteria se les

conoce como “respuesta estricta” 11516,

Estudios actuales demuestran que la infeccién latente puede persistir en los tejidos
sin evidencia histolégica de infeccion 7. Estudios en biopsias de personas que
murieron por causas no asociadas a la TB, han evidenciado la presencia de bacilos
y/o ADN de M. tuberculosis en tejidos histopatolégicamente normales. Estos

resultados indican que el bacilo latente se encuentra contenido no solo en los

granulomas. Hernandez-Pando y cols. 2012, encontraron ADN de M. tuberculosis en
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diferentes 6rganos, por ejemplo, en los pulmones, el higado, el bazo y los rifiones de
personas que murieron por causas ajenas a la TB 7. Otro hallazgo importante en este
estudio es que algunos de los individuos estaban infectados con més de un genotipo
(cepa), lo que indica multiples infecciones a lo largo de su vida. Ademads, otros
estudios han demostrado la presencia de M. tuberculosis en adipocitos, los cuales
pueden ser refugio en el que son inadvertidos por el sistema inmune 8. Cuando M.

tuberculosis infecta otros 6rganos se le dice que es una tuberculosis extra pulmonar.

Granuloma de la TB que favorece el funcionamiento bactericida
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Granuloma de la TB que favorece la persistencia de bacterias y/o
la tolerancia protectora del hospedero contra la inmunopatologia

Figura 6. Granuloma tuberculoso. En los humanos y los primates se pueden presentar dos tipos de
granulomas que se forman. a) Granuloma tuberculosos cldsico, que se forma durante una enfermedad
activa y la infeccién latente, este granuloma se compone de macréfagos epiteliales, neutréfilos,
linfocitos (CD4+, CD8+ y B) y rodeado por fibroblastos. En el centro se encuentran estaticas, es un
estado necrético que se compone de macrofagos y células muertas. Esta zona es hipdxica. b) El
granuloma no necrotizante generalmente se observa en la enfermedad activa y se conforma de
macroéfagos y algunos linfocitos, M. tuberculosis se encuentra dentro de los macréfagos. ¢) Granuloma
fibrético, esta lesion se encuentra durante la infeccion latente y a veces en la enfermedad activa y se
compone principalmente de fibroblastos y escasos macréfagos. La variedad de estas lesiones
proporciona a la micobacteria diferentes microambientes. Tomada de Clifton E. Barry 72.

Para entender el estado de latencia se han desarrollado diversos modelos para inducir

tanto in vitro como in vivo la latencia. Los primeros consisten en la aplicacion de estrés

hipdxico; muchos investigadores reportan buenas respuestas y cambios significativos
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en el microorganismo cuando se reducen las concentraciones de oxigeno en los

cultivos de M. tuberculosis 1°.

Es importante entender que es lo que sucede con M. tuberculosis durante la infeccion
latente, como el saber: ;como se mantiene viva la micobacteria?, ;que factores
inducen la reactivaciéon de la micobacteria?, ;qué genes participan mientras la
micobacteria se encuentra en un estrés hipéxico?, ;el factor promotor de la
resucitacion rpfC puede inducir crecimiento en las micobacterias?, ;RpfC podria
promover la reactivacion de M. tuberculosis mientras se encuentra en estado latente? y
(qué efecto tiene la sobreexpresion de rpfC en la expresién de genes asociados a la
latencia? entre otras cosas. Sin embargo, para lograr responder estas preguntas y
lograr tener un mayor conocimiento de lo que sucede en la TBL y la reactivaciéon de
M. tuberculosis, falta realizar mas estudios, ademas de que existen limitantes para
llevarse a cabo, como por ejemplo, la dificultad para diagnosticar pacientes con
tuberculosis latente y, por otro lado tratar de simular el estrés en el que se encuentra
la micobacteria durante la latencia dentro de los granulomas es complicado. Se han
tratado de desarrollar varios modelos in vitro que simulen las condiciones de un
estado latente sometiendo a la bacteria un tipo de estrés similar. Existen diferentes
modelos, como la reducciéon de nutrientes, inducir un pH acido y la hipoxia

progresiva 1.

Concentracion de oxigeno en los tejidos.

La concentracién de oxigeno es importante para este trabajo, ya que se ha vinculado
con una serie de procesos patologicos, y que en conjunto se conocen como estrés
oxidativo. A nivel del mar la presion barométrica es de 760 mmHg y la presion
parcial de oxigeno (PO.) de inspiraciéon es de 160 mmHg, considerando que los
humanos respiran un 21% de O220. A su paso por las vias respiratorias, el aire se

humedece y por influencia de la presion de vapor a nivel alveolar la PO, disminuye a

un valor aproximado de 110 mmHg. Durante el transporte de Oz en la sangre a los
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tejidos, la POz disminuye 90 mmHg, en los capilares a 40 mmHg (Fig. 7-A). Se cree la
POy intersticial es de 10 a 20 mmHg y a nivel de la membrana celular es de 10 mmHg,

mientras que en la mitocondria oscila entre 1 y 5 mmHg 0.

Principalmente el transporte de oxigeno se da por la hemoglobina mediante la
internalizaciéon del O, durante la inspiracién y solo una pequefia parte de Oz se
encuentra soluble, ya que es toxico 2. En la figura 7-B se muestra la concentracion de
PO; durante el transporte de O>de los pulmones en el compartimiento alveolar hasta

el sanguineo.

Aire= 160 mmHg, 21 % de O,

——— Aireenla triquea= 150 mmHg, 19.95%

* Oxigeno en las venas=80-100

mmHg, 10-13 % de O,
. Oxigeno en las arterias= 40 mmHg, sungre venses menciads, =" Copar IRt
5.3% de O r
e S ]

Figura 7. A) Entrega de oxigeno de la atmdsfera a la sangre. B) Presiones parciales de los
gases en el compartimiento alveolar y sanguineo. Los valores de los gases se expresan en
unidades Torr (mmHg) o en Kilopascales (Kpa) 2, para convertir los milimetros de mercurio en
Kpa se debe multiplicar por 0.1333. Tomado de Carreau, A y cols 22.

El suministro y difusiéon del Oz son necesarios en las células para su supervivencia.
La presion parcial de oxigeno (PO2) es un componente importante para el estado

fisiol6gico de un 6rgano, ya que brinda un equilibrio entre el suministro y consumo

del Oz 1. Por ejemplo, en condiciones fisiol6gicas normales, los 6rganos y tejidos se
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caracterizan por su “normoxia”. Sin embargo, este equilibrio puede verse perturbado
durante condiciones asociadas a la disminucién de la PO, a lo que se le dice que es
una condicion de “hipoxia” ?!. La demanda de O: es la cantidad de Oz requerida por
los tejidos para mantener el metabolismo aerdbico, esta demanda de Oz clinicamente
es dificil de medir porque estd determinada a nivel tisular y, cuando esta demanda
de O, excede su consumo se desarrolla un metabolismo anaerobio 22, se sabe también,
que la disminucién de Oz conlleva a una generacion de 6xido nitrico o la produccién

de (NO) conlleva una disminucién en el 0> 2.

En el caso de los cultivos celulares in vitro, se necesita crear un microambiente
6ptimo para que las células mantengan su actividad, se utiliza un 79% de nitrégeno,
21% de oxigeno y se complementa con un 5% de dioxido de carbono, de esta manera
se obtiene como total un 19.95% de O,. Por lo tanto, en condiciones de cultivo, la
concentracion de oxigeno es de 150 mmHg, lo que equivale a una atmoésfera con 20%
de O». En la sangre la PO: oscila entre 75 y 100 mmHg, lo que equivale de 10 a 13 %
de O2%, por lo que en los cultivos in vitro, las células se someten a una mayor
saturacion de O» y sin considerar que la PO en los tejidos tiene niveles inferiores al

de la sangre .

La sangre oxigenada se distribuye en cada tejido segtin su funcion y sus necesidades,
estos difieren de un tejido a otro (Tabla 1). Por consiguiente, se establece un equilibrio

entre el suministro, consumo, pérdida y la recuperacién del O». Por esta razon los

diferentes tipos de células su estado normoxico es heterogéneo 21.
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Tabla 1. Valores normales de PO, en los diferentes tejidos
humanos, expresados en mmHg y en porcentaje de oxigeno
en el micorambiente.

mmHg % de Oxigeno /PO,
Aire 160 21.1
Aire inspirado (traquea) 150 19.95
Aire en el alveolo 110 145
Sangre arterial 100 13.2
Sangre venosa 40 53
Célula 9.9-19 13-25
Mitocondria <99 <13
Cerebro 338+/-26 44+/-03
Pulmén 428 5.6
Piel (papilas dérmicas) 24+/-64 38+/-08
Piel (region superficial) 8§+/-32 11+/-04
Tejido intestinal 576+/-23 76+/-03
Higado 406+/-54 54+/-07
Rinon 72+/-20 95+/-2.6
Musculo 292+/-18 38+/-02
Médula 6sea 489 +/-45 64+/-06

Modificada de Carreau, A y Cols 2.

Modelos de latencia.

Los modelos in vitro de latencia difieren de la célula in vivo, sin embargo, se trata de
modelos que puedan acercarse a lo que sucede en la interaccion hospedero-patégeno,
entender lo que sucede durante latencia. Existen varios modelos reconocidos que se
utilizan en las investigaciones para inducir un estado latente en la micobacteria. Estos

modelos tienen caracteristicas que los hacen particulares, por ejemplo, la restriccion

del crecimiento bacilar y la reduccién del metabolismo, por mencionar algunos ™.
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Modelo de inanicién de nutrientes

Realizado por Hobby y Lenert, consiste en eliminar la fuente de carbono durante la
fase de crecimiento logaritmica y como resultado, los bacilos muestran una
disminucién en el mecanismo de transcripcién, en el metabolismo energético, en la

biosintesis de lipidos y la divisién celular 2.

Modelo de hipoxia progresiva

Es uno de los modelos mas usados para inducir en la bacteria un estado latente. Este
modelo consiste en exponer a los bacilos a una hipoxia progresiva in vitro, ademas,
este modelo trata de mimetizar las condiciones que la micobacteria encontraria en el
granuloma, aproximandose mas al estado latente in vivo. Este modelo también es
conocido como modelo de Wayne, el cual consiste en mantener los cultivos con una
agitacion moderada en una atmoésfera con una relacion del 5% de oxigeno que
posteriormente se disminuye hasta llegar a un 0.06% de O». Bajo estas condiciones las
micobacterias presentan ciertas caracteristicas que comprueban que se encuentran
bajo estrés, por ejemplo, se reduce su metabolismo, asi como su replicacion y

transcripcion 1.

Modelo de multiple de estrés

Como se mencioné anteriormente, un solo modelo de latencia in vitro no puede
representar como tal lo que ocurre dentro de la célula, por lo que se complementan
unos a otros. Un modelo més reciente que intenta aproximarse mas a la realidad
consiste en combinar diferentes tipos de estrés, en este, se incluye hipoxia (5% Oy
10% de CO»), la disminucion de nutrientes y el mantener un pH acido (5.0) en medio
de cultivo 2. En este modelo, los bacilos detienen su crecimiento y a causa de esto las
bacterias almacenan lipidos, pierden sus propiedades de tincion &acido-alcohol
resistentes y se vuelven tolerantes a ciertos antibidticos. Estudios de la expresion
global génica de M. tuberculosis en estas condiciones de estrés han demostrado que

hay una regulacion negativa de las rutas biosintéticas, al igual que en los mecanismos

de replicacion y traduccion ».
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Genes implicados en la latencia de M. tuberculosis.

En esta seccion se tratara de resumir los estudios moleculares mas recientes sobre el
estudio de genes implicados en la latencia de M. tuberculosis, asi mismo, sus funciones
principales y las razones por las cuales son importantes en este mecanismo (Tabla 2).
Desde hace tiempo se cree que el metabolismo de los lipidos tiene un papel
importante en la patogénesis de la tuberculosis, dado que M. tuberculosis utiliza los
acidos grasos como fuente de carbono y asi obtiene energia que le sirve para
sobrevivir por un largo tiempo dentro del hospedero 2. El genoma de M. tuberculosis
contiene un gran namero de genes que codifican para enzimas que participan en la B-
oxidacién de acidos grasos de cadenas par e impar que se degradan y forman acetil

coenzima A o propionil coenzima A%,

En un estudio en ratones se mostr6 que la persistencia de M. tuberculosis se ve
facilitada por una enzima esencial del metabolismo de acidos grasos (isocitrato liasa).
La interrupcion del gen que codifica esta enzima IcL atenta la persistencia bacteriana
y la virulencia en ratones inmunocompetentes, pero no afecta el crecimiento
bacteriano durante la fase aguda de la infecciéon. La activacion de macréfagos
infectados por M. tuberculosis aumenta la expresion de IcL, sin embargo, esto no
sucede cuando los macréfagos se encuentran en reposo, estos datos sugieren que el

metabolismo de M. tuberculosis in vivo esta influenciado por la respuesta inmune del

hospedero como sucede durante el estado latente de M. tuberculosis 3.
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Tabla 2. Genes implicados en la latencia de M. tuberculosis

Rv. Num. Gen | Funcion

Trehalosa sintetasa. Implicada en la biosintesis de trehalosa. Convierte la maltosa en
Rv0126 tresS

trehalosa.
Rv0350 hsp70 Proteina de choque térmico 70. La sobreexpresion de esta proteina reduce la

supervivencia de M. tuberculosis en la fase crénica de la infeccion.

Proteina de choque térmico R. Las cepas de M. tuberculosis que sobreexpresan hspR son
Rv0353 hspR | virulentas en la primo-infeccién, sin embargo, al llegar a la fase crénica de la infeccién
se reduce significativamente la persistencia de M. tuberculosis.

Rv0467 il Isocitrato liasa. Participa en el metabolismo de los 4cidos grasos. Su delecion reduce la
supervivencia del bacilo en ratones inmunocompetentes.

Rv0470c - Ciclopropano sintasa. Participa en la sintesis del anillo ciclopropano de acido micélico
R en la pared celular de M. bovis BCG y M. tuberculosis.

Proteina de transporte de fosfato. La subexpresion del gen phoT causa una

Rv082 e e 5 h : ; o
ol FOL, disminucion en la concentracion de fosfato en la micobacteria durante la infeccién
Rv0930 pstA 2 p e o :
pulmonar en mamiferos, asi como la disminucién del crecimiento en M. tuberculosis.
Regulador de dos componentes cuya expresion es necesaria para la entrada y
Rv0981, mprA, . . -, A 4 o
mantenimiento de la infeccién persistente de M. tuberculosis. La supresién del gen
Rv(982 mprB 5 . : .
afecta negativamente el crecimiento de las micobacterias.
; Factor sigma extra citoplasmatico E, aumenta su expresion en respuesta a estrés
Rv1221 sigE ot
oxidativo y dentro del fagosoma de los macréfagos.
Rv1736 i Nitrato reductasa, aumenta su expresion durante la hipoxia y en granulomas
humanos.
Rv1737c nark2 Promotor de la proteina nitrito Nark2, induce la latencia tras el agotamiento de Oz en

M. bovis.

Proteina alfa cristalina, es un antigeno inmunodominante y actGa como chaperona
Rv2031 hspX | molecular. La proteina se localiza en la pared celular de M. fuberculosis en la fase
estacionaria tardia.

Catalasa peroxidasa. Factor de virulencia. Su sobreexpresién aumenta la supervivencia

Sloice — de las micobacterias.
: Factor sigma B, se expresa durante la adaptacion del bacilo a la fase estacionaria de

Rv2710 sigB e d .

crecimiento y en ambientes pobres de nutrientes.

Regulador DosR, forma parte de un sistema de dos componentes de respuesta a la
Rv3132c dosR a2 ) i ; :

hipoxia y se cree que puede mediar la transicion de M. tuberculosis a la latencia.

Factor sigma H, se expresa en respuesta a estrés, regula la expresién de proteinas
Rv3223c¢ sigH | estructurales, proteinas de reparacion del ADN y mantiene la persistencia en M.

tuberculosis.

Factor sigma F, participa en la regulacioén de la expresién de genes en la fase
Rv3286c sigF | estacionaria temprana y tardia. Tiene un papel en la supervivencia micobacteriana en
condiciones de estrés.

Rv3416 whiB3 | Involucrado en la regulacion transcripcional (dependiente de la fase de crecimiento).

Modificado de Petros C. Karakousis 1.
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Se ha sugerido que la acumulacién de lipidos estd ampliamente relacionada con la
supervivencia de M. tuberculosis en el hospedero y con cierta resistencia a los
antibidticos. En un estudio donde hicieron una mutante de M. tuberculosis deficiente
de triacilglicerol sintetasa 1 (codificada por tgsl) esta mostré una limitada capacidad

para acumular triacilglicerol y una menor resistencia a los antibiéticos 2.

Ademas del metabolismo de lipidos, se han relacionado otras vias metabdlicas con la
supervivencia a largo plazo de M. tuberculosis en el hospedero, por ejemplo, menA que
esta relacionado con la biosintesis de la menaquinona requerida para la sintesis de
ATP, y cydC que codifica para un transportador de citocromo bd, necesario para

producir energia durante la hipoxia en la infeccién latente 12829,

En un analisis de expresion en un modelo in vitro de persistencia de M. tuberculosis se
demostré que los bacilos necesitan componentes de la cadena de trasporte de
electrones y la sintesis de ATP para su supervivencia. Ademads, se sugirié que estos
componentes son blanco de los derivados de aminoalcoxi difenilmetano, los cuales
inhiben la sintesis de menaquinona y estos resultados podrian prometer el desarrollo

de nuevos farmacos para combatir los bacilos persistentes y la infeccion latente 2.

M. tuberculosis utiliza acidos grasos y el catabolismo del colesterol para llevar a cabo
el metabolismo de la derivacién del glioxilato y la gluconeogénesis. En un estudio con
ratones infectados crénicamente se demostr6 que durante la infecciéon se
sobreexpresan los genes pckA y glpx 30. Estos son dos de los genes principales en la
gluconeogénesis; pckA codifica para fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, mientras que
el gen glpx codifica para una fructosa 1,6-bisfosfatasa en la cepa BCG 3. Estos
resultados demuestran que el uso de &cidos grasos como fuentes de carbono ayudan

a mantener la infecciéon cronica y la supervivencia en bacilos persistentes en una

infeccion latente de M. tuberculosis 1.
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Gracias a los estudios recientes, se ha sugerido que las adaptaciones metabdlicas de

M. tuberculosis durante la infeccion in vivo refleja una respuesta adaptativa en lugar de

una respuesta a la disponibilidad de los nutrientes modificados ™.

Sensores redox intracelulares

El gen whiB es un sensor que reacciona en respuesta de la presencia de oxigeno y
nitrato, entre otras sefiales metabdlicas, y es importante para mantener estable el
equilibrio redox 3>3. Sin embargo, se tienen estudios que demuestran que whiB
participa como regulador fisiolégico del anabolismo de lipidos y la via de
sefializaciéon DosR-DosT. Esta via participa en la respuesta a la hipoxia progresiva y la
latencia en M. tuberculosis. Se sugiere que whiB mantiene la homeostasis redox
intracelular después de la infeccion, esta via se mantiene encendida durante la
quiescencia de M. tuberculosis, asi como en el modelo in vitro de hipoxia progresiva 32.
En este modelo, también se identificaron 58 genes que son dependientes de la
expresion de whiB, entre los que destacan los sistemas de secrecién Esx-2 'y Esx-4, y el
gen sigM que codifica para el factor sigma alternativo que promueve la unién de la

ARN polimerasa en sitios de iniciacién especificos y posteriormente se libera 32.

Factores trasncripcionales

Los factores sigma son factores transcripcionales que regulan la expresion de muchos
de los genes bacterianos. Es comtn que las bacterias contengan este tipo de genes
que, ademas de desempenar un papel en la regulacion transcripcional, también
cumplen una funcién importante en la regulaciéon de genes involucrados con algunos
tipos de estrés. En M. tuberculosis existen 13 factores sigma, lo que indica la capacidad
que tienen las micobacterias para adaptarse a diferentes condiciones ambientales 3.
Los mas importantes son: sigB, sigE y sigH. Estos factores son componentes de la ARN

polimerasa, que se unen a las subunidades principales de la enzima y le brindan

especificidad al promotor 3.
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El factor sigB es el mas estudiado en M. tuberculosis y, al parecer, desempefia un papel
importante en la respuesta al dafio de la pared celular 3, ademés de que también se
expresa en condiciones de hipoxia %. El factor sigE (factor sigma extra citoplasmético)
se expresa durante la fase exponencial de crecimiento en la micobacteria, en
condiciones de estrés térmico y al inicio de la fase estacionaria °. La supresion de sigE
produce una disminuciéon de genes que codifican para factores transcripcionales,
enzimas del metabolismo de dcidos grasos y proteinas de choque térmico, y reduce la
viabilidad de M. tuberculosis tanto en macréfagos activados como en los no activados
3. El factor sigH, regula genes estructurales, por ejemplo, la tiorredoxina que actta
como antioxidante, implicada en la en el mantenimiento de la reduccién de otras
proteinas. Estos resultados demuestran que sigH es prescindible para el crecimiento

bacteriano y la supervivencia en el hospedero 3.

Respuesta a estrés hipoxico

Se sabe que en M. tuberculosis la respuesta a la hipoxia esta controlada por el sistema
de dos componentes dosRS 36. DosRS induce la transcripcién de aproximadamente 50
genes, entre los cuales, los mas representativos son la nitrato reductasa narX y los de
proteccion contra el estrés de nitrégeno como la nitrito reductasa acg °. Durante la
hipoxia dosR se expresa aproximadamente 80 veces mas y, por lo tanto, se induce la
transcripcion de hspX, que codifica para la proteina de 16 kDa también conocida
como alfa-cristalina. Esta proteina es un antigeno inmunodominante que es
reconocido por la mayoria de los pacientes que tienen TB activa 1°. La alfa cristalina es
miembro de la familia de proteinas de choque térmico alfa-cristalina (alfa-Hsp) que,
ademads, actta como una chaperona molecular que previene la agregacion de otras
proteinas inducidas por choque térmico 3. También se ha reportado que esta proteina
se encuentra presente en la pared celular engrosada, cuando la micobacteria se
encuentra en la fase de crecimiento estacionaria tardia 40. Al suprimir la expresion de
dosR (gen que controla hspX), se produce un fenotipo de hipervirulencia en el modelo

murino y en macréfagos activados 41.

24
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Sistema dosR-dosS-dosT

Estudios posteriores mostraron que junto con el sistema DosRS participa la proteina
DosT, conformando un sistema de tres componentes dosR-dosS-dosT (también
conocido como devR). Este sistema es importante, ya que en un estudio en el que
desarrollaron un nuevo modelo in vivo de TBL utilizando granulomas artificiales en
ratones (estas lesiones son un importante reservorio de micobacterias persistentes
durante una TBL), demostraron que las micobacterias presentaron una reduccién en
su actividad metabdlica, caracteristica del estado latente. Posteriormente, al realizar
ensayos de expresion, demostraron la induccion del gen dosR (Rv3133c), entre otros
20 genes que son regulados por el sistema devR que, en conjunto, podrian mediar la
transicion de M. tuberculosis a la latencia 2. Por lo tanto, pueden jugar un papel
importante en la adaptacion de la micobacteria al estrés hipoxico. En este sistema,
DosT y DosS se fosforilan y posteriormente activan a DosR 4344, La proteina DosR
(reguldon DosR) se activa durante la latencia y acttia sobre diversos genes cuando se
somete a M. tuberculosis a una hipoxia progresiva. Entre estos genes se encuentran:
hspX, narX, nark2 y fdxA (que participan en la acumulacién de nitratos y el transporte
de electrones), nrdZ (que sintetiza trifosfato de desoxinucleosido en condiciones
microaerobicas) y tgs1 (triglicerido sintetasa, que participa en la resistencia a dafio en
el ADN) 1. Como se mencioné anteriormente, algunos de los genes regulados por
DosR estén relacionados con la obtencion de energia a partir de fuentes alternativas
de carbono, tales como el metabolismo de acidos grasos y activacion de genes que

codifican enzimas involucradas en la reduccion de nitrato 4.

Diversos estudios han demostrado la expresiéon de DosR en condiciones de hipoxia.
Teneja y cols 4 reprodujeron un ambiente hipdxico utilizando acido ascérbico para
eliminar el oxigeno del medio y la creacién de un ambiente hip6xico 447. Honaker y
cols. utilizaron un sistema de transportes de electrones que reacciona con el oxigeno y
demostraron que se induce especificamente la expresién del gen dosS 47; y por altimo,

esta el modelo de hipoxia perdurable, que consiste en dejar los cultivos en hipoxia

por un largo tiempo, en el que se expresan los genes sigE, sigH y dosR. Al hacer
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mutaciones en dosR se encontré que este gen es uno de los principales componentes

que media la sefal de respuesta a la hipoxia en M. tuberculosis 4.

Antecedentes particulares

Factores promotores de la resucitacion

Los factores promotores de la resucitacion (rpf’s) codifican proteinas de secrecion que
se reportaron por primera vez en Micrococcus luteus. En M. luteus solo existe una
proteina Rpf #. Gracias a estudios de secuencia y de estructura de dominios se
encontr6 que esta proteina tiene un segmento de 70 aminoécidos al que se denominé

“dominio Rpf’, y se demostré que este dominio es indispensable para M. luteus .

La proteina Rpf de M. luteus posee actividad muralitica, ademas de tener similitud
con la lisozima de tipo C, y de tener actividad de transglicosilasa litica soluble (Fig. 8)
4, Todas las Rpf’s comparten un dominio conservado de 70 aminoacidos que tiene la

capacidad actuar de forma similar a la lisozima 2.

Hay otros microorganismos que también poseen este tipo de factores. Estos
organismos comparten caracteristicas como el ser Gram-positivos y tener un alto
contenido de G+C. Entre los mas importantes se encuentran M. smegmatis y M. bovis
(BCG), entre otros que pertenecen a géneros diferentes (Tabla 3). En el genoma de M.
tuberculosis se encontraron cinco genes homologos a Rpf (rpfA-E). Sin embargo,
aunque ya se conoce de la estructura y su funcion de estimulacion en el crecimiento
de M. luteus, atn falta entender mds sobre su funciéon y mecanismo de acciéon en M.

tuberculosis durante el proceso de reactivaciéon de la micobacteria y la induccién al

crecimiento.
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Los estudios estructurales de los dominios Rpf’s de M. tuberculosis tienen varias
caracteristicas particulares como: un dominio lisozima C y un glutamato conservado
en el sitio activo de los cinco rpf’s que posee M. tuberculosis °°, ademads, también tienen
sitios de fijacién al peptidoglucano (dominios LysM), secuencias sefial para su

secrecion y alfa hélices transmembranales (RpfB).

Tabla 3. Organismos que contienen los genes rpf’s

Organismo Tamaﬁo(:dell,)genoma |No. De Rpf’s
Corynebacterium diphtheriae 2.5 3
Corynebacterium glutamicum 3.3 2
Corynebacterium efficiens 31 2
Micrococcus luteus 2.3 1
Mycobacterium avium 4.7 +
Mycobacterium bovis 4.3 5
Mycobacterium leprae g0 3
Mycobacterium marinum 6.5 4
Mycobacterium smegmatis 7 4
M. tuberculosis H37Rv 4.4 5
Streptomyces coelicolor 8.7 5

Tomada de Ravagnani, C.y cols 2.

Estudios recientes proponen que los Rpf’s participan induciendo la resucitacion de la
micobacteria haciéndola pasar de un estado latente a uno normal. Sin embargo, a
pesar de que hay pruebas circunstanciales que sugieren que los microorganismos

persistentes pueden encontrarse en estados fisiolégicos que se caracterizan por una

alteracion en su cultivabilidad (la capacidad de formar colonias), no se sabe lo que
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sucede exactamente para que la micobacteria logre reactivarse. Se sabe que las formas
recombinantes de los rpfA-E de M. tuberculosis tienen una funcion biologica similar a
la observada en M. luteus 4°. Ademas los rpf’s son prescindibles para el crecimiento in

vitro e in vivo de M. tuberculosis 4°.

M. luteus Rpf

M. tb Rpf A (Rv 0867¢)

:1@ S R B i M. tb Rpf B (Rv 1009)

BN $20 S M. tb Rpf C (Rv 18840)
M. tb Rpf D (Rv 2389c)

B |
— M. tb Rpf E (Rv 2450c)

Secuencia sefal/ anclaje a membrana

Dominio Rpf

Dominio LysM

)
AR R
s ] Segmento rico en alanina /prolina
e
@

Ancla lipidica de lipoproteina de membrana

Figura 8. Estructura del dominio rpf. En la figura se presenta la estructura del dominio
Rpf de M. luteus y ademads se presentan las cinco estructuras de las proteinas (RpfA-E)
de M. tuberculosis (modificado a partir de Mukamolova 2).

Actualmente el objetivo de muchas investigaciones es detectar y lograr prevenir la
reactivacion de la TBL, y contar con marcadores diagnésticos y prondsticos de
utilidad en los individuos que tienen un mayor riesgo de desarrollar TB por
reactivacion de la TBL, entre los que se incluyen aquellos individuos con VIH/SIDA,
con enfermedades sistémicas cronicas, enfermedades renales, tratamiento con

inmunosupresores, trasplantes, cancer, quimioterapias y diabetes !. Es por ello que

los cientificos se han interesado en estudiar a fondo a los factores promotores de la
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resucitacién (rpf’s), su funciéon biolégica y el papel que juegan en relacién con la

infeccion latente y su reactivacion.

Importancia bioldgica de los factores promotores de la resucitacion

A partir de los analisis in silico y los experimentos realizados en M. luteus para
caracterizar a las proteinas Rpf's, se han buscado genes homoélogos en otros
microorganismos para encontrar cual es la importancia biolégica de los genes rpf. Los
primeros ensayos se hicieron mediante la incorporacion de Rpf’s en los medios de
cultivo de M. luteus y M. smegmatis, y se demostré que cuando se inoculan en baja
densidad celular, su fase de latencia se reduce visiblemente en respuesta a la
incorporacién de los Rpf’s 51, mientras que en M. tuberculosis las proteinas RpfA,
RpfC, RpfD y RpfE también reducen la fase de latencia 2. En estos estudios también
se descubri6 que se deben utilizar inmediatamente las proteinas Rpf ya que cuando

se almacenan pierden su actividad biolégica 2.

Mediante ensayos de copreciptacion se demostré que algunos de los Rpf's
interactGan con otras proteinas, lo que ayuda a formar complejos proteicos que
facilitan la adhesion al peptidoglucano, y es por ello que se hace mas complicado el
estudio de la funcién y regulacién de los Rpf’'s 5. Los primeros experimentos acerca
de los rpf’s se realizaron utilizando cultivos con ayuno de nutrientes suplementados
con un acido débil y las proteinas RpfA-E recombinantes, observandose que los
cultivos tenian mayor viabilidad y, que a pesar de tener un tiempo largo de

incubacidn, los bacilos mostraban un mejor crecimiento 52.

Los factores promotores de la resucitacion de M. tuberculosis son las primeras
proteinas que se han encontrado con la funcién de inducir la reactivacién a la TBL >,
ademas de que promueven la supervivencia de los bacilos en ratones infectados 1.

Estudios recientes demostraron que al estimular cultivos de muestras clinicas con los

Rpf’s, se mejor6 su cultivabilidad de las micobacterias en > 80% las muestras de
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esputo, y también mejoro la recuperacién de unidades formadoras de colonias (UFC)

55,

Estudios de mutagénesis dirigida a los sitios activos de los Rpf’s revelaron que la
funcion enzimatica de estas proteinas es indispensable en el proceso de resucitacién y
persistencia de M. tuberculosis . Los cinco genes rpf (A-E) se localizan de forma
dispersa en el genoma de M. tuberculosis. Los genes rpfA y rpfE se encuentran en
operones monocistronicos, mientras que en los restantes rpfs en operones
policistronicos %. En estudios in silico se encontré que en el extremo 3" del gen rpfB
hay un solapamiento de aproximadamente 25pb con el gen KsgA (codifica para una
transferasa dimetiladenosina), mientras que rpfD se encuentra rio abajo de un gen con
funcion desconocida y rpfC es el tercer gen de un operén de siete genes entre los que
se encuentra una micoliltransferasa (fbpB) y en rio abajo se encuentran genes que
codifican para una deshidrogenasa, una lipoproteina y un citocromo P450 6. De
acuerdo a lo expuesto anteriormente se concluye que no hay una clara funcién
biol6gica que determine que participan en conjunto, por lo tanto, se sugiere que estas
cinco proteinas RpfA-E se activan y actian mediante mecanismos o vias diferentes y

por separado en M. tuberculosis 5.

Los Rpf’s como dianas farmacolégicas.

Las proteinas Rpf tienen gran importancia, ya que estudios con knock-out de los rpf's
confirmaron que tienen una estrecha relacion con las micobacterias no cultivables, y
que estas proteinas presumiblemente vuelven a las células cultivables 4%%7. Aun no se
sabe con claridad la manera de como los bacilos se mantienen en un estado latente y
como logran reactivarse, sin embargo, se sospecha que estos factores son de suma
importancia en estas fases del ciclo biologico de las micobacterias. Ademas, a partir
de haberse comprobado su funcion en la reactivacion en células no cultivables, se han

comenzado a desarrollar nuevos farmacos o dianas terapéuticas que impidan la

reanimacion por M. tuberculosis 5. Se sabe que tales farmacos tendran un gran
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potencial para la profilaxis de la reactivacion de TBL, causada por el uso de

anticuerpos anti-TNF 8.

El papel de las cinco proteinas Rpf's en la resucitacion y reactivaciéon de la
enfermedad solo se ha demostrado experimentalmente, sin embrago, es necesario
realizar estudios aplicados y clinicos para confirmar su importancia biol6gica. La
reactivacion de M. tuberculosis es un evento muy importante ya que a causa de este
proceso las micobacterias se mantienen en el hospedero y, en el momento en el que el
sistema inmune de éste se encuentra comprometido, se tiene el riesgo de que se
reactive la TB. Es por esta razon, se ha puesto atencion a estas proteinas, ademas de
empezar a desarrollar farmacos dirigidos para inhibirlas, pues podrian contribuir
para bloquear el proceso de reactivacion ©. Proyectos mas ambiciosos como
desarrollar vacunas, tomando como base estas proteinas, asi como medicamentos que

acttien en todas las formas en que se presenta la infeccién (latente y activa), podrian

contribuir a la erradicacion de la TB.
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JUSTIFICACION

Mycobacterium tuberculosis es capaz de permanecer durante un largo periodo de
tiempo dentro del hospedero en lo que se conoce como tuberculosis latente (TBL), lo
que ha dificultado la erradicacion de la TB. Una de las principales interrogantes para
lograr entender la TBL es el saber que genes expresan M. tuberculosis durante la
latencia, lo cual ha sido una de las preguntas mas interesantes y mas dificiles de
responder hasta la fecha. El poder entender los mecanismos moleculares relacionados
con la supervivencia de la micobacteria en el estado latente, asi como determinar las
senales especificas que inducen la reactivacion de los bacilos, son componentes muy
importantes para desarrollar estrategias de control y erradicacion de la TB. La
basqueda de los factores que permiten al bacilo reactivarse in vitro condujo a la
identificacion de los factores promotores de la resucitacion Rpf, los cuales se ha visto
que estan involucrados en la reactivacion de los bacilos y mantienen la infeccion sin
que se presente sintomatologia aparente, debido a que la micobacteria adapta su
metabolismo para sobrevivir con una baja o nula replicacion, siendo el RpfC uno de
los factores més importantes, que ademas es reconocido por el suero de algunos
sujetos sanos, lo que es un indicativo de que se expresa durante la infeccién latente.

Por lo anterior, en este trabajo se evalud el efecto de la sobreexpresion de RpfC en la

respuesta de M. bovis a la hipoxia.
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HIPOTESIS

La sobreexpresion del factor promotor de la resucitacion C en M. bovis BCG, induce

su crecimiento y regula positivamente la expresién de genes asociados a la latencia

cuando se somete a condiciones de hipoxia.
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OBJETIVOS

Objetivo general.

Evaluar el efecto de la sobreexpresion del factor promotor de la resucitaciéon C en la

respuesta de Mycobacterium bovis BCG a la hipoxia.

Objetivos particulares.

1) Obtener una cepa recombinante de M. bovis BCG que sobreexprese el factor

promotor de la resucitacion C.

2) Determinar el efecto que tiene la sobreexpresion de RpfC en el crecimiento de

M. bovis BCG.

3) Evaluar el efecto que tiene la sobreexpresion del RpfC en M. bovis BCG sobre la

expresion de genes asociados a la latencia.

4) Evaluar el efecto de la sobreexpresion del RpfC en el proteoma de M. bovis

BCG en respuesta a la hipoxia.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Cepas y cultivos
M. bovis BCG y E. coli

|

Extraccion de ADN (método
lisozima-proteinasa K)

Clonacion de rpfC de M.
tuberculosis H37Rv en pMV261

W

Seleccion y verificacion de clonas

Curvas de crecimiento rBCG- Hipoxia.

rpfC y BCG-pMV 261

Normoxia (21% 0,)

Dos condiciones de
Hipoxia (5% de O,
y <1%).

Ensayo de viabilidad en
repuesta a estrés hipéxico

Obtencidn de extractos
proteicos totales.

Extraccion de ARN *

Electroforesis en gel de
Evaluacion de la expresion poliacrilamida SDS-PAGE.
de genes asociados a
latencia por RT-PCR y
qRT-PCR

O O EOPY Electroforesis bidimensional
2D SDS-PAGE.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas y cultivos

En este estudio se utilizé la cepa M. bovis BCG Pasteur. Las bacterias se cultivaron
hasta su fase media logaritmica de crecimiento en medio de cultivo Middlebrook 7H9
suplementado con ADC (dextrosa-catalasa-albimina) y 0.05% de Tween-80. Los
cultivos se incubaron a 37 °C con agitacion constante. Cuando las cepas llegaron a la
fase media logaritmica de crecimiento se cosecharon mediante centrifugacion a 5000 x
g, para asi poder eliminar los componentes del medio y la pastilla de bacterias se lavo
tres veces con PBS y después se hicieron alicuotas para guardarlas a -70 °C hasta su

uso.

Extraccion de ADN de micobacterias (método lisozima-proteinasa K)

Se utiliz6 1ml de cultivo saturado de M. tuberculosis H37Rv. Se centrifugé a 14,000
rpm por 2 min y se descarté el sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 1ml de
buffer TE y después se incub6 en bafio maria durante una hora a 80 °C. Nuevamente
se centrifugd a 14,000 rpm por 2 min y se descart6 el sobrenadante. Posteriormente se
resuspendio la pastilla en 550pl de amortiguador de lisis [40mM Tris-acetato pH 7.8,
20mM acetato de sodio, ImM EDTA y 0.5% de Triton x 100] que contiene lisozima
(0.5 mg/ml) y se incub6 durante 2 horas a 37 °C. Posteriormente se agregaron 100ul
de una solucién que contenia SDS al 10% y proteinasa K, y de nuevo se incub6 en
bafio maria a 65 °C durante 1 hora; pasada la hora se le agregaron 118ul de NaCl 5M,
se mezclo y se incub6 a 68 °C por 10 min. Después de haber hecho todos los pasos de
incubacion se afiadieron 500ul de fenol, se mezclé por inversion y se centrifugé a
14,000 rpm por 10min. Se recuper6 la fase acuosa y se le agregé 500ul de

cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), se mezclé por inversion durante 5 min y se

centrifug6 a 14,000 rpm por 5 min. Se recuper6 la fase acuosa, se le afiadieron 500ul
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de isopropanol y se dejo incubando a -20 °C toda la noche. Al dia siguiente, para
recolectar los acidos nucleicos se hizo una centrifugacion de 15 min a 14,000 rpm,
después se descarto el sobrenadante, se anadieron 500ul de etanol frio al 70% y se
volvid a centrifugar con las mismas condiciones, se descartd el sobrenadante y se dejo
secar la pastilla para después resuspenderla en 50ul de agua libre de nucleasas. Se
cuantifico el ADN en el espectrofotémetro (NanoDrop 2000) y posteriormente se
verifico la integridad del ADN en un gel de agarosa al 1%. Los acidos nucleicos se

visualizaron por tincién con Red-Gel.

Clonacion de rpfC de M. tuberculosis H37Rv

Para amplificar el gen rpfC se utilizo6 ADN de M. tuberculosis H37Rv. Se disefiaron los
oligonucleodtidos a partir de la secuencia del gen rpfC reportada en el genoma de M.
tuberculosis H37Rv y adicionando en los extremos las secuencias para las

endonucleasas de restriccion Hindlll y BamHI. Las condiciones de amplificacién del

producto rpfC fueron:
1 Tomp. 3 Temp. 2 Temp.
40 ciclos
94 °C 94°C
: 72°C : 72°C
e ! 65 °C :
Smin. : 45seg. \__/ f min, & 7 min. 4°C

45 seg.

Posteriormente, para clonar el producto este se purifico a partir de geles de agarosa al
2%. Para realizar la clonacion del gen rpfC se us6 el plasmido pMV261 (Fig. 9). La
restriccion del plasmido y del pPCR se hizo de forma secuencial mediante el uso de
las enzimas de restriccion Hindlll y BamHI. Para la ligacién del producto con el vector
pMV261 se usé una relacion inserto:vector 3:1 (50ng de vector y 150ng del inserto
purificado), 1 pl de enzima T4 ligasa, 4 pl del Buffer 5x y la ligacién se llev6 a cabo

durante toda la noche a 16 °C.

37
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Bell (4483)
rB_T1_terminator
Hpa! (437T)
Sall (4366)
Clal (43861)
Hingll! (4354)
BstB! (4351)
EcoR! (4347)
Psll (4346)
Pvull (4341)
BamM' (4334)
Msc! (4320)
Aall! (3978)
Xba' (3936)
Dra (3932)

Kpnl (3923)
Notl {3912)

4488 bp

ORF frame 1
Neol (3247)

ORF frame 2

Spel (12189)
pBR322_orgin
Apall (1588)

Fspl (2897)

Asc! (2696)

Figura 9. Mapa del plasmido pMV261.

Para obtener las clonas primero se hizo la transformacién con células competentes de
E. coli DH5-[1. Se tomaron y se mezclaron 50ul de bacterias competentes mas 1pl de
plasmido pMV261 (100 ng), se incub6 durante 20 min en hielo, después se incub6 a 42
°C durante 45 seg para provocar un choque térmico. Posteriormente, se incub6 en
hielo 5 min y después se le adicionaron 500ul de medio LB con glucosa y se incub6 en
agitacion a 37 °C durante 45 min en 200 rpm. Por altimo, se espatula la mezcla en
placas de medio LB con 30 pg/ml de kanamicina (kan) y se dejaron toda la noche a
37 °C. Se seleccionaron las colonias que presentaron resistencia a kanamicina, y de

estas se hizo extraccion de plasmidos por el método de lisis alcalina. Para confirmar

que se insert6 el gen rpfC en el plasmido se hizo una PCR.
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Extraccion de plasmidos

Las clonas seleccionadas se dejaron creciendo toda la noche en 200 rpm a 37 °C. Del
medio saturado se tomaron 1.5 ml, se cosecharon las bacterias mediante
centrifugacién a 5,000 rpm por 5 min y se descart6 el sobrenadante. La pastilla se
resuspendié en 100ul de una solucién fria que contiene glucosa 50 mM, Tris-HCI 25
mM y EDTA 10 mM, y después se dej6 incubando durante 5 min a temperatura
ambiente (TA). Posteriormente se le adicionaron 200 pl de NaOH 0.2N / SDS 1% y se
dejo 5 min en hielo; se le anadieron 150 ul de acetato de potasio 5M, se mezcl6é por
inversion y se dejo incubando en hielo durante 5 min. Se centrifugé por 10 min a
8,500 rpm, se recuper? el sobrenadante, se le adicionaron 0.8 ml de etanol al 95% y se
incubdé por 3 min a TA para que se precipitara el ADN plasmidico. Se realiz6 un
tratamiento con RNAsa (1U) y posteriormente se centrifugé 10 min a 8.500 rpm, se
descarto el sobrenadante, se lavo la pastilla con etanol al 75% y después se centrifugo
bajo las mismas condiciones para finalmente dejar secar la pastilla. La pastilla se
resuspendi6 en 300ul de agua libre de nucleasas, se cuantificé por espectrofotometria
en el equipo NanoDrop 2000 y se verifico la presencia del plasmido por electroforesis
en gel de agarosa al 1% tefiido con Red-Gel. Ya purificados los plasmidos se usaron

para realizar la electroporacién en M. bovis BCG

Preparacion de células electrocompetentes y electroporacion

La cepa M. bovis BCG se utiliz6 como vehiculo de expresioén de la proteina RpfC. Las
bacterias se cultivaron por 8 dias en agitacion a 37 °C medio Middlebrook 7H9
suplementado con ADC y 0.05% de Tween-80. Posterior a los 8 dias de cultivo las
bacterias se cosecharon mediante centrifugacion a 5000 x g. La pastilla se resuspendio
en un volumen igual al original con una solucién que al 10% de glicerol, después se

redujo el volumen a la mitad hasta concentrar las bacterias 50X. La suspension

resultante se dividi6 en alicuotas de 200 pl y se almacenaron a -70 °C hasta su uso.
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Para la electroporacion de las células electrocompetentes se aplicaron 2 pulsos de 2.5
kV. Inmediatamente después de haberle aplicado los pulsos a las bacterias se les
anadi6 medio de cultivo fresco, se incubaron durante 16 horas a 37 °C.
Posteriormente se seleccionaron las bacterias clonadas por plaqueo en medio
Middlebrook 7H10 suplementado con OADC (4cido oleico, Albimina y Dextrosa-
Catalasa) y kan®. Las placas se incubaron durante un periodo de 2 semanas y las
colonias que crecieron se analizaron por PCR para comprobar la presencia del
plasmido con el inserto. Por dltimo, se confirmé la integridad del inserto mediante

secuenciacion. Esto se hizo primero en E. coli antes de electroporar a M. bovis BCG.

Curvas de crecimiento rBCG-rpfC

Para la obtencién de las curvas de crecimiento se utiliz6 la cepa recombinante rBCG-
rpfC y la cepa control que contiene el plasmido vacio (BCG-pMV261). A partir de un
cultivo en placa se prepar6 un indculo en medio Middlebrook 7H9 suplementado con
ADC, para lo que se tomaron algunas colonias, poniéndolas en un criotubo con perlas
de vidrio de 0.3mm, el cual fue agitado por 3 min en vortex y posteriormente
sonicado en bafio maria por 10 min. Se usaron 3 ml de la suspensién con una
DOs0onm=0.2, de tal forma que todas las cepas tuvieran la misma densidad para
poderles adicionar las bacterias y los matraces que contenian cada uno 150 ml de
medio Middlebrook 7H9 suplementado con 0.05% de Tween-80 y kan3, el cual se
incub6 a 37 °C en agitacion constante (200rpm) durante 21 dias. El ensayo se hizo por
duplicado y los matraces se dejaron incubando durante 3 dias en agitacion a 37°C.
Posteriormente se realizaron las lecturas a una longitud de 600nm tomando Iml del

cultivo. Las lecturas se hicieron cada segundo dia hasta completar los 21 dias.

Hipoxia.
En este trabajo los cultivos de M. bovis BCG se sometieron a tres condiciones de
concentracion de O. La primera fue normoxica, utilizada normalmente en los

cultivos celulares y bacterianos (150 mmHg, 19.95% de Oz o 20.3 Kpa), la segunda

condicién fue de hipoxia (37.6 mmHg, 5% de O2 6 5 Kpa) y la tercera condicién fue de
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hipoxia estricta (=7.5 mmHg, <1% de Oz 0 = 1 Kpa), sin llegar a una ausencia total de
O2 0 “anoxia”. Se utilizaron estas condiciones de PO> ya que, en un estudio donde
hicieron mediciones de la concentracion de O; en los granulomas de ratones
infectados por M. tuberculosis, se encontré que dentro de los granulomas el ambiente

era hipéxico con una PO, menor o igual a 10mmHg, sin llegar a condiciones de anoxia

59.

Para analizar si habia diferencias en el crecimiento de M. bovis rBCG-rpfC y M. bovis
BCG-pMV261 en condiciones de hipoxia, las cepas se descongelaron e
inmediatamente se sembraron en placas de agar Middlebrook 7H10 + OADC + Kan®
y se incubaron por 7 dias a 37 °C en atmosfera con 5% de COz2 y 90% de humedad.
Posteriormente se colocaron las placas en una jarra de anaerobiosis a la cual se le
colocé un sobre Gaspak EZ campy container system BD para reducir la concentracion
de Oxigeno a < 1% y asi obtener una atmdsfera hipdxica. Las placas se incubaron a 37
°C en condiciones estaticas durante 5 dias y posteriormente se recolectaron las
colonias crecidas para hacer la extraccion de ARN y la obtencién de proteinas de

extractos totales.

Ensayo de viabilidad en repuesta a estrés hipoxico.

La cepa recombinante rBCG-rpfC y la cepa control BCG-pMV261 se sonicaron durante
10 min para obtener una suspensiéon homogénea de bacterias, se centrifugaron por 1
min a 1000 rpm, se hicieron 5 diluciones seriadas (1:10) y se sembraron en placas de
medio Middlebrook 7H10 suplementado (OADC) con kan®. Se sembraron 15ul de
bacterias de las 4 tltimas diluciones de cada una de las cepas por duplicado y se
cultivaran en condiciones de hipoxia (5% O2), otras en condiciones de hipoxia estricta
(<1% O2) y el otras (para el control) se incubaron en condiciones de normoxia. Para
los cultivos en hipoxia estricta primero se incub6 a las bacterias durante 3 dias a 37 °C
con 5% de CO,. Pasando los 3 dias se metieron las placas en la jarra de anaerobiosis

con un sobre AnaeroGen® (Anaerobic atmosphere generation bags, Thermo

Scientific) para reducir la concentracion de oxigeno a < 1%, y se incubaron las placas a
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37 °C durante 72 horas para posteriormente incubar las placas en condiciones
normoxicas y contar las UFC. Para las cepas en condiciones de hipoxia primero se
dejaron incubando las placas durante 7 dias a 37 °C en condiciones estéticas con 5%
de CO,, pasando este periodo de incubacién se introducen las placas a la jarra de
anaerobiosis con un sobre Gaspak EZ campy container system (BD) para generar una
atmosfera con un 5% de oxigeno y se dejan en condiciones de estrés hipoxico durante

3 dias. Se hizo el conteo de colonias con el equipo Reichert Quebec darkfield colony

counter.

Extraccion de ARN.

Para la extraccion de ARN, las cepas cultivadas en condiciones de normoxia e hipoxia
se resuspendieron en 1 ml de TRIZOL (Gibco BRL, GRAND Island, NY, USA), y se
trasvasaron a un criotubo que contenia 500ul de perlas de vidrio de 0.1 mm. El
criotubo se coloco en el equipo Mini-bead Beater blender (Daigger, USA) para lisar a
las bacterias aplicando 5 ciclos de agitacion de 30 seg a velocidad 6, intercalados con
incubaciones en hielo de por lo menos 1 min entre cada ciclo. Una vez terminada la
lisis se recupero el sobrenadante, se centrifugé a 14,000 rpm por 1 min, se recupero el
sobrenadante al que se le adicionaron 200 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y
se mezclo por inversion periédicamente cada 15 seg durante 2 min. Posteriormente se
centrifugé a 16,000 x g por 10 min a 4 °C, se recuperd la fase acuosa y se le
adicionaron 500ul de isopropanol y 270ul de HSS (0.8 M citrato de sodio y 1.2 M
NaCl), se mezcl6 por inversién y se centrifugd a 16,000 x g por 10 min a 4°C.
Enseguida se decant6 el sobrenadante y la pastilla se lavé con 1ml de etanol frio al
75%. Después del lavado se centrifug6 a 16,000 x g por 5 min, se dejo secar la pastilla,
se resuspendi6 en 100ul de agua libre de nucleasas y por ultimo se calent6 a 60°C

durante 10 min.

Para la purificacion final del ARN se utiliz6 el kit Direct-zol TM Miniprep (MOBIO) y

se realizo el procedimiento como lo indica el fabricante. Adicionalmente se traté el
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ARN con DNAsa (DNAse, Promega). Se cuantificé y para ver la integridad del ARN

se visualiz6 en un gel de agarosa al 1% tefiido con Red-Gel.

Evaluacién de la expresion de genes asociados a latencia por RT-PCR.

Con el ARNm purificado se realizé la retrotranscripcion para obtener el ADN
complementario (ADNc) usando la SuperScript TM II Reverse Transcriptase
(Invitrogen), utilizando como templado 400ng de ARNm purificado, random primers,
dNTP’s y H>O para PCR; esta reacciéon se incubo a 65 °C durante 5 min después se le
adicioné un buffer (incluido en el kit) y MDTT (Mercaptoetanol-Ditiotreitol), se
incubé durante 2 min a 25 °C, posteriormente se incub6 a 42 °C por 50 min.
Terminando la incubaciéon se le adicioné 1ul de RNAsa out y, por dltimo, para
inactivar la RNAsa se incub6 por 15 min a 70 °C. Los ADNc se montaron en una PCR
utilizando los oligonucleétidos de un grupo de 12 genes seleccionados por que tienen
una relacion con el estado latente de M. tuberculosis, los cuales participan en la
regulacion trasncripcional, estrés hipoxico, anaerobia y aerobia, resucitacion (Anexos,
Tabla 1). Para la normalizacion de los datos se utiliz6 el gen house-keeping GAPDH
como control. Se utilizaron las secuencias reportadas de M. tuberculosis en su genoma
para el disefio de los oligonucledtidos y se us6 el programa PRIMER 3 con los
siguientes parametros: tamafio de 20 pb, Tm de 52-59 °C, 55% de C+G y el tamafo del

amplicon entre 140-150 pb (Tabla 4). Se verificé la amplificacion de los genes por

electroforesis en un gel de agarosa al 2%, y se tifio con Red-Gel.




Tamaiio
Gen

Oligonucledtidos del
amplicon
pic  (F)5-GGGAACAAC AAATCGCAGTT3
(R) 5-GCC CAA ATG ATC TCG TTG AT-3'
pon  (FIS-ATCGACGACCTG GATCTGACS )
(R) 5-CAC CTC GTC GAT GGA CTT CT-3’
(F) 5-CCA TCT TGG CGA TCA CAT C-3'
DosT  (R)5-CGATCC CCT CGT AGA CGA AT-3 120 PP
(F) 5-CAT CAA GGG AAT GGA GTT GG-3'
DevR " (R)5-CTG GTC GGT AAG GCC TGA TA-3® 140 PP
sigg  (F)S-TCGACAAGATCAACGACCTGE .\
(R) 5-TGT AAC AGT TCG GCG ATG AC-3'
sige  (FIS-ACCTGACCCAGGAGACCTTTS
(R) 5-GTC GTA GTC CTC GGG TAA CG-3'
(F) 5-CTA CAT CAA CCC CGA CGA GT-3'
FOA  (R)5.GCA GGA CTT GGT GGA AAAAG-3 1o PP
parke  (F)5-GCTTGCTGATGCACCCTACT-S )
(R) 5-TAG GTG GGC AGG TAG TTG CT-3’
(F) 5-GTC GCT CAT CAA GTC CGT TC-3
PKB  (R)5-TAT TGA TCC TGC CCGACT TC-3 40 PP
ahpc  (F)S-TTTTGGCCGAAAGACTICACE
(R) 5-TTT TGA GGT CGT TGT GCT GT-3'
ot F)5-GCC GGTCAAGAAGAAGTACGS 0
(R) 5-TTG CCC CAA TAG ACC TCA TC-3
parx  (F)5-GTG CCGTAT GTG ACGATGAC-E .
(R) 5-GGA TGC CGA AAT GAA ACA TC-3'
—— EF) 5-ACC TTA CGG TCG ACT TAT CC-3 .

R) 5-GAG TCG AAA ATC GAACTG TG-3'

Ensayo de tiempo real gRT-PCR.

Los ADNCc obtenidos se utilizaron como templado para el ensayo de tiempo real. La
reaccion de PCR se elabor6 con 5ul de buffer de reaccion Luminaris HiGreen Hight
ROX gPCR Master Mix 2X (Thermo Scientific), 0.4ul de oligonucle6tidos a una
concentraciéon de 7.4 pM, 1.5ul (10ng/ ul) de ADNc de M. bovis BCG (condiciones
normoxia e hipoxia) y agua para PCR para llegar a un volumen final de 10ul. Para
realizar el ensayo en tiempo real, se utilizaron placas de 96 pozos para us6 del equipo

tiempo real (Real Time PCR system 7300). Las condiciones de la PCR de tiempo real

fueron:
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1 Temp. 3 Temp. 2 Temp.
40 ciclos
MC © MU°C
72°C : 72°C
. 56 °C ;
Smin. : 30 seg. \_____/ 30 seg. - 7 min. 4°C
' 30 seg. :

La captura de los amplificados se realiz6 en el paso de extensién. La expresion
relativa de los genes se determiné por el método de AACt . El ensayo de tiempo real

qRT-PCR se realizé por duplicado, con triplicados técnicos.

Obtencion de extractos proteinicos totales.

Para obtener las proteinas de M. bovis rBCG-rpfC, M. bovis BCG-pMV261 y en
condiciones de normoxia e hipoxia, los viales se descongelaron e inmediatamente se
centrifugaron a 14,00 rpm por 10 min, se descarté el sobrenadante y se resuspendi6 la
pastilla en 800ul de agua estéril con 16ul de coctel inhibidor de proteasas (Roche
Mannheim, Germany). Se resuspendi6 y se trasfiri6 a un criotubo con 500l de perlas
de vidrio de 0.1 mm. El criotubo se colocé en el equipo Mini-bead Beater blender
(Daigger, USA) aplicando 4 ciclos de 30 seg a velocidad 6, manteniendo el tubo en
hielo entre cada ciclo. Se recuperé el sobrenadante y se centrifugé a 14,000 rpm por 10
min, nuevamente se recuperé el sobrenadante y se centrifugdé en las mismas

condiciones. El sobrenadante se esteriliz6 por filtracion con membranas de 0.22um.

Cuantificacion de proteinas de extractos totales.

Para la obtencién de proteinas de extractos totales de M. bovis rBCG-rpfC y M. bovis
BCG-pMV261 en condiciones de cultivo normoxia e hipoxia. Se hizo por el método de
Lowry, ya que uno de los componentes de los extractos proteinicos interferia con el

reactivo de Bradford y se formaban precipitaciones. Para la cuantificacion mediante el

ensayo de Lowry, las muestras y la curva estandar deben estar en una solucién de 0.5
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N de NaOH. Ya que estan preparadas las muestras, se adicionaron 30ul de muestra
en el pozo y se realizaron por triplicado las cuantificaciones, al instante se mezcl6 la
solucion A y B (1:3) que contienen (A= 0.05% CuSOs en Tartrato de s6dico-potasico al
2% y 0.02% de azida de sodio. B= 0.2 N NaOH, 2% NaCO; y 0.4% g de SDS). Ya que
se mezclaron la solucién A y B se le adicionaron 100ul de la mezcla a cada muestra y
se dejo en agitacion durante 60 min. Pasando el tiempo de incubacién se adicionaron
150ul de la solucion C (reactivo Folin-Ciocalteu, diluido 1:20). Se incub6é por 60 min
en agitacion y se ley6 en el espectrofotémetro a una longitud de 750 nm usando el
software (KC junior software-biotek, USA). Se sacé promedio de las absorbancias y se
les rest6 el valor del blanco. Con base a los estandares y se obtuvo la cuantificacion

mediante el uso de la férmula de regresion lineal.

Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE.

La integridad de las proteinas se verificé por electroforesis en una dimensioén. Se
prepararon geles de poliacrilamida al 12.5 % con un grosor de 0.75 mm, se cargaron
20pg de proteinas. Antes de cargarse las muestras, se calentaron a 95 °C durante 10
min. La electroforesis se corri6 a 120 Volts hasta que el frente de corrida alcanzara el

borde del gel. Las proteinas se visualizaron por tincion con azul de Commassie R250.

Electroforesis bidimensional 2D SDS-PAGE.

Para hacer el analisis de expresion diferencial de las proteinas de los cultivos M. bovis
rBCG-rpfC y M. bovis BCG-pMV261 en condiciones de hipoxia, se obtuvieron los
proteomas respectivos con sus controles (normoxia) utilizando tiras de gradiente de
pH inmovil de 4 a 7 de 11 cm. (GE Healthcare Immobiline TM DryStrip), para separar
las proteinas de acuerdo su punto isoeléctrico (pl), que después se separaron por PM

en geles SDS-PAGE al 12.5%.

Para rehidratar las tiras IPG se usaron 150pg de extractos proteinicos que se

prepararon en un buffer de rehidratacién (Urea 9 M, CHAPS 4%, DTT 70 mM y 0.5ul

de azul de bromofenol en un volumen total de 500ul), después se tomaron 200ul de la
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mezcla y se le adicionaron 4pl de anfolinas de pH 4-7 para posteriormente rehidratar
la tira IPG. Después de 16 horas de rehidrataciéon pasiva se realizo el
isoelectroenfoque (IEF) en cinco pasos: 1) 500 V durante 30 min, 2) 1000 V durante 30
min, 3) 1500 V durante 30 min, 4) 2000 V durante 30 min, 5) 5000 V hasta llegar a
50000 volts/hora. Al terminar el IEF las tiras se equilibraron con buffer de equilibrio
(Urea 6 M, Glicerol 30%, Tris pH 8.8 50 mM, SDS 2% y azul de bromofenol 0.002%)
adicionando para realizar los lavados DTT y luego IAA. Posteriormente, ya que las
proteinas estan separadas por su punto isoeléctrico (pl), se realiz6 la separacion en
segunda dimension en geles SDS-PAGE al 12.5% de 18 x 16 cm; se corrié el gel a 65
volts durante 14 horas y por dltimo los geles se visualizaron mediante la tincion con

Sypro Ruby siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Andlisis estadistico.
Para el andlisis estadistico se usoé el software Prism V.7 (GraphPad). Como prueba
estadistica se hizo un ANOVA para maltiples comparaciones, utilizando la prueba de

Bonferroni con un intervalo de confianza de 95% como post-prueba. Los datos con un

valor de p<0.01 se consideraron significativos.
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RESULTADOS

Para clonar el gen rpfC, primero se realizé una amplificacion del gen por PCR (Fig.
10-A), utilizando como molde ADN de M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG Pasteur.
Posteriormente se hizo la extraccién de plasmidos para seleccionar los que tuvieran
mayor pureza (Fig. 10-B). Con los oligonucleétidos especificos mencionados en
materiales y métodos se amplificé el gen rpfC mediante PCR, obteniendo un producto
de 531 pb (Fig. 11). El gen fue clonado en el vector pMV261 como se describe en

materiales y métodos.

1000
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300

200

100

Figura 10. Clonacion del gen rpfC en M. bovis BCG. En el panel
A) se muestra el producto de amplificaciéon del gen rpfC, en el
carril 1: El marcador de 1kb. Y en carril 2: el producto amplificado
del gen rpfC. En el panel B) se muestra la extraccion de ADN. En el
carril 1: el marcador de 1kb, en el carril 2: ADN con rpfCy el carril
3: ADN con el plasmido vacio pMV261.

En aquellas colonias que lograron crecer en el medio con kanamicina se verifico la

presencia del plasmido y se comprob6 por PCR que el gen rpfC estaba clonado en el
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vector (Fig. 11). La secuencia del gen se cotejo por secuenciacién con la secuencia
reportada en el GeneBank para el gen Rv1884c de M. tuberculosis (Anexo Al),

encontrando el 100% de identidad entre ambas secuencias.

531 pb

Figura 11. Clonacion del gen rpfC en el vector pMV261. En el carril 1:
Marcador de 1 kb, en el carril 3: Vector pMV261-rpfC, carril 4: Doble digestion
usando BamH Iy Hind Il y en el carril 5: Amplificacién por PCR del gen rpfC.

Con el plasmido clonado se electropor6 la cepa M. bovis BCG. De las clonas obtenidas,
se seleccion6 una para los andlisis posteriores. Al realizar las curvas de crecimiento se
encontr6 que las bacterias transformadas con la construcciéon pMV261-rpfC presentan
mas crecimiento en los primeros dias de cultivo (7 al 17), sin embargo, esta diferencia
no es significativa ya que como se observa en la grafica, las absorbancias de los
cultivos tanto de la cepa recombinante rBCG-rpfC como la cepa control BCG-pMV261
son similares (Fig. 12) para los dias 19 y 21. En los cultivos se observo que entre los
dias 7 al 11 la cepa M. bovis rBCG-rpfC formé grumos, lo cual es un indicativo de una
mayor saturacion del cultivo posiblemente inducida por la sobreexpresion de RpfC y,

debido a la formacion de los grumos es que la absorbancia disminuye y se obtienen
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valores similares a los del cultivo de la cepa control. Es posiblemente por esto que al

final de las curvas de crecimiento no son claras las diferencias entre ambos cultivos.

1.25 ~
———pMV261 = pMV261-rpfC
£
=
®
K
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z
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Figura 12. Curva de crecimiento rBCG-rpfC. En la figura se muestra un gréfico
representativo de las diferencias del crecimiento en M. bovis rBCG-rpfC y M. bovis

v

BCG-pMV261. En el eje de las “x” se grafica los dias de crecimiento y en eje de las “y
se gréfica el valor de la DOjgoonm. La linea rosa representa la cepa control (BCG-
pMV261) y la linea azul representa la cepa que sobreexpresa la proteina RpfC (rBCG-
rpfC). La curva de crecimiento se realiz6 por triplicado.

Al termino de los 21 dias de cultivo de M. bovis rBCG-rpfC y M. bovis BCG-pMV261,
se cosech6 1 ml de cultivo y se midi6 el peso humedo de cada una de las cepas para
ver si habia diferencia en el peso humedo (Fig. 13). Este ensayo se realiz6 por
duplicado en cultivos independientes. En la cepa control M. bovis BCG-pMV261 el
peso fue de 24 + 1.755 ug/ml, mientras que la cepa recombinante M. bovis rBCG-rpfC
el peso fue de 27 + 0.715 pg/ml,. En la grafica de la figura 13 se muestran las
diferencias en el peso humedo de ambos cultivos, en donde se muestra de forma

indirecta que M. bovis rBCG-rpfC presenta mayor crecimiento que M. bovis BCG-

pPMV261, sin embargo, la esta diferencia no es estadisticamente significativa.
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Figura 13. Peso himedo de M. bovis BCG. En la grafica se
muestran los pesos humedos de la cepa control (M. bovis BCG-
pMV261) y de la cepa recombinante (M. bovis rBCG-rpfC) p> 0.01.

En la figura 14 se muestran fotografias del crecimiento diferencial entre M. bovis
rBCG-rpfC y M. bovis BCG-pMV261. Se observa que en condiciones de normoxia el
crecimiento de M. bovis rBCG-rpfC es ligeramente mayor en comparaciéon con M. bovis
BCG-pMV261, mientras que en condiciones de hipoxia estricta hay mayor desarrollo
de colonias y se mantiene el crecimiento en M. bovis rBCG-rpfC en comparacién con

M. bovis BCG-pMV261.

Para analizar el efecto de RpfC sobre la expresion de genes relacionados a la hipoxia
se seleccionaron 12 genes, los cuales participan en la regulacién transcripcional, la
respuesta al estrés hipoxico, la respuesta anaerobia y aerobia, y resucitacion. La
especificidad de los oligonucle6tidos disefiados se comprobé mediante un analisis in
silico con el algoritmo BLASTn. Previo a realizar la PCR en tiempo real se hicieron

PCR’s en punto final para comprobar la amplificaciéon de los genes seleccionados, los

cuales se muestran en la figura 15.
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Figura 14. Crecimiento de M. bovis BCG y M. bovis rBCG-rpfC en hipoxia estricta
y normoxia. Las imdgenes muestran las diferencias en el crecimiento de las cepas
M. bovis BCG y M. bovis rBCG-rpfC durante 5 dias en una atmésfera hipoxica (<1%
0o).

100pb nark2 sigE fdxA pfkB narX devR ahpC katG sigB dosT rpoA rpfC rpfB RT-

200 — %

100 ——

Figura 15. PCR punto final con ADN BCG. Gel de agarosa al 2% tefiido con Red-Gel, en
el primer carril se observa el marcador de 100 pb, los restantes carriles son los productos de
PCR de cada uno de los genes implicados en la latencia y en el Gltimo carril se muestra el
control negativo de la reaccién de PCR.
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Los ADNc obtenidos de la retrotrascripcion de los ARNm de M. bovis rBCG-rpfC y M.
bovis BCG-pMV261 en condiciones de normoxia e hipoxia se utilizaron como
templado para el ensayo de RT-PCR en punto final. En condiciones de normoxia,
tanto M. bovis BCG-pMV261 como M. bovis rBCG-rpfC expresan los mismos genes, sin
embargo, en M. bovis rBCG-rpfC hay una mayor expresion de los genes nark2, fdxA,
pfkB, narX, katG, sigB y rpoA. En condiciones de hipoxia estricta (<1% O2), se observo
que en M. bovis rBCG-rpfC expresan més los genes en comparacion con M. bovis BCG-
pMV261 (Fig. 16). Los genes que muestran una mayor expresion son: nark2, sigE,

fdxA, pfkB, narX, mientras que en la cepa control estin més expresados los factores

sigma (sigE y sigB).

En estos ensayos no se obtuvo una buena calidad de ARN y se observé mucha
variacion en los duplicados, por lo que antes de realizar la determinacion cuantitativa
de la expresion de genes asociados la latencia en M. bovis rBCG-rpfC y M. bovis BCG-
pMV261, se verifico la viabilidad de los cultivos bajo estas condiciones de hipoxia
estricta. Tras realizar los ensayos de viabilidad se decidié modificar las condiciones,
ya que los primeros cultivos se dejaban los cultivos 5 dias en hipoxia estricta, lo que
disminuia casi en su totalidad la viabilidad de los bacilos, por lo que se cambiaron las

condiciones y las evaluaciones posteriores se hicieron tras 3 dias de incubacion en

hipoxia estricta.
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Figura 16. Expresion de genes asociados a latencia en M. bovis rBCG-rpfC y M. bovis
BCG-pMV261 en condiciones de normoxia e hipoxia. Geles de agarosa al 2% tefiidos
con Red-Gel, en el primer carril se muestra el marcador de 100pb, en los consecutivos
carriles las RT-PCR de los genes implicados en la latencia, como control positivo el
gen is6110 y en el penaltimo carril el control negativo del ensayo.

Para determinar si hay diferencias en el crecimiento de rBCG-rpfC en condiciones de
normoxia y en condiciones de hipoxia estricta, un juego de placas se sometié a una
atmosfera hipoxica (<1% O») por 3 dias y posteriormente se incub6 por 11 dias en
condiciones de cultivo normoxicas. En la figura 17 se muestran las fotografias del
crecimiento de M. bovis rBCG-rpfC y M. bovis BCG-pMV261 bajo estas condiciones de
cultivo. Se observa que hay un poco mdés crecimiento en los cultivos que
sobreexpresan el RpfC, tanto en condiciones normoéxicas como en hipoxia estricta, en
comparacion con lo observado en los cultivos de M. bovis BCG-pMV261. Ademas de

demostrar que bajo condiciones de estrés hipdxico la micobacteria sobrevive, aunque
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disminuye su tasa de replicacion (porque se observan menos colonias), éstas persisten
como lo que podria suceder cuando se encuentra en estado latente la micobacteria.
Nuestros resultados concuerdan con otros estudios que también se muestra que el

factor promotor de la resucitacion C induce el crecimiento en M. bovis BCG.

pMV261 rBCG-rpfC

Normoxia

poxia (<1 % O,)

)

H

Figura 17. Crecimiento de M. bovis BCG y M. bovis rBCG-rpfC en hipoxia
y normoxia. Las imagenes muestran las diferencias en el crecimiento de las
cepas M. bovis BCG-pMV261 y M. bovis rBCG-rpfC durante 3 dias en una
atmosfera hipoxica.

En la figura 18 se muestra la grafica de UFC tanto de M. bovis rBCG-rpfC, asi como de
M. bovis BCG-pMV261 en las condiciones de normoxia e hipoxia estricta (<1% de
oxigeno). Se observé una notable disminucién en el nimero de UFC recuperadas tras
la incubacion de los cultivos en hipoxia. Sin embargo, las diferencias entre ambas

cepas no son significativas.
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Figura 18. Grafica de viabilidad ante condiciones de estrés hipodxico estricto.
En la grafica se presentan las diferencias del % de UFC de M. bovis BCG y M.
bovis rBCG-rpfC en condiciones de hipoxia estricta durante 3 dias, en
comparacién con condiciones normales de cultivo. p< 0.01

Bajo estas condiciones, para los ensayos de expresién se incubaron las cepas primero
5 dias en una atmosfera normoxica con 5% de CO, y posteriormente se incubaron en
condiciones de hipoxia estricta (<1% Oz) durante 3 dias. Posteriormente se extrajo
ARN (Fig. 19), obteniendo una mejor calidad y cantidad del mismo que el recuperado

en los primeros ensayos.

Figura 19. Extraccion de ARN total. El carril 1: ARN de
la cepa control BCG-pMV261 (200ng), carril 2: ARN de
la cepa recombinante rBCG-rpfC (200ng) y el carril 3:
ARN de la cepa rBCG-rpfC en condiciones de cultivo de
hipoxia estricta (200ng).
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La evaluacion de la expresion de los genes asociados a latencia se realiz6é por qRT-
PCR en tiempo real, ya que en los ensayos de punto final solo se hicieron analisis
cualitativos. En la figura 20 se representa la expresion relativa de 12 genes (asociados
a la latencia en M. tuberculosis) en M. bovis tBCG-rpfC respecto a M. bovis BCG-
pMV261, en condiciones normales de cultivo. En la grafica se observa que los genes
sigE y rpoA que participan en la regulacién transcripcional, presentan una expresion
ligeramente mayor en M. bovis rBCG-rpfC (1.3 y 1.1 veces respectivamente). El gen
fdxA que participa en la transferencia de electrones, es el que mostr6 una mayor

diferencia, al encontrarse 1.6 veces més expresado.
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rBCG-rpfC VS M. bovis BCG
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L 2

Expresion relativa de M. bovis

sigB sigE rpoA | dosT devR katG ahpC | fdxA fpkB | narX narK2 | rpfC | gapdh

Regulacién Estrés hipoxico Anaerobico y Reduccion
transcripcional aerobico nitrato

Figura 20. Grafica qQRT-PCR en tiempo real en condicion de normoxia. Representacion de
la expresion relativa de M. bovis rBCG-rpfC en condiciones aerobias normalizado con
GAPDH. Calculo 2-24¢t, p<(.01
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Un resultado interesante fue que se esperaba que el gen rpfC estuviera
sobreexpresado en M. bovis TBCG-rpfC en condiciones de cultivo normoxicas, sin
embargo, esto no fue asi, y el gen rpfC estaba subexpresado (0.56 veces) en
comparacion con su expresion en M. bovis BCG-pMV261. Esto podria indicar que el
factor promotor de la resucitacion C regula su expresion e induce su represion al no

necesitarse en un ambiente normoxico.

En la figura 21 se muestra la expresion relativa de los genes en condiciones de hipoxia
estricta, observandose que los genes que participan en la regulacién transcripcional,
entre ellos los factores sigma, se encuentran sobreexpresados en M. bovis rBCG-rpfC,
encontrando que sigB tiene una expresion 2.16 veces mayor y sigE 1.4 veces mayor,
mientras que en M. bovis BCG-pMV261 estos genes se observan subexpresados. En el
caso de los genes que participan en el estrés hipoxico, en dosT, katG y ahpC se observa
una subexpresion y no se mostraron diferencias importantes en M. bovis rBCG-rpfC en
comparacion con M. bovis BCG-pMV261. En M. bovis rBCG-rpfC el gen rpfC se
encuentra sobreexpresado (1.7 veces) en condiciones de hipoxia. Por el contrario, en
condiciones de hipoxia estricta (<1% O2) observamos que los genes fdxA, fpkB y narX
estan subexpresados en ambas cepas. Con lo que respecta a los otros genes que
juegan un papel en la reducciéon de nitrato, no se encontraron diferencias de

expresion entre las dos cepas, y también estdn subexpresados en condiciones de

hipoxia.
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Figura 21. Grafica qRT-PCR en tiempo real en condicién de hipoxia. Representacion de la expresion
relativa de M. bovis rBCG-rpfC en condiciones anaerobias normalizado con GAPDH. Calculo 2-84¢t,
p<0.01

En la figura 22, se observa que bajo una hipoxia de 5% de Oz, M. bovis rBCG-rpfC
presenta mayor crecimiento que M. bovis BCG-pMV261, sin embargo, este no difiere

en condiciones de normoxia.
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Hipoxia (5 % O,)

Figura 22. Crecimiento de M. bovis rBCG-rpfC y M. bovis BCG-pMV261 en
normoxia e hipoxia. Las imédgenes de las placas de cultivo se muestran las
diferencias de crecimiento en M. bovis BCG en respuesta a la hipoxia.

Al evaluar la viabilidad de los cultivos en condiciones de hipoxia, encontramos
diferencias importantes. M. bovis rBCG-rpfC presenta mayor viabilidad (97%) que M.
bovis BCG-pMV261 en la que se observa un 70% de viabilidad, lo que indica que las
cepas rBCG-rpfC responde mejor al ambiente hipoxico que las cepas control (Fig. 23).
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Figura 23. Grafica de viabilidad de M. bovis rBCG-rpfC y M. bovis BCG-
pMV261 en condiciones de estrés hipoxico. En la grafica de la parte
superior se presentan las diferencias del % de UFC de M. bovis BCG-
pMV261 y M. bovis rBCG-rpfC en condiciones de hipoxia (5%0Oz) en
comparacion con condiciones normales de cultivo. p< 0.01

A partir de cultivos en hipoxia se obtuvieron extractos proteinicos de M. bovis rBCG-
rpfC y M. bovis BCG-pMV261, y antes de analizarlos por geles en dos dimensiones se
analizo la integridad de las proteinas por electroforesis en gel SDS-PAGE de una
dimensién (Fig. 24). En los geles se observé un patron diferente de bandas en la
condiciéon de hipoxia comparado con la condicién normal. Encontramos que en
condiciones de hipoxia las bacterias sobreexpresan una proteina de bajo peso
molecular que posiblemente es la alfa cristalina, ya que en diversas publicaciones se

ha demostrado que esta proteina se expresa en condiciones de hipoxia en M.

tuberculosis (Fig. 24).
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Figura 24. Electroforesis SDS-PAGE de M. bovis rBCG-rpfC.
En el primer carril: Marcador de peso (DualColor), carril 1: M.
bovis BCG normoxia, carril 2: M. bovis BCG hipoxia, carril 3: M.
bovis rBCG-rpfC normoxia y en el carril 4: M. bovis rBCG-rpfC

hipoxia. Se cargaron 20 pg de extractos proteicos a 120 Volts
tenido con azul de comassie R250.

Para analizar las diferencias entre el proteoma de M. bovis rBCG-rpfC y el de M. bovis
BCG-pMV261, se hicieron geles en 2D de extractos proteinicos totales. En la figura 25
se muestra el proteoma de M. bovis BCG-pMV261 en condiciones de normoxia e
hipoxia. El analisis de los geles se realiz6 con el software PDQuest (Biorad 8.0),
utilizando como método de normalizacion (total quantity in valid spots), un valor de
corte de >1.5 y un nivel de significancia de 90%. Las flechas sefialan algunas de las

proteinas expresadas diferencialmente entre ambas condiciones.

En condiciones de normoxia se resolvi6 un promedio de 197 manchas y en

condiciones de hipoxia de 194 manchas, de los cuales uno promedio de 110 manchas

se encontraban en ambas condiciones de cultivo.
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En la figura 26 se muestran imagenes representativas de los proteomas de M. bovis
rBCG-rpfC en condiciones de normoxia e hipoxia, en los cuales se detect6 un
promedio de 153 manchas en condiciones de normoxia, mientras que en hipoxia se
detect6 un promedio de 127 manchas. En estos proteomas se encontr6 que 116
manchas se encontraron en las dos condiciones de cultivo. En conjunto se observo
que en las dos cepas hay una diferencia importante en la expresion de las proteinas
en condiciones de hipoxia. Observamos que la mayoria de las proteinas que se
expresan diferencialmente en abundancia como en cantidad, tanto en M. bovis rBCG-
rpfC como M. bovis BCG-pMV261 se encuentran en un pH acido y son de bajo peso
molecular. De acuerdo a los resultados de electroforesis de una dimension, es posible

que los cambios que se observan en los geles 2D-SDS-PAGE correspondan a la

proteina alfa-cristalina que se en respuesta a un estrés hipoxico.
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DISCUSION

La tuberculosis latente ha tomado mucha atencién en los altimos afios debido a que la
micobacteria puede permanecer durante un largo periodo dentro del hospedero sin
causar sintomatologia, pero con el potencial de reactivarse en algin momento y
causar enfermedad. Aunque existe una vacuna para prevenir la TB, la inmunidad
conferida por esta no es esterilizante y es uno de los problemas principales por los
cuales no se ha podido erradicar la TB. Estudios en individuos que murieron por
causas distintas a la tuberculosis han demostrado que estaban infectados con M.
tuberculosis 7. Se sabe que la reactivacion se favorece cuando el sistema inmune se
encuentra comprometido, y esto puede ser causado por multiples factores como la
infeccion por VIH, la diabetes mellitus, la desnutricion, el uso de drogas y la

resistencia de las cepas a farmacos antituberculosos 2.

Las condiciones a las que se enfrenta la micobacteria durante la latencia estan
mediadas por el sistema inmune del hospedero, la disponibilidad de nutrientes y la
tension de Oz en los tejidos (150 mmHg, 19.95% de O2 0 20.3 Kpa). Nuestro estudio se
enfoco al efecto que tiene el RpfC, que es miembro de la familia de los promotores de
resucitacion, que se han descrito participan en la reactivacién de TBL 54 Decidimos
trabajar con el rpfC porque es reconocido por el suero de sujetos sanos (datos no
publicados de nuestro grupo de investigacion), lo que parece ser un indicativo de que
participa durante el estado latente y reactivacion en M. tuberculosis. En este trabajo

utilizamos un modelo de hipoxia diferente, en el que se someti6 a los bacilos a una

hipoxia estricta, disminuyendo la concentracion de oxigeno casi espontaneamente a

<1 % de Oa.
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Para trabajar con este factor, hicimos una cepa recombinante mediante la clonacion
del gen rpfC de M. tuberculosis H37Rv en el vector de expresion pMV261, utilizando
como vehiculo de expresion la cepa M. bovis BCG y asi obtener una cepa no patogena

que sobreexpresa el rpfC.

Similar a lo reportado en M. luteus, en quien se sabe que Rpf, induce el crecimiento y
restablece las UFC, en las curvas de crecimiento M. bovis rBCG-rpfC se observé que en
los primeros dias esta cepa crece mas, sin embargo, esta diferencia se pierde
posiblemente por la saturacion del cultivo y la formacién de grumos. Por otro lado,
de acuerdo a los resultados de crecimiento en respuesta a la hipoxia (véase Fig. 15 y
Fig. 18), observamos que en condiciones de hipoxia estricta no se observan diferencias
en la viabilidad de ambas cepas, sin embargo, bajo condiciones de hipoxia con 5% de
O; se observaron diferencias en el crecimiento de M. bovis rBCG-rpfC. A pesar de
haber inducido un estrés mas estricto, alrededor del 30% de las micobacterias
resistieron y son bacilos viables cultivables. Nuestros resultados sefialan que el RpfC
es importante para el crecimiento de M. bovis, y son consistentes con estudios in vitro
que demostraron que al adicionar los 5 rpf’s de M. tuberculosis al medio de cultivo se
estimula el crecimiento de las células no replicantes 5!, y se promueve la
supervivencia de la micobacteria en ratones infectados !. De forma similar, en
estudios recientes donde evalud la presencia o ausencia de las proteinas Rpf’s en
muestras de esputo de pacientes con tuberculosis, se encontr6é que en las muestras en
las que se encontraron los Rpf’s, las micobacterias tenian una mejor cultivabilidad
(>80%), y aumentaba el nimero de UFC recuperadas, por lo tanto, estas proteinas son

relevantes para la infeccion *.

Con respecto a los resultados de viabilidad, observamos que M. bovis rBCG-rpfC
respondi6 mejor al estrés hipoxico. Estos resultados nos indican que posiblemente la
proteina RpfC es muy importante durante la respuesta de M. tuberculosis al estrés
hipdxico. En estudios previos del grupo de investigacion se encontr6 que la proteina

RpfC es reconocida por el suero de sujetos sanos (datos sin publicar), lo que sugiere
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que la proteina RpfC se expresa durante la infeccién latente y, posiblemente, puede
jugar un papel importante en la reactivacion y persistencia de la micobacteria. Segun
los estudios protedmicos y de estructura proteica, se sabe que las proteinas Rpf’s son
parecidas a la lisozima, y podrian participar en la supervivencia de M. tuberculosis
tanto en la infeccion activa como en la infeccion latente, ya que se sabe M. tuberculosis
obtiene energia de su misma pared celular que es una rica fuente de carbono. Si se
logran hacer mas estudios funcionales, es posible que se pueda demostrar que las
Rpf’s participan en el equilibrio de la degradacién de la pared celular para mantener
viva a la micobacteria. De acuerdo a nuestros resultados, la proteina RpfC induce y
mantiene el crecimiento de M. bovis BCG. Sin embargo, a pesar de que se mantuvo el
crecimiento de las micobacterias, es probable que para tener una induccion mas
notoria de crecimiento se necesite la expresion de otras proteinas Rpf’s. Se han
reportado resultados similares que apoyan nuestros resultados utilizando otras Rpf’s
y en otras condiciones de estrés. En un estudio se report6 que al adicionar las
proteinas RpfD y RpfE al medio de cultivo se inducen el crecimiento de M.
tuberculosis %9. Nosotros obtuvimos resultados similares al de dicho estudio al

expresar el gen rpfC en la micobacteria.

En el caso del efecto que tiene la sobreexpresion de rpfC en la expresion de genes
asociados a la latencia en cultivos sometidos a condiciones de hipoxia estricta (<1%
de O,), encontramos que en M. bovis rBCG-rpfC se sobreexpresan los genes sigB, sigE
y rpoA que participan en la regulacion transcripcional, y por lo tanto, estos factores
podrian estar contribuyendo a una regulacién positiva de otros genes que participen
en la supervivencia del bacilo durante la quiescencia en la infeccion latente, o cuando
son sometidos a algtn otro tipo de estrés. Estudios previos encontraron que los
factores sigma de la micobacteria participan durante la latencia, principalmente el
factor sigB que promueve la union de la ARN polimerasa a los sitios de iniciacion
especificos, ademas de que puede regular la fase estacionaria y la resistencia al estrés

general 3. De acuerdo a lo que se sabe, sigB es regulado por sigE y luego regula katG,

lo que concuerda con nuestros resultados, ya que también observamos que estos dos
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genes se sobreexpresan en condiciones de hipoxia. Se sabe que la enzima KatG es
vital para la persistencia del bacilo. Por otro lado, la presencia de 13 factores sigma en
M. tuberculosis refleja la capacidad que tiene este microorganismo para adaptarse a
diversas condiciones de estrés y posiblemente se encuentra estrechamente
relacionado con el éxito del patégeno a permanecer un largo periodo de tiempo

dentro del hospedero como sucede en la TBL.

En condiciones de hipoxia estricta (<1% de O2) también encontramos que los genes
dosT, katG y ahpC estan sobreexpresados en M. bovis rBCG-rpfC. En el caso dosT, este
gen es parte del sistema de 3 componentes devR que juega un papel importante
durante el estado latente de M. tuberculosis. En nuestro estudio, el complejo devR se
encontré subexpresado en condiciones de hipoxia. De acuerdo a los estudios
realizados en éste sistema de tres componentes (dosR-dosS-dosT), dosT se inactiva
cuando se une al oxigeno %, por lo tanto, al inducir a la micobacteria a un estrés
hip6xico hay poco a nada de moléculas de oxigeno y por dicha razon se encuentra
activado. Este sistema de tres componentes en M. tuberculosis regula la respuesta en la
hipoxia y otras condiciones de estrés in vitro, y puede ser importante para la
supervivencia bacteriana dentro de las lesiones granulomatosas causadas por la
tuberculosis ©. En un estudio donde se evalué el papel de la catalasa peroxidasa
como factor de virulencia de M. tuberculosis, en el cual realizaron mutaciones no
sin6nimas en el gen katG, se demostr6 que la disminucién de la actividad de la
enzima provocé que las micobacterias tuvieran un fallo en la persistencia en ratones
BALB/C infectados 61; nuestros resultados de expresién en condiciones de hipoxia
estricta y los resultados de este estudio indican que katG posiblemente contribuye a
mantener el crecimiento y supervivencia de M. tuberculosis dentro de los tejidos del
huésped infectados ¢'. La expresiéon del gen ahpC también es importante en

condiciones de hipoxia, ya que se ha visto que este gen esta involucrado en respuesta

al estrés oxidativo 8.
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Por otro lado, podria suceder que el gen fdxA este relacionado con la regulacion de
rpfC, pues fdxA se sobreexpresa en condiciones normales de cultivo y, por lo tanto,
cabe la posibilidad de que exista una co-expresion que regule negativamente a rpfC.
En M. bovis rBCG-rpfC, la expresion de el gen rpfC se indujo en condiciones de
hipoxia, sin embargo, en condiciones normales de cultivo se encuentra subexpresado.
Es posible que el factor promotor de la resucitacion C solamente sea necesaria su

transcripcion mientras la micobacteria se encuentre en condiciones de estrés.

Con estos resultados, podemos decir que la sobreexpresion de RpfC induce la
expresion de sigB, sigE, rpoA, dosT, katG y ahpC en condiciones de hipoxia estricta
(<1% O2). La expresion de los factores sigma, sigE y sigB es muy importante, ya que
estos factores participan cuando la micobacteria se encuentra en diferentes tipos de

estrés, como es el caso de nuestro trabajo %

Nuestros resultados sugieren que las micobacterias utilizan al RpfC cuando se
encuentra en hipoxia, mientras que cuando se encuentren en condiciones normales de
cultivo, no necesitaran de la expresién de esta proteina. Por lo tanto, se puede sugerir
que estas proteinas son importantes durante la infeccién latente, y es posible que su
expresion induzca la regulacion de otros genes que participan en la latencia y

reactivacion del bacilo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el andlisis proteémico, encontramos que en
condiciones normales de cultivo hay més proteinas y en mayor cantidad en M. bovis
BCG-pMV261. En el caso de M. bovis BCG-rpfC resulté que en condiciones de hipoxia
se expresan mas proteinas que en condiciones normales de cultivo con mayor
diferencia en la expresion de las proteinas que se localizan en un rango de pH acido y
con un bajo peso molecular. Seria muy interesante identificar las proteinas expresadas

diferenciales en el proteoma de M. bovis rBCG-rpfC para lograr esclarecer mejor cuales

son los factores que se encuentran implicados en el estado latente de la micobacteria,
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ademés poder saber cuales podrian estar involucrados en la reactivacion de la

micobacteria.

De acuerdo a nuestros resultados de viabilidad, crecimiento, perfil trascripcional y
perfil protedémico, es posible que el factor RpfC induzca el crecimiento en M. bovis
BCG tal y como se ha reportado en los estudios con M. [uteus %8. Este es un hallazgo
importante acerca de la reactivacion en M. tuberculosis durante el estado latente. Por
ultimo, en lo que respecta a nuestro modelo de hipoxia, resulté ser confiable y

reproducible para poder ser usado en posteriores estudios.
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CONCLUSIONES

En condiciones de hipoxia M. bovis rBCG-rpfC presenta un mayor crecimiento que M.

bovis BCG-pMV261.

Los resultados de viabilidad muestran que M. bovis rBCG-rpfC es mas resistente a la

hipoxia que M. bovis BCG-pMV261.

En M. bovis BCG-rpfC se incrementa la expresion de los genes sigB, sigE, rpoA, katG,
dosT, ahpC y rpfC en condiciones de hipoxia (<1% O), mientras que en condiciones de

normoxia (21% O») rpfC se encuentra subexpresado.

Tanto M. bovis rBCG-rpfC como M. bovis BCG-pMV261 se observa un menor numero
de proteinas en condiciones de hipoxia. Sin embargo, en M. bovis BCG-rpfC se

mantiene la expresién de un mayor namero de proteinas.

En condiciones de hipoxia se observé una mayor abundancia de proteinas de bajo

peso molecular.
El factor RpfC induce y mantiene el crecimiento de M. bovis BCG favoreciendo la

expresion de genes asociados a la latencia, lo que podria promover la reactivacion de

la micobacteria cuando ésta se encuentra inactiva.
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PERSPECTIVAS

Los avances de nuestros resultados contribuyen a la comprension de algunos factores
que posiblemente estén implicados en el estado latente de M. tuberculosis, asi como en
la reactivacion de la micobacteria. Nosotros estudiamos al factor promotor RpfC, sin
embargo, en M. tuberculosis existen otros cuatro factores promotores de la resucitacion

de las cuales solo se han hecho estudios con mutantes.

En nuestro estudio se us6 M. bovis BCG, por lo que seria interesante que se realizaran
los mismos ensayos en M. tuberculosis H37Rv para comparar si los resultados son

similares.

También seria muy interesante realizar ensayos de expresién con microarreglos en
condiciones de hipoxia para determinar las vias metabolicas que utiliza la

micobacteria para salir de la latencia.

La identificacion de las proteinas que se expresaron diferencialmente en respuesta a
la hipoxia, es un estudio importante para contribuir en el conocimiento de las

proteinas que participan en la latencia y reactivacion de la tuberculosis.

Por dltimo, seria muy interesante trabajar con M. bovis BCG-rpfC, realizando
infecciones en un modelo murino y dado que nuestros resultados indican que el
factor promotor de la resucitacion C induce y mantiene el crecimiento en M. bovis
BCG, existe la posibilidad de que se pueda hacer una vacuna, ya que para que tenga

éxito es necesario que la cepa se mantenga activa replicindose y permaneciendo mas

tiempo en el hospedero sin que ésta sea virulenta.
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ANEXOS

GLOSARIO

Anoxia: La anoxia es la falta casi total de oxigeno en un tejido. Es un estado en que la

necesidad de oxigeno de las células del organismo no es satisfecha.

Caseum: En el centro del tubérculo o granuloma, se acumulan detritus celulares,
micobacterias y productos de exudacién, formando un contenido de color
blanquecino, con apariencia de queso blando. De alli el nombre de caseum que se da

al material del tubérculo y de necrosis caseosa al proceso por el cual tal material se

forma.

Enfermedad: El término enfermedad proviene del latin infirmitas, que significa
literalmente “falto de firmeza”. La definicion de enfermedad segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), es la de “Alteracién o desviacion del estado fisiol6gico en
una o varias partes del cuerpo, por causas en general conocidas, manifestada por

sintomas y unos signos caracteristicos, y cuya evolucion es mas o menos previsible”

Granuloma: El granuloma es untumor benigno de naturaleza inflamatoria que
puede aparecer en ciertas zonas del organismo (piel, 6érganos o mucosas). Los
granulomas tienen una compleja conformaciéon dado que se componen de linfocitos,

macrofagos infectados de micobacterias, fibroblastos, entre otros.

Hipoxia: Es un estado de deficiencia de oxigeno en la sangre, células y tejidos del

organismo, con compromiso de la funciéon de los mismos.

Infeccién aguda: Es aquella que se presenta bruscamente y se resuelve a corto plazo.
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Infeccion cronica: Son afecciones de larga duracién y de progresion lenta, toda
enfermedad que tenga una duracion mayor a seis meses puede considerarse como

cronica.

Infeccion latente: Se mantiene oculta, no se presentan signos ni sintomas, pero esta

en el cuerpo.

Infeccion primaria: La infeccion primaria ocurre en personas sin inmunidad
especifica, generalmente nifios sanos y adultos jovenes quienes no habfan estado

anteriormente expuestos al patogeno.

Infeccion: Invasion o multiplicacion de agentes patégenos en los tejidos de un

organismo.

Latencia: Dormancy es un término antropomorfico derivado del latin- dormire-, que
significa “a dormir”, y este término ha sido utilizado para designar una variedad de
condiciones en las que las bacterias son viables, pero tienen una actividad metabolica

reducida o que permanecen en la fase estacionaria de crecimiento.

Persistencia: La bacteria adquiere la capacidad de persistir o sobrevivir en los tejidos
del hospedero bajo diferentes condiciones de estrés. Por lo tanto, la persistencia es la
capacidad que tienen los microorganismos de sobrevivir ante un ataque que subiste

en el hospedero.
Primo-infeccion: Se entiende por “primo-infeccion” al conjunto de reacciones
adversas que se producen en el organismo humano, la primera vez que este se pone

en contacto con el patégeno.

Quiescencia: Una célula quiescente es aquella que no esta en divisién celular y por lo

tanto, se encuentra fuera del ciclo celular, en la fase GO.
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Tabla Al. Genes asociados a la latencia en M. tuberculosis.

Gen | Funcion bioldgica

rofC Pensado para promover la reanimacion y el crecimiento de las células en estado
& latente, también podria estimular el crecimiento.

DNA polimerasa dependiente de RNA, cataliza la trascripcion de ADN a RNA
utilizando los cuatro fosfatos de ribonucledsido como sustrato.

Es un sensor, parte del sistema regulador devR/dosT, spromueve la supervivencia de

dosT ) . . : . :
M. tuberculosis durante la persistencia, dosT se inactiva cuando se une al oxigeno.

Es parte del sistema regulador de dos componentes devR/dosT y controla hspX/

aeah. Rv2031 y la expresion de acR.

Es un factor sigma de iniciacion que promueve la unién de la RNA polimerasa a los
sitios de iniciacion especificos y luego se libera. Puede regular la fase estacionaria y la
resistencia al estrés en general. Parece ser que esta regulado por Rv3223c y sigE.
Posible regulador de katG y la respuesta al choque térmico.

sigB

Es un factor de iniciacién que promueve la unién de la RNA polimerasa a los sitios de

sigE | iniciacion especificos y luego se libera. Parece ser que se encuentra regulado por
(Rv3223c).

fdxA | Involucrado en la trasferencia de electrones.

Participa en la excrecién de nitrito, producido por la reduccién de nitrato, a través de

nark2 vz "
la membrana. Responsable de la translocacion del sustrato a través de la membrana.

B Involucrado en el glucolisis: convierte el aztcar -1-P en aztcar-1,6-P [actividad
P catalitica: ATP + D-fructosa 6-fosfato = ADP + D-fructosa 1,6-bisfosfato].

Involucrado en respuesta al estrés oxidativo, codifica una peroxidasa dependiente de

ahpC bt : e g s
P~ | NADH reductasa y peroxinitrito que proporciona proteccién contra estés oxidativo.

Enzima multifuncional, con funcién de catalasa, peroxidasa de amplio espectro, y con
una actividad de peroxinitrasa. Puede desempefiar un papel en la supervivencia

katG | intracelular de las micobacterias dentro de los macréfagos; proteccion contra
intermediarios de O, y N producidos por las células fagociticas. Parece estar regulado
por sigB.

narX | Involucrados en la reduccion de nitrato y en la persistencia en el huésped.

Genes analizados en el ensayo de qRT-PCR tiempo real.
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>plasmidPMV261RPFC-Clone2

GCGAGGACAACTTGAGCCGTCCGTCGCGGGCACTGCGCCCGGCCAGCGTAAGTAGCGGGGTTG
CCGTCACCCGGTGACCCCCGGTTTCATCCCCGATCCGGAGGAATCACTTCGCAATGGCCAAGAC

TCGATGTCGACGTAGTTAACTAGCGT
ACGATCGACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTA
T

Sitio de restriccion BamHI pMV261: 4488 pb

rpfC: 531 pb

Plasmido pMV261

Secuencia de aminoacidos (143 aa)

MSSMTRIAKPLIKSAMAAGLVTASMSLSTAVAHAGPSPNWD
AVAQCESGGNWAANTGNGKYGGLQFKPATWAAFGGVGNPA
AASREQQIAVANRVLAEQGLDAWPTCGAASGLPIALWSKPA
QGIKQIINEIIWAGIQASIPRIStop

Resultado de BLASTp

BIDownload v GenPept Graphics

resuscitation-promoting factor rpfC [Mycobacterium tuberculosis CDC1551A4]
B28749.1 Length: 143 Humber of Matches: 1

Sequence ID: EG

> See 2172 more title(s)

Range 1: 1 to 143 GenPept Graphics
Score Expect Method Identites Positives Gaps
283 bits(724) 1e-96 Compositional matrix adjust. 143/143(100%) 143/143(100%) 0/143(0%)

Query 1 MSSMTRIAKPLIKSAMAAGLVTASMSLSTAVAHAGPSPNUDAVAQCESGGNWAANTGNGK 60
MSSMTRIAKPLIKSAMAAGLVTASMSLSTAVAHAGP SPNWDAVAQCE SGGNWAANTGNGK
Sbjct 1 MSSMTRIAKPLIKSAMAAGLVTASMSLSTAVAHAGPSPNWDAVAQCESGGNWAANTGNGK 60

Query 61 YGGLOQFKPATWAAFGGVGNPAAASREQQIAVANRYLAEQGLDAWPTCGAASGLPIALWSK 120
YGGLOQFKPATWAAFGGVGNPAAASREQUIAVANRVLAEQGLDAWPTCGAASGLPIALWSK
Shjct 61 YGGLOFKPATWAAFGGVGNPAAASREQQIAVANRVLAEQGLDAWPTCGAASGLPIALWSK 120

Query 121 PAQGIKQIINEIIWAGIQASIPR 143
PAQGIKQIINEIIWAGIQASIPR
Shjct 121 PAQGIKQIINEIIWAGIQASIPR 143

Figura Al. Resultados de secuenciacion de la clonacién del gen rpfC. En la parte superior se muestra
la secuencia obtenida del plasmido clonado pMV261-rpfC. Posteriormente se muestra la secuencia de la
proteina y en la parte inferior el alineamiento de la secuencia de la proteina obtenida con la reportada
en el NCBI en la cepa M. tuberculosis CDC1551A.
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