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RESUMEN

Las micobacterias presentan un envoltorio celular inusual caracterizado por la presencia de
una pared celular altamente rica en lipidos. Debido a esto requieren de un sistema de secrecién de
proteinas especializado que atraviese esta barrera hidrofobica. Recientemente se ha descrito un
sistema de secrecion para el transporte de proteinas hacia el exterior celular, denominado sistema
de secrecion tipo VIl o ESX, a través del cual las micobacterias patégenas pueden alterar las

defensas inmunitarias de su hospedador por la secrecién de multiples factores de virulencia.

En el genoma de M. tuberculosis existen 5 grupos de genes que codifican sistemas de
secrecion tipo VIl (ESX-1 hasta el ESX-5) los cuales estan constituidos principalmente por
proteinas conservadas denominadas: EccA, EccB, EccC, EccD y EccE. El sistema mas estudiado
es el ESX-1y es responsable de la secrecion de las proteinas EsxA y EsxB las cuales cumplen un
rol importante en la virulencia de M. tuberculosis. Por otro lado, a pesar de que el resto de los
sistemas no han sido estudiados tan extensivamente, se ha descubierto que el sistema ESX-3 es
esencial para el crecimiento in vitro de M. tuberculosis y que esta involucrado en la homeostasis de

hierro y zinc.

En esta investigacion, haciendo uso del sistema BACTH cualitativa y cuantitativamente,
parecen haber sido detectados tres genes que codifican proteinas capaces de interactuar con la
proteina EccBs: rv1610, hemY y ppeb. Ademads, evidenciamos la posible ocurrencia de un
deslizamiento transcripcional que permitiria la expresion los genes hemY y ppe5, a pesar de haber
guedado fuera de marco con el fragmento T18. Estas proteinas estan involucradas en biosintesis
de Trp (Rv1610), biosintesis del grupo hemo (HemY) y variaciéon antigénica (PPES5). Sin embargo,
estos resultados representan una primera aproximacion al entendimiento de la red de interacciones

de la proteina EccBs.

Estudiar al sistema ESX-3 permitirA ayudar a mejorar el entendimiento sobre la
persistencia de este letal patdégeno. El andlisis de las proteinas que lo componen, su mecanismo
de accién y las interacciones que puedan tener éstas con el resto de las proteinas codificadas por
el genoma de M. tuberculosis puede contribuir a ello, de manera que en un futuro ésta informacion

pueda emplearse en el desarrollo de nuevas vacunas o drogas contra la tuberculosis.

Palabras clave: Mycobacterium, Micobacterias, Mycobacterium tuberculosis, Tuberculosis,
Sistema de secrecion ESX, Sistema BACTH, Interaccion de proteinas, EccBs, Rv1610, HemY,
PPES.
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INTRODUCCION

El género Mycobacterium es innegablemente uno de los taxa bacterianos mas importante
clinicamente y ha sido muy estudiado debido a que varias de sus especies causan enfermedades
con una gran morbilidad y mortalidad a nivel mundial, como lo son la tuberculosis, la lepra y en las
Ultimas décadas, las causadas por micobacterias no tuberculosas (MTN) (Casal y col., 1999). El
interés clinico en las micobacterias comenzo con el trabajo de Koch en el afio 1882, quien detecto
el bacilo tuberculoso en tejidos infectados, cultivd el organismo y tuvo éxito al obtener colonias de

este organismo sobre suero de sangre coagulada (Madigan y col., 2009).

La tuberculosis es una de las aflicciones humanas mas antigua y todavia hoy en dia, segin
datos aportados por la OMS, es el mayor asesino entre las enfermedades infecciosas bacterianas,
a pesar del uso a nivel mundial de una vacuna viva atenuada (BCG) y una gran variedad de
antibidticos. En general, una pequefia proporcion (5-15%) de los 2-3 billones de personas
infectadas con Mycobacterium tuberculosis podrian desarrollar la enfermedad durante su vida,

siendo la probabilidad mucho mas alta entre personas infectadas con VIH (OMS, 2016).

La vacuna BCG fue desarrollada hace aproximadamente 100 afios y aunque s6lo previene las
formas mas severas de tuberculosis en nifios, es cominmente usada en muchos paises. Sin
embargo, la Organizacion Mundial de la Salud (2016) indica que ésta no es una vacuna que sea
efectiva en la prevencién de la enfermedad en adultos, ya sea antes o después de la exposicion a
la infeccion. Por tal motivo, se ha hecho necesario el descubrimiento de nuevas drogas y vacunas
para detener la epidemia mundial de tuberculosis, que mata alrededor de 2 millones de personas
cada afo. Para el desarrollo de estos agentes antituberculosos es esencial estudiar la fisiologia y
genética tanto de Mycobacterium tuberculosis, asi como de las micobacterias en general. Ademas
es importante entender las interacciones con el hospedador para saber como esta bacteria

destruye sus defensas y causa la enfermedad (Smith, 2003).




1. Principales caracteristicas de las micobacterias.

El género Mycobacterium esté conformado por bacilos largos (3-5 um) que tienen la propiedad
de ser acido alcohol resistentes debido a la presencia en su superficie de unos lipidos
caracteristicos denominados acidos micélicos (Madigan y col., 2009). Estos lipidos conforman una
membrana externa particular, denominada “micomembrana”, que es especifica de micobacterias y
cumple una funcién de barrera, similar a la membrana externa de bacterias Gram-negativas (Le

Chevalier y col., 2014).

Las micobacterias son bioldgicamente similares a las bacterias Gram-positivas (aunque frente
a la tincion Gram no se tifien o lo hacen muy débilmente), sin embargo aunque ambos tipos de
bacterias tienen peptidoglicano en su pared celular, difieren en que las moléculas asociadas a este
polimero son en las micobacterias fundamentalmente de naturaleza lipidica en lugar de proteinas y

lipopolisacéridos como en otras bacterias (Rodriguez, 2008).

El genoma de las bacterias que integran este género tiene un contenido de bases nitrogenadas
Guanina-Citosina entre el 60 y 70%, suelen ser pleomérficas y pueden desarrollar ramificaciones o
filamentos. Ademas, pueden dividirse en dos grupos principales de acuerdo al tiempo que tardan
en crecer en medios de cultivo sélidos, denominandose de crecimiento rapido a las que tardan
menos de 7 dias en crecer, como Mycobacterium smegmatis y de crecimiento lento a las que

tardan mas de 7 dias en crecer, como Mycobacterium tuberculosis (Madigan y col., 2009).

Segun Falkinham (2008), las principales caracteristicas distinguibles de las micobacterias son:
crecimiento lento, hidrofobicidad e impermediabilidad debido a su membrana externa hidrofébica,
cerosa Yy lipidica. Estos lipidos son refractarios al ataque hidrolitico por parte de enzimas celulares,
confiriéndoles resistencia ante un gran nimero de agentes antimicrobianos asi como tolerancia

general al estrés ambiental o celular (Liuy col., 1999; Primm y col., 2004).




2. Tuberculosis: patogénesis e incidencia global.

Entre las micobacterias patdgenas mas letales se encuentra el bacilo Mycobacterium
tuberculosis (MTB), agente causal de la tuberculosis, enfermedad infecciosa que afecta
cominmente los pulmones (tuberculosis pulmonar), aunque también puede afectar otros érganos
(tuberculosis extra pulmonar), incluyendo el ataque a huesos causando deformidades esqueléticas

(Organizaciéon Mundial de la Salud, 2016).

Esta enfermedad es transmitida a través de gotas aerolizadas que contienen al bacilo, las
cuales son generadas por la tos de una persona infectada con tuberculosis pulmonar, pudiendo ser
inhaladas por las personas de su entorno. Durante la infeccion, el bacilo reside principalmente en
los espacios aéreos pulmonares donde logra entrar y replicarse en macrofagos alveolares, cuya
funcion es fagocitar y destruir microorganismos invasores. Asi, la bacteria induce muerte celular a
los macréfagos para luego ser liberada y propagarse hacia otros macréfagos cercanos dentro del

hospedero (Glickman y Jacobs, 2001; Stanley y col., 2003).

En la mayoria de los casos de infeccion por MTB, el individuo es asintoméatico y no infeccioso.
Sin embargo, este estado de latencia puede reactivarse en respuesta a perturbaciones de la
respuesta inmune, ocasionando la forma activa de la enfermedad. Entre los factores que
incrementan el potencial de reactivacion de la tuberculosis latente se encuentran la infecciéon con
VIH, tratamientos con corticosteroides, envejecimiento y abuso de drogas y alcohol (Flynn y Chan,

2001).

En el 90% de los casos, individuos inmunocompetentes suelen controlar la infeccién ya que
alrededor del bacilo se agrupan células del sistema inmunitario (principalmente linfocitos y
macréfagos) que originan la formacion de un granuloma, encerrdndolo y evitando su proliferacion
(Rodriguez, 2008; Maulén, 2011). Sin embargo, el bacilo no es erradicado completamente del
organismo hospedero, por lo que Mycobacterium tuberculosis es considerado el patdégeno
bacteriano més habil para establecerse y mantenerse en estado latente con opcién de reactivacion

a futuro (Maulén, 2011).




Segun Pieters y Gatfield (2002), MTB puede sobrevivir dentro del cuerpo humano por muy
largos periodos de tiempo sin ser letal para el hospedero infectado. Se cree que la clave para su
persistencia y patogenicidad es su capacidad para evitar la fusion de fagosomas a lisosomas.
Normalmente cuando las bacterias son internalizadas por macréfagos, éstas son rapidamente
destruidas en lisosomas debido a la presencia de potentes enzimas hidroliticas capaces de

degradar un amplio rango de macromoléculas (Flynn y Chan, 2001).

Sin embargo, en un 5-10% de los casos y mas aun en personas inmunodeprimidas como las
qgue padecen VIH, desnutricion o diabetes y consumidores de tabaco, la infeccion no puede
contenerse por fallas a nivel de respuestas inmunitarias, de manera que la reactivacion y
replicacién del bacilo continla. Las micobacterias patégenas permanecen dentro de fagosomas
micobacterianos y se cree que elementos bacterianos interfieren con la ruta normal que envia
moléculas desde fagosomas a lisosomas (Flynn y Chan, 2001; Pieters y Gatfield, 2002; OMS,

2018).

Actualmente se conoce que un factor de virulencia que podria contribuir con la supervivencia
de MTB en macro6fagos es su habilidad para prevenir la acidificacién del fagosoma. Comunmente,
cuando una bacteria es ingerida por fagocitosis ocurre la acidificacién del fagosoma, lo cual esta
mediado por ATPasas en la membrana del fagosoma que bombea protones hacia su interior,
reduciendo asi su pH. Esta acidificacién no solo inhibe el crecimiento bacteriano sino que ademas
es un paso importante en la fusibn fagosoma-lisosoma asi como en la activacion de factores
bactericidas liberados durante esta fusibn como lo son las enzimas hidroliticas. A través de
estudios in vitro se demostr6 que MTB contrarresta la acidificacion produciendo grandes
cantidades de amoniaco en cultivos, se cree entonces que produce un efecto inhibitorio en la
fusion del fagolisosoma manteniendo asi las condiciones 6ptimas para su crecimiento dentro de
las vesiculas. Sin embargo, los mecanismos precisos sobre cémo el amoniaco previene la fusion

del fagolisosoma ain no se han determinado (Flynn y Chan, 2001; Rodriguez, 2008).

El estado latente de MTB dentro del hospedador es mantenido bajo control por las respuestas

inmunes innatas y adaptativas que estan bien equipadas para acabar con la micobacteria que ha




invadido los macréfagos. Pero cuando los bacilos logran superar estas defensas, o cuando el
sistema inmune del hospedador esta comprometido, tienen el potencial para causar severas
lesiones (Pieters y Gatfield, 2002). En resumen, la particularidad de MTB en comparacion con
varios patdgenos micobacterianos facultativos es que éste es un patdgeno obligado, cuya
transmisiéon a nuevos hospederos humanos ocurre a partir de pacientes que han desarrollado la
forma activa de la enfermedad, lo cual implica necrosis del tejido pulmonar, formacion de cavidades
(granuloma caseoso) y propagacion a través de la tos del bacilo infeccioso hacia el ambiente

inmediato en forma de pequefias gotas (Le Chevalier, 2014).

Los tratamientos efectivos usando drogas contra esta enfermedad fueron desarrollados por
primera vez en los afios 1940s y no fue hasta los afios 1970s que comenzd su USO en personas
infectadas. Actualmente, los tratamientos recomendados para nuevos casos de tuberculosis
susceptibles a drogas deben ser prolongados debido a que MTB es una bacteria de crecimiento
lento. Este tratamiento incluye un régimen de 6 meses con el uso de 4 drogas de primera linea:
isoniacida, rifampicina, etambutol y pirazinamida para 2 meses, y otros 4 meses s6lo con isoniacida
y rifampicina. Se calcula que entre los afios 2000 y 2016 se salvaron unas 53 millones de vidas

gracias al diagnéstico y tratamiento de la tuberculosis (OMS, 2018).

Sin embargo, ha aumentado la aparicién de resistencia a agentes antituberculosos, lo que ha
constituido el principal problema para el tratamiento (OMS, 2016). El Gnico mecanismo demostrado
hasta el presente capaz de originar resistencia en MTB es el resultado de mutacién espontanea a
nivel cromosémico. Es por ello que surgié la necesidad de una terapia combinada, ya que permite
la destruccion de bacilos resistentes a una droga a través de otras. El problema emergente
actualmente en algunas poblaciones es la multirresistencia (Rodriguez, 2008). Los tratamientos
para Tuberculosis Resistente a Rifampicina (RR-TB), Tuberculosis Multidroga-Resistente (MDR-
TB) y Tuberculosis Ultrarresistente a Drogas (XDR-TB), requieren de otras drogas méas costosas y
toxicas, representando el Ultimo caso la forma mas grave de la enfermedad y constituyendo un
mayor riesgo ya que las opciones para tratamiento son muy limitadas (OMS, 2016; Chan y col.,

2017; OMS, 2018).




La tuberculosis es una enfermedad que esta presente en el mundo entero. En el afio 2015
ocupo el primer lugar de causas de muerte por infecciones bacterianas a nivel mundial y se calcula
gue una cuarta parte de la poblacion mundial tiene tuberculosis en estado de latencia. En el afio
2016 el mayor nimero de casos se registro en Asia (45%) seguido de Africa (25%). La mejor
estimacion realizada por la Organizacion Mundial de la Salud (2016) es que hubo cerca de 1.4
millones de muertes por tuberculosis en 2015, y un adicional de 0.4 millones de muertes resultaron
de la enfermedad entre personas VIH positivas. Ademas, aunque ha sido planteada la eliminacion
de la tuberculosis dentro de las préximas décadas, la tasa de disminucion en la incidencia

permanece so6lo en 1.5% del afio 2014 al 2015.

Con respecto a los datos y cifras en Venezuela, para el afio 2016 la Organizacion Mundial de
la Salud estim6 que 710 personas murieron debido a esta enfermedad (excluyendo a personas con
VIH) y alrededor de 250 personas que padecian coinfeccién con VIH. La incidencia se estima en
10.000 nuevos casos y se estima que existen alrededor de 410 casos de personas con TB-RR y

TB-MDR.

3. Sistemas de secrecion en bacterias.

Para favorecer la infeccién y que las bacterias patégenas sean capaces de interactuar con
componentes de las células hospederas, estas han desarrollado maquinarias que permiten
expresar un amplio rango de moléculas hacia el exterior celular. Estas se denominan sistemas de
secrecion de proteinas, constituyendo un mecanismo de virulencia determinante durante la

infeccién (Pizarro y Cossart, 2006; Cardenas-Pereay col., 2014).

Los sistemas de secrecion bacteriana fueron inicialmente estudiados en la bacteria Gram-
negativa E. coli K-12, sin embargo existen otros tipos de sistemas de secrecion de proteinas que
esta bacteria no posee. En bacterias Gram-negativas las proteinas a translocarse deben atravesar
dos barreras lipidicas separadas por el espacio periplasmico y la capa de peptidoglicano: la
membrana interna, y la membrana externa que esta compuesta principalmente por
lipopolisacéaridos. Por ende, debe existir un mecanismo para que ocurra el transporte de proteinas,

ya sea el acoplamiento de la energia de la membrana interna para transportar las proteinas a




través de la membrana externa o el cruce de toda la envoltura celular en un Unico paso. Por otra
parte, en bacterias Gram-positivas la secrecion de proteinas hacia el exterior celular requiere del

transporte a través de una Unica membrana (Cardenas-Perea y col., 2014; Ates y col., 2016).

Existen siete tipos de sistemas de secrecion principales (del tipo | al tipo VII) clasificados en
base a la naturaleza molecular de las maquinarias de transporte y las reacciones que catalizan. A
su vez, estos pueden subdividirse en dos clases segun el mecanismo usado para el transporte a
través de la membrana plasmatica: la via Sec-dependiente y la via Sec-independiente (Cabafias y

Huerta, 2014).

La via Sec-dependiente necesita de una secuencia sefial ubicada en el extremo amino terminal
de la proteina a ser secretada, ya que por medio de esta la proteina puede ser reconocida y
transportada por el sistema de secrecion. Ademas, la secrecion ocurre en dos pasos atravesando
primera la membrana interna y luego la externa (Koster y col., 2000). Esta via transloca proteinas
principalmente en su estado desplegado que pueden cumplir diversas funciones, incluyendo
promover la virulencia en caso de patdgenos bacterianos (Green y Mecsas, 2016). Por otro lado,
las vias Sec-independientes, no necesitan de un péptido sefial y translocan sus productos de
secrecion en un Unico paso atravesando la membrana interna, la membrana externa y en caso de
ser patégenas, la membrana de la célula hospedera (Koster y col., 2000). Un ejemplo de bacterias

gue usan este sistema de secrecion es el caso de Escherichia coli (Hernandez, 2009).

Las micobacterias, debido a la presencia de una caracteristica membrana externa rica en
acidos micdlicos requieren de un sistema de secrecién diferente que se ha denominado Sistema de
Secrecion Tipo VIl o ESX (Abdallah y col., 2007). Este sistema es responsable de la secrecion de
multiples proteinas que carecen de péptidos sefial de secrecion clasica en micobacterias (Daleke y
col., 2012) y es a través de este que Mycobacterium tuberculosis altera las defensas inmunes del

hospedador, debido a la secrecion de multiples factores de virulencia (Ligon y col., 2012).




4. Sistema de secrecion tipo VII.

El complejo envoltorio celular de las micobacterias necesita eficientes sistemas de secrecién
gue puedan asegurar el transporte de una amplio rango de biomoléculas a través de esta barrera
multicapa (Le Chevalier, 2014). Mas aun, las micobacterias patogénicas requieren este tipo de
sistema de secrecidn para transportar factores de virulencia a través de sus caracteristicas

membranas de proteccién celular hacia las células del hospedero infectado (Daleke y col., 2012).

El genoma de las micobacterias puede tener hasta 5 loci paralogos ESX (ESX-1 al ESX-5) y en
particular, MTB contiene los 5 loci completos en su genoma (Daleke y col., 2012). Se ha
demostrado que tanto ESX-1, ESX-3 como ESX-5 parecen ser esenciales para la virulencia y

viabilidad de especies patdgenas (Houben y col., 2014).

Analisis filogenéticos realizados por Gey van Pittius y col. (2001) revelaron que el sistema
ESX-4 es el locus mas pequeiio y a través de analisis de secuencias de proteinas de los 5
sistemas, predijeron que este sistema es la regién ancestral a partir del cual el resto emergié por
duplicacién de genes y/o eventos de diversificacion genética. Segun Bitter y col. (2009), la
hipétesis de que el sistema ESX-4 es el sistema ancestral se basa en la observacion de que los
loci como ESX-4 son los Unicos cluster ESX que se encuentran en otras bacterias Gram-positivas
con alto contenido G+C, sugiriendo que el ultimo ancestro comun de las micobacterias ya
albergaba el sistema de secrecion tipo VII ESX-4. Los subsecuentes eventos de duplicacion
parecen extenderse a través del siguiente orden: los sistemas ESX-1 (Rv3866-Rv3883c) y ESX-3
(Rv0282-Rv0292) hasta los sistemas ESX-2 (Rv3884c-Rv3895c) y ESX-5 (Rv1782-Rv1798) (Gey

van Pittius y col., 2001).

El sistema ESX-1 ha sido el mas estudiado porque es responsable de la secrecion de
numerosas proteinas, entre las que se encuentran ESAT-6 (EsxA) y CFP-10 (EsxB) que son
secretadas como un heterodimero y ademéas se ha demostrado cumplen un rol importante como
factores de virulencia (Berthet y col., 1998). Ademas, se cree que estan involucradas en la
induccién de la ruptura fagosomal, liberando asi a la bacteria y/o sus productos bacterianos dentro

del citosol de la célula hospedera, promoviendo el crecimiento intracelular de MTB en macréfagos




(Daleke y col., 2012; Stoop y col., 2012). Los genes de este sistema estan localizados en el
genoma de MTB en el locus RD1 y son importantes para la virulencia ya que varios mutantes con
ausencia de esta region, incluyendo la cepa BCG (vacuna usada contra la tuberculosis),
experimentan atenuacion tanto in vitro como in vivo (Guinn y col., 2004). Por otra parte, el sistema
ESX-3 ademas de ser importante en virulencia, también estd involucrado en la adquisicion y
regulacion de hierro y zinc, asi como ha resultado ser esencial para el crecimiento de MTB in vitro
en medios de cultivo (Loots y col., 2013). El sistema ESX-5 juega también un rol importante en la
virulencia ya que secreta la mayoria de las proteinas PE/PPE las cuales son Unicas para
micobacterias ocupando casi el 10% del genoma de M. tuberculosis (167 genes), ademas de ser
altamente inmunogénicas (Abdallah y col., 2007). Generalmente este sistema es responsable de la
integridad y estabilidad de la pared celular, lisis de la célula hospedera y fuerte atenuacion. Secreta
las proteinas EsxM y EsxN, que dimerizan en MTB, y son antigenos que inducen respuestas de las
células T CD4+ en varios modelos animales y humanos (Chan y col., 2017). Con respecto a los
sistemas ESX-2 y ESX-4, estos no han sido muy estudiados y se cree que no cumplen funciones

vitales para MTB (Bitter y col., 2009).

Una vez que los sustratos de los sistemas de secrecidn tipo VIl son reconocidos en el citosol,
ellos deben ser dirigidos hacia la membrana interna y subsecuentemente transportados a través
del envoltorio celular micobacteriano (Houben y col., 2014). Para ello, cada sistema de secrecién
ESX estd constituido por un complejo multiprotéico (figura 1), compuesto por proteinas
conservadas ESX (denominadas Ecc) entre las que se encuentran la EccA (ATPasa citosolica),
EccB (proteina transmembrana), EccC (ATPasa transmembrana), EccD (canal de membrana) y
EccE (proteina transmembrana). Ademas, tienen una proteasa MycP y sustratos representados por
un par de proteinas de secrecion denominadas Esx, y proteinas PE/PPE. Se hipotetiza que tanto
las proteinas Esx como las PE/PPE actian como factores de virulencia (Cole y col., 1998; Bitter y

col., 2009).
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Figura 1. Modelo para los sistemas de secrecion tipo VII. Se muestran las localizaciones putativas de las
proteinas de los sistemas ESX. Tanto las proteinas Esx como las PE/PPE son exportadas como dimeros. En
este modelo, el sistema de secrecion tipo VII ocurre en un proceso de dos pasos, en el que el canal de la
membrana externa se refiere a un poro hipotético y aln no identificado (Tomado de Houben y col., 2014y Le

Chevalier y col., 2014)

Intrigantemente, los 5 sistemas ESX no se complementan entre si a pesar de poseer genes
paralogos muy similares. Esto se evidencié por la incapacidad de los cuatro sistemas ESX (2-5)
para complementar la perdida de virulencia que es causada por deleciones en el sistema ESX-1
(Abdallah y col., 2007). Los mismos autores confieren esta incapacidad de complementacién a la
divergencia evolutiva de sus sefiales de secrecion y también a sus sistemas de regulacion
diferentes. Ademas, a partir de estudios mutagénicos en MTB se ha demostrado que los genes de
los sistemas ESX-1, ESX-2 y ESX-4 pueden ser interrumpidos sin afectar la viabilidad de la
bacteria. Esto es diferente para los genes de ESX-3 y algunos de ESX-5 los cuales no pueden
interrumpirse a menos que se complemente el medio con otra fuente de hierro, sugiriendo a estos

ultimos sistemas como esenciales para el crecimiento in vitro (Tufariello y col., 2016).

La esencialidad de los sistemas ESX-5 y ESX-3 para el crecimiento de Mycobacterium
tuberculosis hace a estos dos sistemas blancos potenciales para el disefio de nuevos agentes

antituberculosos (Simeone y col., 2015).




4.1. Sistema de secrecion ESX-3

El sistema de secrecion ESX-3 esta codificado en el genoma de MTB por los genes del rv0282
al rv0292 y se ha demostrado que a diferencia de ésta, la micobacteria no patogénica M.
smegmatis puede crecer sin este sistema en un medio normal de crecimiento (Siegrist y col.,
2009). Sin embargo, se han complicado los esfuerzos para probar las contribuciones que tienen las
proteinas individuales que lo conforman a la funcién del sistema completo (Siegrist y col., 2009;

Loots y col., 2012).

Segun Bitter y col. (2009), la organizacién de los loci de los sistemas ESX-1 y ESX-3 es similar
(figura 2). Los genes esxA y esxB del sistema ESX-1 son pardlogos a los genes esxG y esxH
pertenecientes al sistema ESX-3 y se ha demostrado que forman un heterodimero con

caracteristicas estructurales similares (Houben y col., 2014).
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Figura 2. Organizacién genética de los loci ESX-1 y ESX-3. Los genes paralogos conservan el mismo color de

la flecha (tomado de Bitter y col., 2009).

Interesantemente, el sistema de secrecion ESX-3 es conservado en todos los genomas
micobacterianos secuenciados hasta la fecha, sugiriendo que cumple un rol importante (Stoop y
col., 2012). Aunque es poco lo que se conoce sobre este sistema de secrecidn, se ha descubierto
gue en MTB la expresion de sus genes esta bajo regulacién transcripcional doble (figura 3), es
decir por dos promotores diferentes rio arriba de su primer gen (rv0282): uno superpone el sitio de
union Zur mientras que el otro superpone el sitio de union IdeR. Actuando IdeR como un represor

transcripcional regulado negativamente por hierro, mientras que Zur actia como un represor




transcripcional negativamente regulado por zinc, sugiriendo a este sistema involucrado en el

mantenimiento de la homeostasis de estos dos metales (Maciag y col., 2007; Bottai y col., 2014).
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Figura 3. Mapa genético rio arriba del gen rv0282. Los sitios de union Zur estan subrayados y los de IdeR
estan doblemente subrayados. Se sefialan los sitios donde comienza la transcripcion (+1) y las regiones

promotoras -35 y -10 estan en cajas (Tomado de Maciag y col., 2007).

El hierro es abundante en micobacterias y actla como cofactor de al menos 40 enzimas
codificadas por el genoma de MTB, incluyendo varias proteinas involucradas en biosintesis de
aminoacidos, cadena transportadora de electrones y otras hemoproteinas involucradas en el
metabolismo. Sin embargo, el exceso de hierro y zinc resulta toxico para las células, ya que el
exceso de hierro puede romper el balance redox celular y el exceso de zinc puede competir con
otros metales para unirse a los sitios activos de multiples enzimas esenciales. Es por esto que la
toma y almacenamiento de ambos metales necesita ser estrictamente regulada en estos
organismos. Sin embargo, el rol preciso del sistema ESX-3 en su homeostasis es poco clara
(Loots y col., 2012). Serafini y col. (2009) encontraron que mutantes condicionales de M.
tuberculosis ESX-3 fueron capaces de crecer en un cultivo filtrado de M. tuberculosis tipo silvestre,
lo que sugirié que el sistema ESX-3 secreta un factor o sustrato que permite la captura de hierro y

zinc.

Incluso en presencia de altas concentraciones de ambos metales, la represion de los dos
promotores no es total, detectando ARNm del sistema ESX-3, lo que sugiere que cumple un rol
fundamental en la toma y regulaciéon de hierro y zinc tanto en condiciones de limitacién como
cuando no la hay. Esta regulacion transcripcional es diferente en M. smegmatis ya que esta

bacteria solo tiene un promotor dependiente de hierro (Bottai y col., 2014).




Maciag y col. (2006) sugieren que es posible que Zur no esté involucrado en la virulencia
debido a que experimentos con cepas mutantes expuestas a condiciones estresantes no mostraron
ninguna diferencia de las cepas tipo silvestre. Ademas tampoco mostraron comportamientos

diferentes de la cepa silvestre en modelos de infeccion en ratones.

El descubrimiento de que este sistema esta inducido bajo condiciones limitantes de hierro y
zinc podria dar pistas sobre su funcidn fisiolégica, tomando en cuenta que la concentracion de
ambos metales disponible en el cuerpo es baja y mas ain que la concentracion de zinc es baja en
los alveolos pulmonares. Esto sugiere que las proteinas secretadas por ESX-3 podrian estar
involucradas en el desecho y/o toma de hierro y/o zinc. También es importante mencionar que las
proteinas Esx son conocidas por pertenecer a los antigenos T mas potentes, sugiriendo que la
modulacion de su expresion en respuesta a cambios en las concentraciones de hierro y zinc podria
modificar fuertemente el perfil antigénico de M. tuberculosis durante el curso de la infeccién

(Maciag y col., 2006).

4.1.1. Proteina EccB

En los 5 sistemas ESX se encuentra presente la proteina conservada EccB y se ha demostrado
gue EccB1 parece ser esencial para la secrecion de factores de virulencia por el sistema ESX-1.
Recientemente, Zhang y col. (2017) aportaron la primera data bioguimica y estructural de este

componente individual del complejo de membrana de los sistemas de secrecion tipo VII.

A través de experimentos de fraccionamiento celular y usando anticuerpos especificos, los
autores han sugerido que la proteina EccBi, codificada por el gen rv3869, es una ATPasa
hexamérica localizada predominantemente en el espacio periplasmico (figura 4). Debido a que
generalmente las proteinas de secrecion localizadas en el espacio peripldsmico se involucran en la
formacion de canales de transporte a través de la membrana externa o en el empaquetamiento de
sustratos, se hipotetiza que EccBi1 y sus homélogos podrian estén involucrados en la formacion de
un canal entre la membrana plasmética y la micomembrana. Los autores sugieren también que
este canal esta impulsado por la hidrolisis de ATP y que la actividad ATPasa podria jugar un rol

fundamental en proveer la energia requerida para la secrecién de multiples factores de virulencia




en los sistemas de secrecion tipo VII. Ademas, se cree que esta proteina no actda sola sino que
necesita de la interaccion directa o indirecta con otras proteinas, probablemente pertenecientes al
mismo sistema de secrecién, para que ocurra el transporte de sustratos. Proponiendo entonces
que los productos de secrecién son translocados desde el periplasma fuera de la micomembrana a

través de la proteina EccB.

Figura 4. Modelos estructurales de la proteina EccBi. A la izquierda se representa la estructura cristalizada de
la proteina cuya localizacion predomina en el espacio periplasmico. A la derecha se representa la superficie

molecular de la proteina presentando una estructura hexamérica (Tomado de Zhang y col., 2017).

5. Interaccién de proteinas: sistema de dos hibridos de adenilato ciclasa
bacteriano (BACTH)

La mayoria de los procesos bioldgicos involucra interacciones especificas proteina-proteina ya
gue por lo general, dentro de las células las proteinas ejercen su funcion a través de redes o
complejos multiprotéicos. Estas desempefian un papel vital en los procesos celulares por lo que su

estudio puede dar una vision biolégica fundamental mas amplia (Berggard y col., 2007).

Para identificar estas interacciones se han desarrollado numerosos ensayos entre los que se
encuentran métodos fisicos como la cromatografia de afinidad, métodos bioquimicos como la co-

inmunoprecipitacion y métodos genéticos como los sistemas de dos hibridos (Berggard y col.,




2007). El sistema de dos hibridos fue desarrollado originalmente en levaduras por Stanley Fields y
Rolf Sternglanz en el afio 1994. Posteriormente, en el afio 1997 fue desarrollado por Fabio Rossi y
colaboradores un sistema de dos hibridos en mamiferos, el cual usa la complementacion de la -
galactosidasa para monitorear interacciones proteina-proteina en células eucariotas intactas. Fue
hasta el afio 1998 que se reporté un sistema parecido en bacterias, denominado sistema de dos
hibridos de adenilato ciclasa bacteriano (BACTH), desarrollado por primera vez por Karimova y

colaboradores.

Es llamado “sistema de dos hibridos” porque utiliza dos polipéptidos de interés, que pueden ser
proteinas conocidas, proteinas codificadas por una genoteca o una proteina conocida que actle
como cebo frente a una genoteca que actle como presa. Estas proteinas son fusionadas
genéticamente a dos plasmidos propios del sistema y co-transformados dentro de cepas
hospederas, las cuales contienen genes reporteros inducibles. Asi, la interaccion entre las dos
proteinas resulta en la activacion de la transcripcién de los genes reporteros generando una sefial
fenotipica (James y col., 1996; Karimova y col., 1998). El fundamento del sistema BACTH se

esguematiza en la figura 5.

En general, el sistema estd basado en la reconstitucién, mediado por la interaccién, de una
cascada regulatoria dependiente de AMPc, que es sintetizado por enzimas llamadas adenilato
ciclasas. La estructura del dominio catalitico de esta enzima consiste en dos fragmentos
complementarios: uno de 25kDa en el que se encuentra propiamente el sitio catalitico y otro de
18kDa que contiene el principal sitio de unién a la calmodulina. La construccion de los fragmentos
complementarios de la enzima se realiz6 a partir del dominio catalitico de Bordetella pertussis

(Karimovay col., 1998; Karimovay col., 2000).

En ausencia de calmodulina, la unién de los dos fragmentos no exhibe actividad detectable,
sugiriendo que no son capaces de reasociarse para producir actividad basal independiente de esta
proteina. Sin embargo, cuando se expresan en una cepa de E. coli deficiente en actividad de la
adenilato ciclasa, los fragmentos T25 y T18 fusionados a proteinas putativas que interactian

podrian reasociarse y conducir a la sintesis de AMPc (Karimova y col., 1998).
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Figura 5. Principio del sistema BACTH. En A se representa la complementacion de los dos fragmentos del
dominio catalitico T25 y T18 que resulta en la sintesis de AMPc. En B, los dos fragmentos cuando son co-
expresados como polipéptidos independientes son incapaces de interactuar y no ocurre la sintesis de AMPc.
En C, los dos fragmentos fusionados a dos proteinas que interactlan, X y Y, lleva a la heterodimerizacion de
estas, sintetizando AMPc. En la parte inferior se representa como una vez que se ha sintetizado AMPc por
complementacion entre dos proteinas que interactdan, éste es capaz de unirse a la proteina CAP, formando el
complejo AMPc/CAP que es capaz de reconocer el promotor especifico y activar la transcripcién de los genes

reporteros (Tomado de Karimova y col., 1998).

Segun Karimova y col. (1998), analisis funcionales de la actividad de la adenilato ciclasa
pueden ser monitoreados en una cepa de E. coli deficiente en esta enzima. EI AMPc sintetizado se
une a la proteina CAP que es un activador transcripcional, regulando la expresion de varios genes
gue incluyen los involucrados en el catabolismo de lactosa y maltosa. Asi, cuando el dominio
catalitico de la enzima es expresado bajo el control del promotor lac, la actividad es suficiente para
complementar las cepas deficientes en adenilato ciclasa, permitiendo la restauracion de su
habilidad para fermentar lactosa o maltosa. Esta actividad puede ser detectada con placas
indicadoras y/o placas selectivas y podria también ser cuantificada por medidas en cultivos liquidos

ya sea de niveles de AMPc o por actividad de la B-galactosidasa (Karimova y col., 1998).

Llevar a cabo este ensayo en E. coli facilita el rastreo de interacciones y la caracterizacion
de las proteinas que interactian. Ademas, la alta eficiencia de transformacién de E. coli permite el

andlisis de genotecas de alta complejidad (Karimova y col., 1998). Existe, sin embargo, la




posibilidad de apariciéon de falsos negativos y falsos positivos. En el primer caso podria deberse a
proteinas hibridas que interactdan pero que no logran una complementacién funcional. En el
segundo caso, podria corresponder a clones que exhiban un fenotipo cya® a pesar de que no
ocurra interaccion de proteinas hibridas. Esto puede deberse a reversion espontanea de la cepa
reportera 0 mutaciones espontaneas en el gen cap que conlleve a fenotipos Lac® o Mal*

independientes de AMPc o mutaciones en el promotor lac (Karimova y col., 2000).

En resumen, los trabajos de Karimova y col. (1998) demostraron que este sistema puede
revelar interacciones entre pequefios péptidos, proteinas bacterianas y proteinas eucarioticas.
También demostraron usando genotecas, que el sistema puede ser usado para identificar unas
pocas proteinas interactuantes de entre un exceso de ellas que no interactdan (Karimova y col.,

2000).




ANTECEDENTES

Esta investigacion deriva de trabajos realizados previamente en el Laboratorio de Genética

Molecular del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC).

Los primeros estudios fueron llevados a cabo por el Dr. Gustavo Lopez a través de su tesis
doctoral en el afio 2006. El trabajé con una genoteca de Mycobacterium tuberculosis la cual fue
clonada en el césmido pYUB18 y transformada en una cepa de Mycobacterium smegmatis, que
llevaba integrada el gen gfp (proteina verde fluorescente), bajo el control del promotor del gen
dnaA de M. tuberculosis. Un total de 300 transformantes obtenidos fue inoculado en un cultivo in
vitro de macrofagos y a través de un equipo de clasificacion de células activadas por fluorescencia
(FACS), se aislaron los macréfagos mas fluorescentes. Esto se realizd con el fin de lograr el
aislamiento de transformantes de Mycobacterium smegmatis con sobrevivencia en macréfagos
incrementada y que por ende hicieron a los macrofagos mas fluorescentes. Después de tres
rondas sucesivas, el cosmido encontrado en mayor proporcién entre las bacterias recuperadas fue
llamado pCEF y contenia aproximadamente 21kb del ADN de Mycobacterium tuberculosis. Luego
pudo constatarse que Mycobacterium smegmatis portadora de pCEF sobrevivia 3.5 veces més en

los macréfagos en comparacion a Mycobacterium smegmatis transformada con el vector vacio.

Un posterior andlisis genético reveld que entre los genes presentes en el cosmido pCEF se
encuentran 3 genes PE/PPE seguidos por los primeros genes miembros del complejo ESX-3
rv0282, rv0283 y parte del rv0284. Fue en el afio 2012 que el estudiante doctoral Luis Querales, a
través de estudios con subclonajes de los genes presentes dentro del césmido pCEF, evidenci6
gue solo los genes que codifican para PE_PGRS4 y EccBs (rv0283) podrian conferir el aumento en

la sobrevivencia en los macréfagos.

A partir de los resultados anteriores, el Lic. José Reverol en el afio 2017 a través de su
tesis de licenciatura, cloné el gen eccBs (rv0283) en el plasmido pKT25 y seguidamente, usando el
sistema de dos hibridos de adenilato ciclasa bacteriano (BACTH), pretendié elucidar la existencia

de una posible interaccion entre las proteinas codificadas por los genes rv0283 (perteneciente al




ESX-3) y rv0279c (proteina PE_PGRS4, previamente clonado en el vector pUT18). Para ello us6
métodos cualitativos basados en cambios de coloraciones en las colonias, una vez que estas son
sembradas en el medio diferencial selectivo MacConkey. Como resultado de su trabajo, observd
una coloracién palida en las colonias transformantes y al compararlo con los controles pudo a
simple vista evidenciarse que no hay una interaccidon aparente entre ambas proteinas o que la
interaccion es tan débil y dura tan poco tiempo que no puede ser detectada con este ensayo 0

quizas debe comprobarse también con ensayos cuantitativos.

Por ello, este trabajo de investigacion pretende evidenciar si existen otras proteinas
codificadas por el genoma de Mycobacterium tuberculosis que sean capaces de interactuar con la
proteina EccBs, componente del sistema secrecion ESX-3, para de esta manera obtener mas

informacidén acerca de cémo funciona este mecanismo esencial de secrecion de proteinas.




OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES: Estudiar la existencia de posibles interacciones proteina-proteina
entre la proteina EccBs (Rv0283) perteneciente al sistema de secrecion ESX-3, y las proteinas
codificadas por una genoteca de Mycobacterium tuberculosis H37Rv mediante el uso del sistema

BACTH.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Detectar cualitativamente clones positivos para interacciones proteina-proteina entre EccBs
y otras proteinas de MTB a partir de ensayos en placas con medios diferenciales
selectivos.

2. Confirmar interacciones entre EccBz y otras proteinas de MTB a través de la cuantificacién
de la actividad de la B-galactosidasa.

3. ldentificar mediante secuenciacion los genes de Mycobacterium tuberculosis que codifican

las proteinas que interactlan con EccBs.




MATERIALES Y METODOS

Para llevar a cabo este trabajo de investigacion se conté con el plasmido del sistema
BACTH pKT25 que portaba el gen de interés eccB; (rv0283) que codifica para la proteina EccBs
perteneciente al sistema de secrecion ESX-3, el cual fue clonado previamente en el laboratorio de
Genética Molecular del IVIC por el Dr. Gustavo Lépez. Adicionalmente, la genoteca de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv fue clonada en el plasmido pUT18c (Anexao), también vector del
sistema BACTH, por Klepp y col. en el afio 2009 y fue donada al laboratorio de Genética Molecular

del IVIC por la Dra. Fabiana Bigi, colaboradora de ese proyecto.

Reactivos
e |PTG (0.5mM), conservado a -20°C.
e Maltosa (1%), conservado a temperatura ambiente.
e B-mercaptoetanol (1M), conservado a temperatura ambiente.
e ONPG (4mg/ml), preparado en medio PM2 y conservado a -20°C.
e NaCOs3(1M), conservado a temperatura ambiente.
e Kanamicina (50ug/ml), carbenicilina (100ug/ml), streptomicina (100ug/ml) y tetraciclina

(12.5ug/ml), conservados a -20°C.

Buffers vy medios de cultivo:

l. Buffer PBS: para su preparacion se afiadié 8.18g NaCl, 0.745g KCl., 1.42g Na:HPO4 y
0.27g KH2PO4 para un volumen final de 1L. Se autoclavé y se mantuvo a temperatura ambiente
hasta su uso.

II.  Buffer PM2: se preparé usando 70mM Na:HPO4 . 12H20, 30mM NaH:POs H:0, 1mM
MgSOasy 0.2mM MnSO4 (pH 7.0). Se agregd 100mM B-mercaptoetanol justo antes de usarlo.

lll.  Medio LB liquido y LB agar: se afiadié 5g de NaCl, 10g de triptona y 5g de extracto de
levadura, agregando agua destilada hasta completar un volumen final de 1L. Antes de su uso se

autoclavo. Para preparar placas LB se afiadié a los componentes antes mencionados 15¢g




(concentracion finall,5%) de agar por litro y se autoclavd. Los antibidticos y otros suplementos se
afiadieron cuando el medio no estuvo demasiado caliente.

V. Medio MacConkey/Maltosa 1%: se disolvié 49.53g de agar MacConkey por cada litro de
agua destilada y posteriormente se autoclavé. Una vez enfriado y antes de servir en placas se
suplementé con maltosa 1%, IPTG 0,5mM y los antibidticos apropiados.

V. Medio M63: se afiadid 2g (NH4)2SOs, 13.6g KH2PO4, 0.5mg FeSO4 .7 H20 y 15g de agar

por litro de solucion. Se autoclavé y se mantuvo a temperatura ambiente hasta su uso.

Cepas bacterianas: se utilizaron dos cepas de este microorganismo. Para el almacenamiento del

ADN de los vectores de interés se uso la cepa receptora estandar E. coli K12 XL1-Blue, la cual es
deficiente en endonucleasas (endA’) lo que mejora en gran parte la calidad del ADN miniprep y
ademas es deficiente en recombinacién (recA’) lo que mejora la estabilidad de la insercion
(Stratagene, 2004). Por otra parte, para la deteccidn de interacciones proteina-proteina usando el
sistema BACTH se utilizé como receptora la cepa de E. coli BTH101 con deficiencia en la actividad

de la adenilato ciclasa (cya).

Plasmidos: para que ocurra la co-expresion de las proteinas hibridas, los genes que codifican
para las proteinas de interés fueron fusionados a dos vectores plasmidicos compatibles (figura 6)

gue poseen las siguientes caracteristicas:

El plasmido pKT25 codifica el fragmento T25 del dominio catalitico de la enzima adenilato
ciclasa que corresponde a sus primeros 224 aminoacidos. Deriva del plasmido pSU40 vy lleva el
gen de seleccién que confiere resistencia a kanamicina. Ademas, el sitio multiple de clonamiento
se encuentra en el extremo 3’ del gen que codifica la region T25 lo que permite la construccion de

las fusiones en el extremo C-terminal del polipéptido T25.

El plasmido pUT18c codifica el fragmento T18 del dominio catalitico de la enzima adenilato
ciclasa que corresponde a los aminoacidos desde el 225 al 399. Deriva del plasmido pUC19 y lleva

el gen de seleccién que confiere resistencia a la ampicilina. El sitio mdltiple de clonamiento se




encuentra en el extremo 3’ del gen que codifica la regién T18 lo que permite la construccion de las

fusiones en el extremo C-terminal del polipéptido T18.

Los plasmidos del sistema BACTH empleados como control positivo son el pKT25-zip y el
pUT18c-zip, los cuales presentan la fusién genética de un zipper de leucina con el fragmento T25y

T18, respectivamente.

plac

T25 MCS KanR Ori p15A
pKT25 [ E— ]
' Pl Sel Xbel BamM  Komd o TTTm
gelgeagggtegactctagaggatccccggglacctaaglaactaagaatic
AAGSTLEDPRVP Kstop
PE.McS  T18 AmpR onc
puUT18C E— |/ _

“Pstl  Sal Xbal BamHI  Kpnl Sacl EcoRIClal ;
cactgcaggtegactctagaggatecceggglaccgagetcgaatteatcgatataactaagtaa

HCRSTLEDPRVPSSNSSIstop

Figura 6. Representacién esquematica de los plasmidos BACTH. Las barras amarilla y verde corresponden a
los marcos abiertos de lectura de los fragmentos T25 y T18, respectivamente, bajo el control del promotor lac
(flecha pequefia). Las flechas rosada y naranja indican el antibiético de seleccién y la direcciéon de la
transcripcion. Las barras roja y azul indican el origen de replicacion del pldsmido. Las cajas sombreadas
representan las secuencias multiples de clonamiento (MCS) que permiten la insercién de genes foraneos:
algunos sitios de restriccion Unicos se muestran encima de la secuencia nucleotidica y la secuencia de

polipéptidos es mostrada debajo (Tomado de Karimova y col., 2017).

Preparacién de células competentes: para lograr que las células de E. coli receptoras sean

capaces de captar ADN foraneo se siguid el protocolo de Hanahan (1983) en el cual se usan
tratamientos con dos soluciones: TFBI (CaClz 10mM, KCI 100mM, Acetato de potasio 30mM, MnCl:
50mM vy glicerol 15%) y TFBII (MOPS 10mM, KCI 10mM, CaCl: 75mM vy glicerol 15%). Se dejo
crecer la cepa bacteriana en 5ml de medio Luria Bertani (LB) con los antibi6ticos correspondientes.
A la mafiana siguiente, se hizo una dilucién 1:20 y se dejo crecer hasta obtener una D.O.s00= 0.48
(fase exponencial de crecimiento). Posteriormente se colocaron las células en hielo por 5 minutos y
luego se centrifugaron a 2325g a 4°C por 15 minutos. Se descarto el sobrenadante, se agregaron

40ml de la solucion TFBI y se agitdé con vortex hasta disolver el pellet. Se repitié este proceso
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incubando en hielo y centrifugando por 5 minutos mas. Se descart6 el sobrenadante, se agregd
4ml de la solucién TFBIl y se agité con vortex nuevamente. Se incubd en hielo por 15 minutos y se
alicuot6é con un volumen de 100ul en tubos eppendorf previamente enfriados, conservando a una

temperatura de -80°C hasta su uso.

Transformacién bacteriana: se siguid el protocolo de Green y Sambrook (2012), afiadiendo

10ng/ul del ADN plasmidico por cada 100ul de células competentes. Las muestras se incubaron
en hielo por 30 minutos y posteriormente se realizd un choque térmico colocandolas en bafio de
maria a 42°C por 3 minutos y luego en hielo por 2 minutos més. Se afiadié 1ml de medio LB y se
dejo6 incubando a 37°C en un bloque de temperatura por 1 hora. Luego, se centrifugé a 16.2 g por
5 minutos, se descarté el sobrenadante hasta tener un volumen final aproximado de 200ul y se
resuspendi6 el pellet bacteriano. Posteriormente, se sembraron 100 pl en placas con medio LB

agar mas el antibiético y las placas se dejaron incubando a 37°C por aproximadamente 24h.

Verificacion de los plasmidos: se tomo una colonia transformante portadora de cada plasmido y

se procedié con las siguientes técnicas:

l. Extraccion de ADN: con el fin de lisar las células y extraer el ADN plasmidico se siguio el

protocolo proporcionado por QIAGEN del kit de extraccion “QIA prep. Spin Miniprep”, el cual esta
basado en lisis alcalina.

1. Digestion _con _enzimas de restriccién: en la tabla 1 se muestran las enzimas de

restriccion utilizadas para identificar cada plasmido del sistema BACTH. Una vez agregados todos
los componentes para la reaccion se dejaron incubando a 37°C por 2 horas y luego se realizé una

electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Tabla 1. Enzimas de restriccion usadas para verificacion de los plasmidos del sistema BACTH.

Plasmido Enzimas Tamafio de los fragmentos* (pb)
EcoRI + Sacll ey
pKT25 B
390
Vspl 2407
1037




pKNT25 Vsp | 2538
872
2147
907
504
puUT18 EcoRI + Sspl 2105

920

EcoRI + Sspl 2628
pUT18c 392

Pvull + Ssp | 1876
1144
1876
764
482
*El tamafio aproximado de los fragmentos se obtuvo previamente usando el programa pDRAW32.

pKT25-zip EcoRI + Sacll

pUT18c-zip Pvull + Ssp |

1. Electroforesis en gel de agarosa: se prepar6 un gel de agarosa al 1% y se afadio

bromuro de etidio (concentracion final 0,01%). Se corri6 el gel a 100V por aproximadamente 30
minutos y fue revelado en el transiluminador “BioRad Molecular imager Gel Doc XR+” usando el

programa Image Lab. 5.2.1.

Evaluacion de interacciones proteina-proteina a través del sistema BACTH: para evaluar las

interacciones proteina-proteina se realizé una transformacién en dos pasos dentro de la cepa E.
coli BTH101, introduciendo primero el plasmido pKT25-EccBz y luego el pUT18c-genoteca MTB,
siguiendo el protocolo de transformacion bacteriana mencionado anteriormente.

l. Seleccidn de colonias de interés: se sembraron las células transformantes en medio

MacConkey/Maltosa con IPTG, kanamicina y carbenicilina. Las placas fueron incubadas a 30°C y
37°C y la interaccion pudo ser detectada entre 1-4 dias (EUROMEDEX).

Las interacciones positivas fueron reflejadas por la presencia de colonias con una
coloracion rojo intenso, mientras que cuando el resultado fue negativo se observaron colonias
pélidas.

Los controles positivos para el ensayo fueron las construcciones pKT25-zip y pUT18C-zip.
Adicionalmente se usaron las construcciones pKT25-EsxA y pUT18C-EsxB como controles
positivos pues se ha demostrado que forman heterodimeros. Como controles negativos se
utilizaron dos vectores que no interactdan tal como la construccion plasmidica pKT25-EccBzy el

plasmido pUT18c vacio.




II.  Confirmacion de las interacciones: para confirmar las interacciones obtenidas y excluir

falsos positivos, se siguid el protocolo de Battesti y Bouveret (2012). Los tres pasos tienen como
finalidad observar nuevamente el crecimiento de colonias rojas que indiquen interaccion.

Como primer paso, una vez obtenidas las colonias positivas se procedié a cultivarlas
nuevamente en medio MacConkey/Maltosa. Una vez verificado que las colonias crecen rojas
nuevamente, se aislé el ADN plasmidico total utilizando el kit de extraccion “QIA prep. Spin
Miniprep” (QIAGEN), se transformé en la cepa de E. coli BTH101 y se sembraron en medio
MacConkey/Maltosa. Al confirmar el crecimiento de colonias rojas por segunda vez, se procedio al
tercer y ultimo paso en el que se transformo el ADN plasmidico total en la cepa E. coli XL1-blue y
las transformantes fueron seleccionadas sélo con cabenicilina con el fin de obtener Gnicamente el
ADN plasmidico de pUT18c — genoteca MTB. Luego, este ADN se transformé tanto en la cepa E.
coli BTH101 que contenia la construccién pKT25-EccBs como dentro de la cepa con el plasmido
pKT25 vacio.

Adicionalmente, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% con las muestras de
ADN extraidas, las cuales fueron previamente digeridas con la enzima Hindlll con la finalidad de

calcular la concentracién de ADN de las muestras.

Ensayo de la actividad de la B-galactosidasa: posterior al ensayo cualitativo se procedié a

evaluar cuantitativamente la eficiencia de complementacién entre las proteinas hibridas a través
de la medicion de la actividad de la B-galactosidasa. Para llevar a cabo este ensayo se sigui6 el
protocolo descrito por el fabricante (Euromedex) derivado de Miller (1972). Esta actividad puede
ser medida espectrofotométricamente usando sustratos cromogénicos que son incoloros pero que
al ser hidrolizados producen compuestos coloreados. En esta investigacion, las medidas se
realizaron en células permeabilizadas usando ONPG como sustrato, que en presencia de B-
galactosidasa es convertido en galactosa y o-nitrofenol. El o-nitrofenol es amarillo en solucién
acuosa y se puede seguir el curso de la reaccion monitoreando la D.O. a una longitud de onda de

420nm (Miller, 1972; Green y Sambrook, 2012).




Esta actividad es usualmente expresada en unidades por mg de peso seco bacteriano
(una unidad corresponde a 1nmol de ONPG hidrolizado por minuto a 28°C). Siguiendo el
protocolo, las colonias de E. coli que presentaron interaccion proteina-proteina en el ensayo
cualitativo se dejaron crecer en 5 ml de medio LB con IPTG més los antibi6ticos a 37°C y en
agitacion continua durante toda la noche. Luego, el cultivo fue diluido 1:5 con medio M63 para un
volumen final de 2.5ml y se midié la D.O.s00 del cultivo bacteriano. Posteriormente, las células
fueron permeabilizadas afiadiendo 1 gota de tolueno y 1 gota de SDS 0.1%, ya que el tolueno y el
SDS rompen parcialmente la membrana celular, permitiendo que pequefias moléculas como el
ONPG puedan difundir dentro de las células (Miller, 1972). Se agitdé con vortex por 10 segundos y
se dejo en agitacion continua a 37°C por 40min, colocando un algodon a los tubos para permitir

gue el tolueno se evapore.

Inmediatamente, 500ul del cultivo de células se afiadieron a 500ul de buffer PM2 con -
mercaptoetanol y se incubaron a 28°C. La reaccion enzimatica comenzdé al afiadir 250ul de ONPG
(0.4% ONPG en buffer PM2 sin B-mercaptoetanol) y al desarrollarse una coloracién amarilla,
tomando un tiempo de 7 minutos, la reaccion se detuvo con 500ul de Na2COsz 1M. Esta Ultima
solucién al estar concentrada cambia el pH a 11 causando que la B-galactosidasa se inactive.
Posteriormente, se midio la D.O.4s20 de cada tubo y la actividad enzimatica A (unidades/ml) se

calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion:

200 x (DO420 muestra — DOaz0 control) . .,
= - - — x factor de dilucién
minutos de incubacion

Quedando la actividad expresada en unidades por ml, donde el factor 200 corresponde al
inverso del coeficiente de absorcion de ONPG. Los resultados se expresan luego en unidades por
mg de peso seco bacteriano que se determina a partir de la D.O.s00 del cultivo, considerando que

1ml de cultivo a D.O.s00= 1 corresponde a 300ug de peso seco bacteriano.

Andlisis estadistico: la diferencia entre las medias de las cuatros muestras analizadas con

respecto a sus controles negativos fue analizada a través de la prueba t de Student, utilizando el

programa PAST 3. Los resultados se consideraron significativos cuando p < 0,05.

27



Identificacién de los genes gue interactlan con EccBj;: finalmente, mediante secuenciacion, se

identificaron los segmentos de los genes de MTB contenidos en los plasmidos seleccionados de la
genoteca con el uso del sistema BACTH. Para el disefio de los iniciadores, se escogié que fueran
complementarios en las regiones a 100pb antes y después del sitio de corte de la enzima Smal
del plasmido pUT18c y su secuencia se sefiala en la tabla 2. Los iniciadores fueron disefiados en

OligoExplorer y la secuenciacion fue llevada a cabo por Macrogen en Seul, Korea.

Tabla 2. Iniciadores utilizados para la identificacion de los genes de Mycobacterium tuberculosis.

Plasmido Iniciadores Secuencia 5 - 3’
pUT18c-genoteca SecpUT18C-F GCC GAC GTT CGA AGT TCT CG
MTB
SecpUT18C-R GAG CAG ACA AGC CCG TCA GG

Analisis con programas bioinformaticos: las secuencias nucleotidicas obtenidas de las cuatro

muestras fueron sujetas a analisis bioinforméticos. La busqueda de similaridad de secuencias e
identificacion de los genes se desarroll6 empleando BLAST, usando el banco de datos de

EnsemblBacteria (http://bacteria.ensembl.ora/Mycobacterium_tuberculosis h37rv/Tools/Blast), asi

como el banco de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), eligiendo las secuencias

identificadas como parte del genoma de M. tuberculosis que presentaron identidad cercana al
100%. Luego, se descargé la secuencia completa del gen identificado de la base de datos de

Mycobrowser (https://mycobrowser.epfl.ch/) y se buscé la posible funcion de estos genes usando

también la base de datos de Tuberculist (http://svitsrv8.epfl.ch/tuberculist/). Posteriormente, se

realiz6 un alineamiento a través del programa MEGA 7.0 para comprobar los criterios que
garanticen que la secuencia clonada puede expresarse, es decir, que el inserto esté en la
orientacién correcta de transcripcion y que ademas esté en el mismo marco de lectura del dominio

T18.



http://bacteria.ensembl.org/Mycobacterium_tuberculosis_h37rv/Tools/Blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
https://mycobrowser.epfl.ch/
http://svitsrv8.epfl.ch/tuberculist/

Por otra parte, se utilizaron los programa CELLO v.2.5 (http://cello.life.nctu.edu.tw/) y Gpos-

mPLoc (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Gpos-multi/) para predecir localizacion subcelular de

proteinas, el servidor TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM]/) para predecir regiones

transmembrana, el servidor SecretomeP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/) para

predecir la posibilidad de secrecion no-clasica de proteinas, Cofactory

(http://www.cbs.dtu.dk/services/Cofactory/) para predecir la especificidad por los cofactores FAD,

NAD o NADP y el programa Protter (http://wlab.ethz.ch/protter/) para realizar un modelado

topoldgico de las proteinas.



http://cello.life.nctu.edu.tw/
http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Gpos-multi/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/Cofactory/
http://wlab.ethz.ch/protter/

RESULTADOS
Ensayo cualitativo para la deteccion de clones que presenten interacciones
proteina-proteina entre la proteina EccBs y otras proteinas de M. tuberculosis.

En primer lugar, para asegurar que el ensayo y por ende este trabajo de investigacion se
llevara a cabo exitosamente, se verificd que los plasmidos originales pertenecientes al sistema
BACTH fuesen los correctos y que no tuviesen ninguna construccion genética clonada. Para ello se
utilizaron las enzimas de restriccion presentadas en la tabla 1 y al visualizarlos en una
electroforesis en gel de agarosa 1% pudo observarse el siguiente patron de bandas que permitié la

identificacion de cada plasmido:

1 p 3 4 5 ] 7 8

— Qoo

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa 1% para la verificacion de los plasmidos del sistema BACTH. Se
observa el patrén de bandas esperado para las enzimas utilizadas en cada plasmido. El primer carril sin
identificar corresponde al marcador de peso molecular 1kb (New England Biolabs). Los plasmidos del carril 1
y 2 fueron digeridos con las enzimas EcoRI y Sacll. Los plasmidos del carril 3 y 4 fueron digeridos con la
enzima Vspl. Los pldsmidos del carril 5 y 6 fueron digeridos con las enzimas Pvull y Sspl. Los plasmidos del

carril 7 y 8 fueron digeridos con las enzimas EcoRI y Sspl.

Adicionalmente, se verificé que la construccion plasmidica pKT25-eccBs; fuese la correcta
a través de la digestion con las enzimas Pstl y Vspl y posterior visualizacién del patron de bandas.
Los resultados se muestran en la figura 8, donde la suma de los pesos de las bandas corresponde

al peso total de la construccion que es de 5065 pb aproximadamente.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa 1% para la verificacion de la construccion plasmidica pKT25-
eccBs. El primer carril sin identificar corresponde al marcador de peso molecular 1kb (New England Biolabs).
En el carril 1 se digirié con la enzima Pstl. En el carril 2 se digirié con la enzima Vspl. En el carril 3 se colocé

la muestra sin digerir.

Una vez verificado que en efecto todos los plasmidos del sistema BACTH, asi como la
construccion que llevaba el gen de interés eccBs, presentaron el patrén de bandas esperado, se

procedio a realizar el ensayo cualitativo BACTH.

En total se realizaron tres ensayos usando el medio de cultivo diferencial/selectivo
MacConkey suplementado con Maltosa, IPTG (inductor del operdn lactosa) y los antibiéticos

kanamicina y carbenicilina.

Fueron utilizados dos controles positivos, el primero correspondié a las construcciones
pKT25-zip vs. pUT18c-zip, los cuales son propios del sistema BACTH y el segundo corresponde a
las construcciones pKT25-EsxA vs. pUT18c-EsxB, los cuales contienen a los genes esxA y esxB
gue se ha comprobado existe interaccion entre ambos. Como control negativo, se utilizé la
construccion plasmidica pKT25-eccBs; vs. pUT18c vacio debido a que estos no deberian ser
capaces de heterodimerizar por la falta de otro gen fusionado al vector pUT18c que codifique una
proteina que interactie con EccBs. Y como condicidbn experimental, se utilizaron las
construcciones pKT25-eccBs vs. pUT18c—genoteca MTB, actuando la proteina EccBs,
perteneciente al sistema de secrecion ESX-3 de Mycobacterium tuberculosis, como la proteina

cebo, frente a una genoteca de esta misma bacteria actuando como presa.




A continuacion se presentan los resultados obtenidos en placas para cada ensayo. Las
placas correspondientes al primer ensayo, y del cual fue conseguida una colonia rojiza indicando
interaccion proteina-proteina (nombrada como muestra #1), no se muestran pues no se tomaron
fotos de estas en un primer momento y las placas fueron desechadas. Se muestran entonces las
placas a partir del segundo ensayo cualitativo (figura 9), del cual fueron conseguidas dos colonias

independientes indicando interaccion proteina-proteina (nombradas como muestras #2 y #3):

Controles positivos Control Condicion
negativo experimental
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Figura 9. Colonias obtenidas durante el segundo ensayo BACTH. Se muestran los dos controles positivos
utilizados: Zip y EsxA-EsxB , el control negativo y la condicion experimental de la cual fueron tomadas sélo

dos colonias rojizas.

Las colonias aparentemente positivas para interaccion proteina-proteina obtenidas hasta el
momento, nombradas como #1, #2 y #3, fueron conservadas en glicerol a -80°C hasta su uso

posterior durante la confirmacion de interacciones.

Luego, fue realizado un tercer ensayo cualitativo bajo las mismas condiciones que los
anteriores. Durante el mismo se encontraron tres colonias aparentemente positivas y los resultados

se observan en la figura 10.
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Figura 10. Colonias obtenidas durante el tercer ensayo BACTH. Se muestran los dos controles positivos
utilizados: Zip y EsxA-EsxB, el control negativo y la condicion experimental de la cual fueron tomadas tres

colonias rojizas.

Una vez realizados estos ensayos cualitativos se procedid a seguir los tres pasos de
verificacién mencionados en la metodologia. Para ello se utilizaron las colonias en las que se
observé un aparente resultado positivo para interaccién proteina-proteina. El primer paso de
verificacién consistié en repicar las colonias nuevamente en medio MacConkey/Maltosa para
observar si el crecimiento de las colonias resultantes seguia teniendo una coloracién rojiza. Las
muestras #1, #2 y #3 mostraron nuevamente resultados positivos y de las muestras obtenidas en
el tercer ensayo s6lo una de ellas fue positiva, denomindndose muestra #4, por lo que las dos

restantes fueron descartadas. Estos resultados son mostrados en la figura 11.

Figura 11. Primer paso de confirmacién de interacciones proteina-proteina. Se muestran los repiques en

medio MacConkey/Maltosa de A: la muestra #1 obtenida durante el primer ensayo cualitativo BACTH; de B 'y
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C: las muestras #2 y #3, respectivamente, obtenidas durante el segundo ensayo cualitativo BACTH; de D: la

muestra #4 obtenida durante el tercer ensayo cualitativo BACTH.

Superado el primer paso para confirmar las interacciones se procedid a realizar el
siguiente paso de verificacion. Este consistio en transformar nuevas células de E. coli de la cepa
BTH101 con el ADN plasmidico total aislado a partir de las cuatro muestras, obteniendo

igualmente los siguientes resultados positivos:

Control negativo
pKT25-EccBs + pUT18c (v)

Control positivo
ZIP

Figura 12. Segundo paso de confirmacién de interacciones proteina-proteina. Se muestran, en medio

MacConkey/Maltosa, el control positivo Zip, control negativo y las nuevas colonias transformantes con el ADN

plasmidico total de las muestras #1, #2, #3 y #4, asi como el acercamiento de las colonias.

Posteriormente, al observar que las muestras cumplieron con el primer y segundo paso

para confirmar interacciones proteina-proteina entre la proteina EccBs y otras proteinas de
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Mycobacterium tuberculosis, hasta el momento desconocidas, se procedié a realizar el Ultimo

paso de verificacion.

Este Ultimo paso consisti6 en transformar la cepa de E. coli XL1-Blue con el ADN
plasmidico total de las cuatro muestras y seleccionar sélo con el antibiético que confiere
resistencia el plasmido pUT18c (ampicilina) en el cual se insert6 la genoteca de Mycobacterium
tuberculosis, de manera que las colonias que crecieran Unicamente portaran el plasmido obtenido
a partir de la genoteca. Se aislo este ADN plasmidico y se transformé en nuevas células de E. coli
BTH101 que ya contenian la construccion pKT25-EccBz y también en células que contenian el
plasmido pKT25 vacio, este Ultimo utilizado como control negativo para asegurar que la muestra
no corresponde a un falso positivo. En la figura 13 se pueden observar los resultados obtenidos en

cada caso.
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Figura 13. Tercer paso de confirmacién de interacciones proteina-proteina. Se muestran, en medio

MacConkey/Maltosa, el control positivo Zip, control negativo y las nuevas colonias transformantes con el ADN

plasmidico aislado pUT18c-gen MTB.
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Con este Ultimo paso se concluyd el ensayo cualitativo incluyendo el proceso de
verificacion y confirmacion de interacciones utilizando el medio de cultivo diferencial/selectivo
MacConkey/Maltosa. Fue posible observar que las cuatro muestras obtenidas parecen cumplir con
los criterios cualitativos del ensayo BACTH para interaccién proteina-proteina. Sin embargo,
durante el tercer paso de verificacion (figura 13) se pudo observar que la muestra #2 arrojo

algunas colonias rojizas en el control negativo.

Medicion de la actividad de la B-galactosidasa para cuantificar la complementacion
funcional entre las proteinas hibridas.

Antes de proceder con el ensayo cuantitativo se realizd un ensayo previo con los
controles, siendo el positivo las construcciones pKT25-zip vs. pUT18c-zip hombradas como ZIP, y

siendo el negativo las construcciones pKT25-EccBs vs. pUT18c (v).

La finalidad del mismo fue estandarizar el tiempo durante el cual se llevaria a cabo la
reaccién enzimatica, que va desde el momento en que se agrega el sustrato cromogénico ONPG
hasta que se detiene la reaccién con Na:COs. Para ello se utilizaron 8 tiempos de prueba: 0.5, 2,
4, 6, 8, 10, 15 y 20 minutos y se midié la absorbancia a 420nm. Como puede observarse en la
figura 14, aproximadamente a partir del minuto 7 comienza a haber una estabilizacion en la

absorbancia del control positivo.
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Figura 14. Representacion de la absorbancia vs tiempo del control positivo ZIP y control negativo durante

ensayo de la actividad de (3-galactosidasa. Se aprecia la diferencia entre ambos controles, presentando el




positivo una mayor absorbancia debido a la alta produccién de la enzima 3-galactosidasa. Las barras de error

representan la desviacion estandar.

Posteriormente, se procedié a realizar el ensayo cuantitativo utilizando las muestras
aparentemente positivas para interaccion proteina-proteina con EccBz obtenidas durante el
ensayo cualitativo. Para ello se utilizaron de cada muestra las transformantes obtenidas cuando se
aislo el ADN de pUT18c — genoteca MTB y se incorporé en células nuevas de E. coli BTH101 que
ya contenian el plasmido pKT25-EccBs, asi como las obtenidas cuando se transformé en células
gue solo contenian el plasmido pKT25 vacio (control negativo), las cuales se observan en la figura
13. Adicionalmente, se midi6 la actividad de la B-galactosidasa de los controles positivos ZIP y
EsxA-EsxB (AB), asi como la de los controles negativos pKT25-EccBs vs. pUT18c (v) y la cepa

BTH101 vacia.

En la figura 15 se muestran los valores de actividad de la B-galactosidasa para cada caso.
Se puede notar que el control positivo ZIP tiene un valor bastante alto con respecto al resto de las
muestras, incluso con respecto al otro control positivo utilizado (EsxA-EsxB) el cual presenté
valores de actividad semejantes a los controles negativos. También se observa que la muestra #1

mostré bajos niveles de actividad con respecto a las demas muestras analizadas.

Adicionalmente, para determinar si los valores obtenidos de cada muestra y su respectivo
control negativo eran estadisticamente diferentes entre si, se realizé la prueba t de Student
utilizando el programa PAST3. La hipétesis nula planteada fue que las muestras comparadas
presentan medias iguales y por ende no existe diferencia entre ellas. Si el valor p > 0.05 la
hipotesis nula no se rechaza y si p < 0.05 la hipétesis nula se rechaza, es decir, si hay diferencia
entre las muestras. Los resultados mostraron que Unicamente las muestras #2, #3 y #4 son

estadisticamente diferentes a sus controles negativos.
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Figura 15. Actividad de la B-galactosidasa de las muestras obtenidas durante el ensayo cualitativo. Se
representan los valores promedio asi como sus respectivas barras de error, las cuales representan menos
del 12% con respecto al promedio (exceptuando el caso del control positivo ZIP). Los * indican que son
significativamente diferentes (p < 0.05) de los valores de los controles negativos, calculado a través de una

prueba t de Student.

A continuacion, se calculé qué tan alto fue el valor de actividad de las muestras con
respecto a los controles negativos. Este valor deberia ser entre 4 — 5 veces para decir que hay
una interaccion entre la proteina EccBs y las cuatro codificadas por los genes de M. tuberculosis.
Los resultados arrojaron que el control positivo ZIP presenta un nivel de actividad 14 veces mayor
gue el control negativo y que las muestras #2, #3 y #4 tiene un valor entre 4-5, a diferencia del
control positivo EsxA-EsxB y la muestra #1 que mostraron un comportamiento similar y cuyo valor

fue menor a 2. Estos resultados pueden visualizarse en la figura 16.
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Figura 16. Nivel de actividad de la B-galactosidasa respecto a los controles negativos. Se representan los
valores promedio y sus respectivas barras de desviacion estandar. Se pueden observar valores altos del
control positivo ZIP, lo que no es el caso para el control positivo AB cuyo nivel es similar a los controles
negativos. Las muestras #2, #3 y #4 presentaron también valores altos con respecto a los controles

negativos, sin embargo, la muestra #1 mostré un comportamiento similar al control positivo AB.

Identificacion de los genes de M. tuberculosis que codifican proteinas capaces de
interactuar con EccBs

Una vez obtenido el ADN plasmidico aislado de las cuatros muestras se procedié a cortar
con la enzima de restriccion Hindlll para calcular la concentracion de los mismos y enviar las
muestras a secuenciar. Al realizar la electroforesis en un gel de agarosa 1% se pudo obtener el
patrén de bandas observado en la figura 17. Al calcular la concentracion de ADN plasmidico
usando el programa Image Lab. 5.2.1, se obtuvo los resultados expresados en la tabla 3. Sin
embargo, para concentrar el ADN se procedid a aislar nuevamente y posteriormente se secé al
vacio la solucién de ADN de las muestras #2 y #4 usando el ADN Speed Vac hasta obtener una

concentracion final de 100ng/pul o mayor.
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Figura 17. ADN linealizado de las cuatro muestras positivas para interaccién proteina-proteina con EccBs.
Desde el carril 2 al 5 se visualizan las muestras de la #1 a la #4, respectivamente. Se utilizé el marcador de

peso molecular NEB 1kb.

Tabla 3. Concentracion de ADN de los cuatro plasmidos aislados (pUT18c-gen MTB).

Concentracion inicial (ng/ul) Concentracion final (ng/ul)
Muestra #1 84,7 213,7
Muestra #2 25,5 49,3
Muestra #3 62,7 126,6
Muestra #4 17,1 48,5

Una vez obtenidos los resultados de la secuenciacion, se realiz6 con éstos una blsqueda
empleando BLAST con el fin de encontrar a qué genes de M. tuberculosis corresponden las
secuencias obtenidas. Para esto se emplearon los portales EnsemblBacteria y BLASTn (NCBI) y
utilizando la base de datos de Mycobrowser se descargd la secuencia completa de los genes
identificados e igualmente se indag6 sobre la posible funcién de estos. Se identificd a la muestra
#1 como parte del gen rv1610, a la muestra #2 como parte del gen hemY, a la muestra #3 como
parte del gen que codifica para la proteina PE_PGRS30, y por ultimo a la muestra #4 como parte

del gen que codifica para la proteina PPES.




Las secuencias completas de los genes identificados y las secuencias obtenidas fueron
analizadas con el programa bioinforméatico MEGA 7.0. En primer lugar, se realizaron alineamientos
entre el plasmido pUT18c y las muestras, observando que la genoteca de M. tuberculosis en
realidad esta clonada en el plasmido pUT18 y no en el pUT18c como indicaba la literatura. Esto se
evidencié al observar gaps en las secuencias a nivel del sitio mltiple de clonamiento (MCS) del

plasmido pUT18c (figura 18) a diferencia del plasmido pUT18 (figura 19).

Species/Al Group Name
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Figura 18. Alineamiento entre la muestra #1 y el plasmido pUT18c. Se observa un gap en el sitio mdltiple de
clonamiento (MCS). En color amarillo se sefiala la secuencia de corte de la enzima Smal, utilizada para cortar

el plasmido y realizar la ligacion de la genoteca de M. tuberculosis.
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Figura 19. Alineamiento entre la muestra #1 y el plasmido pUT18. Se observa que el gen fue clonado dentro

del plasmido pUT18 pues a la izquierda del punto de corte con Smal (CCCGGG) las secuencias dejan de

parecerse.

En la figura 20 se esquematiza al pldsmido pUT18 de manera tal que la posterior
explicacion de los alineamientos pueda entenderse mejor, asi como la verificacién de si los

fragmentos de genes estaban en marco de lectura con el fragmento T18.
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Figura 20. Esquematizacion del plasmido pUT18. En A: plasmido pUT18 en su forma circular, se sefiala el

punto de corte de la enzima Smal. En B: plasmido pUT18 linealizado, se indica la secuencia del MCS y en
negrita y con una linea roja punteada la secuencia y punto de corte de la enzima Smal. En C: construccion
plasmidica de pUT18 con la insercion de un gen de M. tuberculosis, para que el gen esté en marco con T18
se sefiala en negrita el triplete XGG, siendo X cualquier base nucleotidica sobrante con respecto al marco de

lectura del gen de MTB.

Las secuencias obtenidas fueron alineadas con el plasmido con la finalidad de eliminar la
secuencia compartida entre ambos y obtener solo el fragmento del gen. Luego, estos fragmentos
fueron alineados con las secuencias completas de los genes en cada caso y a partir de la
secuencia de proteinas traducida se observo si faltaban o no bases para completar un codon,

utilizando la secuencia en tripletes de los genes completos.
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Para el caso de la muestra #1, al realizar el alineamiento, la secuencia de proteinas indicé
que faltaban una o mas bases para completar un ftriplete (figura 21). Se comparé la secuencia
nucleotidica en  tripletes del gen completo, utiizando  Sequence  Massager

(http://www.attotron.com/cybertory/analysis/segMassager.htm), con el fragmento de gen obtenido a

partir del punto de corte con Alul (AGCT) sefialado y se determin6 que sobraba la base G (figura
22). Esta base completa el triplete faltante XGG (siendo X cualquier nucleétido) formado cuando se
cortd el plasmido pUT18 con la enzima Smal. Asi, pudo evidenciarse que el fragmento del gen
rv1610 esta en el mismo marco de lectura que el fragmento T18, por lo que puede expresarse la

fusion proteica Rv1610-T18.

DMASequences | Translated Protein S8equences

SpeciesfﬁlGrGupName T x|k % |x|x|x|[x]|x|x]|x|[x|x|[x|x|x|x|x|x|x|x|[x|x|x]|x|=
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Figura 21. Alineamiento entre la muestra #1 y el gen rv1610: secuencias aminoacidicas. Al alinear se puede
observar que en la muestra aparece un signo “?”, lo que indica que faltan una o mas bases para completar un

triplete.

DMA Sequences | Translated Protein Sequences
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Figura 22. Alineamiento entre la muestra #1 y el gen rv1610: secuencias nucleotidicas. La base sobrante
para completar un triplete es G (resaltado en color negro), la cual completa el triplete con las bases GG
sobrantes de la secuencia de corte con Smal, formando Gly, evidenciando que la muestra esta en marco con

el fragmento T18.

Para las muestras #2, #3 y #4, el andlisis bioinformético determiné que no estaban en
marco de lectura con el fragmento T18 del plasmido. Aunque después de realizar el alineamiento
entre la muestra #2 y el gen completo hemY la secuencia de proteinas traducida mostré un signo
“?” que suele indicar la falta de alguna (s) base (s) (figura 23), se evidenci6 que el codén XGG no

se completa (figura 24), por lo que el marco de lectura se corre y la proteina no puede expresarse.



http://www.attotron.com/cybertory/analysis/seqMassager.htm

DMA Sequences | Translated Protein Sequences
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Figura 23. Alineamiento entre la muestra #2 y el gen hemY: secuencias aminoacidicas. Al alinear se puede
observar que en la muestra aparece un signo “?”, lo que indica que faltan una o mas bases para completar un

triplete.
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Figura 24. Alineamiento entre la muestra #2 y el gen hemY: secuencias nucleotidicas. Se observa que el
ultimo triplete, formado por CAG (resaltado en color negro) esta completo, por lo que la muestra no esta en

marco con el fragmento T18 ya que no se completa el codén XGG.

En el caso de la muestra #3, al realizar el alineamiento entre la secuencia obtenida y el gen
completo no se mostrdé coincidencia entre ambos (figura 25). Sin embargo, al emplear lo que
corresponderia a la secuencia de la hebra complementaria se observd coincidencia entre las
secuencias (figura 26), lo que indica que el fragmento de gen tenia la orientacion invertida, por lo

gue no esta en marco con el fragmento T18.

DMASequences | Translated Protein Sequences

Speciesisbbry  Group Name | * *
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Figura 25. Alineamiento entre la muestra #3 y el gen que codifica para la proteina PE_PGR30: secuencias

LAERE R RE AE AL ®|%x % k3

nucleotidicas. Al alinear se puede observar que no hay coincidencia entre ambas secuencias.
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1. PE_PGRS30 CBEcTAcE@cch@cT@AcccTAACCcBCcBCcTEACABATECCACCARE
27183 oo cTEAcccTAMcc@cBcTEACAEATEccccAlE

Figura 26. Alineamiento entre la muestra #3 (secuencia que representa la hebra complementaria) y el gen que
codifica para la proteina PE_PGR30: secuencias nucleotidicas. Se puede observar coincidencia entre ambas
secuencias, sin embargo, al no hacerle reversa complementaria a la secuencia obtenida, se evidencia que

esta invertida por lo que no esta en marco de lectura con el fragmento T18.

Para la muestra #4, el alineamiento con el gen completo evidencié la falta de una o mas
bases para completar un triplete (figura 27). Sin embargo, al comparar la secuencia en tripletes del
gen completo con la secuencia de la muestra se observé que sobraban dos bases (figura 28) y no
una que completara el triplete XGG formado cuando se cort6é el plasmido pUT18 con la enzima
Smal, por lo que el marco de lectura se corre, es decir, la muestra #4 tampoco estd en marco de

lectura con el fragmento T18.

DMASequences | Translated Protein Sequences

SpeciecGrnupName LAEAE AR AL AR AR AR AR AL AR AR AR AE AE AE AL AE AR AR AR AR AE RE AE AL AE AE RE AL AL

1. PPE5 'P1B P EEErEBLvvElrE P 1BFEEFAFEFH I HEEPB BP | vPEF
2.T18 4 (PIB P EESFEBLVvBNFE P 1 BFEBFAF? - - - - - - -

Figura 27. Alineamiento entre la muestra #4 y el gen que codifica para la proteina PPE5: secuencias

aminoacidicas. Al alinear se puede observar que en la muestra aparece un signo “?”, lo que indica que faltan

una o mas bases para completar un triplete.

DMASequences |Translated Protein Sequences

SDECiECGrUUpName LAE AL AR AR AL AEAE AE AL AR AR BE AR BE AR AR AR AEREAE S AL AE RE AL AE AL AE AL AL

1.ppEs ccHmcERCEEcENcERRNCcREcECENENAcc TRNcHcANccANECcEN
Bc KT cAficEBECHTCcBARTCCNTCECETMMER- - - - - - -~ - -

Figura 28. Alineamiento entre la muestra #4 y el gen que codifica para la proteina PPE5: secuencias

nucleotidicas. Se observa que sobran dos bases AG (resaltado en color negro) que corren el marco de

lectura, por lo que la muestra no esta en marco con el fragmento T18.
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Como pudimos observar tanto en el ensayo cualitativo como cuantitativo, las muestras #2
(hemY) y #4 (PPE5) arrojaron resultados positivos para interaccion con la proteina EccBs.
Tomando en cuenta esto, existe la posibilidad de que a pesar de que estos genes no estan en
marco con T18 aun pudiesen expresarse debido a un deslizamiento transcripcional o un cambio de

marco traduccional.

Para evidenciar la posible existencia de un desplazamiento transcripcional (transcriptional
slippage), se alinearon las muestras #2 y #4 con el plasmido pUT18 utilizando el programa MEGA
7.0. Luego, utilizando Gnicamente la porcion de la secuenciacion obtenida que es idéntica al
plasmido, se afiadieron las deleciones que serian necesarias para que los genes de las muestras
#2 y #4 se expresen como proteinas fusionadas al dominio T18 (1 delecion en el caso de la
muestra #2 y 2 deleciones en el caso de la muestra #4). Posteriormente, se buscé el codon de
STOP mas préoximo (fue TGA) y en la region resultante se buscé secuencias de dinucleotidos CA,
TA ylo AT, pues cuando hay deleciones en la transcripcion es mas probable que el deslizamiento
ocurra después de la transcripcion de alguna de estas secuencias (Traverse y Ochman, 2017).
Luego, considerando que en el complejo de elongacion de la transcripcidén se encuentra un hibrido
de ADN:ARN de 9 nucleétidos (Sidorenkov y col. 1998), se contaron los 7 nucleétidos hacia atras
después de una secuencia CA, TA y/o AT y se observd si ésta coincidia entre las dos secuencias
(plasmido pUT18 y muestra) en la mayoria de estos nucleétidos. Para ambas muestras se
encontraron secuencias donde podria ocurrir un desplazamiento transcripcional y estas se

muestran en las figuras 29 y 30.

DMASequences | Translated Protein Sequences i

Species/dbbry | Group Name il * * x| il * * il el
1. muestra DNA ATcEcEaAc@chATcEAcTTETTETEEAAAATIcEcTCcECcECcc
2 pUT18 (MR GEATCECEARCECATCENCTT EcEcEoEcE

Figura 29. Posible secuencia de desplazamiento transcripcional en la muestra #2. En la caja se ubica la
secuencia AT y hacia atras los 7 nucleédtidos restantes. La flecha sefiala la siguiente base a transcribir luego

del desplazamiento.




DNASequences | Translated Protein Sequences

Species/Abbrv | Group Name  * * * * * bl Al * :
1. Muestrad DNA EATCECEAACECATCEACTTETTIETEEARAATICECTCECECC
2.pUT18 GEATCcECcEAACBCATCEACTTE CEcTcickc

Figura 30. Posible secuencia de desplazamiento transcripcional en la muestra #4. En la caja se ubica la
secuencia AT y hacia atras los 7 nucleétidos restantes. La flecha sefiala la siguiente base a transcribir luego

del desplazamiento.

Luego, teniendo en cuenta el posible lugar de desplazamiento, se alined con el fragmento
T18 del plasmido para determinar la porcion que se estaria expresando en estos casos,
encontrando que se expresaria desde el aa 47 en el caso de la muestra #2 y desde el aa 46 en el

caso de la muestra #4.

Adicionalmente, para evidenciar la posible existencia de un cambio de marco a nivel
traduccional (translational frameshift), se alinearon las muestras #2 y #4 con el plasmido pUT18
utilizando el programa MEGA 7.0 y se utilizé Gnicamente la porcion de la secuenciacién obtenida
gue es idéntica al plasmido. En esta secuencia se buscé para el caso de la muestra #2 un cambio
de marco -1, caracterizado por la presencia de un heptanucleétido X XXY YYZ (siendo X, Yy Z
nucleétidos diferentes), sin embargo esta secuencia no fue localizada. Para el caso de la muestra
#4 se busc6 un cambio de marco +1, caracterizado por la presencia de la secuencia CUU UGA,
esta secuencia tampoco fue localizada. Ademas, estas secuencias de cambio de marco
traduccional se buscaron en el fragmento de los genes identificados, sin embargo no fueron

localizadas.

Por otra parte, fueron utilizados varios programas bioinforméticos para obtener la mayor
informacién posible sobre las proteinas identificadas. Para predecir la localizaciéon subcelular se

utilizé el programa CELLO v.2.5 (http:/cello.life.nctu.edu.tw/), el cual arroj6 que la proteina

Rv1610 es una proteina mayormente de membrana, con dominio pequefios tanto extracelular
como citoplasméticos; también arroj6é que la proteina HemY es una proteina mayormente

citoplasmatica y que la proteina PPES es una proteina mayormente extracelular. Para confirmar



http://cello.life.nctu.edu.tw/

estos resultados se utilizé el programa Gpos-mPLoc (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Gpos-

multi/) el cual arrojé que la proteina Rv1610 es una proteina de membrana, HemY es una proteina

citoplasmatica y PPE5 una proteina citoplasmatica.

También se utiliz6 el programa TMHMM (transmembrane prediction server,

http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/) con la proteina Rv1610 para predecir regiones

transmembrana (figura 33), indicando que presenta cuatro dominios transmembrana que van
desde los aminoécidos (aa) 19-41, 61-83, 90-112 y 141-163, asi como porciones citoplasmaticas
desde los aa 1-18, 84-89 y 164-235 y porciones extracelulares desde los aa 42-60, 113-140, a
diferencia de las proteinas HemY y PPE5 en las cuales no fueron encontradas regiones

transmembrana.

Considerando que las proteinas PPE estan asociadas a los sistemas de secrecién ESX y
gue estos sistemas se caracterizan por la ausencia de sefiales de secrecién clésicas, se procedié

a utilizar el programa SecretomeP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/) para predecir la

posibilidad de secreciéon no-cldsica de la proteina PPES5, indicando que es secretada de esta
manera. Por otra parte, considerando que los cofactores FAD, NAD o NADP son esenciales para
una diversidad de reacciones entre las que se encuentran los procesos de 6xido —reduccién y que
un gran nuamero de proteinas dependen de ellos para llevar a cabo sus funciones biolégicas

(Villavicencio, 2012), se utilizé el programa Cofactory (http://www.cbs.dtu.dk/services/Cofactory/)

para predecir la especificidad de las proteinas obtenidas por estos cofactores y los resultados

arrojaron que la proteina HemY presenta un dominio especifico para el cofactor FAD.



http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Gpos-multi/
http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Gpos-multi/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/Cofactory/
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Figura 31. Prediccion de regiones transmembrana, citoplasmaticas y extracelulares de la proteina Rv1610

utilizando el programa TMHMM.

También fue utilizado el programa Protter (http://wlab.ethz.ch/protter/) para realizar un

modelado topoldgico de las proteinas, lo que podria ayudar a descifrar a qué nivel pudo haber

ocurrido la interaccion entre ambas proteinas. El modelado de las proteinas Rv1610, HemY y

PPES5 se visualiza en la figura 32 y el modelado de la proteina EccBsz en la figura 33.
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Figura 32. Modelado topologico de las proteinas Rv1610, hemY y PPE5 usando el programa Protter. Region
superior: Rv1610 (izquierda) y HemY (derecha). Region inferior: PPES. Se sefiala con segmentos rojos el
fragmento obtenido de las proteinas en la secuenciacion, es decir, las regiones con las que las proteinas

aparentemente interactian con EccBs.
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DISCUSION

Elucidar posibles interacciones proteina-proteina ha sido sujeto de intensas
investigaciones y comunmente constituye una de las mas altas prioridades en el intento de
entender algunos procesos biolégicos particulares (Borloo y col., 2007). En este trabajo hemos
usado un sistema de dos hibridos bacteriano basado en la reconstitucion, mediado por
interaccion, de una cascada de sefializacion dependiente de AMPc (Karimova y col., 1998) para
revelar posibles interacciones proteina-proteina entre la proteina EccBs, la cual es un componente
conservado del sistema de secrecion ESX-3, y el resto de las proteinas codificadas por el genoma

de Mycobacterium tuberculosis.

Utilizando este sistema de dos hibridos bacteriano, especificamente a través del ensayo
cualitativo en placas, se pudo demostrar que las cuatro muestras obtenidas, es decir, los cuatro
genes de Mycobacterium tuberculosis fusionados al pldsmido pUT18 en cada caso, codifican
proteinas que posiblemente son capaces de interactuar con EccBs. Sin embargo, en la figura 13
se observé que la muestra #2 durante el tercer paso de confirmacién de las interacciones fue la
Unica que en cuyo control negativo desarrollé algunas colonias con coloracion rojiza, o que nos
hizo pensar que esta muestra era un falso positivo debido a que ocurre una aparente interaccion
con el vector pKT25 vacio. Sin embargo, esta muestra no fue excluida de los siguientes ensayos
debido a que para el mismo control negativo se observaron niveles bajos de actividad de la B-

galactosidasa, incluso parecidos a los de la cepa BTH101 sin plasmidos.

Los dominios T25 y T18 de la adenilato ciclasa son incapaces de interactuar al ser
expresados por separado y por ende generar la actividad propia de la enzima (Karimova y col.,
1998). Los pasos de confirmacion de las interacciones fueron realizados con la finalidad de
descartar la presencia de falsos positivos en las cuatros muestras obtenidas durante el ensayo
cualitativo. Karimova y col. (2000) sugieren que la aparicion de falsos positivos tiene origenes
diferentes. El primero puede deberse a que las células hospederas adquieran fenotipos Lac+ o
Mal+ independientemente de las proteinas hibridas expresadas debido a reversidn espontanea de

Cya a Cya*, sin embargo las probabilidad de que esto pase son muy bajas. Para evitar esto fue




realizado el segundo paso de confirmacion (figura 12) debido a que los autores indican que debe
transformarse nuevamente los plasmidos en nuevas células competentes cya-, encontrando
resultados positivos para las cuatro muestras, por lo que se descarta la posibilidad de un falso
negativo por esta razén. El segundo origen se refiere a la insercion en uno de los plasmidos de un
gen que codifiqgue un fragmento de una adenilato ciclasa que sea cataliticamente activa en E. coli
0 que se haya insertado en uno de los plasmidos un gen que codifigue una proteina que sea
capaz de unirse directamente al fragmento T25 (en este caso), restaurando asi la actividad de la
adenilato ciclasa. Feller y Lewitzky (2012) sugieren que esto puede deberse a proteinas
“pegajosas” o autoactivantes, que al ser expresadas de manera recombinante forman agregados
gue pueden unirse a proteinas irrelevantes de E. coli u otras células hospederas de manera
inespecifica. Al transformar los plasmido de interés nuevamente en células que poseian el
plasmido pKT25 vacio se encontré resultados positivos en la muestra #2, lo que sugiere que de
alguna manera el gen fusionado a T18 codifica una proteina capaz de unirse directamente al

plasmido T25 para reconstituir la actividad de la adenilato ciclasa (figura 13).

En E. coli, la expresion del gen lacZ, que codifica para la enzima B-galactosidasa, esta
regulado positivamente por el complejo AMPCc/CAP y es por esto que las medidas de la actividad
de la B-galactosidasa en cultivos liquidos de células bacterianas ofrecen una manera conveniente
para cuantificar la interaccion entre dos proteinas hibridas (Ouellete y col., 2001). Ademas, seguin
Griffith y col. (2002), la B-galactosidasa es uno de los reporteros de expresion genética, tanto para
procariotas como eucariotas, mas utilizados en biologia molecular debido a que su actividad

puede monitorearse usando una gran variedad de sustratos cromogénicos y fluorogénicos.

Durante el ensayo previo de la actividad de la 3-galactosidasa (figura 14) fue posible notar
gue el control negativo mantiene una absorbancia relativamente baja y estable, como era de
esperarse, debido a que la produccién de la enzima es baja o nula. Segun Dove y Hochschild
(S/F) es importante tener en cuenta que cierta cantidad de actividad -galactosidasa podria ser
aparente en los controles negativos, reflejando transcripcion basal a partir del promotor que

conduce la expresién de gen reportero lacZ. Esto es diferente en el caso del control positivo ZIP,




donde existe una alta produccion de esta enzima y se observd que comenzd a alcanzar una
estabilidad en la absorbancia aproximadamente a los 6-7 minutos, lo que implica que adn si se
deja correr mas tiempo, la absorbancia no seguira aumentando debido a que el sustrato se agota.
Debido a esto se decidié tomar 7 minutos como el tiempo utilizado para llevar a cabo la reaccion

enzimatica durante los posteriores ensayos cuantitativos.

Los resultados obtenidos durante el ensayo cuantitativo (figura 15) reflejaron una alta
actividad por parte del control positivo ZIP con un promedio de 6329 unidades de B-galactosidasa/
mg de peso seco bacteriano. Esto coincide con el valor sefialado por el fabricante EUROMEDEX,
el cual indica que la complementacién entre T25-zip y T18-zip puede estar entre 6000-8000
unidades/mg, lo que podria explicar por qué la desviacion estandar fue alta en este caso. Para el
caso del control positivo EsxA-EsxB se obtuvo un valor promedio méas bajo del esperado (579
unidades/mg), considerando que durante el ensayo cualitativo las colonias obtenidas fueron de un
color rojizo y que estudios previos llevados a cabo inicialmente por Berthet y colaboradores en el
afio 1998 han confirmado la secrecion de las proteinas EsxA y EsxB como un complejo
heterodimérico. Esto quizas puede deberse a que en M. tuberculosis la unién de estas proteinas
es guiada por proteinas chaperonas que ayudan a estabilizar la unién, al no encontrase estas en
E. coli esto pudo disminuir la estabilidad y por ende resultar en un bajo nivel de actividad de la B-
galactosidasa. En el caso de los controles negativos tanto generales (pKT25-EccBs vs. pUT18c y
BTH101 vacia) como los utilizados en cada muestra (pKT25 vacio vs. pUT18-gen MTB), todos

siguieron la misma tendencia, obteniendo un valor promedio de 484 unidades/mg.

Cuando se asocian proteinas hibridas, EUROMEDEX indica que los rangos de actividad
de B-galactosidasa pueden ubicarse entre 700 y 7000 unidades/mg, dependiendo de la eficiencia
de complementacién funcional. Las muestras obtenidas previamente en el ensayo cualitativo
reflejaron actividades altas para las muestras #2, #3 y #4, cuyos valores promedio fueron de 2240,
2720 y 2566 unidades/mg, respectivamente. Esto fue diferente para el caso de la muestra #1, la
cual arroj6 un valor promedio de 586 unidades/mg. Para considerar que existe una interaccion

entre las proteinas hibridas, el nivel de actividad de la B-galactosidasa debe ser al menos 4 0 5




veces mas alta que la medida en los controles negativos (Karimova y col., 2005; Dove y
Hochschild, S/F; Karimova y col., 2017; Olson y col., 2018). La figura 16 nos permitié hacer esta
comprobacion y los resultados coincidieron con lo planteado anteriormente, encontrando que los
valores de actividad de las muestras #2, #3 y #4 son entre 4 y 5 veces mas altas que los controles
negativos, lo que no fue el caso para la muestra #1. Debe recordarse que durante el ensayo
cualitativo la muestra #2 fue catalogada como posible falso positivo debido a que se encontrd
colonias rojizas en su respectivo control negativo (figura 13), sin embargo, durante el ensayo
cuantitativo el valor de actividad de la B-galactosidasa de este control fue similar al resto de los

controles negativos, lo que nos hizo pensar que esta muestra pueda no ser un falso positivo.

Los fragmentos de gen de la genoteca de M. tuberculosis que probablemente interactian
con EccBs fueron identificados realizando una busqueda a partir de los resultados de la
secuenciacion, con el uso de la herramienta BLAST, como las proteinas: Rv1610 (muestra #1),
una proteina de membrana conservada asociada a la biosintesis de triptéfano (Trp); hemY
(muestra #2), una proteina citosélica involucrada en la biosintesis de porfirina y del grupo hemo;
PE_PGRS30 (muestra #3), miembro de la familia de proteinas PE/PPE y la cual es requerida para
la virulencia de MTB (De Maio y col., 2014); y PPE5 (muestra #4), miembro también de la familia

de proteinas PE/PPE y cuya funcion es aln desconocida.

A pesar de los valores obtenidos en el ensayo cuantitativo, el analisis de las secuencias
evidencié que el fragmento de gen encontrado en la muestra #1 esta en el mismo marco de
lectura de la regién que codifica el dominio T18 (figura 21) y por ende podria expresarse como
proteinas fusionadas. Al comparar con el control positivo EsxA-EsxB, los valores fueron similares,
por lo que no se descarta que pueda haber una interaccidn entre el fragmento de Rv1610 y la
proteina EccBs. Battesti y Bouveret (2012) sefialan que en el caso de proteinas de membrana se
ha observado més frecuentemente sefiales débiles inespecificas de interaccion que en el caso de
proteinas solubles, lo que probablemente se deba a la aglomeracion de proteinas en la
membrana, por lo que es muy importante desarrollar controles especificos, como por ejemplo los

hibridos MalF y MalG que interactian fuertemente. Tomando esto en cuenta y considerando que




tanto EccBz como Rv1610 son proteinas transmembrana, deben desarrollarse mas ensayos que

permitan confirmar si realmente existe una interaccion entre ambas.

A pesar de que con PGRS 30 (muestra #3) se obtuvo resultados positivos tanto en el
ensayo cualitativo como cuantitativo, los resultados de la secuenciacion indicaron que presenta la
orientacion invertida, por lo que hacen falta mas estudios que permitan explicar por qué esta

proteina aun bajo estas condiciones pareciera estar expresandose.

Por otra parte, la deteccién de clones positivos para interaccion tanto en el ensayo
cualitativo como cuantitativo para las muestras #2 y #4 nos hace pensar que tal vez puedan
estarse expresando tales proteinas a pesar de no estar en marco de lectura con el dominio T18 o
bien que puedan ser falsos positivos. Karimova y col. (2005) indican que debido a que este
ensayo de dos hibridos es llevado a cabo en E. coli, es posible que parte de la complementacion
detectada se deba a una asociacion indirecta entre las dos proteinas hibridas desencadenada por
una proteina enddégena que actie como puente entre ambas. Tales interacciones indirectas,

mediadas por un tercer socio no deben descartarse facilmente.

Un estudio llevado a cabo por Karimova y col. (2012) determind que entre los clones
obtenidos usando una genoteca, solo 1/6 de estos albergaba fragmentos de ADN insertados en la
orientacién correcta y en marco con el fragmento T25 (en ese caso). Ouellete y col. (2017),
sefialan que en principio, el gen que codifica una pareja potencial de la proteina cebo, o un
fragmento de su secuencia codificante, podria estar insertada en la orientacién correcta y en
marco con el fragmento T18 o T25, segln sea el caso. Sin embargo, en algunos casos los genes
clonados fuera de marco pueden todavia expresarse en parte como una fusion autentica con el
fragmento T18 o T25 debido a un deslizamiento transcripcional (transcriptional slippage) o un
cambio de marco traduccional (translational frameshift). Tales clones fuera de marco podrian ser
encontrados cuando el gen codificado tiene tendencia a ser toxico para las células hospederas, ya

sea intrinsecamente o cuando se expresa como una proteina de fusion.




En este trabajo no puede comprobarse que las proteinas hemY o PPE5 sean toxicas para
E. coli, sin embargo haciendo uso del sistema BACTH se estdn sobre expresando ambas
proteinas y considerando que hemY esté involucrado en la biosintesis del grupo hemo y que altas
concentraciones de hierro si se considera téxico para las células, esta posibilidad no se descarta.
Tomando en cuenta nuestros resultados (figuras 29 y 30), la ocurrencia de un deslizamiento
transcripcional tampoco se descarta. Segin Schumann (2006), el desplazamiento en la
transcripcion (transcriptional slippage) involucra tanto la incorporacion de nucleétidos adicionales
como la delecion de estos en el ARNm debido a la elongacion de la ARN polimerasa. Durante la
elongacion, un hibrido de 9 nucleétidos entre el ARNm y el ADN en el complejo de elongacién de
la transcripcion mantiene a la ARN polimerasa en registro con la secuencia transcrita (Sidorenkov
y col., 1998; Vassylyev y col., 2007). El mecanismo propuesto para el desplazamiento involucra la
disociacién del hibrido y la reparacion del ARNm con el ADN en una posicion desplazada. El
resultado es poblaciones heterdlogas de ARNm que difieren en el nUmero de nucleétidos en
comparacién con la secuencia original, lo que lleva a la sintesis de més de un producto util a partir
de un Unico gen (Baranov y col., 2005). A pesar de que este fendbmeno usualmente sucede
cuando hay secuencias homopoliméricas de 9 As 0 9 Ts, los eventos de deslizamiento hacia
adelante, que resultan en deleciones de transcripcion, no dependen de cadenas homopolimericas
y son mas probables inmediatamente después de la transcripcion de los dinucleétidos CA, TA o
AT en E. coli. Ademas, para que sea mas probable que ocurra este fenébmeno debe haber una
complementariedad de mas de 3 nucleétidos entre el ARNm y la nueva posicién en el ADN,

preferiblemente hacia el extremo 3’ (Traverse y Ochman, 2017).

Aqui, para que el marco de lectura se mueva al mismo marco del fragmento T18 debe
haber dos deleciones en el ARNm de la muestra #2 y una delecién en el ARNm de la muestra #4.
En el andlisis de estas secuencias, no hubo presencia de cadenas homopoliméricas pero si se
detectd la presencia del dinucleotido AT y complementariedad entre cuatro nucleétidos aguas
arriba, lo que promoveria el reinicio de la transcripcién. Segun Traverse y Ochman (2017), las
bases comunmente encontradas después de las deleciones son en orden de ocurrencia A, Ty C,

y aunque G no es comun, no se descarta que pueda presentarse. El primer nucleé6tido que se
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transcribiria luego la delecion de dos nucledtidos en el caso de la muestra #2 es una C mientras
gue para el caso de la delecion de un nucleétido en la muestra #4 es una G. Tomando en cuenta
esto, es posible que pueda ocurrir un deslizamiento transcripcional en estos casos, |0 que pudiera

comprobarse realizando una RT-PCR.

En el caso de un cambio de marco traduccional o ribosomal (translational frameshifting),
Chandler y Fayet (1993) indican que suele suceder mas durante la elongacion que en la iniciacion
como un mecanismo regulatorio que permite la expresion a partir de un Unico transcrito (ARNm)
de dos o mas proteinas alternativas que tienen diferentes propiedades y combinaciones de
dominios. La secuencia que autoriza un cambio hacia atras (-1) en el ribosoma es un
heptanucledtido del tipo X XXY YYZ y segin Baranov y col. (2002) la secuencia que autoriza un
cambio hacia adelante (+1) es CUU UGA, ademas de otra serie de factores. En ninguna de las
secuencias que codifican las proteinas hibridas hemY-T18 y PPE5-T18 fueron localizadas estas
secuencias de cambio de marco, sin embargo, debido a que varios factores afectan la posibilidad
de un cambio de marco a nivel de traduccion, no es posible predecirlos basandose Unicamente en

la secuencia de nucleétidos.

Ahora bien, considerando que el fragmento del gen Rv1610 estuvo en marco de lectura
con el fragmento T18, se describe la informacién hasta ahora conocida. EI Centro Nacional de
Informacién Biotecnoldgica (NCBI), describe a Rv1610 como una proteina transmembrana de la
familia TIGR02234 asociada al triptéfano. Los miembros de esta familia se encuentran en
Actinobacterias (Mycobacterium, Corynebacterium, Streptomyces) y estan siempre asociados con
genes para la biosintesis de triptéfano, encontrando genes ortélogos en M. smegmatis
(MSMEG_3218), M. bovis (Mb1636), M. leprae (ML1270) y M. marinum (MMar_2412) segun la
base de datos de Tuberculist. De forma similar, el Instituto Bioinformatico Europeo (EMBL-EBI) la
define como una proteina hipotética de membrana conservada asociada la biosintesis de

triptofano.

El fragmento del gen rv1610 obtenido va desde los aminodcidos 132 al 220, lo que

corresponde a una pequefia porcion del ultimo dominio extracelular, asi como el Gltimo dominio
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transmembrana y una region del ultimo dominio citoplasmatico (figura 32). Esto podria indicar que
la interaccién entre Rv1610 y EccBs puede estar localizada principalmente en estas regiones, mas
aun, se sugiere que ambas proteinas interactlan principalmente a nivel citoplasmatico, sin

embargo mas pruebas deben realizarse para afirmar esto.

Como se ha sefialado, la proteina Rv1610 esta asociada a la biosintesis de triptéfano.
Abrahams y col. (2017), sefialan que las enzimas involucradas en la biosintesis de tript6fano en
M. tuberculosis estan codificadas en el operon trp (5 — 3°): trpE, rv1610, trpC, trpB, trpA. Asi, Xie y
col. (2003) indican que M. tuberculosis posee un gen hipotético conservado (rv1610) insertado
entre trpE y trpC, al cual denominaron chyp. Los autores encontraron que rv1610 parece codificar
una proteina de membrana con tres segmentos transmembrana de funcion desconocida. Esto
coincide con los resultados obtenidos por el programa TMHMM (figura 33), aunque este programa
identifica cuatro segmentos transmembrana, lo obtenido por Xie y col. pudo deberse a que los

segmentos 2 y 3 estdn muy cercanos.

Por otro lado, Loots y col. (2013) sefialaron que sitios de unién IdeR y regulacién
dependiente de hierro fueron identificados rio arriba de los genes pheA y trpE en varias
micobacterias. Estos genes codifican enzimas involucradas en la biosintesis de fenilalanina,
tirosina y triptéfano. La expresion de PheA y TrpE se conoce estar regulada negativamente
cuando el hierro intracelular esta elevado, llevando a reducir la sintesis de fenilalanina y tript6fano.
Ademas, a pesar que no estan identificados como marcadores, concentraciones reducidas de
triptéfano y fenilalanina fueron observadas en cepas de M. smegmatis que no portan el sistema
ESX-3, lo que confirma el rol de ESX-3 en la toma de hierro. A pesar de esto, no es clara la
relacion especifica que puede existir entre la proteina Rv1610 con la proteina EccBs, que como se

ha mencionado pertenece al sistema de secrecién ESX-3.

Adicionalmente, Zhang y col. (2013) determinaron que la biosintesis de triptéfano protege
a M. tuberculosis de la muerte mediada por células T CD4. Las células T CD4 entran al granuloma
formado cuando hay una infeccién pulmonar tipica por MTB y estimulan a los macréfagos

infectados. Sus resultados sugieren que uno de estos mecanismos de estimulacion impone la
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necesidad de biosintetizar Trp por parte de la bacteria para no morir debido a que el Trp es
requerido para el crecimiento. Para probar que las células T CD4 ayudan a privar a MTB de Trp
exogeno, los autores bloquearon la biosintesis endégena de Trp y determinaron que la cepa
auxotrofa murioé rapidamente, sugiriendo que la biosintesis de Trp es un blanco atractivo para
drogas bactericidas. También demostraron que la pérdida o inhibicion de esta via biosintética
vuelve hipersusceptible a MTB a la muerte mediada por IFN-y dentro de macréfagos, durante la
infeccién in vivo e in vitro. Esta observacion resalta uno de los mejores mecanismos de proteccion
del hospedero contra organismos invasores: privarlos de nutrientes clave. La infeccién dispara
respuestas del hospedador que secuestra componentes importantes como aminoéacidos y hierro
(Zhang y col., 2013). Es importante resaltar que aunque la biosintesis de aminoacidos no ha sido
vista como un factor de virulencia en MTB, estos procesos son claramente esenciales y pueden

servir como base para el disefio de nuevas drogas (Zhang y Rubin, 2013).

Por otra parte, en caso de que pueda ocurrir un desplazamiento transcripcional
(transcriptional slippage) tal como fue planteado anteriormente, la proteina EccBs seria capaz de
interactuar también con las proteinas HemY y PPES. La proteina HemY, segun la base de datos
de Mycobrowser y el Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI), se describe como
una enzima protoporfirin6geno-1X oxidasa dependiente de FAD (lo que coincide con los resultados
arrojados por el programa Cofactory), involucrada en la biosintesis de hemo y porfirina,
especificamente en el pendltimo paso de esta via, catalizando la oxidacion de 6 electrones del
protoporfirindgeno IX para formar protoporfirina IX. El fragmento del gen hemY obtenido va desde
los aminoéacidos 196 al 254 y al ser una proteina citosodlica, la interaccidén entre esta con EccBs

debe localizarse estrictamente a nivel citoplasmético.

El grupo hemo constituye el reservorio de hierro mas grande en el cuerpo humano,
requerido para la funcibn de muchas proteinas celulares, por ejemplo funciona como un
transportador de electrones y se requiere para la respiracion celular. También es utilizado por
muchos patdgenos bacterianos como fuente de hierro. Si bien la adquisicion de hemo esté bien

estudiada en otros patdgenos bacterianos, poco se sabe en M. tuberculosis, ademés la




contribucion de la sintesis de hemo a la patogénesis de bacterias ha sido poco estudiada (Choby y
Skaar, 2016; Mitra y col., 2017). Las enzimas terminales de la ruta biosintética de hemo y porfirina,
gue existen solo en Actinobacterias y Firmicutes: HemQ, HemY y HemH han sido sefialadas por
Mitra y col. (2017) como tres blancos potenciales para ser usados en el disefio de drogas. En
relacion al sistema de secrecion ESX-3, experimentos llevados a cabo por Serafini y col. (2013)
demostraron que la deficiencia de este sistema de secrecién disminuyo la capacidad para utilizar
hemo como fuente de hierro en M. tuberculosis pero no en M. smegmatis, lo que los hizo
plantearse si ESX-3 esta directamente involucrado en la adquisicion de hemo o si las vias de
siderdforos y utilizacion de hemo estan conectadas en M. tuberculosis. Teniendo en cuenta que el
sistema de secrecion ESX-3 esta asociado a la homeostasis de hierro y zinc, el resultado de que
la proteina EccBz y HemY puedan de alguna manera interactuar, sugiere que pueda estar

involucrado en la regulacion de la toma de hierro a través del grupo hemo a nivel citosélico.

La proteina PPES5, es un miembro de la familia de proteinas PPE los cuales reciben este
nombre por la presencia de motivos Pro-Pro-Glu cerca del extremo N-terminal de sus productos
génicos. El fragmento del gen ppe5 obtenido va desde los aminoacidos 1180 al 1226. Segun la
base de datos de Mycobrowser su funciéon no ha sido caracterizada, segin la base de datos de
Tuberculist es una proteina no esencial y segin Kruh y col (2010), la expresién in vivo de la
proteina en pulmones de cerdos se observo a los 30 dias después de la infeccion, es decir, en la
fase temprana de la enfermedad donde las lesiones consistian en inflamacion y areas de necrosis
central. Aunque la funcion exacta se desconoce, en general estas proteinas residen en el
envoltorio celular y estan implicadas en el incremento de variacién antigénica, lo que coincide con
el resultado arrojado por los programa Gpos-mPLoc y SecretomeP de localizarse a nivel
citoplasmatico y luego de ser secretada permanecer a nivel ya sea periplasmico o en la envoltura
celular. Kohli y col. (2012), indican que los dominios globulares de las proteinas les confieren
funciones especiales y especificamente esta proteina presenta 4 de estos dominios.
Comunmente, las proteinas PPE estan asociadas a ser secretadas por los sistemas de secrecion
tipo VII o0 ESX (Abdallah y col., 2007) y suelen ser responsables de la virulencia de MTB debido a

gue son potentes antigenos de células T y B y podrian ayudar a evadir la respuesta inmune del
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hospedero. Adicionalmente, Gey van Pittius y col. (2006), sugieren que los codones de inicio
alternativos, las deleciones e inserciones en marco y en cambio de marco asi como la insercién de
elementos transponibles contribuyen a la variacion antigénica de estas proteinas. Podria sugerirse
gue esta proteina es transportada al espacio periplasmico hacia el envoltorio celular por el sistema

ESX-3, y que la proteina EccBs tendria un papel importante en este proceso.

Tomando en cuenta que utilizar el sistema de dos hibridos representa solo una parte hacia
la identificacion de interacciones proteina-proteina y la caracterizacion de su funcion, esta técnica
debe combinarse con otros ensayos para comprobar que la interaccion entre las proteinas antes
mencionadas sea real. Ademas, Karimova y col. (2012) sefialan que varios aspectos técnicos
relacionados a los sistemas de dos hibridos deben tomarse en cuenta y con los que debe tenerse
algo de precaucién: la ocurrencia de falsos positivos y falsos negativos representan el principal

problema.

En principio, debido a que durante la construccion de los iniciadores se pensaba que la
genoteca estaba construida en el plasmido pUT18c y no en el pUT18, los resultados obtenidos de
la secuenciacién no nos permitieron determinar si los fragmentos del genoma de MTB estaban
también en marco con el promotor. Es por esto que deben disefiarse nuevos iniciadores que
permitan confirmar esta informacion. Adicionalmente, tomando en cuenta los resultados obtenidos,
como el plasmido aislado solo contenia un fragmento de las secuencias codificantes de las
proteinas Rv1610, hemY y PPES5, se recomienda clonar la secuencia completa de cada gen en el
plasmido pUT18 y comprobar nuevamente la interaccién con la proteina EccBs. Ademas, aislando
el ARN de las muestras y posteriormente realizando una RT-PCR podria demostrarse si las

proteinas hibridas Rv1610-T18, hemY-T18 y PPE5-T18 estan efectivamente expresandose.

Karimova y col. (2002) recomiendan también la identificacién bioquimica de los complejos
de proteinas utilizando inmunodeteccién, inmunoprecipitacion y copurificacion, asi como también
la espectrometria de masas y realizacion de ensayos mutagénicos que permitan romper las
interacciones previamente detectadas de forma tal de caracterizar las interacciones.

Adicionalmente, para verificar que la produccion de las proteinas hibridas recombinantes es




correcta, Battesti y Bouveret (2012) recomiendan realizar un Western blot, usando anticuerpos
contra los dominios fusionados. Por ejemplo, para el caso de proteinas recombinantes fusionadas
a T18 se utiliza calmodulina biotinilada. De esta manera, se buscaria evidencia de que la

interaccion es especifica y asi mostrar una relevancia fisioldgica.

Para finalizar, los resultados presentados en este trabajo de investigacion sirven como
una primera aproximacion al estudio de la red de interacciones que involucran a la proteina EccBs.
Las redes de interaccion proteina-proteina para diferentes bacterias patégenas podrian ayudar en
la busqueda de blancos especificos para ser usados en terapias antimicrobianas, asi como para

detectar candidatos a drogas que rompan tales interacciones (Karimovay col., 2002).




CONCLUSIONES

Haciendo uso del sistema de dos hibridos de adenilato ciclasa bacteriano (BACTH) se
lograron obtener cuatro clones que contenian fragmentos de genes que codifican proteinas

gue podrian interactuar con EccBs.

A través del ensayo cuantitativo se logré observar altos niveles de actividad B-galactosidasa
para tres de los cuatro clones, siendo estos entre 4 y 5 veces mas altos que el nivel de

actividad de los controles negativos.

Los resultados de la secuenciacién evidenciaron que el gen que codifica para la proteina

transmembrana Rv1610 fue el Unico que estuvo en marco de lectura con el fragmento T18.

Se encontré que el fragmento de gen que codifica para la proteina PE_PGRS30 (muestra #3)
no estaba en la orientacion correcta de transcripcion. A pesar de esto, se desconoce la razon

por la que se observaron valores positivos tanto a nivel cualitativo como cuantitativo.

Mientras se analizaban las secuencias obtenidas de los fragmentos de los genes hemY
(muestra #2) y ppe5b (#4) se evidencidé que no estaban en marco de lectura con el fragmento
T18. Sin embargo, se encontré6 un patrén de secuencias que podrian conducir a un
deslizamiento transcripcional y por ende permitiria la posible expresiéon de estos genes,

reflejado en los altos valores de actividad B-galactosidasa arrojados.
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ANEXO

La genoteca de Mycobacterium tuberculosis H37Rv fue clonada en el plasmido pUT18,
también vector del sistema BACTH, por Klepp y col. en el afio 2009. Para la construccion de esta
genoteca, el ADN cromosomal de Mycobacterium tuberculosis fue digerido parcialmente con la
enzima Alul (secuencia de corte: AG/CT). Luego, los fragmentos purificados de ADN fueron ligados
a los plasmidos pUT18, los cuales fueron digeridos con la enzima Smal (secuencia de corte:
CCC/GGG). Analisis de plasmidos seleccionados aleatoriamente a partir de clones individuales

mostraron que el tamafio promedio de los insertos era entre 0,5-1 kpb.




