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RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por micobacterias del “Complejo
Mycobacterium tuberculosis” (MTC). Actualmente, se estima que la tercera parte de la
poblacion se encuentra infectada en forma latente con alguna cepa del MTC. Algunos
estudios sugieren que los lipidos podrian jugar un papel fundamental durante la
adaptacion de M. tuberculosis (M.tb) a la latencia. Por lo tanto, el objetivo del presente
estudio fue determinar el efecto de la latencia inducida por hipoxia en presencia de
propionato o valerato de sodio, sobre la expresidén de algunos genes de Mtb H37Rv. Para
cumplir con dicho objetivo, primeramente, se comprobo la capacidad de la cepa de crecer
en presencia de dichos &cidos grasos; posteriormente, la micobacteria se cultivd hasta
alcanzar la fase logaritmica de crecimiento y se expuso a condiciones de hipoxia fase
NRP1) y anaerobiosis (fase NRP2) empleando el modelo de latencia in vitro de Wayne.
Se procedio6 a extraer el RNA total en la fase logaritmica y estacionaria, asi como durante
la latencia in vitro, y se cuantificd la expresion de 19 genes de M.tb H37Rv mediante RT-
PCR en tiempo real. Los perfiles de expresion (normalizados con el rRNA 16S) mostraron
gue en presencia de propionato, los genes dnaA y fstZ presentaron una mayor expresion
en la fase logaritmica y la fase NRP2; sin embargo, este aumento en la expresion en la
fase NRP2, no se vio reflejado en un incremento en el nUmero de UFC, es decir que la
hipoxia induce un efecto bacteriostatico. Respecto al gen rpfB, que codifica para un
posible factor promotor de la reactivacion, se detecté un menor ndmero de transcritos
durante las fases relacionadas con estrés, tanto en medio sin acidos grasos como en
medio adicionado de ellos, lo cual podria estar relacionado con algunos cambios
morfolégicos como el engrosamiento de la envoltura celular, fenémeno descrito durante la
fase de persistencia no replicativa en otros microorganismos. En cuanto a los genes
relacionados con hipoxia (dosR, hspX, Rv2626, Rv3134), durante la fase estacionaria y
NRP2 (en presencia de propionato) se presentdé una mayor actividad transcripcional que
en ausencia de acido graso; en tanto que la adicién de valerato ocasion6 una represion de
estos mismos genes. En estas mismas fases (fase estacionaria y NRP2) se observo
también una mayor sobreexpresién (8 y 21 veces respectivamente) del gen Rv3130
(relacionado con la biosintesis y acumulacion de triglicéridos) y de los genes mmpL7 (11
veces mas transcritos), groEL1 (11 veces mas transcritos) y para fopB (52 veces mas);
estos Ultimos genes estan relacionados con la biosintesis de lipidos de membrana. En
conclusion, los resultados encontrados sugieren que la falta de oxigeno y la presencia de
propionato parecieran inducir en M.tb un aumento en la biosintesis de lipidos de reserva
que le ayudaran a persistir durante la latencia. En forma paralela, dicho estrés produciria
un incremento en la biosintesis de lipidos de membrana. Nuestros resultados sugieren
que la micobacteria activa el metabolismo de lipidos para sobrevivir durante la latencia.



ABSTRACT

Tuberculosis (Tb), is a disease caused by microorganisms belonging to the
Mycobacterium tuberculosis complex (MTC). Nowadays, it is estimated that a staggering
one-third of the world’s population is infected with some strain of the MTC. There is
emerging evidence that fatty acids might be the dominant carbon source of Mycobacterium
tuberculosis (M.tb) during dormancy. Therefore, the aim of the present study was to
determine the gene expression of M. tb H37Rv in response to dormancy during hypoxic
conditions in presence of sodium propionate or valerate. In order to achieve this objective,
first of all, we verify that M. tb H37Rv was able to growth on propionate or valerate
supplemented cultures. Then, the cultures were subjected to hypoxia, essentially as
described by Wayne and Hayes. Total bacterial RNA was isolated from cultures during
exponential and stationary phases of growth and during in vitro latency (hypoxia and
anaerobiosis; NRP1 or NRP2, respectively). The expression of 19 genes of M.tb was
quantified by real-time PCR. The expression profiles (normalized to the 16S rRNA)
showed that on propionate, dnaA and fstZ genes were expressed higher in exponential
phase and NRP2 stage than in the other conditions analyzed; the level of gene induction
during NRP2 was not related to on increased of CFUs, suggesting that hypoxia might
induce a bacteriostatic effect. Regarding rpfB gene, which encodes the resuscitation-
promoting factor-like protein, we found a lower level of mMRNA during phases related to
stress than in exponential phase in both, with and without fatty acids; therefore, expression
of this gene seems to be related to cell wall changes characteristic of non-replicative state
of other microorganisms. Besides, an up-regulation of dormancy-related genes (dosR,
hspX, Rv2626, Rv3134) was found in stationary phase and NRP2 (on propionate); in
contrast, these genes were down-regulated when M.tb was cultivated on valerate. During
these same stress conditions (Dubos media with propionate) the most relevant up-
regulation (8 and 21-fold higher respectively) was found in Rv3130 gene (related to
biosynthesis and storage of tryacylglicerols) and also, in other genes, involved in
biosynthesis and exportation of cell wall lipids as, mmpL7 (11-fold higher), groEL1 (11-
fold) and fbpB (52-fold). In conclusion, these results indicate that during low oxygen
tension (on propionate) M.tb H37Rv induces the synthesis of the storage lipid,
triaciyglycerol that could be used during dormancy. In parallel, hypoxia also induces an
increase of cell wall lipids. Overall, our results suggest that lipid metabolism may be a
mechanism that M.tb may activate in order to survive throughout dormancy.



1. INTRODUCCION

1.1. Patogeniade latuberculosis

La tuberculosis (Tb) es una enfermedad infecciosa causada por micobacterias del
“Complejo Mycobacterium tuberculosis” (MTC), que incluye a las especies de M.
africanum, M. bovis, M. canettii, M. microti y M. tuberculosis (Brosch y col., 2001).
Afecta principalmente a los pulmones (tuberculosis pulmonar), pero también al
sistema nervioso central, al sistema linfatico, al sistema circulatorio, al aparato
genitourinario, a los huesos, entre otros. Se denomind Tb al reconocerse que la lesion
pulmonar caracteristica consistia en la formacién de un nédulo limitado 6 “tubérculo”,
en el que existia una proliferacion celular reactiva, junto al depdsito de una materia

amorfa, amarilla y densa, parecida al queso: “materia caseosa” (Lucas y col., 1979).

Los principales sintomas de la tuberculosis pulmonar son: tos productiva con duracién
de mas de tres semanas, dolor al respirar y al toser, pérdida de peso, fatiga, fiebre

ligera, sudoracion nocturna, estornudos y pérdida del apetito (URL1).

Para establecer la infeccion pulmonar, los microorganismos llegan por inhalacion a los
espacios alveolares, donde son fagocitados por los macrofagos pulmonares. La pared
celular micobacteriana, la gran cantidad de enzimas capaces de destoxificar radicales
libres y la capacidad de las micobacterias de interferir con los eventos de trafico y
sefalizacion intracelular, les permite ocupar un fagosoma inmaduro, por lo que
escapan de los mecanismos microbicidas del macréfago no activo y se replican en su
interior (Stewart y col., 2003). Sin embargo, las micobaterias son internalizadas
también por células dendriticas locales, que migran a los nédulos linfaticos cercanos,
donde activan células T, las cuales retornan al pulmén e incrementan la respuesta
antimicrobiana mediante el reclutamiento y activacion de macréfagos adicionales.
Esta capacidad de la micobacteria para interferir con la maduracién celular esta
disminuida cuando este microorganismo se internaliza en los macréfagos que han
sido activados por interferon-y (INFy). En la mayoria de los individuos, esta
comunicacion entre las ramas innatas y adaptativas del sistema inmunoldgico, puede

controlar la infeccidn sin sintomatologia cliica perceptible (Stewart y col., 2003).



El control de la infeccion ocurre mediante la formacion de granulomas en el sitio de
primoinfeccidén y en los ganglios linfaticos del hilio pulmonar; dichas estructuras son
producto de una reaccion de hipersensibilidad tipo IV inducida por las micobacterias, y
consisten de un nucleo central de necrosis caseosa amorfa rodeada por una primera
capa de macrofagos activados y células de Langhans, que contienen dentro de sus
fagosomas a las micobacterias. Hacia el exterior del granuloma se encuentran capas
mixtas de: linfocitos T y B, células dendriticas, neutrofilos, fibroblastos y componentes
de la matriz extracelular que sellan el granuloma y que participan en su mantenimiento

y en el aislamiento de la infeccion (figura 1) (Stewart y col., 2003).
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Figura 1. Estructura de un granuloma. A) Corte histolégico B) Esquema de la respuesta immune en
el granuloma. El granuloma es una estructura histoldgica resultado de un balance entre la micobacteria
y la respuesta inmune en el sitio de primoinfeccion; aqui las células T activadas retornan a pulmén, para
reclutar y activar macrdfagos adicionales (Mg), los cuales incrementan la respuesta antimicrobiana
mediante la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrégeno (ERN). Ademas de liberar
una gran variedad de citocinas y quimiocinas que a su vez reclutan a otras células de inmunidad innata
de sangre periférica y en conjunto establecen una dinamica para el mantenimiento del granuloma y el
aislamiento de la infeccion (Linfocitos CD4+ y Mg producen TNF-a y linfotoxina a-3 mientras que
linfocitos CD8+ producen granulisinas y perforinas); (Tomado de Ulrichs y Kaufmann, 2006).

La arquitectura tipica del tejido granulomatoso estd acompafiada por tejido altamente
vascularizado. Sin embargo se ha demostrado que en el interior del granuloma M.
tuberculosis sufre de microaerofilia y falta de nutrientes (Ulrichs y Kaufmann, 2006);
ya que Nyka en 1974 observo, en cortes de lesiones tuberculosas, la presencia de
micobacterias con morfologia y caracteristicas tintoriales alteradas, semejantes a las

observadas cuando M. tuberculosis es cultivado en agua destilada (Nyka, 1974).

Alveolo



El 95% de los individuos con Tb controlan al microorganismo mediante la formacion
de granulomas; sin embargo, las micobacterias no son eliminadas de su interior y
pueden persistir por periodos largos conservando el potencial de reiniciar el
crecimiento y causar una Tb activa. Se estima que del 5 al 10% de las Tb primarias
pueden reactivarse causando progresion de las lesiones primarias a una enfermedad
diseminada e incluso la muerte. Se sabe también que individuos con Tb pueden sufrir
una reinfeccion por una cepa diferente (figura 2) (Cotran y col., 2004). Como lo
muestra la figura 2, existe un amplio espectro de la tuberculosis, el cual es
determinado por el estado inmunolégico del paciente, la virulencia de la cepa
responsable de la infeccion y por la respuesta de ésta frente a los tratamientos
médicos. El espectro de la Tb inicia con una infeccion pulmonar primaria autolimitada,
pasa por fases intermedias de la enfermedad hasta producir Tb diseminada y muerte.
Cada una de las fases presenta caracteristicas diferenciales de la enfermedad,

algunas de las cuales se citan en la tabla 1.

Cicatriz g

Sletil LESIONES LESIONES
LATENTES DESTRUCTIVAS CON
CASEIFICACION

Microorganismos en
LESIONES CURADAS | A

Microorganismos no viables Cavidad
EACTIVACION Caseificacion

Pulmonares o extrapulmonares

Caseificacion

b

=
E
Cicatriz

TUBERCULOSIS
SECUNDARIA

REINFECCION \

Caseificacion
en ganglio
linfatico

| COMPLEJO PRIMARIO |_> | TB PRIMARIA PROGRESIVA TB SECUNDARIA PROGRESIVA |
R :
T Diseminacion hematogena masiva Diseminacién hematégena

K masiva
TB MILIAR TB MILIAR

Figura 2. Patogénesis de la tuberculosis. Las micobacterias llegan por inhalacién a los espacios
alveolares, establecen una infeccidn pulmonar primaria que se autolimitada mediante la formacion
de granulomas, donde las micobacterias permanecen en latencia, conservando el potencial de
causar Tb activa que puede progresar a una enfermedad diseminada (Tomado de Cotran y col.,
2004).
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Tabla 1. Patogénesis de la tuberculosis y caracteristicas de cada fase de lainfeccion

Fase Caracteristicas

Tb primaria Establecimiento de la infeccién pulmonar, control de la infeccion
mediante la formacién de granulomas. Reactividad a la tuberculina y
baciloscopia negativa.

Latencia Infeccion pulmonar autolimitada, las micobacterias persisten viables

Tb secundariay Th
diseminada

Fibrosis fibrocaseosa
cavitaria

Bronconeumonia
tuberculosa

Tb miliar

en los granulomas conservando la capacidad de reactivar la Tb.
Inefectividad de las drogas para matar al bacilo. Ausencia de signos
clinicos y radiolégicos. Reactividad positiva a la tuberculina.

Se presenta por reactivacién de la infeccidon o por reinfeccciéon con
una cepa diferente. Caracteristicamente se presenta necrosis
caseosa Yy de cavidades. Cuando los granulomas se rompen cerca
de los vasos sanguineos se presenta diseminacion sistémica y
cuando se abren a las vias respiratorias superiores hay liberacion de
micobacterias en aerosoles. Reactividad positiva a la tuberculina.

Se presenta cuando un granuloma provoca la erosion de un
bronquiolo y vacia en su interior su contenido, el granuloma se
transforma en una cavidad. En la evolucion de la Tb fibrocaseosa
extensa, es muy probable que los bacilos se implanten en el
revestimiento mucoso de las vias respiratorias, produciendo Tb
endobronquial acompafiada de Tb laringea e intestinal. Baciloscopia
y reactividad a la tuberculina positivas.

Se presenta cuando un ganglio linfatico bronquial infectado vierte su
contenido en los I6bulos pulmonares inferiores, se desarrollan lesio
nes granulomatosas confluentes conocidas como "tisis galopante”,
suele ser fatal. Baciloscopia y reactividad a la tuberculina positivas.

Consiste en la diseminacion hematdégena de lesiones tuberculosas
por todo el organismo. El término miliar se refiere a lesiones
pequefias de color blanquecino amarillento que estan presentes en
pulmones y otros 6rganos. Baciloscopia positiva.

Informacion tomada de Cotran y col., 2004.



En 1993 la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) declaré a la Tb emergencia de
salud mundial. Actualmente la Tb es la cuarta causa de muerte por agentes
infecciosos, soOlo después de otras infecciones respiratorias, sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (VIH/SIDA) y de infecciones gastrointestinales. Basados
en los resultados de la prueba de la tuberculina, se estima que aproximadamente la
tercera parte de la poblacion mundial (2 mil millones de individuos) se encuentran
infectados con alguna cepa de MTC en estado latente. En 2008, la OMS reporté una
incidencia de 8.8-9.9 millones de Tb en todo el mundo, mientras que la prevalencia

durante el mismo periodo fue de 11.1-17 millones de casos (URL1).

Pese a los esfuerzos realizados a nivel mundial y a los programas TAES y TAES-Plus
(Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado) implementados por la OMS, aun
no se ha tenido éxito en el control de esta enfermedad. Entre los obstaculos que se

han presentado para el control de la Tb se pueden mencionar:

- El binomio Tb/VIH. Se estima que a nivel mundial 3 de cada 100 casos de Tb
estan relacionados a VIH/SIDA, cifra que en Africa llega a ser hasta del 38%
(URL1).

- La baja efectividad de la vacuna BCG. Si bien se ha comprobado que la vacuna
BCG ha reducido la incidencia de Tb meningea y miliar en nifios, este biolégico ha
mostrado baja o nula eficiencia de proteccién contra la Tb pulmonar (Stewart y
Young, 2002).

- El hombre es el principal reservorio de M. tuberculosis en la naturaleza (URL1).

- La inefectividad de la isoniacida, la estreptomicina y la rifampicina para matar al
bacilo durante los periodos de latencia (Wayne y Hayes, 1996; Betts y col., 2002).

- El aumento de la seleccion de cepas de M. tuberculosis multifarmacorresistentes

(Zhang y Yew, 2009); y la evolucion de Th en estado latente a Tb activa cuando un

individuo entra en un estado inmunocomprometido (desnutricion 0
inmunodeficiencias 0 transplantes 6 diabetes mellitus; esta Gltima es otro problema

serio de salud publica en nuestro pais) (URL1).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhang%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhang%20Y%22%5BAuthor%5D

1.2 Lalatencia de Mycobacterium tuberculosis y su expresion genética

La capacidad de M. tuberculosis para entrar en latencia representa uno de los
principales obstaculos para el control de la enfermedad. Por lo tanto, la comprension
de los mecanismos que capacitan a M. tuberculosis para llevar a cabo la transicién de
un crecimiento activo a un estado latente, asi como los involucrados en la persistencia
y en la reactivacion, son fundamentales para plantear una nueva estrategia para

controlar dicha enfermedad.

En fisiologia bacteriana, el término "latencia" se emplea para definir un "estado
reversible de baja actividad metabdlica, en el cual las células pueden persistir por
periodos largos sin dividirse" (Kell y col., 1985). Algunos de los factores que han sido
considerados para el inicio de la latencia incluyen la falta de nutrientes, los valores

extremos de pH y la falta de oxigeno (Wayne y Sohaskey, 2001).

Hasta ahora se han desarrollado diversos modelos experimentales para estudiar
elementos genéticos que guian la adaptacion de la bacteria al estado de persistencia
dentro del huésped. Algunos se han realizado in vitro basados en hipoxia o en la falta
de nutrientes (Loebel y col., 1933; Wayne, 1976; Wayne y Hayes, 1996; Betts y col.,
2002; Voskuil y col.,, 2004), otros se han desarrollado in vivo, mediante la
administracion de micobacterias por via aérea 0 intravenosa a ratones 6 a cerdos, que
desarrollan una infeccién autolimitada que se reactiva cuando hay disminucién de la
respuesta inmune del hospedero (Smith y col.,, 1991; Rhoades y col., 1997). En
algunos otros, la latencia y la reactivacién son establecidas por la administracién de
antibidticos e inmunosupresores (McCune y Tompsett, 1956; Cooper y col., 1995);
finalmente, los desarrollados ex vivo, que consisten en cultivos celulares de

macrdéfagos infectados con micobacterias (Meylan y col., 1992).

Dentro de los modelos de latencia “in vitro”, uno de los mas utilizados es el de Wayne
y Hayes (1996), también conocido como suavemente agitado o modelo de
persistencia no replicativa; en principio se disefi0 para investigar la respuesta
fisiolégica de un cultivo sincrénico de M. tuberculosis a condiciones de baja

disponibilidad de oxigeno. El modelo involucra una disminucién lenta del oxigeno



dentro de un cultivo agitado y sellado herméticamente. Wayne y Hayes demostraron
gue bajo estas condiciones, el bacilo era capaz de adaptarse eficientemente a la baja
tension de oxigeno que habia autogenerado. Asi mismo, ellos observaron que dicha
adaptacion se podia dividir claramente en dos fases, delimitadas por cambios en la
tendencia a la incorporacibn de biomasa. Estas dos fases se denominaron
Persistencia No Replicativa 1y 2 (NRP1 y NRP2).

Fase NRPL1. Esta fase comienza cuando la concentracion de oxigeno en el medio y en
el aire es de 1% y 72%, respectivamente; se caracteriza por la detencion subita de la
sintesis de DNA, pero no de RNA; en esta fase se detecta un aumento del volumen
celular de aproximadamente 32%, asi como de la sintesis de proteinas y de ATP. Los
bacilos en la fase NRP1 se vuelven resistentes a la isoniacida, la ciprofloxacina y la

rifampicina (Tabla 2).

NRP2. Esta fase comienza cuando la absorbencia a 580 nm esta entre 0.18 y 0.20, la
concentracion de oxigeno en el medio y el aire es de 0.06% y 15%, respectivamente;
se caracteriza por una disminucion inicial en la concentracién global de ATP la cual
posteriormente se mantiene constante; se detiene el aumento de volumen celular y se

observa sensibilizacién a metronidazol (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas diferenciales de las fases del modelo de Wayne

Logaritmica NRP1 NRP2

Oxigeno disuelto en el medio (%) 5 1 0.06
Oxigeno en aire (%) 100 72 15
Estado redox del azul de metileno Oxidado Reduccion parcial Reduccion completa
Sintesis de DNA Continua Detenida Detenida
Sintesis de RNA Continua Disminuida Disminuida
Sintesis de proteinas Continua Disminuida Disminuida
Tamarfio celular (um) 2.23 um 2.94um 2.94um
Sensibilidad a antibioticos

Isoniacida 0.4 pg/mL, + + -

Rifampicina 0.1ug/mL + + -

Ciprofloxacina 1.0 ug/mL + - -

Metronidazol 12 pg/mL - +7 +

+, sensible; - resistente; T 6 4, incremento o disminucion de la sensibilidad mientras transcurre el tiempo
(Informacién tomada de Wayne y Hayes, 1996).



Se han llevado a cabo numerosos estudios sobre la expresidn genética de M.
tuberculosis H37Rv usando la hipoxia como inductor de la latencia in vitro; los

descubrimientos mas importantes son los siguientes:

El sistema de transcripcion de dos componentes dosR/S, es el principal mediador de
la respuesta a la hipoxia en M. tuberculosis y controla la sobreexpresion de 52 genes
y la represién de 19 (Kendall y col., 2004). Este locus (dosR/S) refleja el sistema
clasico de dos componentes formado de una proteina sensora, histidin fosfocinasa, y
una reguladora de la respuesta. Es importante mencionar que dosR regula la
expresion geneéetica mediante su dominio de unién a la secuencia consenso
5TTSGGGACTW WAGTCCCSAAS' (S=C/G; W=A/T) presente en una 0 varias copias
en la regién promotora de los genes que componen dicho regulén (Park y col., 2003).
Este sistema se expresa principalmente bajo hipoxia pero también en presencia de

etanol, peroxido de hidrogeno y S-nitrosoglutation (Kendall y col., 2004).

Adicionalmente a los 52 genes incluidos en la regulén dosR/S, otros 62 genes se
sobreexpresan en el modelo de Wayne, entre ellos 6 posibles reguladores
transcripcionales, 7 genes PE, PPE y PE-PGRS y 5 genes implicados en el

metabolismo de acidos grasos (Voskuil y col., 2004).

1.3 El papel de los lipidos durante la latencia

Pese a que continuamente se reportan nuevos hallazgos acerca de la expresion
genética de M. tuberculosis durante la fase de latencia empleando diferentes modelos
in vitro aun se esta lejos de elucidar los eventos metabdlicos que guian la
sobrevivencia de este patdégeno durante dicha fase. Algunos estudios previos sugieren
que los acidos grasos podrian jugar un papel fundamental durante la fase de latencia;
ya que la capacidad de M. tuberculosis de persistir por largos periodos en el
hospedero depende en gran parte de su capacidad para adquirir y utilizar nutrientes
del granuloma. Sin embargo, la fuente y el tipo de acidos grasos que pueden ser
utilizados por M. tuberculosis durante esta fase son desconocidos (Mufioz-Elias y

McKinney, 2006). Otros autores proponen que antes de entrar en el estado de latencia



la micobacteria acumula lipidos derivados de la degradacion la membrana celular de
la célula hospedera 6 sintetizados de novo (Alvarez y Steinbiichel, 2002; Raynaud y
col., 2002; Daniel y col., 2004; Cétes y col., 2007). Con respecto a lo anterior, Grabner
y Meerbach encontraron que el surfactante pulmonar, caracteristicamente rico en una
compleja mezcla de &cidos grasos de cadena larga como el dipalmitoil fosfatidilcolina,
era internalizado por macréfagos pulmonares y metabolizado a través del ciclo del
glioxilato por las micobacterias (Grabner y Meerbach, 1991).

Por otra parte, el grupo de trabajo de Daniel en el 2004, planteé como hipétesis, que
los triglicéridos podrian ser una reserva energética eficiente para M. tuberculosis
durante la fase de latencia tal y como ocurre en otros estados fisiol6gicos con baja
actividad metabdlica como la hibernacién en animales superiores o el periodo de
latencia en semillas secas o periodos de estrés metabdlico en hongos y levaduras. De
esta forma el tejido necrosado del huésped localizado alrededor del granuloma, podria
proveer a la micobacteria de acidos grasos que serian convertidos a triacilglicerol
(Alvarez y Steinbiichel, 2002). Esta hipotesis ademas se apoya en la observacion de
inclusiones intracelulares lipofilicas en M. smegmatis mc?155 cuando esta bacteria se
cultiva en concentraciones bajas de nitrdgeno o en presencia de acido palmitico o de
acido oleico. El analisis quimico del material de las inclusiones intracelulares lipidicas,
realizado mediante cromatografia en capa fina, cromatografia de masas vy
espectrometria de masas, detectd principalmente trioleina y acidos grasos libres.
Estas inclusiones intracelulares lipofilicas también se han demostrado en el esputo de

un paciente con Tb activa (Garton y col., 2002).

En las micobacterias ain no se encuentra completamente definida la via de
biosintesis de los triglicéridos; hasta hace pocos afios, no se habian identificado
triacilglicerol sintasas (tgs) en el genoma de M. tuberculosis; sin embargo, en 2003 un
nuevo analisis del genoma revel6 la presencia de 15 genes hipotéticos cuyos
productos presentaban homologia a la triacilglicerol sintasa de Acinetobacter
calcoaceticus, 11 presentaron el motivo HHXXDG responsable de la actividad
catalitica de la reaccion de acil-CoA aciltransferasa involucrada en la biosintesis de
triacilglicerol a partir de dioleina y oleoil-CoA. Los 15 genes mostraron actividad de

triacilglicerol sintasa cuando se probaron frente a sus sustratos (Daniel y col., 2004).



Ademas, estos investigadores demostraron que cuando M. tuberculosis H37Rv se
encontraba en el estado de latencia caracterizado por Wayne, ocurria la induccion de
dichos genes en forma inversa al consumo de oxigeno. Algunos de estos, se
encontraron significativamente sobreexpresados, como el gen Rv3130, cuyo producto
mostré la mayor actividad de triacilglicerol sintasa. Asi mismo, estos investigadores
demostraron que mientras el bacilo adquirié resistencia a isoniazida y sensibilidad a
metronidazol, también ocurria incorporacién de &cido oleico exégeno [1**C] en
triacilglicéridos, con lo que se sugirié que la induccion de los genes tgs conduce a la
sintesis de triacilglicéridos durante el estado de latencia (Daniel y col., 2004).

No es extrafio que M. tuberculosis presente actividad de biosintesis de triglicéridos, ya
que es de los pocos microorganismos capaces de producir una amplia variedad de
moléculas lipidicas lipofilicas (palmitato, isoprenoides de cadena larga, fitioceroles,
acidos micdlicos, etc.; figura 3). Al mismo tiempo, M. tuberculosis cuenta con una gran
diversidad de sistemas de oxidacién de acidos grasos. Se considera que en total, esta
bacteria cuenta con aproximadamente 250 enzimas involucradas en el metabolismo

de lipidos, comparado con las 50 que se han reportado para E. coli (Cole y col., 1998).
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Figura 3. Algunas moléculas lipofilicas complejas de la envoltura celular de M. tuberculosis.
DAT, diaciltrealosa; PAT, poliaciltrealosa; PGL, glicolipido fendlico; PDIM, fitiocerol dimicocerosato;
SL, sulfolipido; MPM, manosil-p-1-fosfomicocétidos (Tomado de Jackson y col., 2007).
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Algunas evidencias adicionales acerca de la utilizacion de lipidos como fuente de
carbono por las micobacterias son las siguientes: Deb y colaboradores (2006),
encontraron que al transferir el paquete celular de un cultivo de M. tuberculosis en
fase de latencia inducida por hipoxia (fase caracterizada por la sintesis de
triacilglicéridos) a PBS, ocurria la degradaciéon de estos triglicéridos con la
consecuente sobreexpresion de genes cuyos productos presentan actividad de lipasa-
esterasa, entre los que destaca lipY, que presentd la mayor actividad de triacilglicerol

lipasa y la liberacion de productos de la § oxidacion.

En otros estudios se ha comprobado que el gen icll, que codifica para la isocitrato
liasa se sobreexpresa tanto por M. tuberculosis H37Rv, M. tuberculosis CSU93 y por
M. avium cuando la fuente de carbono limitante es palmitato 10 mM ¢ acetato 3 mM
(Honer y col., 1999). Ademés del gen icll, M. smegmatis, M. avium, M. tuberculosis
Erdman y M. tuberculosis CDC1551 tienen un segundo gen que codifica para la
isocitrato liasa denominado aceA (Cole y col.,, 1998; Hoéner y col., 1999). La
importancia del gen icll en la latencia fue demostrado por McKinney y col., (2000) en
forma contundente con la cepa Erdman Aicll, quienes observaron que la cepa era
capaz de establecer una infecciébn pulmonar aguda en ratén al igual que la cepa
silvestre; sin embargo, después de la segunda semana de infeccién ocurrié una
disminucién acelerada en las UFC en pulmon; es decir, era incapaz de establecer una
infeccion latente (McKinney y col., 2000). En 2005 se reporté que la eliminacién del
genicll 6 aceA de M. tuberculosis Erdman genera una alteracién del crecimiento de la
bacteria dentro de macréfagos de ratdén; mientras que con la eliminacion de ambos
genes, la bacteria pierde la capacidad de replicarse intracelularmente, favoreciendo la

eliminacion de ésta de los pulmones (Mufioz-Elias y McKinney, 2005).

El analisis del genoma de M. tuberculosis ha revelado que existe un gran numero de
genes que codifican para los componentes de la oxidacion de los lipidos. Existen 36
genes homologos a fadD, que codifican para las acil-CoA sintetasa. Una situacion
similar se presenta en el caso de los genes fadE, que codifican para la acil-CoA
deshidrogenasa, que cataliza la deshidrogenacion entre el carbono o y f de una acil-

CoA, primera reaccion de la B oxidacion (Figura 4). Existen 21 genes homologos que
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codifican para la enoil-CoA hidratasa (echA), la cual participa en la hidratacion del acil-
CoA. Posteriormente ocurre una deshidrogenacion realizada por la enzima 3-hidroxi
acil-CoA deshidrogenasa codificada por el gen fadB. La cuarta y ultima reaccion de la
B-oxidacién consiste en un ataque del azufre nucleofilico del enlace fosfodiester de la
Coenzima A sobre el carbono ceto, de la 3-cetoacil-CoA, con la fragmentacion del

enlace a-B y con la consecuente liberacion de acetil CoA (Cole y col., 1998).
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Figura 4. Esquema de la B oxidacion de un palmitoil-CoA. El palmitoil-CoA, un acil-CoA
saturado de 16 carbonos, sufre 7 ciclos de oxidacién para dar ocho moléculas de acetil-CoA
(Tomado de Mathews y van Holde, 1998).
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La mayor parte de la degradacion de los lipidos se realiza mediante la -oxidacion; sin
embargo, muchos de los acidos grasos de los lipidos naturales son insaturados; es
decir, contienen uno 6 méas dobles enlaces y dado que estos enlaces se encuentran
en configuracion cis, deben intervenir la enoil-CoA isomerasa y la 2.4-dienoil-CoA
reductasa. Ademas, una pequefia proporcion de los lipidos naturales tienen cadenas
de nimero impar, en este caso la fragmentacion tidlica produce acetil-CoA y propionil-
CoA (Cole y col., 1998).

¢Por qué es tan importante el gen icl para la micobacteria? Probablemente porque la
acetil-CoA generada durante la B-oxidacion tendria sélo dos destinos principales en el
metabolismo de M. tuberculosis. El primero, la oxidacion a través del ciclo de Krebs, y
el segundo, la biosintesis de acidos grasos, ya que la acetil-CoA no puede
experimentar una conversion a piruvato debido a la irreversibilidad de la reaccion de la
piruvato deshidrogenasa, y por lo tanto, no puede participar en la sintesis de
carbohidratos; en contraste, el ciclo del glioxilato (donde participa icl), si permite la
sintesis neta de oxalacetato a partir de acetil-CoA, un precursor gluconeogénico

eficiente (Figura 5; Mufoz-Elias y McKinney, 2006).

En el ciclo del glioxilato, la acetil-CoA se condensa con el oxalacetato para producir
citrato, el cual reacciona con la aconitasa para dar isocitrato. La siguiente reaccién es
el punto en el que divergen el ciclo de Krebs y el del glioxilato, la reaccion es
catalizada por la isocitrato liasa (icl), que fragmenta el isocitrato en glioxilato y
succinato (Figura 5). Posteriormente, el glioxilato acepta un acetato de otra acetil-
CoA, en una reaccion catalizada por la malato sintasa (glcB). El malato se
deshidrogena para regenerar al oxalacetato, que es convertido a fosfoenolpiruvato en
una reaccién catalizada por la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (pckA), iniciando
asi la gluconeogénesis. En las etapas posteriores, el fosfoenolpiruvato es
transformado a glucosa por las enzimas que intervienen en la glicolisis. A partir de
aqui y mediante el ciclo de las pentosas se sintetizan arabinogalactanas,
arabinomanamas, trealosa, glicolipidos, etc. Por otra parte la acetil-CoA también

participaria en la biosintesis de acidos micélicos (Mufioz-Elias y McKinney, 2006).
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Figura 5. Metabolismo del carbono en las micobacterias. En el esquema se muestran las
diferentes fuentes de carbono que pueden utilizar las micobacterias y las diferentes vias
metabdlicas que siguen, con sus respectivas enzimas. OAA- oxalacetato; PEP- fosfoenolpiruvato
(Tomado de Cole y col., 2005).

Finalmente, el hecho de que se proponga a los acidos grasos como elemento clave
durante la fase de persistencia no replicativa implica que la degradacién de lipidos a
partir de la célula hospedera seria vital durante esta fase; ademas de que la
micobacteria tuviera mecanismos de trasporte de lipidos exdgenos a través de la

envoltura celular micobacteriana.
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Respecto a la degradacion de lipidos se sabe que M. tuberculosis H37Rv posee 20
genes que codifican para lipasas hipotéticas y 4 para fosfolipasas. El andlisis del
genoma de M. tuberculosis H37Rv y de M. tuberculosis CDC1551 han mostrado la
presencia de los 4 genes que codifican para fosfolipasas de tipo C, plcA, plcB, plcC y
plcD (Cole y col, 1998); la actividad de fosfolipasa C se ha encontrado restringida a
micobacterias patdgenas. En cambio, la actividad de fosfolipasa tipo D (Figura 6) ha
sido reportada tanto en micobacterias saprofiticas como en virulentas (Johansen y
col., 1996).
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Figura 6. Sitios de hidrdlisis de las fosfolipasas C y D. Se muestra la estructura de la
fosfatidilcolina y se sefiala mediante fechas las posiciones de corte de las fosfolipasa C y D.
(Johansen y col., 1996).

Adicionalmente, Raynaud y col. (2002), comprobaron la importancia de la fosfolipasa
C en la virulencia de M. tuberculosis H37Rv en macréfagos y en un modelo murino.
Estos investigadores encontraron una sobreexpresion de los genes plcABC de
manera inmediata tras la infeccion de macréfagos derivados la linea promonocitica
THP1. Ademas, comprobaron que estos genes son esenciales en el establecimiento
de la infeccién latente en el modelo de raton. Este grupo atribuye a la fosfolipasa C
posibles funciones relacionadas a la virulencia. Por una parte, esta enzima podria
proveer de nutrientes a la bacteria 6 podria participar en la degradacion de la
membrana fagosomal 6 podria interferir en los mecanismos de modulacion de la

respuesta inmune activando la cascada del 4cido araquiddnico.
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Los mecanismos de trasporte de acidos grasos de cadena larga exdgenos a través de
la envoltura celular micobacteriana aun no han sido elucidados; en cambio en E. coli
este mecanismo se encuentra bien establecido (Figura 7; DiRusso y Black., 2004). En
este caso, se conoce que cuando la bacteria sensa la presencia de acidos grasos de
cadena larga en el ambiente, los capta a través de una proteina de membrana externa
conocida como FadL que via ligando induce un cambio conformacional dentro de la
proteina que conlleva a la apertura de un canal de difusién y al paso de los acidos
grasos al espacio periplasmico. A su vez, el ambiente 4cido que prevalece en el
espacio periplasmico promueve la formacién de acido graso no cargado que puede
pasar a través de membrana interna; y una vez en el citosol la acil CoA-ligasa lo
esterifica a un Acil-CoA; M. tuberculosis posee 36 genes homoldgos a fadD (Trivedi y
col., 2004).

Figura 7. Transporte de acidos grasos de cadena larga en E. coli. Los acidos grasos de
cadena larga exdgenos (LCFA) se unen a la proteina de membrana externa FadL (1) y via ligando
induce un cambio conformacional dentro de la proteina que conlleva a la apertura de un canal de
difusién y el paso de los &cidos grasos al espacio periplasmico (2). El ambiente acido que
prevalece en el espacio periplasmico promueve la formacion de acido graso no cargado que puede
pasar a través de membrana interna (3). Una vez en el citosol la acil CoA-ligasa lo esterifica a un
Acil-CoA (4); (Tomado de DiRusso y Black, 2004).

16



2. JUSTIFICACION

En 1993 la Organizacion Mundial de la Salud declar6 a la tuberculosis emergencia de
salud publica. Actualmente, se estima que aproximadamente la tercera parte de la
poblacion mundial se encuentra infectada en forma latente con alguna cepa del
Complejo Mycobacterium tuberculosis. Hace algunas décadas se pensaba que la
latencia era un estado de una actividad metabdlica minima; sin embargo, algunos
resultados obtenidos de patrones de expresién genética durante la latencia de M.
tuberculosis, muestran que, contrario a lo que se pensaba, la latencia es un estado de
una actividad metabdlica que le permite a la micobacteria persistir viable por largos

periodos conservando la capacidad de reactivar la infeccion.

Algunos estudios previos sugieren que los lipidos podrian jugar un papel fundamental
durante la latencia de M. tuberculosis. Esto se ve apoyado por la abundancia y
complejidad de estas moléculas en la pared micobacteriana y en que el 8% del
genoma de M. tuberculosis codifica para enzimas implicadas en el metabolismo de
acidos grasos. Por lo tanto, la informacion que se obtenga del papel de los lipidos y
los acidos grasos durante la latencia de M. tuberculosis podria contribuir a entender la
relacion huésped-patdégeno de este padecimiento y a proponer nuevas alternativas

para ayudar al tratamiento y control de esta enfermedad.
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3. HIPOTESIS

La sobreexpresion de algunos genes de Mycobacterium tuberculosis involucrados en
el metabolismo de lipidos durante la latencia inducida por hipoxia en presencia de
acidos grasos de cadena corta, sera indicativo del papel que juegan dichos lipidos en

la sobrevivencia de la micobacteria bajo las condiciones ambientales mencionadas.
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4.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la latencia inducida por hipoxia en presencia de acidos
grasos, sobre la expresion de algunos genes involucrados en el metabolismo de

lipidos de Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la fase logaritmica y estacionaria de crecimiento de M. tuberculosis
H37Rv en presencia de acidos grasos de cadena corta (propionato de sodio o

valerato de sodio).

Aislar el RNA total de M. tuberculosis H37Rv durante su crecimiento en fase
logaritmica y en la fase estacionaria, asi como durante la latencia in vitro inducida

por hipoxia en presencia de acidos grasos de cadena corta.

Elaborar las curvas tipo de cuantificacion absoluta por PCR-cuantitativa para cada
uno de 15 genes a estudiar, involucrados en el ciclo celular (dnaA y ftsZ), en la
produccion de antigenos inmunodominantes (esxA y fbpB), en el metabolismo de
lipidos (fadD21, mmpL7, icll, Rv3130c, lipY y groEL1), en la hipoxia y la respuesta
oxidativa (Rv2626c, Rv2660c, Rv3134c y hmp) y en la reactivacion (rpfB); 2 genes
control de latencia (hspX y dosR) y 2 normalizadores (P1 del rrn y el gen del rRNA
16S).

Determinar el nimero de transcritos, mediante RT-PCR cuantitativa, de los 19
genes de M. tuberculosis H37Rv durante la latencia in vitro inducida por hipoxia en

presencia de acidos grasos de cadena corta.

Analizar la expresion genética obtenida en medio Dubos y en medio Dubos

adicionado de acidos grasos de cadena corta.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Disefio experimental

Para determinar los cambios en la expresion genética de M. tuberculosis H37Rv
durante su adaptacion a la latencia inducida por hipoxia en presencia de &cidos
grasos de cadena corta (propionato de sodio 0.1% o valerato de sodio 0.1%), se
realizd una curva de crecimiento de M. tuberculosis en presencia de cada acido graso;
el comportamiento del cultivo se siguié mediante la medicion de la absorbencia a 600

nm y mediante cuenta viable.

Posteriormente, se desarroll6 el modelo de latencia in vitro de Wayne, en el cual la
latencia es inducida mediante una disminucién en la concentracion de oxigeno. En
este modelo se partiéo de un pre-inéculo obtenido de un cultivo de M. tuberculosis en
fase logaritmica crecido en medio Dubos adicionado de albumina-catalasa (AC) mas

acidos grasos.

Una vez cumplidos los tiempos de incubacion para alcanzar la fase logaritmica, la
fase estacionaria y para inducir la latencia in vitro mediante hipoxia se procedidé a
extraer y purificar el RNA total; posteriormente se realiz6 la sintesis del cDNA y la
cuantificaciéon (mediante RT-PCR en tiempo real) de la expresion de los 15 genes a
estudiar: dnaA, ftsZ, fadD21, mmpL7, icll, Rv3130, lipY, hmp, Rrv3134c, Rv2660c,
Rv2626¢c, esxA, groEL1, rpfB y fopB (los cuales estan involucrados en el ciclo celular,
en el metabolismo de lipidos, en la latencia, en la repuesta oxidativa y en la
reactivacion del crecimiento), los 2 genes control de latencia (hspX y dosR) y los 2

normalizadores (P1 del rrn y el gen del rRNA 16S).
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5.2 Material biolégico

En todos los experimentos se empled la cepa tipo de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv, donada por el Instituto Pasteur de Paris, Francia. Para el mantenimiento y los
subcultivos de la cepa se empleé caldo Dubos [(Difco): 0.5 g/L de digerido pancreético
de caseina, 2 g/L de asparagina, 0.2 g/L de polisorbato 80, 1 g/L de NaH,PO,, 2.5 g/L
de Na,HPO,, 50 mg/L de citrato amonico de fierro, 10 mg/L de MgSOy,, 0.1 mg/L de
CaCl, y 0.1 mg/L de ZnSO, pH 6.6] suplementado al 10% con albumina-dextrosa-
catalasa (ADC). El esquema general de trabajo se muestra en la figura 8.

5.3 Preparacion de los cultivos experimentales

Todos los cultivos se inocularon con la cepa M. tuberculosis H37Rv en fase
logaritmica de crecimiento al 1% de concentracion final; asi, 1 mL de la cepa
mantenida a -70°C se coloc6é en 100 mL de caldo Dubos adicionado de ADC,
incubando a 37°C con agitacion constante, hasta obtener una absorbencia a 600 nm
de 0.4 (fase logaritmica). Al mismo tiempo se realiz6 una tinciébn de Ziehl-Neelsen

para comprobar la pureza del cultivo.

5.4 Curvade crecimiento

A fin de determinar el efecto de la presencia de dos acidos grasos de cadena corta en
el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv, se realizd una curva de crecimiento en
medio Dubos, suplementado al 10% con albumina-catalasa (AC) adicionado de
propionato de sodio 0.1% o valerato de sodio 0.1%. Como control se realiz6é un cultivo
de M. tuberculosis H37Rv en medio Dubos tradicional. El comportamiento de la
poblacion micobacteriana se siguié cada 24 horas, durante 30 dias, mediante la
medicidn de la absorbencia del cultivo a 600 nm y cuenta viable en agar Middlebrook
7H11 adicionado de ADC.
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L 5 Cuantificacion de la expresién de 19 genes por
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'

Andlisis estadistico de los
resultados

Figura 8. Esquema general de trabajo.
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5.5 Obtencion del DNA genémico

Se colocaron 200 mL de un cultivo de M. tuberculosis H37Rv en fase logaritmica de
crecimiento en una botella para centrifuga (Beckman) y se centrifugaron durante 10
min a 8,670 x g a 4°C. El paquete celular se resuspendido en 1 mL de cloruro de
guanidinio 6 M, posteriormente 500 uL de esta suspension se colocaron en tubos de 2

mL con tapdn de rosca y se incubaron a -70°C (ultracongelador) durante dos horas.

El rompimiento de la células se realiz6 mediante 3 ciclos de choques térmicos, cada
uno compuesto por una incubacién a -70°C (bafio de hielo seco-etanol) durante 10
min y una incubacion a 65°C (bafio maria) durante 10 min. Posteriormente, a cada
lisado se le adicioné un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se

agitd suavemente y se centrifugé a temperatura ambiente a 16,000 x g durante 5 min.

Posteriormente, la fase acuosa se recuperd en un microtubo limpio, a éste se le
adicion6 un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1); se agitdé suavemente y
se centrifugé nuevamente a 16,000 x g durante 5 min a temperatura ambiente (éste
paso se repitid dos veces). Nuevamente se recuperd la fase acuosa y se le adicion6
en forma gradual dos volumenes de etanol absoluto frio. Los tubos se colocaron a -

70°C durante 24 h para favorecer la precipitacion del DNA.

Transcurrido este tiempo los tubos se centrifugaron a 16,000 x g durante 15 min a
temperatura ambiente; posteriormente se decanto el sobrenadante. La pastilla se lavo
con 500 uL de etanol al 70%, después se elimind el exceso de etanol en el secador
denominado "DNA110 Speed Vac". Finalmente, el DNA se resuspendié en regulador
tris-EDTA 1X (TE) y se almacené a -20°C hasta su uso (Gonzalez-y-Merchand y col.,
1996).

La calidad del DNA se determiné por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1%,

el gel se visualiz6 con un transiluminador de luz UV. La concentracion del DNA se

determind por espectrofotometria mediante el Nano Drop ND-1000.
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5.6 Genes candidatos y disefio de sus iniciadores

Los nombres de los genes que se estudiaron en el presente trabajo se muestran en la

tabla 3, en donde ademas se sefiala el producto del gen asi como la funcién de cada

uno de ellos. Para el disefio de los iniciadores se utilizoé el programa “Primer Premier

4.0”; dichos iniciadores se seleccionaron en base a los siguientes requerimientos: su

Tm debe estar entre 60 y 65°C, debe producir un amplificado de 70 a 150 pb y la Tm

de dicho amplificado debe ser menor a 90°C.

Tabla 3. Genes propuestos para este estudio

Gen Producto Funcién en M. tuberculosis
dnaA Proteina iniciadora de replicacion Replicacion del DNA
ftsz Proteina formadora del septo Divisioén celular
fadD21 Acil-CoA sintetasa Degradacion de lipidos
mmpL7 Proteina transmembranal de | Translocacién de fitioceroldimicocerosato a
transporte conservada nivel de membrana
icll Isocitrato liasa Cataliza la fragmentacion del isocitrato en
glioxilato y succinato
Rv3130 Probable diacilglicerol-acil sintetasa | Biosintesis de triacilglicéridos
lipY Probable lipasa-esterasa Triacilglicerol hidrolasa
hmp Homoéloga a la flavohemoglobina de | Involucrada en el metabolismo anaerébico y
E. coli en la proteccién contra estrés oxidativo
esxA Proteina de 6 KDa, ESAT-6 Induce la produccion de INF-y durante la
primera fase de la respuesta inmune
fopB Antigeno 85 complejo B, micolil | Proteina B-unibn a fibronectina, posee
transferasa 85B, actividad de micoliltransferasa
hspX a-cristalina Proteina chaperona
dosR Proteina reguladora del regulén de | Regulacion de la trascripcion durante la
hipoxia dosR/S hipoxia
Rv3134c | Proteina hipotética conservada Desconocida (relacionado con latencia)
Rv2660c | Proteina hipotética Desconocida (relacionado con latencia)
Rv2626¢ | Probable Inosina 5 monofosfato | Desconocida (relacionado con latencia)
deshidrogenasa
groEL1 Chaperonina GroEL Regula la sintesis de &c. micdlicos y la
formacién de biopeliculas
rpfB Factor promotor de la reactivacion Participa en la reactivacion del crecimiento
después del estado de latencia
P1(rrs) rrs, zona de promotores Promotor del rDNA
16S (rrs) | Subunidad ribosomal del 16S Subunidad ribosomal del 16S
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5.7 Confirmacion de la especificidad de los iniciadores mediante secuenciacién

Con el fin de confirmar la especificidad de los iniciadores disefiados en nuestro
laboratorio, los productos de PCR obtenidos con cada par de iniciadores se
purificaron, empleando el kit QIAquick Gel Extraction® (QIAGEN), clonaron
(Sambrook y Rusell, 2001) y secuenciaron empleando el kit Big Dye Terminator
Ready (Perkin-Elmer) en un secuenciador ABY PRISM 310 (Genetic Analyzer System,
Perkin-Elmer) en el Instituto de Fisiologia de la UNAM. Las secuencias obtenidas se
compararon con las almacenadas en la base de datos del GenBank por medio de
blast (URL3).

5.8 Elaboracion de las curvas tipo paralos 19 genes micobacterianos

a) Amplificacion del DNA

Para llevar a cabo la amplificacion, se empleé el kit para PCR LightCycler® FastStar
DNA master SYBR Green | (Roche). La reaccion se llevé a cabo en un volumen final
de 10 uL colocando: 6.3 uL de agua desionizada estéril; 1.2 uL MgCl; (25 mM) 6 la
concentracion correspondiente para cada par de iniciadores; 1 uL de la mezcla de
reaccion SYBR Green, 0.5 uL de la mezcla de los iniciadores correspondientes (20
uM) y 1 uL del DNA 6 del cDNA.

Los capilares se colocaron en el termociclador LightCycler® 1.5 (Roche) y se aplicé el
programa descrito a continuacion: un ciclo a 95°C durante 5 min, 35 ciclos en las
siguientes condiciones: 95°C durante 8s, temperatura de alineamiento
correspondiente para cada par de iniciadores durante 8s y 72°C durante 8s (en este
punto se hizo la medicion de fluorescencia), posteriormente se incrementd la
temperatura de 60°C a 95°C a una velocidad de 0.1°C por s, durante esta fase se
midi6 la fluorescencia en forma continua para construir la curva de disociacion, y un

ciclo final de 37°C durante 20s.
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b) Determinacién de las curvas tipo de cada gen

Para poder realizar la cuantificacion de la expresion de cada gen en la fase
logaritmica y estacionaria de crecimiento; y en los diferentes tiempos establecidos
para los modelos de latencia de Wayne, se realiz6 una curva tipo de concentracion de
DNA para cada gen. Para este fin, se emple6 el DNA genémico de M. tuberculosis

H37Rv obtenido y cuantificado como menciona en el punto 5.5.

A partir de un tubo con una concentracién de 10° genomas/uL de DNA, se realizaron
diluciones decimales hasta obtener 10° genomas/uL. Las concentraciones
correspondientes a 10°-10° genomas 6 copias de DNA/uL, se utilizaron para llevar a
cabo la curva tipo de amplificacion mediante la PCR cuantitativa (PCR en tiempo real),
estandarizando las condiciones de reaccion para cada gen; en todos los casos se
empled el kit para PCR LightCycler® FastStar DNA master SYBR Green | y el
termociclador LightCycler® 1.5 (Roche). Posteriormente, se construyeron las curvas
tipo graficando en el eje de las ordenadas intensidad de fluorescencia y en las abcisas
el ciclo de PCR; se generaron las férmulas linearizadas. A partir de estos graficos se
determiné la eficiencia de reaccion asi, como el coeficiente de correlacion. Ademas,
se construyeron las curvas de desnaturalizacion para los productos de amplificados
de los 19 genes a estudiar. Para estas Ultimas curvas, se graficd en el eje de las

ordenadas la derivada negativa de la fluorescencia con respecto a la temperatura.

5.9 Modelo de hipoxia de Wayne modificado

Dado que el objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de dos &cidos
grasos de cadena corta sobre la expresion genética de M. tuberculosis H37Rv durante

su adaptacién a la latencia, se estandarizé el modelo de Wayne adicionado de cada

uno de ellos (Wayne y Hayes, 1996).
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Se partié de un pre-indculo obtenido de la siguiente manera: dos mililitros de la cepa
de M. tuberculosis H37Rv se inocularon en 200 mL de caldo Dubos suplementado con
AC adicionado de propionato de sodio 0.1% o valerato de sodio 0.1%. El cultivo se
incubd a 37°C en agitacion a 200 rpm en frascos de 500 mL (Boeco), con la tapa floja,
a fin de asegurar una buena oxigenacién, hasta obtener una absorbencia de 0.4 a 600
nm (fase logaritmica). Se separaron 100 mL de dicho cultivo, los cuales se colocaron
en una botella y se centrifugaron a 8,760 x g a 4°C durante 10 min.

La pastilla se resuspendio en 10 mL de medio y se transfirio a una botella de 300 mL
con un agitador magnético de teflon que contenia 190 mL de caldo Dubos
suplementado con AC adicionado de cada uno de los acidos grasos. Al igual que en
modelo de Wayne la relacion aire/liquido fue de 0.5. Durante la fase de
estandarizaciéon de los modelos de Wayne en presencia de acidos grasos se
adicionaron 600 uL de una solucion de azul de metileno (500 ug/mL); finalmente, el
frasco se cerr6 y sell6 con una cinta teflon (Dupont'™), a fin de asegurar que no

existiera intercambio de oxigeno con el exterior.

Dichos cultivos se incubaron a 37°C sobre una parrilla con agitacion magnética, de tal
forma que la agitacion no ocasionara disturbios en la superficie del cultivo, con la
intencién de permitir una difusion homogénea del poco oxigeno presente. El cultivo se
observo diariamente hasta determinar el momento de la reduccién total del azul de
metileno (desaparicion de la tonalidad azul en el cultivo que corresponde a una

concentracion de oxigeno menor al 0.02%).

Una vez determinado el tiempo de cultivo ideal para la induccion de la latencia in vitro,
se repitié la metodologia antes mencionada, omitiendo la adicién del azul de metileno.
De acuerdo a Wayne, la muestra se tomo 24 h antes de la reduccion completa del

azul de metileno, momento en el que se alcanza la condicién de hipoxia.
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5.10 Obtencion de las micobacterias en fase logaritmica, fase estacionariay en

la fase de Persistencia No Replicativaly 2

Una vez cumplidos los tiempos de incubacién para alcanzar la fase logaritmica, la
fase estacionaria y para inducir la latencia in vitro mediante hipoxia (fase de
persistencia no replicativa 1 y 2) se procedio a la obtencion de las micobacterias. Para
lo cual, 100 mL de cultivo se mezclaron con 4 volumenes de GnCl 6 M (4°C) y se
centrifugaron durante 10 min a 8,670 x g a 4°C.

Posteriormente cada una de las pastillas obtenidas se resuspendieron en un volumen
total de 2 mL con regulador GnCl 6M, se colocaron en tubos con tapon de rosca que
contenian 500 ul de perlas de vidrio de 150-212 pum de didmetro (sigma). Las

muestras se almacenaron a -20°C hasta su uso.

5.11 Extraccién de RNA total

La extraccion del RNA total se realiz6 mediante lisis mecéanica, la cual consistio en
someter el paquete celular a 3 ciclos de aceleracién, a una velocidad de 4 m/s durante
45 s en el Fast-Prep™ (Bio101 THERMO), en presencia de regulador de lisis y 0.5 mL
de perlas de vidrio (156-212 um SIGMA, USA), seguido de 4 ciclos de aceleracién a
una velocidad de 6.5 m/s durante 15 s. Después, los tubos se centrifugaron a 16,000 x
g durante 5 min a 4°C. Posteriormente, a cada lisado se le adicioné un volumen de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se agitd suavemente y se centrifug6 a
4°C a 16,000 x g durante 5 min.

Posteriormente, la fase acuosa se recuperd en un microtubo limpio, a éste se le
adicion6 un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1); se agité suavemente y
centrifugo 5 min a 16,000 x g (éste paso se repiti6 dos veces). Nuevamente se
recupero la fase acuosa. Se realizé una precipitacion selectiva del RNA para lo cual a
la fase acuosa se le adicioné en forma gradual (gota a gota) 0.4 volumenes de etanol

absoluto frio.
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5.12 Purificacion del RNA
En ésta fase se llevaron a cabo tres lavados rigurosos, utilizando TRIZOL®

(Invitrogen™), y un lavado final utilizando etanol.

Primer lavado: Los tubos que se obtuvieron en la fase anterior se centrifugaron a
16,000 x g durante 25 min a 4°C. Se elimin6 el sobrenadante, la pastilla se lavé con
etanol al 75%, nuevamente los tubos se centrifugaron a 16,000 x g por 10 min a 4°C,
posteriormente se elimind el exceso de alcohol teniendo cuidado de no llevarse la
pastilla. Esta se resuspendi6é en 100 pL de agua tratada con dietilpirocarbonato (agua
de DEPC). A la solucién se le agregé 1 mL de TRIZOL® (Invitrogen™) y se agregaron
100 pL de cloroformo; se agitaron e incubaron 15 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugaron a 16,000 x g durante 20 min a 4°C. La fase acuosa
se transfiri6 a otro tubo limpio, se le agregaron 500 uL de isopropanol y se dejé

precipitar a -20°C toda la noche. Este procedimiento se repitio dos veces mas.

Cuarto lavado: Los tubos obtenidos del tercer lavado se centrifugaron a 16,000 x g
durante 20 min a 4°C, se eliminé el isopropanol y se le agregd 1 mL de etanol al 75%,
posteriormente se centrifugaron a 16,000 x g durante 5 min a 4°C. Se eliminé el etanol
y la pastilla se sec6. Posteriormente, la pastilla se resuspendié en un volumen

adecuado de agua DEPC, incubando 1 min a 55°C.

Para comprobar la ausencia de DNA en las muestras de RNA total, 1 uL de cada
RNA, se probé por PCR empleando iniciadores especificos para el gen del rRNA 16S
de micobacterias (KK4:5° CTCACCCGTTCGCCACTCG 3" y RAC8: 5" CACTGGTG
CCTCCCGTAGG 3") y para la proteina ribosomal 12 (S12F: 5° CCAACCATCCAGCA
GCTGGT 3" y S12R: 5" CCTTCAGAGCCGCGGTCT 37); como control positivo de la
reaccion de PCR, se empled DNA gendémico de M. tuberculosis H37Rv.

En forma simultdnea se establecié la integridad del RNA, en este caso; 1 uL de la
muestra se analizd en el bioanalizador mediante el uso de “chip” Prokaryote RNA
Nano de Agilent Technology. Finalmente, se determiné la concentracion de RNA por

espectrofotometria. EI RNA total se mantuvo a -70°C hasta su uso.
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5.13 Trascripcion reversa del RNA total (obtencién de cDNA)

En todo momento se empled el “kit SuperScript™ First-Strand Synthesis System for

RT-PCR de invitrogen™”, conforme al siguiente protocolo:

1 pg/uL de RNA total 1uL
Iniciadores al azar (50 ng/uL) 3 uL
dNTP’s (10 mM) 1uL
H,O DEPC 5puL

La mezcla anterior se incubd a 65°C durante 5 min, a fin de eliminar las estructuras
secundarias en el RNA total, inmediatamente después se transfiri6 a 4°C durante 2
minutos. En forma simultanea se prepard la siguiente mezcla de reaccién y se agrego

al RNA anterior:

Regulador RT 10 x 2 uL
MgCl; (25 mM) 4 uL
DTT (0.1 M) 2 uL
RNasaOUT (40 unidades/ulL) 1ulL

Posteriormente la mezcla se incubd a 25°C por 2 min; después se adiciono 1 uL de la
enzima SuperScript'™ Il RT (50 unidades/uL) y se continué con la incubacion a 25°C
durante 10 min. Posteriormente la mezcla de reaccion se incubd a 42°C durante 50
min. La enzima se inactivé calentando la mezcla a 70°C por 15 min. La mezcla se
transfirié a un bafio de hielo. Finalmente, a cada tubo se adicion6 1 uL de RNasa H (2

unidades/uL) e incubd a 37°C durante 20 min.
En cada uno de los cDNA obtenidos se cuantificé la expresion de cada uno de los

genes a estudiar, mediante la técnica de PCR en tiempo real de acuerdo al punto 5.8a

los resultados se interpolaron en la curva tipo.
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5.14 Anaélisis estadistico de los resultados

A fin de detectar diferencias significativas en la expresidn genética entre las
condiciones estudiadas, se efectu6 un andlisis paramétrico de varianza bifactorial
(Two Way ANOVA), empleando para ello el software estadistico SIGMASTAT 3.5. Se
establecio la fuente de carbono y la condicion de crecimiento como variables
independientes, y el logaritmo de la expresién genética como la variable dependiente.
El logaritmo de dicha expresion se usé a fin de homogeneizar las varianzas de los

resultados de la expresion genética.
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RESULTADOS

6.1 Establecimiento del crecimiento de M. tuberculosis H37Rv en presencia de
acidos grasos de cadena corta

Para determinar el efecto de los acidos grasos sobre M. tuberculosis H37Rv, se
evalud el crecimiento de dicha cepa en presencia de cada uno de los &cidos grasos al
0.1% en el medio Dubos suplementado tanto con albumina-dextrosa-catalasa (ADC),
10%, como con albumina-catalasa (AC), 10%. Como control se utilizé el crecimiento

de la cepa en medio Dubos suplementado con ADC al 10% sin acido graso.

Al comparar el crecimiento de la micobacteria en los diferentes medios observamos
que ésta fue capaz de crecer en presencia de acidos grasos de cadena corta al 0.1%
tanto en aquellos suplementados con ADC como en los suplementados con AC.

Posteriormente, se procedié a elaborar la curva de crecimiento de M. tuberculosis
H37Rv en presencia de los acidos grasos estudiados; como control se utilizé medio
Dubos tradicional. En la figura 9, se presenta la grafica de la absorbencia del cultivo
respecto al tiempo; se observod que las tres curvas muestran un patrén de crecimiento
similar. En la dicha gréafica se establece que la fase logaritmica de crecimiento ocurre
entre el cuarto y el décimo dia, y que a partir del dia 14, el cultivo entra en fase
estacionaria. En la figura 10, se observa un comportamiento similar al obtenido por
absorbencia; sin embargo, después del dia 14 se present6 un descenso en el nimero
de UFC/mL, lo cual puede deberse no sélo a que las bacterias estén muriendo, sino
también a que conforme transcurre el tiempo, M. tuberculosis tiende a formar grumos

dificiles de disgregar.
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Figura 9. Curva de crecimiento de M. tuberculosis H37Rv en presencia de acidos grasos de
cadena corta (densidad 6ptica). A Medio Dubos suplementado al 10% con ADC (control); Medio
Dubos suplementado al 10% con AC adicionado con: ® propionato de sodio 0.1% 6 ¢ valerato de
sodio 0.1%.
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Figura 10. Curva de crecimiento de M. tuberculosis H37Rv en presencia de acidos grasos de
cadena corta (cuenta viable). A Medio Dubos suplementado al 10% con ADC (control); Medio
Dubos suplementado al 10% con AC adicionado con: ® propionato de sodio 0.1% 6 ¢ valerato
de sodio 0.1%.
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6.2 Aislamiento de DNA gendmico de M. tuberculosis

En la figura 11 se muestra que el DNA de M. tuberculosis H37Rv presenté la calidad

adecuada para la realizacion de los experimentos subsecuentes.

23.1 Kb —_—

21Kb ——

Figura 11. Electroferograma del DNA genémico de M. tuberculosis H37Rv. Carril 1, Marcador
de tamafio molecular (DNA gendémico del fago A digerido con Hindlll); carriles 2, 3 y 4, DNA
gendmico de M. tuberculosis H37Rv.

6.3 Genes candidatos y disefio de sus iniciadores

Se disefiaron 9 pares de iniciadores con base en el proyecto del genoma de M.
tuberculosis H37Rv empleando el programa “primer premier versiéon 4.0”. En la tabla 4
se muestra la secuencia de los iniciadores seleccionados, asi como el tamafio de los
amplificados. Los iniciadores se probaron por PCR convencional empleando DNA
gendmico de M. tuberculosis H37Rv; de esta forma se comprobd que los iniciadores si
amplificaban a los genes empleados en este estudio (Figura 12); en esta figura se
observan los amplificados correspondientes a los 9 genes. Ademas, se corrobord su
especificidad por secuenciacion automatica (Tabla 5). Por otra parte, para los otros 10
genes del estudio se utilizaron los iniciadores disefiados en un trabajo previo de

nuestro laboratorio (Gonzalez-Mejia, 2006).
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Tabla 4. Iniciadores utilizados parala PCR en tiempo real de 9 genes de M. tuberculosis
H37Rv.

Gen Secuencia del iniciador (5" —» 3") Tamafio del amplificado (pb)

esxA F: ATGACAGAGCAGCAGTGGAA
R: CAAGGAGGGAATGAATGGAC 88

fadD21 F: TCGTGGCTGCCGTTCT 94
R: CCAGCGGGCTAGTGAGTT

fopB F: ACCCGGCTATGGGTTTATT 106
R: ACTTCAGGTTGCTGCTACGA

groEL1 F: GTCAGCAAGGACGACACGG 88
R: CGATCTCGGCACGCAAGT

hmp F: AGCGGGTAGCGGCATCA 93
R: TCGCGGTTGGCGTAGAG

lipy F: GCAAGTGCCGATTTACCC 119
R: CCACGCTGACGTTGGAGAC

rpfB F: CCGCAATCGGATCAAGAA 95
R: CGACCTCCCGGCTCAT

Rv3130c F: TTGCCAACCGCCTTCC 87
R: TCGCCACGGTGACAACA

mmpL7 F: CCGCAGGACCAGCCTTACT
R: GGGATCTCACCACCAGTCG %

Todos los iniciadores se disefiaron empleando el programa “primer premier version 4.0”.

o]
Q [3)
Q0 o)
o o
g 5 8§ . 5.3 8 < 4
> > 82T % s PE L PETL s Po
2 22 2 828 238 22 E 2z £ EZ2 8 7 25
600 pb
500 pb
100 pb 100 pb

Figura 12. Electroferograma de los fragmentos amplificados por PCR de los 9 genes de M.
tuberculosis H37Rv. La electroforesis se efectud en gel de agarosa al 1.5%. Neg, control negativo
de la PCR (agua).
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Tabla 5. Resumen de los resultados de las busquedas de las secuencias analizadas
mediante BLAST*.

Gen Blast Identidad
emb|BX842578.1| M.tb H37Rv complete genome; segment
fbpB 106/106 (100%)

7/13. Secreted antigen 85-B
emb|BX842575.1| M.tb H37Rv complete genome; segment

fadD21 ) ) 52/56 (92%)
4/13. Probable fatty-acid-CoA ligase FADD21
esxA gb|FJ014499.1] M.tb H37Rv. 6 kDa early secretory antigenic 69/72 (95%)
emb|BX842583.1| M.tb H37Rv complete genome; segment
hmp 93/93 (100%)

12/13. Possible hemoglobine-retaded protein HMP

BX842582.1 M.tb H37Rv complete genome; segment 11/13.

Rv3130 ) . . 87/87 (100%)
Conserved hipothetical proteina

BX842581.1 M.th H37Rv complete genome; segment 10/13.

lipy . ) . . 108/108 (100%)
PE-PGRS family protein, probably triacilglycerol lipase

emb|BX842581.1| M.tb H37Rv complete genome; segment
mmpL7 ) 60/62 (96%)
10/13. Conserved transmembrane transport protein MMPL7

emb|BX842575.1] M.tb H37Rv complete genome; segment
rpfB - . 69/72 (95%),
4/13. Probable resuscitation-promoting factor rpfB

emb|X60350.1] M.tb. groE gene for KCS and 10-kDa

roeL1 47/53 (88%
g products (88%)

*http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi
6.4 Construccion de las curvas tipo para latécnicade RT-PCR en tiempo real
Para la realizacion de las curvas tipo se empleé el siguiente protocolo:

1) Se determiné el peso molecular del genoma de M. tuberculosis H37Rv

PM del genoma =Tamafio del genoma (pb) x Peso promedio de un pb

4,411,529 pb x 650 Da = 2,867,493,830 Da

2) Se determind el peso en el cual se encuentran 10° genomas

2,867,493,830 6.022 x 10* genomas (Avogadro)
X 10°
X=4.76x10" g 6 0.476 pg

3) Se determind la concentracion del DNA obtenido (0.74 ug/ulL).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38490288&dopt=GenBank&RID=FCSDY7YK01R&log$=nuclalign&blast_rank=9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=41353619&dopt=GenBank&RID=FCT2T52601R&log$=nuclalign&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=198448484&dopt=GenBank&RID=YF01SZWB016&log$=nuclalign&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=41352785&dopt=GenBank&RID=PFAFJ960015&log$=nuclalign&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=41352785&db=Nucleotide&from=195241&to=196317&view=gbwithparts&RID=PFAFJ960015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38490319&dopt=GenBank&RID=PRHYZZKY01R&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=41352756&dopt=GenBank&RID=YWN4BPRB01N&log$=nucltop&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=41352756&dopt=GenBank&RID=FCR0ERYE016&log$=nuclalign&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=41352756&db=Nucleotide&from=166033&to=168795&view=gbwithparts&RID=FCR0ERYE016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=41353619&dopt=GenBank&RID=FCS01D8G01R&log$=nuclalign&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=41353619&db=Nucleotide&from=94304&to=95392&view=gbwithparts&RID=FCS01D8G01R

4) Se ajusté la concentracion de DNA a 10° genomas/uL, para lo cual 64.3 pL de la

solucion original se aforaron a 100 pL de agua.

A partir de la solucién que contenia 10° genomas se realizaron diluciones decimales
hasta obtener 10° genomas/pL. Las diluciones 10°-10° se amplificaron mediante PCR
cuantitativa, para cada uno de los 19 genes a estudiar. Las condiciones de reaccion
se estandarizaron para cada amplicon, segun la tabla 6, en donde se muestra que la
concentracion de magnesio utilizado estuvo entre 2 y 4 mM, la temperatura de

alineamiento entre 55 y 64°C y el numero de ciclos fue de 35.

Posteriormente, se construyeron las curvas tipo graficando en el eje de las ordenadas
intensidad de fluorescencia y en las abcisas el ciclo de PCR (Figura 13); en esta figura
se muestra que a mayor numero de copias de DNA, la fluorescencia debida a la
amplificacion se detecté en un menor nimero de ciclos de la PCR. Por ejemplo, para
el gen fbpB (ag85), la fluorescencia comenz6 a detectarse en el ciclo 11 cuando la
muestra contaba con 10° copias de DNA; mientras que para 10° copias, la
fluorescencia se detectd hasta el ciclo 15. Se generaron las formulas linearizadas de
la reaccidn, a fin de poder interpolar puntos experimentales en ésta; los resultados se
muestran en la figura 14. En cada una de las curvas se determiné la eficiencia de
reaccion asi como el coeficiente de correlacién, encontrando en todos los casos una
eficiencia de reaccion cercana a 2 y coeficiente de correlacién cercano a la unidad.
Asi mismo se demostr6 mediante analisis del producto de PCR por curva de
desnaturalizacion, que no se presentaron productos inespecificos en la reaccion
(Figura 15), ya que en cada una de las graficas para los 19 genes, solo se presenta
un pico 6 producto de desnaturalizacion, indicativo de que durante la PCR cuantitativa
solo se generd el amplicon correspondiente para el cual los iniciadores fueron

disefiados.
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Tabla 6. Condiciones de reaccidn estandarizadas para las PCR cuantitativas.

Gen MgCl, (mM) Temperatura de alineamiento (°C) Numero de ciclos
fbpB 4 55 35
fadD21 4 55 35
esxA 4 55 35
hmp 3 56 35
mmpL7 2 56 35
Rv3130 3 58 35
rpfB 4 58 35
groEL1 4 58 33
lipY 4 58 35
Rv2626 4 62 35
Rv2660 4 62 35
icll 3 62 35
dosR 4 62 35
fstZ 4 62 35
hspX 4 62 35
P1 4 62 35
16S 4 62 35
dnaA 64 35
Rv3134 64 35
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Figura 13. Curvas tipo de los 19 genes a estudiar. En el eje de las ordenadas se grafica la
fluorescencia y en el de las abcisas el ciclo de PCR. Todas las curvas se realizaron por triplicado.
“Threshold” es el umbral del nimero de copias. Cada gréafica presenta cinco curvas de izquierda a
derecha que contienen 107, 10°, 10°, 10" y 10° moléculas de DNA (a excepciéon de 16S, hspX y
Rv3130).
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acidos nucleicos.

41



6.5 Estandarizacion del modelo de latencia in vitro de M. tuberculosis H37Rv

Se determind el momento de la reduccion parcial y total del azul de metileno en el
cultivo de M. tuberculosis H37Rv, en el medio Dubos tradicional y en Dubos
adicionado de cada uno de los &cidos grasos; es decir, el tiempo en que ocurre la
desaparicion parcial y total de la tonalidad azul del cultivo. Por lo tanto, se
establecieron los tiempos para llevar a cabo las extracciones del RNA total en
experimentos subsecuentes (Tabla 7); en estos tiempos los cultivos se encuentran en

la fase de adaptacion a la hipoxia (NRP1) y en anaerobiosis (NRP2).

Tabla 7. Establecimiento de la reduccién parcial y total del azul de metileno en el modelo de
Wayne.

Medio de cultivo Fase Tiempo (dias)
Dubos + ADC NRP1 5

NRP2 6
Dubos + AC + propionato de sodio 0.1% NRP1 5

NRP2 18
Dubos + AC + valerato de sodio 0.1% NRP1 5

NRP2 15

6.6 Viabilidad de M. tuberculosis durante su adaptacion a la latencia por hipoxia

Para determinar el efecto de la hipoxia en presencia de acidos grasos de cadena corta
sobre la viabilidad de las células de M. tuberculosis H37Rv se determinaron las
UFC/mL tanto durante su adaptacion a la latencia, como en la fase logaritmica y

estacionaria de crecimiento.

Al determinar las UFC/mL de M. tuberculosis H37Rv en medio Dubos se observo una
disminucién de la fase logaritmica a la fase estacionaria de 2.55 x 10’ UFC/mL a 2.50
x 10° UFC/mL, por otra parte, durante la adaptacién a la latencia por hipoxia se
observd que tanto en la fase NRP1 como en la NRP2 las UFC/mL se mantuvieron
respecto a la fase logaritmica de crecimiento. Un comportamiento similar fue

observado en medio Dubos adicionado de acidos grasos de cadena corta (Figura 16).
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Figura 16. Viabilidad de M. tuberculosis H37Rv durante su adaptaciéon a la latencia en
presencia de acidos grasos de cadena corta. En el eje de las ordenadas se muestran las
UFC/mL, en escala logaritmica. En el eje de las abscisas se muestran las diferentes condiciones
de estudio en medio Dubos A 6 en medio Dubos + propionato de sodio 0.1% M é en medio Dubos
+ valerato de sodio .

6.7 Extraccién del RNA total

Se realiz6 la obtencion del RNA total (Gonzalez-y-Merchand y col.,, 1996) de M.
tuberculosis H37Rv a partir de dos lotes de cultivos en: fase logaritmica, fase
estacionaria y en fase de latencia in vitro (NRP1 y NRP 2) en medio Dubos
suplementado con AC adicionado de propionato de sodio al 0.1 % o adicionado con
valerato de sodio al 0.1%. La integridad del RNA se comprob6 mediante el analisis de
1 uL de la muestra en el bioanalizador (Agilent). La calidad de los diferentes lotes de
RNA fue adecuada en todos los casos para continuar con los experimentos de RT-
PCR, ya que las bandas correspondientes al rRNA 23S y rRNA 16S se observaron
con una calidad adecuada en el electroferograma (s6lo se presenta un

electrorefograma representativo; Figura 17).
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Figura 17. Electroferograma del RNA total de M. tuberculosis H37Rv. Se utilizd el “chip”
Prokaryote RNA Nano de Agilent Technology. EI RNA fue obtenido a partir de un cultivo de M.
tuberculosis H37Rv crecido en medio Dubos suplementado al 10% con AC adicionado de
propionato de sodio 0.1%. Carril 1) Marcador de tamafio molecular; carriles 2 y 3) RNA total de la
fase logaritmica; carriles 4 y 5) RNA total de la fase estacionaria; carriles 6 y 7) RNA total de la fase
de persistencia no replicativa 1; 8 y 9) RNA total de la fase de persistencia no replicativa 2.

Para comprobar la ausencia de DNA en las muestras de RNA total, 1 ug de cada
RNA, se prob6 por PCR empleando iniciadores especificos para los genes del RNA
16S de micobacterias (KK4 y RACS8) y para la proteina ribosomal 12 (S12F y S12R);
como control positivo de la reaccion de PCR, se emple6 DNA gendomico de M.
tuberculosis H37Rv. Como se muestra en la figura 18a y 18b, respectivamente, no se
detecté amplificado alguno en las muestras, por lo tanto, nuestro RNA total se

encontraba libre de DNA.
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Figura 18. Electroferograma de la PCR utilizando como molde el RNA de M. tuberculosis
H37Rv obtenido en diferentes condiciones. a) PCR donde se emplearon iniciadores especificos
para el gen RNA 16S de micobacterias; b) PCR donde se emplearon iniciadores especificos para
el gen que codifica a la proteina ribosomal 12 (rsp12). EI RNA fue obtenido a partir de un cultivo de
M. tuberculosis H37Rv crecido en medio Dubos suplementado al 10% con AC adicionado de
propionato de sodio 0.1%. Carril 1, Marcador de tamafio molecular (100 pb); carril 2, Control
negativo de PCR; carril 3, Control positivo de PCR (DNA gendémico de M. tuberculosis H37Rv),
carriles 4 y 5, RNA total de la fase logaritmica; carriles 6 y 7, RNA total de la fase estacionaria;
carriles 8 y 9, RNA total de la fase de persistencia no replicativa; carriles 10 y 11) RNA total de la
fase de persistencia no replicativa 2. Nota: En el control negativo (carril 2) de la figura b, se observo
una banda inespecifica de ~60 pb. Para comprobar que el control negativo funcionaba como tal
esta misma reaccion se realizd mediante PCR-tiempo real, el andlisis de las curvas de
desnaturalizacién para los productos de amplificacion corrobor6 que la reaccion era negativa.
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6.8 Cuantificacion de la expresion genética de M. tuberculosis H37Rv en el

modelo de latencia in vitro de Wayne en presencia de acidos grasos

Se cuantifico la expresion del gen que codifica al rRNA 16S (16S) y a la region del
promotor P1 del rRNA (Pl) para determinar su posible papel como genes
normalizadores de la expresién genética en presencia de los acidos grasos de cadena
corta en las distintas condiciones estudiadas. Se encontré6 que 16S fue el gen que
mas se expreso tanto en cultivos de M. tuberculosis H37Rv en medio Dubos como en
el medio adicionado de propionato 6 valerato de sodio (4.91 x 10'° copias/ng de RNA)
(Figura 19A); ademas la expresion de dicho gen fue similar en la fase logaritmica, fase
estacionaria y la latencia in vitro tanto en medio Dubos como medio adicionado de
acidos grasos de cadena ya que no existio diferencia estadisticamente significativa en
la expresion de dicho gen respecto a la adicién de un acido graso de cadena corta
(Figura 19A).

En las condiciones estudiadas la expresion del promotor P1 del rRNA no fue similar
durante la fase logaritmica, estacionaria y la latencia in vitro para un mismo medio de
cultivo, ni entre los medios adicionados de acidos grasos de cadena corta. De manera
complementaria, el andlisis estadistico confirmé que estas diferencias si fueron
significativas (Figura 19B). Por lo tanto, en las graficas subsecuentes, la expresion
genética se reporta en forma normalizada con el gen 16S; es decir el valor final de
transcritos es el resultado de dividir el nUmero de copias del gen de estudio por ug de
RNA total entre el nimero de copias del gen 16S por ug de RNA total. El resultado de
la operacién anterior en todos los casos fue un nimero negativo, ya que el gen 16S
se expresd mas en todos los cultivos; de tal forma que en el eje de las ordenadas de
las figuras 20, 21 y 22 se muestra la expresion normalizada en escala logaritmica en
orden inverso, es decir donde se detectd una mayor expresion genética la barra sera
mas pequefia mientras que donde haya una menor expresion la barra de expresién

sera mas alta.
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Figura 19. Expresidon genética de los dos posibles normalizadores en M. tuberculosis en
presencia de acidos grasos de cadena corta. A) Cuantificacién de la expresién del gen 16S. B)
Cuantificacion de la expresion del gen P1. En el eje de las ordenadas se muestra el nimero de
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Persistencia no replicativa 1 y[_| Persistencia no replicativa 2).

En el granuloma prevalecen condiciones ambientales hostiles para el crecimiento de
las micobacterias, como la falta de oxigeno y nutrientes, la acidificacién del medio y la
produccion de especies reactivas de oxigeno y oOxido nitroso. Ademéas de estas
condiciones ambientales, en el granuloma se presenta una respuesta inmune activa
que participa en su mantenimiento y en el aislamiento de la infeccion (Stewart y col.,
2003). Debido a lo anterior, en el presente estudio se cuantifico la expresiéon de 17
genes de M. tuberculosis H37Rv, relacionados con el ciclo celular, expresion de
antigenos inmunodominantes, reactivacion, respuesta a la hipoxia, estrés oxidativo,

metabolismo de lipidos y reactivacion.
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En medio Dubos sin acidos grasos para los genes involucrados en el ciclo celular
(dnaA vy fstZ), en la produccion de antigenos inmunodominantes (esxA y fbpB) asi
como en la reactivacion (rfpB), en general se observo un patrén caracterizado por una
disminucion en la expresion genética durante la fase estacionaria de crecimiento y la
latencia in vitro (NRP1 y NRP2) respecto a la fase logaritmica. Este patron solo difiere
para la expresion de esxA, donde observa que la expresion de dicho gen fue muy
similar tanto en la fase logaritmica como en la fase estacionaria de crecimiento (Figura
20A). Al igual que con el caso anterior, en el cultivo de M. tuberculosis H37Rv crecido
en presencia de propionato, el patron de expresion fue muy similar en todas las
condiciones (Figura 20B); sin embargo, es de llamar la atenciébn un aumento en la
expresion genética durante la fase NRP2 de la latencia, con respecto a la fase
estacionaria y la NRP1, la cual es mas evidente en el gen esxA. Ademas, los cultivos
en presencia de valerato de sodio (Figura 20C) muestran que el gen fbpB fue el que

presentd una disminucion notoria durante la fase NRP2 de la latencia.

En el presente estudio se encontré una alta variabilidad de la expresion de dosR entre
las condiciones estudiadas. En el caso particular de los cultivos en medio Dubos, se
observé una mayor cantidad de transcritos durante la fase logaritmica de crecimiento;
en cambio, se observé una marcada disminucién de la cantidad de transcritos durante
la fase NRP1 y NRP2 (Figura 21A). Cabe mencionar que todos los experimentos se
realizaron de acuerdo a las condiciones y tiempos establecidos durante la fase de
estandarizacién del modelo de Wayne en presencia de acidos de cadena corta, de tal
forma que la presencia de transcritos durante la fase logaritmica sugieren que quiza
algunos de los genes que regula dicho regulén podrian resultar necesarios durante la

infeccion progresiva (Voskiul, 2004).

En figura 21A también se observaron patrones de expresion similares en
comportamiento pero en distinto orden de magnitud entre los genes, tal es el caso de
los genes hspX (que codifica para la proteina a-cristalina), Rv2626 y Rv3134 (ambos
relacionados con la latencia; Yuan y col., 1996; Cunningham y Spreadbury, 1998;
Voskiul, 2004). Los tres genes presentaron una disminucion en su expresion durante
condiciones de estrés para el cultivo, como son la fase estacionaria y la latencia

(NRP1y NRP2) respecto a la fase logaritmica.
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Figura 20. Expresién de los genes involucrados en el ciclo celular, en la produccion de
antigenos y en la reactivacion en M. tuberculosis H37Rv en presencia de &cidos grasos de
cadena corta. En el eje de las ordenadas se muestra la expresién genética de cada gen
normalizada con el gen rRNA 16S, en escala logaritmica en orden inverso. En el eje de las
abscisas se muestran el gen estudiado en diversas condiciones. A) Medio Dubos, B) Medio Dubos
+ propionato de sodio 0.1% y C) Medio Dubos + valerato de sodio 0.1% (M Fase logaritmica,
Fase estacionaria, [_| Persistencia no replicativa 1 y[_| Persistencia no replicativa 2).
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Figura 21. Expresion de los genes involucrados en hipoxiay en la respuesta oxidativa en M.
tuberculosis H37Rv en presencia de acidos grasos de cadena corta. En el eje de las ordenadas
se muestra la expresion genética de cada gen normalizada con el gen rRNA 16S, en escala logaritmica en
orden inverso. En el eje de las abscisas se muestran el gen estudiado en diversas condiciones. A) Medio
Dubos, B) Medio Dubos + propionato de sodio 0.1% y C) Medio Dubos + valerato de sodio 0.1% Fase
logaritmica, M Fase estacionaria, [_| Persistencia no replicativa 1 y[_| Persistencia no replicativa 2).
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En el presente trabajo el gen Rv2660 (Figura 21A) mostro un aumento en el nimero
de transcritos durante la fase estacionaria y la fase NRP2 (100 y 18 veces mayor
respectivamente, respecto a la fase logaritmica). Este gen codifica para una proteina
hipotética asociada a la entrada de los cultivos en la fase estacionaria e hipoxia; sin
embargo, se han detectado niveles muy bajos de su expresion durante la fase
logaritmica de crecimiento (Boon y col., 2001; Voskuil, 2004). En cuanto al gen hmp,
que codifica una proteina homodloga a la flavohemoglobina descrita en E. coli, la cual
se ha involucrado en el metabolismo anaerébico y en la proteccion contra el estrés
oxidativo y nitrosativo (Hu y col., 1999), se observo el mayor nivel de expresion en los
cultivos crecidos en medio Dubos durante la fase estacionaria de crecimiento (Figura
21A).

En presencia de propionato de sodio 0.1%, de acuerdo con el patron de expresion, los
genes se pueden dividir en dos grupos, el primero incluye a dosR, Rv2660 y a hmp,
los cuales se caracterizaron por presentar una disminucion gradual en el nimero de
transcritos entre la fase logaritmica, la fase estacionaria y la latencia (NRP1) seguida
por un aumento en el nimero de transcritos durante la fase NRP2; incluso a un nivel
superior al observado durante la fase logaritmica (1.5 veces mas para dosR y 15.5
veces mas para Rv2660). El segundo grupo de genes incluye a hspX, Rv2626 y a
Rv3134, los cuales presentan un marcado aumento en el nimero de transcritos
durante la fase estacionaria de crecimiento y en la fase de latencia in vitro (NRP2) con
respecto a la fase logaritmica de crecimiento (para el gen hspX se presenté un
aumento de 35y 445 veces, respectivamente) (Figura 21B).

En presencia de valerato de sodio 0.1%, se presenté un comportamiento heterogéneo
de los genes en estudio; por ejemplo, se observé un aumento en la expresiéon del gen
Rv2660, durante la fase estacionaria de crecimiento; en contraste, se observo una
marcada disminucion en el numero de transcritos para este mismo gen durante la fase
logaritmica y la fase NRP2. En tanto para el gen hspX, las condiciones en donde se
detectd el mayor niumero de transcritos fue durante la fase logaritmica de crecimiento
y la fase NRP1 (Figura 21C).
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En la figura 22 se muestran los patrones de expresion de los genes relacionados con
el metabolismo de lipidos cuando M. tuberculosis es cultivada en presencia de acidos
grasos de cadena corta en diferentes condiciones.

En medio Dubos, en general se observa un perfil de expresion homogéneo para los
distintos genes estudiados, en el cual se observé un mayor numero de transcritos
durante la fase logaritmica de crecimiento y una disminucion durante la fase
estacionaria de crecimiento y la latencia in vitro; a excepcion del gen lipY, que codifica
para una triacilglicerol-esterasa (Cétes y col., 2007; Mishra y col., 2008), en donde se

presenta una mayor expresion durante la fase estacionaria (Figura 22A).

A diferencia del perfil de expresion genético observad6é en medio Dubos, la presencia
de propionato (Figura 22B) induce la expresion de fadD21 e icll, genes involucrados
en la degradacion de acidos y en el ciclo del glioxilato respectivamente (Niederweis,
2008) a niveles semejantes a los encontrados en la fase logaritmica. Respecto al gen
Rv3130, involucrado en la biosintesis de lipidos de reserva, se observo un incremento
significativo en sus niveles de expresion en presencia de propionato de sodio durante
dos condiciones de estrés; la fase estacionaria (4 veces) y la fase NRP2 (14 veces)
respecto a la fase logaritmica de crecimiento (Figura 22B). Esto confirma que durante
la latencia inducida por hipoxia se presenta un aumento en la sintesis y en la
acumulacion de triglicéridos (Deb y col., 2006). Finalmente, los genes mmpL7, groEL1
y fbpB involucrados en la biosintesis y transporte lipidos a través de la membrana,
presentan un patron de expresion similar, donde caracteristicamente se observa una
mayor actividad durante la fase logaritmica de crecimiento, explicado por un
incremento en la biosintesis de lipidos de membrana para las nuevas células

generadas durante la division celular.

En presencia de valerato de sodio, se observa que el gen lipY se expres6 en mayor
cantidad durante la fase estacionaria de crecimiento. Por otra parte se observa una
mayor actividad transcripcional para los genes fadD21, groEL1, icll, fadD21 y fbpB
durante la fase logaritmica de crecimiento y una drastica disminucion para estos

mismos genes durante la fase NRP2 (Figura 22C).
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Figura 22. Expresién de los genes involucrados en metabolismo de lipidos en M.
tuberculosis H37Rv en presencia de acidos grasos de cadena corta. En el eje de las
ordenadas se muestra la expresion genética de cada gen normalizada con el gen rRNA 16S, en
escala logaritmica en orden inverso. En el eje de las abscisas se muestran el gen estudiado en
diversas condiciones. A) Medio Dubos, B) Medio Dubos + propionato de sodio 0.1% y C) Medio
Dubos + valerato de sodio 0.1% (M Fase logaritmica, @ Fase estacionaria, | Persistencia no
replicativa 1 y[_| Persistencia no replicativa 2).
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A fin de realizar un andlisis complementario de las diferencias que existen en la
expresion de los 17 genes cuantificados en las distintas condiciones estudiadas, se
dividié el valor obtenido de la expresion normalizada de cada uno de los genes
estudiados en presencia de propionato o valerato, entre la expresidn genética
normalizada del mismo gen en medio Dubos (sin acido graso). El valor de 1
representa la expresion de cada gen en el medio Dubos control (sin acido graso). A
partir de los valores obtenidos se construyeron las graficas de expresion relativa

mostradas en las figuras 23, 24 y 25.

Como se observa en la figura 23, se demostro que los genes dnaA y fstZ tuvieron una
mayor expresion en la fase logaritmica de crecimiento y en la latencia in vitro (NRP2)
en presencia de propionato; durante esta Ultima fase se detectaron 4.7 veces mas
transcritos para el gen dnaA que durante la misma en el medio Dubos. En contraste,
los medios adicionados de valerato, presentaron un perfil de expresion genética

diferente al obtenido en presencia de propionato.

En el caso de los genes esxA y fbpB, que codifican para la proteina ESAT-6 y el
antigeno 85 (ag85B) respectivamente, se encontré una mayor expresion de ambos
genes en la fase NRP2 en presencia de propionato; durante esta fase se detectaron
98 y 52 veces mas transcritos para esxA y fbpB respecto a la expresion en medio
Dubos sin &cidos grasos a diferencia de la NRP1, donde se presenta una expresion
inferior a la observada en el medio control. Ademas, para este grupo de genes
encontramos una marcada disminucion en la activad transcripcional durante la fase
NRP1 en todos los genes estudiados; esta actividad estuvo disminuida 11 veces para
dnaA, 50 veces para fstZ, 33 veces para esxA, 5.5 veces para fobpB y 2.4 veces

menos para rpfB, respecto a la encontrada en el medio sin acidos grasos.

En cuanto a la expresion relativa de los genes dnaA, fstZ y fbpB en presencia de
valerato se observo un perfil de expresién totalmente diferente al obtenido en cultivos
con propionato (Figura 23). El perfil obtenido con valerato se caracterizé por presentar
una menor sobreexpresion de los genes respecto a lo obtenido en el medio sin acidos
grasos en la mayoria de las condiciones estudiadas, excepto durante la NRP2, en

donde se present6 una disminucion en el nUmero de transcritos.
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Figura 23. Expresion relativa de los genes involucrados en el ciclo celular, en la produccién
de antigenos y en la reactivacién en M. tuberculosis H37Rv. En el eje de las ordenadas se
muestra la relacion de la expresion genética en presencia de propionato o valerato de sodio 0.1%
respecto al medio Dubos (sin 4cido graso). El valor de 1 representa la expresién de cada gen en el
medio Dubos control (sin acido graso). En el eje de las abscisas se muestran el gen estudiado en
diversas condiciones (M Fase logaritmica, M Fase estacionaria, [_| Persistencia no replicativa 1y
I"1 Persistencia no replicativa 2).

Por otra parte, en la figura 24 se muestra la relacion de la expresion genética relativa
para los genes relacionados con la respuesta a la hipoxia y al estrés oxidativo. En el
presente estudio encontramos una variabilidad alta de la expresion de dosR entre las
condiciones estudiadas. En presencia de propionato observamos una mayor cantidad
de transcritos durante la fase NRP2 de la latencia (61 veces mas que en el medio sin
acidos grasos). En cambio en presencia de valerato de sodio la fase logaritmica y la
fase estacionaria de crecimiento fueron las condiciones en donde prevalecid una

mayor expresion de dosR (15 6 21 veces mas que en el medio sin acidos grasos.

Respecto a los genes hspX y Rv2626 se observé que en presencia de propionato se
presentd un aumento significativo en el nimero de transcritos durante la fase
estacionaria (5 veces) asi como durante la fase de NRP2 (43 veces) respecto a la
expresion sin acidos grasos (Figura 24), a diferencia de la expresién observada en
presencia de valerato en donde se presenta una disminucién drastica en la expresion

del gen hspX en la fase NRP2 (25 veces menos).
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Es importante hacer notar que la expresion del gen Rv3134 de M. tuberculosis H37Rv
cuando esta cepa fue cultivada en presencia de propionato fue semejante al
encontrado entre hspX, Rv2626 e incluso dosR. En la figura 24 se observa un mayor
namero de transcritos de Rv3134 durante la fase NRP2 de la latencia seguido por la
fase estacionaria (23 y 9 veces mas respecto al medio sin &acidos grasos); sin
embargo, en presencia de valerato de sodio, la fase donde se observé un mayor
namero es la fase estacionaria de crecimiento (602 veces mas respecto al medio sin
acidos grasos). Por otra parte, se observo una drastica disminucion en la expresion
durante la NRP1.
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Figura 24. Expresion relativa de los genes involucrados en hipoxia y en la respuesta
oxidativa en M. tuberculosis H37Rv. En el eje de las ordenadas se muestra la relacion de la
expresion genética en presencia de propionato o valerato de sodio 0.1% respecto al medio Dubos
(sin acido graso). El valor de 1 representa la expresion de cada gen en el medio Dubos control (sin
4cido graso). En el eje de las abscisas se muestran el gen estudiado en diversas condiciones (il
Fase logaritmica, @ Fase estacionaria, [_| Persistencia no replicativa 1 y [C| Persistencia no
replicativa 2).

Otro de los resultados de la figura 24 fue que en los cultivos con propionato se
presentd un nivel similar de expresion del gen hmp durante la latencia (3 y 4 veces
menos respectivamente); sin embargo, en presencia de valerato de sodio se presento
una disminucion significativa de la expresion de este gen en la fase de NRP2 (50

veces menos).
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En la figura 25 se muestra la relacion de la expresion genética relativa de los genes
relacionados con el metabolismo de lipidos. En cuanto a los genes involucrados en el
catabolismo de &cidos grasos (lipY y fadD21), se observé que en presencia de
propionato de sodio su expresion permanecié elevada durante la fase logaritmica y la
NRP2 (para lipY, 5y 6 veces mas que en medio sin acidos grasos en tanto que para
fadD21 78 y 307 veces mas, respectivamente). En cambio, en presencia de valerato
de sodio la mayor actividad transcripcional para estos genes se presentd durante la
fase estacionaria (5 y 19 veces mas respecto al medio sin acidos grasos
respectivamente). Respecto al gen icll, observamos que en presencia de propionato
se presentd una sobreexpresion para dicho gen durante la fase logaritmica y la fase
NRP2, ya que encontramos 37 y 136 veces mas transcritos, respectivamente. En
tanto que en presencia de valerato (Figura 25A), se observd una sobreexpresion
menor en todas las condiciones estudiadas (14, 3, 4 y 1 veces mas, respectivamente

en la fase logaritmica, estacionaria, NRP1 y NRP2).

En cuanto a la expresion de los genes fbpB, mmpL7 y groEL1, los cuales participan
en la biosintesis de lipidos 6 en el transporte de estos a través de la membrana
(Kremer y col., 2002; Jain y col., 2007), se detectd un mayor numero de transcritos en
presencia de propionato de sodio en la fase NRP2 de la latencia con respecto al
medio sin &cido graso. Para el gen mmpL7 se detectd un incremento de 11 veces; en
tanto que para el groEL1 el incremento fue de 23 y para fbpB fue de 52 veces. Por
otro lado, en presencia de valerato de sodio el cultivo muestra una disminucién de la
expresion de estos genes durante la latencia (NRP1 y NRP2) respecto al medio sin
acidos grasos (Figura 25B).

Finalmente, se observd un incremento significativo en la expresion del gen Rv3130 en
presencia de propionato de sodio durante dos condiciones de estrés; la fase NRP2 y
la fase estacionaria (20 y 7 veces) respecto a la fase logaritmica de crecimiento
(Figura 25A). En tanto que en presencia de valerato de sodio el incremento en el
namero de transcritos se presentd en todas las condiciones probadas (185, 132, 51y
1.5 veces, respectivamente, en la fase logaritmica, estacionaria, NRP1 y NRP2) con

respecto al medio sin acido graso (Figura 25B).
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Figura 25. Expresion relativa de los genes involucrados en el metabolismo de lipidos en M.
tuberculosis H37Rv. A) Relacién propionato/ Dubos, B) Relacion valerato/ Dubos. En el eje de las
ordenadas se muestra la relacion de la expresion genética en presencia de propionato o valerato
de sodio 0.1% respecto al medio Dubos (sin acido graso). El valor de 1 representa la expresion de
cada gen en el medio Dubos control (sin acido graso). En el eje de las abscisas se muestran el gen
estudiado en diversas condiciones @ Fase logaritmica, M Fase estacionaria, [_| Persistencia no
replicativa 1 y[_| Persistencia no replicativa 2).
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7. DISCUSION

El siglo XX comenzd con un interés renovado por la Th, a la luz de los nuevos
descubrimientos que surgian en este siglo: se contaba con una terapia relativamente
eficaz contra la Tb, se produjo la vacuna BGC y se sabia que el humano es el Unico
nicho ecoldgico conocido de M. tuberculosis; de tal forma, que se llegd a pensar que
la Th podria ser controlada e incluso que seria erradicada para finales del siglo XX.
Los constantes brotes de Tb en la tercera parte del siglo XX hicieron evidente que la
Tb no seria erradicada. La investigacién epidemiolégica y biomédica reveld las dos
causas mas importantes de este hecho: 1) El surgimiento del SIDA, que ha hecho
reemerger la Tb en el sector de la poblacion VIH positiva; 2) La capacidad de M.
tuberculosis para persistir en la poblacion de manera latente. Este segundo factor es
muy importante, dado que el control de la Tb no solo implica eliminar a la micobacteria
de los individuos con Tb activa, sino eliminarla también de la tercera parte de la
poblacion mundial que actualmente se encuentra infectada de manera latente. Esta
estrategia que en principio pareciera imposible, seria incluso inutil, en virtud de que
las terapias farmacoldgicas actuales son ineficaces contra la forma latente de la Tb

(Stewart y col., 2003; Lopez-Alvarez y col., 2010).

Por otra parte, la reemergencia de la Tb paralela al incremento de personas
inmunocomprometidas resalté el papel del sistema inmune en el establecimiento de
un fragil balance entre la micobacteria y el sistema inmune, caracterizado por una
respuesta inmune suficiente para controlar la infeccién pero insuficiente para eliminar
a la micobacteria, por lo que resulta esencial conocer las caracteristicas fisiolégicas
del estado de latencia de M. tuberculosis, a fin de encontrar sitios blancos para las

nuevas terapias farmacolégicas (Ulrichs y Kaufmann, 2006).

Entre los factores ambientales que prevalecen en el interior del granuloma y que han
sido considerados inductores de transicion entre el crecimiento activo y el estado de
latencia incluyen la falta de nutrientes, los valores extremos de pH y la falta de
oxigeno. Todos ellos ampliamente estudiados de forma particular (Wayne y Hayes
1996; Betts y col., 2002; Fisher y col., 2002) e incluso de manera simultanea en el

modelo multiéstres propuesto por Deb y colaboradores (2009). Sin embargo, la
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capacidad de M. tuberculosis de persistir por largos periodos en el hospedero
depende en gran parte de su capacidad para adquirir y utilizar nutrientes del
granuloma. Algunos estudios previos sugieren que los acidos grasos podrian jugar un
papel fundamental durante la fase de latencia; sin embargo, la fuente y el tipo de
acidos grasos que pueden ser utilizados por M. tuberculosis durante esta fase no se
encuentran bien establecidos (Mufioz-Elias y McKinney, 2006). Con respecto a lo
anterior, se ha observado que las micobacterias presentan un cambio metabdlico
durante la infeccion in vivo; en los primeros 10 dias de infeccion murina dichos
microorganismos requieren de transportadores de azlcares para sobrevivir y
posteriormente, requieren de enzimas involucradas en el ciclo del glioxilato (McKinney
y col., 2000; Sassetti y Rubin, 2003). En relacion a icl, que codifica para la isocitrato
liasa, se ha observado su sobreexpresién en macrofagos cuando la fuente de carbono
limitante es palmitato ¢ acetato (Schnappinger y col., 2003; Timm y col., 2003). Por
otra parte, Grabner y Meerbach encontraron que el surfactante pulmonar,
caracteristicamente rico en una compleja mezcla de acidos grasos de cadena larga
como el dipalmitoil fosfatidilcolina, era internalizado por macréfagos pulmonares y
metabolizado a través del ciclo del glioxilato por las micobacterias (Grabner y
Meerbach, 1991). Finalmente, M. tuberculosis posee 20 genes que codifican para
lipasas hipotéticas y 4 genes que codifican para las fosfolipasas C (pclABCD) enzimas
que posiblemente participan en la liberacion de &cidos grasos de la membrana
fagosomal, ademas, se ha comprobado que estos genes son esenciales para la
virulencia en el modelo de ratén (Cole y col., 1998; URL2; Raynaud y col., 2002).

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue determinar la expresion genética de
M. tuberculosis H37Rv en presencia de propionato o valerato de sodio al 0.1% (acidos
grasos de 3 y 5 carbonos respectivamente, miscibles en agua), ya que hasta hoy se
desconocen los mecanismos de transporte de los acidos grasos de cadena larga a
través de la envoltura de M. tuberculosis, ademas se consideré que éstos acidos
grasos podrian generarse a partir de la degradacion de acidos grasos de cadena larga
(Niederweis, 2008). Por otra parte, se conocian estudios previos que reportaban que
M. tuberculosis era capaz de crecer en presencia de estos compuestos (Mufioz-Elias
y McKinney y col., 2005; Jain y col.,, 2007) a diferencia del efecto bacteriostatico

inducido por acidos grasos de cadena larga (Youmans y Youmans, 1953).
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Al comparar el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv en los diferentes medios,
comprobamos que dicha micobacteria es capaz de crecer en presencia de acidos
grasos de cadena corta al 0.1%, tanto en medios suplementados con ADC como AC
es decir, en ausencia de glucosa. En las figuras 9 y 10, se observa que la adicion de
estos acidos grasos al medio no afecta el patrén de crecimiento de M. tuberculosis
H37Rv bajo las condiciones estudiadas ya que los tiempos en los que se establece la
fase logaritmica y estacionaria de crecimiento son semejantes a los observados en el
medio sin acidos grasos. Esto a diferencia del efecto toxico descrito para el propionil-
CoA que en Rodopseudomonas sphaeroides, Aspergillus nidulans y Penicillium
viridicatum actia como inhibidor de la piruvato deshidrogenasa (Brock y Buckel,
2004). En la figura 10 sin embargo, se observé una disminucion en el nimero de
UFC/mL a partir del dia 20, esta disminucién fue mas marcada en presencia de acido
grasos de cadena corta. Este comportamiento pudiera ser derivado de la dificultad de
disgregar acumulados de micobacterias en la fase estacionaria; que a su vez, podrian
ser el reflejo de un aumento de lipidos de envoltura celular en presencia de acidos

grasos de cadena corta que incrementaron las interacciones hidrofobicas.

Por otra parte, durante el establecimiento del modelo de latencia in vitro de M.
tuberculosis H37Rv en presencia de estos acidos grasos observamos que su adicion
no tuvo un efecto en la cantidad de tiempo en que se logro la hipoxia ya que ésta fase
se presentd al quinto dia de incubacién tanto en el medio Dubos sin acidos grasos
como en los medios adicionados de propionato ¢ valerato. En contraste, si tuvo un
efecto significativo en el tiempo en que se presento la fase de anaerobiosis (NRP2) en
los distintos modelos de latencia (dia 6, dia 18 y dia 15, respectivamente para medio

Dubos sin &cidos grasos, medio con propionato y medio con valerato) (Tabla 7).

Una vez estandarizado el modelo de latencia in vitro en presencia de acidos grasos
procedimos a determinar el efecto de la hipoxia y de la anaerobiosis sobre la
viabilidad de M. tuberculosis H37Rv. El comportamiento obtenido resultado de graficar
el nimero de UFC/mL en medio Dubos en las diferentes condiciones estudiadas
(Figura 16) muestra una disminucién en el numero de UFC/ml de la fase logaritmica a
la estacionaria de 2.55 x 10’ UFC/mL a 2.50 x 10° UFC/ml, esta disminucién pudiera

ser el reflejo de un agotamiento de los nutrientes en el medio, acumulacién de detritos
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celulares 6 de compuestos derivados del metabolismo propio de la micobacteria 6 a la
disminucion del espacio, entre otros factores caracteristicos de la fase estacionaria
(Madigan y col., 2004).

Por otra parte, durante la latencia (con y sin 4cido graso) observamos que tanto en la
fase NRP1 como en la NRP2 las UFC/mL se mantuvieron semejantes respecto a la
fase logaritmica de crecimiento, este comportamiento esta muy acorde con el modelo
de Wayne y Hayes (1996). Cabe recordar que en este modelo después de transferir el
paquete celular de un cultivo en fase logaritmica a condiciones hipéxicas, la
micobacteria continua dividiéndose pero a una menor velocidad hasta reducirse a
niveles no perceptibles durante la fase NRP2 (Figura 16). Es decir, la hipoxia induce

un efecto bacteriostéatico sobre las micobacterias (Wayne y Hayes, 1996).
7.1 Genes normalizadores para la RT-PCR en tiempo real

En el campo de las micobacterias se han estudiado varios normalizadores, entre ellos:
1) El gen aroB que codifica para la enzima 3-dihidrocinato sintasa, esencial en la via
de biosintesis de los aminoacidos aromaticos; sin embargo, se ha demostrado su alta
variabilidad durante la hipoxia de M. tuberculosis H37Rv (Desjardin y col., 2001). 2) El
gen rrs que codifica para el rRNA 16S. Se ha demostrado la homogeneidad en su
expresion tanto en cultivos in vitro como in vivo, empleando M. tuberculosis H37Rv
como cepa experimental. Sin embargo, no se ha comprobado su eficacia en el modelo
Wayne (Timm y col., 2003; Desjardin y col., 2001). 3) La region del promotor P1 del
rRNA 16S). La homogeneidad de su expresion bajo diferentes medios y puntos de la
curva de crecimiento sélo ha sido comprobada en micobacterias de crecimiento rapido
(Menéndez y col., 2005). Su utilidad durante la hipoxia de micobacterias del MTC no
ha sido investigada. 4) sigA, codifica para la subunidad §* de la RNA polimerasa que
es responsable de la transcripcion de la mayoria de los genes esenciales de M. tuber
culosis. Debido a esto, se pens6 que seria un buen gen normalizador y actualmente
es muy usado tanto en cultivos in vitro como in vivo (Timm y col., 2003; Schnappinger
y col., 2003). A pesar de la estabilidad en su expresion en diversas condiciones, esta
demostrado que la hipoxia, el crecimiento en fase estacionaria y la falta de nutrientes

en M. tuberculosis H37Rv afectan fuertemente su expresion (Manganelli y col., 1999).
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Nuestros resultados respecto al estudio de dos posibles normalizadores indican que
16S fue el gen que mas se expreso tanto en cultivos de M. tuberculosis H37Rv en
medio Dubos como en el medio Dubos adicionado de propionato 6 valerato de sodio
(4.91 x 10" copias/ng de RNA) (Figura 19A); ademas, la expresion de dicho gen fue
similar en la fase logaritmica, fase estacionaria y la latencia in vitro tanto en medio
Dubos como medio adicionado de acidos grasos de cadena corta ya que no existio
diferencia estadisticamente significativa en la expresion de dicho gen en las
condiciones antes descritas (Figura 19A).

En las condiciones estudiadas la expresiéon del promotor P1 del rRNA no fue similar
durante la fase logaritmica, estacionaria y la latencia in vitro para un mismo medio de
cultivo, ni entre los medios adicionados de acidos grasos de cadena corta. De manera
complementaria, el analisis estadistico confirmé que estas diferencias si fueron
significativas (Figura 19B). Por lo tanto, en las graficas subsecuentes, la expresion
genética se reportd en forma normalizada con el gen 16S; es decir el valor final de
transcritos es el resultado de dividir el nUmero de copias del gen de estudio por ug de
RNA total entre el nimero de copias del gen 16S por ug de RNA total.

7.2 Genes asociados al ciclo celular, a la reactivaciéon y a la secrecion de

antigenos inmunodominantes

Se ha observado que cuando M. tuberculosis se cultiva en condiciones de estrés
como la hipoxia 6 la falta de nutrientes asi como en biopsias de cadaveres, la
micobacteria experimenta algunos cambios morfolégicos, como un aumento del
volumen celular, engrosamiento de la pared celular 6 duplicacion de cromosoma, que
en conjunto podrian indicar que la micobacteria detiene su crecimiento justo antes de
llegar a la divisidn celular (Wayne y Hayes, 1996; Voskuil, 2004; Voskuil y col. 2004;
Hett y Rubin, 2008); es decir, que la latencia es aparentemente un estado de ausencia
de la multiplicacion bacteriana. Varios estudios sugieren que este fendmeno, lejos de
ser un reflejo de una disminucién del metabolismo celular general, es en realidad el
resultado de una serie de cambios morfolégicos y metabdlicos que favorecen la

permanencia de la micobacteria en el hospedero de manera latente, permitiéndole
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esperar a que las condiciones dentro del hospedero le sean favorables para reactivar
su crecimiento y generar una infeccion progresiva (Kell y col., 1985; Mufioz-Elias y
col., 2005; Hett y Rubin, 2008).

En el presente estudio se determind la expresion de dnaA, debido a que es el principal
indicador y regulador de la replicacion del genoma bacteriano (Qin y col., 1999), ya
que DnaA funciona como el regulador transcripcional de si mismo y de un gran
namero de genes, tales como ftsY y ftsQ, en los que el andlisis de sus posibles zonas
promotoras ha revelado la presencia de secuencias muy similares a TTCA/GGCACA,
secuencia consenso de unién a DnaA (Cole y col.,, 1998). También se estudio la
expresion de ftsZ, que codifica para la proteina formadora de septo que interviene en
la etapa final de la division celular es decir que participa después de que ha ocurrido
la replicacion, condensacion y reparto del cromosoma (Hett y Rubin, 2008). Los
resultados del presente estudio demostraron que durante la latencia in vitro la
micobacteria posee actividad transcripcional relacionada con el ciclo celular, aunque
el nivel de expresion es menor al obtenido durante la fase logaritmica, tanto en medio

Dubos sin 4cidos grasos como en aquel que si los contiene (Figura 20).

Como se observa en la figura 23, los genes dnaA y fstZ presentaron una mayor
expresion en la fase logaritmica de crecimiento y en la latencia in vitro (NRP2), incluso
dnaA presentd 4.7 veces mas transcritos durante la fase NRP2 en el medio
adicionado de propionato respecto al medio Dubos. El nivel de expresion de dnaA
durante la fase NRP2 indica que durante la latencia; la divisién celular se detiene
después de que ha ocurrido la duplicacion del cromosoma; lo que sugiere que la
micobacteria podria estar preparada para reactivar su crecimiento de forma rapida
cuando las condiciones dentro del hospedero le sean favorables. EI aumento en el
ndamero de transcritos para dnaA y fstZ no se ve reflejado en un incremento en el
namero de UFC durante esta fase; lo que podria sugerir que en esta fase podria estar
ocurriendo la muerte de algunas micobacterias y simultdneamente otras podrian estar
dividiéndose, lo que explicaria un nivel constante de la poblacion micobacteriana en
estas condiciones. Otra hipodtesis que podria explicar este comportamiento es la
relacionada con el surgimiento de una poblacion latente no cultivable que permanece

en el pulmdén pero que por técnicas microbioldgicas convencionales no puede ser
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determinada (Mufioz-Elias y col., 2005). Ademéas, encontramos una marcada
disminucién en la actividad transcripcional durante la fase NRP1 para estos genes;
esta actividad presentdé una disminucién 11 veces menos para dnaA, y 50 veces
menos para ftsZ respecto a la encontrada en el medio sin 4cidos grasos en esta

misma fase.

En cuanto a la expresion relativa de los genes dnaA y fstZ en presencia de valerato de
sodio se observd un perfil de expresion totalmente diferente al obtenido en cultivos
crecidos en propionato de sodio (Figura 23). Este perfil se caracterizd por presentar
una actividad transcripcional semejante a la observada en medio Dubos sin acidos
grasos en la mayoria de las condiciones estudiadas, excepto durante la NRP2, en
donde se presentd una disminucién en el nimero de transcritos respecto al medio

Dubos.

Respecto al gen rpfB, que codifica para un posible factor promotor de la reactivacion,
detectamos un mayor numero de transcritos durante la fase logaritmica de
crecimiento, respecto al nimero de transcritos detectado en las fases relacionadas
con estrés, tanto en medio sin acidos grasos como en medio adicionado de ellos
(Figura 20). Este comportamiento puede estar ligado a la posible actividad del factor
promotor de la reactivacién B, que participa en la degradacion de la pared celular en
forma semejante a la lisozima, la cual rompe las uniones glicosidicas 1,4 entre la
glucosamina y el acido acetilmuramico de la peptidoglicana (Hett y col., 2007; Hett y
col., 2008); por lo tanto, resulta l6gico detectar una mayor actividad transcripcional
para este gen durante la fase logaritmica y una disminucion durante la fase
estacionaria y la latencia in vitro. Como se mencioné previamente, durante la hipoxia
se han observado cambios a nivel de la envoltura celular, como la pérdida de la
capacidad de tefiirse por la técnica de Ziehl-Neelsen (Mufioz-Elias y col., 2005) un
engrosamiento de la envoltura celular; sin embargo, estos cambios no han sido del
todo caracterizados en M. tuberculosis (Wayne y Hayes. 1996). En contraste, se sabe
que cuando E. coli entra en un estado persistencia no replicativa modifica
rapidamente su peptidoglicana, incrementando el nimero de entrecruzamientos con el
acido diaminopimélico (Tuomanen y Cozens., 1987). Algo similar se ha observado en

esta misma fase en Enterococcus faecalis, donde adicionalmente se ha observado
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una mayor resistencia a la ruptura mecéanica y enzimatica respecto a la mostrada
durante la fase logaritmica y estacionaria (Signoretto y col., 2000). De tal forma que
RpfB tendria un papel fundamental durante la reactivacion del crecimiento ya sea
originado por una inmunosupresion O por la presencia de oxigeno 6 nutrientes en el

ambiente.

Los genes esxA y fbpB codifican para las proteinas secretadas ESAT-6 y el antigeno
85B, respectivamente. La proteina ESAT-6 es el antigeno principal para linfocitos T,
induce la produccion de INFy durante la primera fase de la respuesta inmune y
contribuye a desarrollar la respuesta inmune antituberculosis (Berthet y col., 1998), en
tanto que el antigeno 85B es una proteina de unién a fibronectina, que forma parte del
mecanismo de patogenicidad de la micobacteria y que ademas posee actividad de
micolil transferasa (Renshaw y col., 2005). Se ha reportado que ambas proteinas
forman un complejo (relacion 1:1) que se une a la superficie de la célula hospedera.
Esta relacion sélo se conservd durante nuestro estudio cuando M. tuberculosis fue
cultivada en presencia de propionato de sodio (Figura 20B); ademas, detectamos que
el mayor nimero de transcritos se presentd durante la fase logaritmica de crecimiento
ya que estos antigenos se secretan en mayor cantidad durante las fases tempranas
de la infeccidn; posteriormente encontramos una reduccion en su expresion 6.3 veces
menos para la fase estacionaria; 38 y 169 veces para la fase NRP1 y NRP2
respectivamente (Fig 20B). Recientemente se ha sugerido que contrario a lo que se
pensaba, la expresion de este par de genes durante la fase temprana de la infeccién
podria beneficiar mas a la micobacteria que al hospedero, ya que al ser altamente
inmunogénicas reclutas a un gran nimero de linfocitos, y estos, a su vez, a otros, de
tal forma que es un mecanismo de expansién de la infeccion utilizada por la
micobacteria (Bold y Ernst, 2009). De tal forma que la presencia de propionato parece
contribuir a la patogénesis y a mantener la expresion de dicha proteina durante la fase
NRP2 ya que se detectaron 100 veces mas transcritos del gen exsA respecto al medio
sin acidos grasos. El efecto fisioldégico de esta proteina durante la latencia aun no se

encuentra bien establecido. (Figura 23).
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7.3 Genes asociados a la hipoxiay a larespuesta oxidativa

Se sabe que la baja concentracion de oxigeno es un fuerte inductor de la latencia in
vitro y muy seguramente in vivo; Boon y col., (2001), asi como Boon y Dick., (2002),
demostraron que una de las proteinas sobreexpresadas bajo estas condiciones
correspondia con la descripcion de un regulador transcripcional. Posteriormente,
Sherman y col., (2001) demostraron que, en efecto, este sistema regula una gran
cantidad de genes y se nombré “dos” (Dormancy survival). Hasta el 2008 se sabia que
el sistema de transcripcién de dos componentes dosR/S, era el principal mediador de
la respuesta a la hipoxia en M. tuberculosis (Rustad y col., 2009). Este locus (dosR/S)
refleja el sistema clasico de dos componentes formado de una proteina sensora,
histidin fosfocinasa, y una reguladora de la respuesta. Este regul6n controla la
sobreexpresion de 52 genes y la represion de 19 (Kendall y col., 2004). Es importante
mencionar que dosR regula la expresion genética mediante su dominio de union a la
secuencia consenso 5TTSGGGACTWWAGTCCCSAA3' (S=C/G; W=A/T) presente en
una ¢ varias copias en la regién promotora de los genes que componen dicho regulén
(Park y col., 2003). Sin embargo, algunos investigadores han atribuido también a este
gen un papel no relacionado a la latencia. Por ejemplo, este sistema se expresa
también en presencia de etanol, peroxido de hidrégeno y S-nitrosoglutation (Kendall y
col.,, 2004); asi mismo, se ha demostrado su expresion después de infectar
macrofagos, ratones y cobayos; en estas condiciones caracteristicamente se ha
encontrado replicacién bacteriana significativa (Schappinger y col., 2003; Shi y col.,
2003). Ademas, dosR se ha encontrado sobreexpresado constitutivamente en M.
tuberculosis Beijing, que caracteristicamente presenta acumulacion de triacilgricéridos
(Reed y col., 2007). Lo anterior sugiere que el papel de DosR podria no estar

relacionado exclusivamente con la latencia en M. tuberculosis.

Rustad y colaboradores (2009), proponen en base a los patrones transcripcionales
obtenidos de una cepa deficiente en dosR, expuesta a dos modelos de hipoxia
(incluido el modelo de Wayne), que la latencia puede estar originada por una
respuesta transcripcional mucho mas grande que el sistema de dos componentes
dosR/S y que se mantiene durante un periodo prolongado. Gonzalo-Asencio y

colaboradores (2008), demostraron que después de una respuesta inicial a la hipoxia
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(relacionada a con la actividad del regulén dosR), M. tuberculosis establece una
respuesta duradera regulada por el regulén PhoP. Esto sugiere que PhoP podria ser

el enlace entre la respuesta inicial y la duradera a la hipoxia en M. tuberculosis.

La figura 26 muestra algunos de los genes regulados por PhoP, entre los cuales se
incluye algunos genes relacionados con la respuesta inicial y duradera a la hipoxia,
genes involucrados en la respiracion, genes codificados dentro de la region de
diferenciacion 1 (RD1), y los genes relacionados con el metabolismo de lipidos y

proteinas de estrés.
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Figura 26. El regulon PhoP en M. tuberculosis. Genes regulados por PhoP, tanto los regulados
en forma positiva # como en forma negativa #, entre los cuales se incluye algunos genes
relacionados con la respuesta inicial y duradera a la hipoxia, genes involucrados en la respiracién,
genes codificados dentro de la region de diferenciacion 1 (RD1), y los genes relacionados con el
metabolismo de lipidos y proteinas de estrés (Modificada de Gonzalo-Asencio y col., 2008).
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En el presente estudio se encontrd una alta variabilidad de la expresion de dosR entre
las condiciones estudiadas (Figura 21). En el caso particular de los cultivos en medio
Dubos sin acidos grasos, se observo una mayor cantidad de transcritos durante la
fase logaritmica de crecimiento; en cambio, se observd una marcada disminucion de
la cantidad de transcritos durante la fase NRP1 y NRP2 (Figura 21A).

En las figuras 21A y 24 se observaron patrones de expresion similares entre los genes
hspX, Rv2626 y Rv3134, ya que se ha encontrado que la expresion de dosR (Rv3133)
regula la expresion de hspX (que codifica para la proteina a-cristalina) y la de los
genes Rv2626 y Rv3134 (relacionados con la latencia) (Bagchi y col., 2005). Los tres
genes presentaron una disminucion en su expresion durante condiciones de estrés
para el cultivo como son la fase estacionaria y la latencia (NRP1 y NRP2) respecto a

la fase logaritmica.

En el presente trabajo el gen Rv2660 (Figura 21A) mostré un aumento en el nimero
de transcritos durante la fase estacionaria y la fase NRP2 (100 y 18 veces mayor
respectivamente, respecto a la fase logaritmica). Este gen codifica para una proteina
hipotética asociada a la entrada de los cultivos en la fase estacionaria e hipoxia; sin
embargo, se han detectado niveles muy bajos de su expresién durante la fase

logaritmica de crecimiento (Boon y col., 2001; Voskuil, 2004).

En cuanto al gen hmp, que codifica una proteina homoéloga a la flavohemoglobina
descrita en E. coli, la cual se ha involucrado en el metabolismo anaerébico y en la
proteccion contra el estrés oxidativo (Hu y col., 1999), el mayor nivel de expresion en
los cultivos en medio Dubos se observé durante la fase estacionaria de crecimiento
(Figura 21A). En presencia de propionato el menor nivel de expresion de dicho gen se
presento en la fase estacionaria y en la fase NRP2, donde se present6 un incremento
en la expresion de los genes involucrados en biosintesis de lipidos de membrana, por
lo que quizd podria haber una posibilidad de este incremento en la biosintesis proteja
a la micobacteria de estrés oxidativo y por ello no hubiera la necesidad de transcribir a

hmp durante estas dos fases de estrés.
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En la figura 24, se compara la expresion relativa de los genes involucrados en hipoxia
en el modelo de Wayne en presencia de propionato o valerato de sodio en relacion a
Dubos sin acidos grasos, se observa que el tipo de acido graso adicionado al sistema
de Wayne tiene un efecto directo sobre el patrén de expresién. En presencia de
propionato se induce una sobreexpresion para este grupo de genes durante la fase
estacionaria y durante la fase NRP2. Sélo por mencionar algunos datos para estas 2
fases, para dosR se observaron 2 y 61 veces mas transcritos dosR respectivamente;
en tanto que para hspX se expresaron 5y 42 veces mas transcritos respectivamente y
para Rv3134 9 y 22.3 veces mas transcritos respectivamente, comparados con los
niveles de expresion obtenidos en medio Dubos sin acidos grasos. La adicion de
valerato ocasiona una represion de la expresion de estos genes respecto a la

obtenida en el medio control.

Esta diferencia en comportamiento podria sugerir que el tipo de &cido graso, y
consecuentemente la ruta metabdlica relacionada con su utilizacion tienen un impacto
en la division celular, y en la biosintesis de lipidos tanto de reserva como de envoltura
celular (Figuras 23 y 25). Incluso nos permite sugerir que ademas del papel estructural
de los lipidos en la pared micobacteriana, la abundancia y diversidad estos podrian
formar parte de un mecanismo de proteccién contra la hipoxia, la anaerobiosis y el
estrés oxidativo-nitrosoxidativo y por lo tanto favorecer el establecimiento de la
latencia. Singh y colaboradores (2009), proponen un complejo mecanismo que integra
el estado de 6xido reduccion en las diferentes fases de desarrollo de la Tb con el
metabolismo de lipidos. En este mecanismo la proteina reguladora WhiB3 modula el
anabolismo de lipidos de membrana, como la poliaciltrealosa (PAT), los sulfolipidos
(SL), el fitiocerol dimicocerosato (PDIM) o los lipidos de reserva como los triglicéridos
(TAG) con la finalidad de neutralizar el estrés reductivo generado del catabolismo de
lipidos del hospedero durante la infeccion o generados durante la hipoxia. En este
mecanismo destacan las diferentes rutas de asimilacion de propionil-CoA o

metilmalonil-CoA (Figura 27).
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7.4 Genes asociados al metabolismo de lipidos

A fin de tratar de relacionar la forma en que el propionato o el valerato pueden afectar
la fisiologia de la micobacteria y consecuentemente afectar la expresion de los genes
estudiados, se mencionaran algunos aspectos basicos de las posibles rutas
bioguimicas utilizadas para metabolizar dichos acidos grasos. Primero, ambos
compuestos grasos tendrian que ser internalizados a la micobacteria, ya sea a través
de proteinas especificas de transporte para acidos grasos o mediante difusién simple
a través de la membrana (Figura 28; Nikaido, 2003; Trivedi y col., 2004).
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Figura 27. Modelo de disipacion del estrés reductivo durante la persistencia de M.
tuberculosis. En este mecanismo la proteina reguladora WhiB3 modula el anabolismo de lipidos
de membrana como poliaciltrealosa (PAT), sulfolipido (SL), fitiocerol dimicocerosato (PDIM) 6
lipidos de reserva como los triglicéridos (TAG) con la finalidad de neutralizar el estrés reductivo
generado del catabolismo de lipidos del hospedero durante la infeccion 6 generados durante la
hipoxia. En este mecanismo destacan las diferentes rutas de asimilacion de propionil-CoA 6
metilmalonil-CoA (Tomado de Singh y col., 2009).
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En segundo lugar, una vez en el citoplasma el valerato entraria al ciclo de B-oxidacion
de &cidos grasos (Figura 28), de tal forma que al final de un ciclo de B oxidacion el
valerato se habria degradado a acetil-CoA y a propionil-CoA. Bajo condiciones
favorables para el crecimiento de la micobacteria, el acetil-CoA podria oxidarse a
través del ciclo de Krebs; sin embargo, en condiciones de estrés como la hipoxia este
compuesto entra a una ruta anaplerotica de obtencion de energia conocida como ciclo

del glioxilato (Mufioz-Elias y McKinney, 2006)
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Figura 28. Esquema de la B oxidacion de los acidos grasos en micobacterias. Se sefialan
algunos genes homologos a los involucrados en B—oxidacion en bacterias, hongos y mamiferos.
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En el ciclo del glioxilato, la acetil-CoA se condensa con el oxalacetato para producir
citrato, el cual reacciona con la aconitasa para dar isocitrato. La siguiente reaccion es
el punto en el que divergen el ciclo de Krebs y el glioxilato, la reaccion es catalizada
por la isocitrato liasa (icl), que fragmenta el isocitrato en glioxilato y succinato (Figura
29). Posteriormente, el glioxilato acepta un acetato de otra acetil-CoA, en una
reaccion catalizada por la malato sintasa (glcB). EI malato se deshidrogena para
regenerar al oxalacetato, que es convertido a fosfoenolpiruvato en una reaccién
catalizada por la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (pckA), iniciando asi la
gluconeogénesis. En las etapas posteriores, el fosfoenolpiruvato es transformado a
glucosa por las enzimas que intervienen en la glicdlisis. A partir de aqui y mediante el
ciclo de las pentosas se sintetizan arabinogalactanas, arabinomanamas, trealosa,
glicolipidos, etc. Por otra parte el acetil-CoA y el propionil-CoA, también participaria en
la biosintesis de lipidos de membrana como el acido micdlico y los sulfolipidos, entre

otras moléculas lipofilicas (Mufioz-Elias y McKinney, 2006).
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Figura 29. Rutas metabdlicas relacionadas con la utilizacion de acetil-CoA y de propionil-
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Por otra parte, en M. tuberculosis se conocen 2 rutas hipotéticas para metabolizar
propionato 6 propionil-CoA; la via metilmalonil-CoA vy la via metilcitrato. Sin embargo,
experimentalmente se ha visto que en presencia de propionato, M. tuberculosis utiliza
preferentemente la via metilcitrato (Mufioz-Elias y col., 2006). Esta ruta involucra la
ruptura de metilisocitrato a succinato y piruvato en una reaccién catalizada por
metilisocitrato liasa (Figura 29), contradictoriamente no se ha encontrado ningun
homdlogo al gen que codifica para esta enzima en M. tuberculosis. Mufioz-Elias y
McKinney (2005), proponen que posiblemente icll o aceA podria utilizar como

sustrato tanto al isocitrato como al metilisocitrato.

En relacién a los resultados del presente trabajo, en la figura 22A observamos que la
mayor cantidad de transcritos para el gen lipY, que codifica para una triacilglicerol-
esterasa, se presenta durante la fase estacionaria de crecimiento en medio Dubos sin
acidos grasos; esta actividad es 17 veces mayor a la actividad presentada durante la
fase logaritmica de crecimiento en estas mismas condiciones (Singh y col., 2010).
Esta actividad s6lo puede explicarse a partir de la utilizacion de algun lipido propio de
la micobacteria, ya que durante la fase estacionaria de crecimiento pudiera darse la
muerte de algunas micobacterias debido a la falta de nutrientes o a la acidificacion del
medio o bien a la utilizacién de polisorbato 80 (Tween 80; figura 30) que forma parte

del medio Dubos base.

Esterasa

\o
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O O/\%:OH
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Figura 30. Estructura del polisorbato 80. Dentro de la estructura del polisorbato 80 se observa el
sitio de corte de una lipasa, la cual generaria la liberacion de acido oleico.
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En cuanto a la expresion del gen fadD21, contrario a lo que se esperaba, se encontr6
un mayor numero de transcritos en medio adicionado de propionato en todas las
condiciones estudiadas. Solo por mencionar un resultado, durante la fase NRP2 se
encontraron 307 veces mas transcritos que durante esta misma fase en el medio
Dubos sin acidos grasos. Puesto que el propionato es un acido graso pequefio que no
necesitaria entrar al ciclo de p- oxidacion, el elevado nivel de expresion podria estar
relacionado a la utilizacion de algun lipido propio de la micobacteria o bien a la
utilizacién de polisorbato 80 (Tween 80; figura 30) que forma parte del medio Dubos
base. Otra posibilidad es que el gen que codifica para esta enzima participara tanto en
la degradacion de lipidos como en su biosintesis. En cambio, en presencia de valerato
la mayor actividad transcripcional se presentd durante la fase estacionaria (20 veces

mas respecto al medio sin 4cidos grasos).

Respecto al afecto de la adicion al medio de propionato o valerato de sodio sobre la
expresion de icll, se observo que dichos acidos grasos inducen una sobreexpresion
del gen icll, en las diferentes condiciones estudiadas, esta actividad es mas evidente
en el medio adicionado de propionato de sodio durante la fase logaritmica y NRP2
respecto a la expresion encontrada en el medio control ya que encontramos 36 y 137
veces mas transcritos. La sobreexpresion de icll durante la fase la fase NRP2 en
presencia de propionato es indicativo del papel que juega dicho lipido en la

sobrevivencia de la micobacteria bajo las condiciones ambientales mencionadas.

Dentro de los resultados obtenidos en los genes relacionados con el anabolismo de
lipidos, podemos dividir su analisis en dos partes. La primera se refiere a la expresion
del gen Rv3130, involucrado en la biosintesis de lipidos de reserva, cuyo producto
tiene actividad especifica de triacilglicerol sintasa inducible durante la latencia debida
a hipoxia (Daniel y col., 2004). Los resultados obtenidos en este trabajo muestran un
incremento en el nimero de transcritos en medios adicionados de propionato durante

dos condiciones de estrés; la fase estacionaria y la fase NRP2 (14 veces; figura 22B).
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Cuando comparamos la expresion relativa con respecto al medio sin acidos grasos en
presencia de propionato (Figura 25A), se observo que este patrén se conserva, ya
que se encontraron 8 y 21 veces mas transcritos del gen Rv3130 en la fase
estacionaria y la NRP2. Esto indicaria que la presencia de propionato esta induciendo
la biosintesis y la acumulacion de triglicéridos durante estas dos condiciones de
estrés. De tal forma que pareciera que la falta de oxigeno induce la biosintesis de
lipidos de reserva que dicho microorganismo pudiera utilizar durante estas mismas
fases de estrés como ocurre in vivo, donde predomina mas de una condicion estrés
como la falta de nutrientes, de tal forma que los triglicéridos pudieran ser degradados
durante esta fase. La biosintesis y acumulacion de triglicéridos también podria
relacionarse con un mecanismo de compensacion del estrés reductivo derivado de la
utilizacion de acidos grasos (Daniel y col., 2004; Singh y col., 2010). Por otro lado, la
adicion de valerato al medio de cultivo aparentemente no induce el aumento en la
actividad transcripcional relacionada con la biosintesis de triglicéridos durante las

condiciones estrés (Figura 25B).

La segunda parte de este andlisis involucra a los genes relacionados con la
biosintesis de lipidos de membrana ya que, la acetil-CoA y el propionil-CoA, derivados
del metabolismo del valerato o del propionato, podrian participar practicamente de
forma inmediata en la biosintesis de moléculas lipofilicas como el acido micdlico, el
sulfolipido 1 6 el fitioceroldimicocerosato (PDIM), ya que todas ellas tienen como
precursor al malonil-CoA o al metilmalonil-CoA (Bhatt y col., 2007). En este estudio se
seleccionaron tres genes relacionados con la biosintesis de lipidos de membrana, el
gen groEL1 que modula la biosintesis de acidos micélicos de cadena corta (C56-C58)
que parecen intervenir en la formacion de biopeliculas y en la resistencia frente a
algunos antibioticos (Ojha y col., 2005; Ojha y col., 2008). EIl gen mmpL7 que codifica
para una proteina transmembranal que participa en la translocaciéon de PDIM a nivel
de membrana; este lipido es necesario para el crecimiento y la virulencia de la
bacteria en el raton (Jail y col., 2007). Y el gen fbpB que cataliza la transferencia de

micolatos a nivel de membrana (Kremer y col., 2002).
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En cuanto a la expresion de los genes fbpB, mmpL7 y groEL1, se detecté un mayor
namero de transcritos en presencia de propionato en la fase NRP2 de la latencia con
respecto al medio sin acido graso. Para el gen mmpL7 se detectdé un incremento de
11 veces; en tanto que para el groEL1 el incremento fue de 11 veces y para fbpB fue
de 52 veces. Esto confirma que, durante la fase NPR2 en presencia de propionato de
sodio, la micobacteria sintetiza una mayor cantidad de lipidos de membrana, algunos
asociados a virulencia. Esta actividad podria relacionarse con un mecanismo de

compensacion del estrés reductivo derivado de la utilizacién de acidos grasos.

Finalmente, el aumento de la actividad transcripcional relacionada a estos lipidos de
membrana podria influir en la resistencia observada frente a algunos antibiéticos en la
latencia. En presencia de valerato de sodio el cultivo muestra una disminucion de la
expresion de estos genes durante la latencia (NRP1 y NRP2) respecto al medio sin
acidos grasos (Figura 25B), lo que podria sugerir que en presencia de valerato la
micobacteria no puede inducir mecanismos que le permitan adaptarse a la latencia
eficientemente, y esto se ve reflejado en un bajo nivel transcripcional tanto para genes
relacionados con el metabolismo de lipidos como para algunos genes relacionados

con hipoxia.
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8. CONCLUSIONES

1. Se establecié el modelo de latencia de Wayne en presencia de propionato o
valerato de sodio 0.1%. La hipoxia se presenté al quinto dia tanto en el medio
Dubos sin acidos grasos como en los adicionados de acidos grasos, en tanto que
la anaerobiosis se presento en dia 6, dia 18 y dia 15, respectivamente para medio

Dudos sin acidos grasos, medio con propionato y medio con valerato.

2. El gen del rRNA 16S fue mejor normalizador que su regién promotora P1 para M.

tuberculosis H37Rv cultivada bajo diferentes condiciones ambientales.

3. El modelo de latencia in vitro representd una condicion de estrés tanto en medio
Dubos como en Dubos adicionado de propionato o valerato, lo cual condujo a una
disminucién en la expresion durante la fase estacionaria y la fase NRP1 de los

genes dnaA y ftsZ, involucrados en el ciclo celular de M. tuberculosis H37Rv.

4. En presencia de propionato se induce una sobreexpresion para los genes
involucrados en hipoxia (dosR, hspX, Rv2626 y Rv3134) durante la fase
estacionaria y la fase NRP2, en tanto que la adicion de valerato ocasiona una

represion de estos genes respecto a la obtenida en medio Dubos.

5. En presencia de propionato y valerato la micobacteria se induce una
sobreexpresion para el gen icll en las diferentes condiciones estudiadas, esta
actividad fue mas evidente en la fase logaritmica y en la fase NRP2. Por otra parte,
en presencia de propionato durante la fase estacionaria y la fase NRP2 se observé
una mayor sobreexpresion de los genes Rv3130 (relacionado con la biosintesis y
acumulacion de triglicéridos), mmpL7, groEL1 y para fbpB (relacionados con la

biosintesis de lipidos de membrana).

6. En presencia de valerato la micobacteria no puede inducir mecanismos que le
permitan adaptarse a la latencia eficientemente; esto se ve reflejado por un bajo
nivel transcripcional tanto para los genes relacionados con el metabolismo de

lipidos como para algunos genes relacionados con la hipoxia.
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9. PERSPECTIVAS

e Se sugiere la complementaciéon de los resultados, mediante el estudio de la
expresion diferencial de proteinas, empleando electroforesis de dos dimensiones
asi como mediante el estudio de cambios morfolégicos mediante microscopia de

transmision y de barrido.

e También seria recomendable emplear cromatografia en capa fina para confirmar el

consumo 0 la produccién de lipidos de reserva o de envoltura celular.

e Se sugiere realizar una cinética de expresion genética, en presencia de propionato
o valerato que incluya algunos puntos entre la hipoxia y la anaerobiosis, de tal
forma que la informacion que se obtenga podria contribuir a entender la fase

adaptacion a la latencia en M. tuberculosis y el establecimiento de la peristencia.

e Se sugiere realizar la misma metodologia adicionando al modelo de hipoxia de
Wayne acidos grasos de cadena larga y/é colesterol, para tener un panorama de

expresion genética que parezca a la latencia in vivo.
e Se sugiere establecer un modelo de reactivacion que permita contribuir a

comprender a nivel transcripcional los cambios involucrados en la reactivacion del

crecimiento y el establecimiento de una infeccién activa.
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APENDICE | REACTIVOS Y SOLUCIONES

A) Solucién de lisis

Cloruro de guanidinio 6M 5769
Tween 80 al 10% 1mL
EDTAO0.5M 2 mL

B Mercaptoetanol 6.8 pL
H.O 100 mL
B) TBE 10x

Tris 100 mM 108.9¢
Ac. borico 55.60 g
EDTAO0.5M 50 mL
H>O 1L

C) TE 10x

Tris 100 mM 12.1g
EDTA 10 mM 0.2 mL de una solucion 0.5 M
H.O 1L

El pH se ajusto a 7.6 y se esteriliz6 en autoclave.

D) Albumina-Dextrosa-Catalasa

Albumina bovina 50.09g
Dextrosa 20.0g
Catalasa 0.04 ¢
NacCl 85¢g
H.O 1L

A la solucién salina se adiciond la albumina, esta disolvi6 suavemente para no
producir espuma, posteriormente se adicioné la dextrosa y la catalasa. Finalmente, la

solucion se filtré a través de una unidad de 0.22 um. Se almacené a 4°C hasta su uso.



APENDICE Il RESULTADOS

1.-Expresion genética normalizada obtenida para los 17 genes analizados en medio
Dubos, en medio Dubos adicionado de propionato o valerato.

Gen Fase Expresion genética normalizada
Dubos Propionato Valerato
lipY Log 1.46E- 06+6.67E-08 9.69E-06+9.69E-07 1.79E-06+1.13E-07
Est 6.21E-06+8.80E-07 5.30E-08+6.34E-09 3.05E-05+5.07E-06
NRP1 4.10E-08+2.32E-09 1.81E-07+1.70E-08 6.00E-08+7.37E-09
NRP2 5.90E-08+3.27E-09 2.85E-07+4.98E-08 7.22E-09+1.91E-10
fadD21 | Log 6.04E-05+5.12E-06 1.60E-03+1.82E-04 9.46E-05+5.35E-06
Est 8.50E-07+6.89E-07 3.20E-06+2.27E-07 1.72E-05+7.34E-07
NRP1 9.99E-07+3.69E-08 2.76E-06+2.00E-07 1.88E-06+7.16E-08
NRP2 3.81E-072.00E-08 1.17E-04+5.69E-06 2.94E-08+5.34E-09
icll Log 5.97E-05+7.73E-06 2.13E-03+1.21E-04 8.43E-04+9.05E-05
Est 3.80E-05+3.31E-06 2.01E-05+2.26E-06 1.18E-04+3.23E-06
NRP1 1.91E-05+7.73E-07 1.50E-06+4.24E-08 8.62E-05+7.25E-07
NRP2 2.24E-06+9.26E-08 3.06E-04+2.28E-06 2.42E-06+3.80E-08
Rv3130 | Log 5.55E-05+2.45E-06 5.54E-06+4.37E-07 1.04E-02+2.89E-04
Est 2.94E-06+6.42E-08 2.29E-05+4.29E-07 3.90E-04+2.15E-05
NRP1 7.48E-06+2.66E-07 1.94E-06+1.38E-07 3.80E-04+2.53E-04
NRP2 3.74E-06+2.23E-07 7.81E-05+3.57E-06 5.49E-06+7.26E-07
groEL1 | Log 1.05E-05+2.45E-06 3.34E-04+8.97E-06 3.16E-05+3.97E-06
Est 3.36E-05+6.42E-08 1.70E-05+2.57E-06 3.02E-05+1.41E-06
NRP1 2.97E-05+2.66E-07 6.34E-07+4.10E-08 5.49E-05+6.35E-06
NRP2 1.04E-05+2.23E-07 1.10E-04+5.07E-06 3.39E-08+5.45E-09
mmpL7 | Log 1.75E-04+1.52E-06 2.23E-03+2.63E-04 3.27E-04+4.48E-06
Est 1.49E-05+3.84E-07 3.91E-04+1.85E-05 9.47E-04+1.80E-05
NRP1 9.30E-06+1.08E-07 4.43E-06+3.36E-07 2.01E-06+2.43E-07
NRP2 3.16E-06+1.07E-07 3.38E-05+1.52E-06 1.01E-05+3.45E-07




Gen

Fase

Expresién genética normalizada

Dubos

Propionato

Valerato

dosR

Log
Est
NRP1
NRP2

4.69E-05+2.41E-06
2.67E-06+2.12E-07
3.12E-06+3.03E-07
7.3E-07+2.58E-08

2.83E-05+1.85E-06
5.06E-06+4.04E-07
2.54E-06+1.127E-07
4.49E-05+2.21E-06

7.08E-04+1.65E-05
5.81E-05+1.29E-06
8.66E-06+3.40E-07
9.29E-07+2.83E-08

hspX

Log
Est
NRP1
NRP2

7.37E-04+7.36E-05
3.94E-05+1.01E-06
2.11E-04+2.94E-05
5.81E-05+2.22E-06

5.38E-06+5.60E-07
2.00E-04+9.44E-06
5.98E-063.56E-07

2.43E-03+1.31E-04

7.81E-03+2.99E-04
8.15E-05+6.59E-06
3.29E-04+1.08E-05
2.07E-06+2.20E-07

Rv2626

Log
Est
NRP1
NRP2

6.49E-05+1.32E-05
1.05E-05+9.58E-07
5.62E-05+3.07E-06
1.46E-05+1.18E-06

1.57E-06+6.28E-08
3.41E-05+1.95E-06
4.64E-06+2.95E-07
5.00E-04+3.26E-05

1.20E-03+6.01E-04
6.78E-05+3.40E-05
5.81E-05+4.71E-06
2.7E-06+1.99E-07

Rv2660

Log
Est
NRP1
NRP2

1.74E-05+1.44E-06
1.80E-03+1.72E-04
3.91E-05+2.12E-06
3.28E-04+1.71E-05

1.20E-04+4.53E-06
2.71E-05+1.94E-06
2.12E-07+3.09E-08
1.86E-03+3.83E-04

1.97E-05+6.97E-07
7.04E-02+4.40E-03
1.46E-047.37E-05
1.13E-05+3.80E-07

Rv3134

Log
Est
NRP1
NRP2

5.77E-05+6.85E-06
3.15E-06+1.04E-07
6.55E-06+6.04E-07
3.72E-06+3.56E-07

6.80E-06+4.87E-07
2.87E-05+3.09E-06
2.118E-06+1.20E-07
8.52E-05+3.85E-06

5.60E-03+2.25E-04
1.90E-0349.71E-05
1.52E-07+1.81E-08
2.39E-06+1.20E-06

hmp

Log
Est
NRP1
NRP2

5.22E-06+1.75E-07
1.35E-05+5.09E-07
4.43E-07+1.08E-08
1.83E-06+1.78E-07

1.75E-05+1.28E-06
1.84E-06+1.55E-07
1.3E-06+7.35E-08
7.54E-06+9.38E-07

9.43E-06+5.52E-07
2.34E-05+1.17E-05
3.3E-06+3.28E-07
4.03E-08+2.07E-08




Gen

Fase

Expresion genética normalizada

Dubos

Propionato

Valerato

dnaA

Log
Est
NRP1
NRP2

5.45E-05+3.12E-06
1.49E-05+7.44E-06
3.30E-06+1.70E-06
1.26E-06+1.04E-07

1.54E-04+1.10E-05
1.45E-06+7.32E-07
2.82E-07+2.36E-07
5.97E-06+2.99E-07

3.23E-05+2.97E-06

2.62E-05+1.88E-06

3.48E-06+2.57E-07
2.58E-07+8.03e-8

ftsZ

Log
Est
NRP1
NRP2

4.32E-05+3.12E-06
1.13E-05+7.44E-06
4.76E-06+1.70E-06
8.48E-07+1.04E-07

2.16E-04+7.27E-06
9.40E-06+8.71E-07
1.09E-07+9.15E-08
2.27E-05+9.52E-07

5.13E-06+2.84E-07
1.83E-05+1.13E-06
1.31E-05+4.27E-07
9.14E-08+1.88E-08

esxA

Log
Est
NRP1
NRP2

3.68E-04+4.83E-05
3.20E-04+1.20E-05
2.66E-05+1.34E-05
4.20E-06+1.20E-07

6.04E-04+5.96E-05
2.54E-05+9.55E-07
7.71E-07+2.95E-08
4.11E-04+2.09E-04

4.53E-04+3.58E-05
4.95E-05+2.49E-05
4.54E-05+2.30E-05
4.86E-06+3.74E-07

fopB

Log
Est
NRP1
NRP2

9.13E-05+1.11E-05
5.12E-06+6.67E-07
3.16E-06+2.11E-07
3.52E-07+2.07E-08

1.10E-03+4.76E-05
1.25E-05+6.39E-06
5.57E-07+2.86E-07
1.84E-05+2.25E-06

7.30E-06+7.93E-07
1.61E-05+9.91E-07
4.10E-06+3.52E-07
1.51E-08+7.81E-09

rpfB

Log
Est
NRP1
NRP2

3.29E-05+2.67E-06
6.25E-07+5.44E-09
1.47E-06+2.24E-07
4.22E-07+9.82E-08

2.05E-04+5.57E-06
2.63E-06+1.87E-07
5.89E-07+5.84E-08
2.86E-06+2.78E-07

5.56E-03+2.24E-04
3.67E-05+1.85E-05
4.05E-05+2.07E-06
4.51E-07+5.38E-08




2.-Expresion genética relativa obtenida para los 17 genes analizados en medio Dubos adicionado de propionato o valerato.

Expresion relativa

Expresion relativa

Expresion relativa

Gen Fase Propionico | Valérico
Log 2.83 417
dnaA |Est J10 ©1.76
NRP1 J11 £1.05
NRP2 14.72 {5
Log 15.00 {18.33
ftsZ | Est 01.2 {1.61
NRP1 {50 ©2.76
NRP2 ©26.71 {9.01
Log f1.64 r1.23
Est J125 16.25
esxA |NRP1 1333 f1.71
NRP2 1£97.97 ©1.16
Log ©12.01 J125
fopB | Est 12.44 13.15
NRP1 {55 £1.30
NRP2 152.30 {25
Log 16.25 1169.25
rpfB | Est fr4.21 1158.69
NRP1 {25 127.58
NRP2 16.77 11.07

Gen Fase Propionato | Valerato
Log 417 115.08
dosR |Est 11.89 12174
NRP1 $1.2 12.78
NRP2 161.47 ©1.27
Log {100 110.60
hspX |Est 15.09 1+2.07
NRP1 1333 1.56
NRP2 141.80 {25
Rv2626 | Log {50 1r18.45
Est 13.26 16.48
NRP1 {125 11.03
NRP2 134.25 {55
Rv2660 | Log {16.88 ©1.13
Est {50 139.12
NRP1 {100 13.73
NRP2 15.68 {1333
Rv3134 | Log 8.3 1497.06
Est 19.14 1602.43
NRP1 031 $0.50
NRP2 12295 {15
hmp |Log 13.35 f1.81
Est {714 1.73
NRP1 1294 17.46
NRP2 14.11 {50

1+ Sobreexpresado, ¢ Reprimido respecto al medio Dubos

Gen Fase Propionato | Valerato
lipY Log 1r6.64 r1.23
Est £100 +4.90
NRP1 14.41 11.46
NRP2 14.83 18.33
fadD21 |Log 126.45 {1.57
Est 13.77 120.24
NRP1 ©2.76 {1.89
NRP2 1307.33 $125
icll Log 35.67 f14.12
Est {19 13.11
NRP1 {125 {+4.52
NRP2 11136.49 11.08
Rv3130 |Log J10 1186.60
Est 17.77 1132.44
NRP1 {38 150.84
NRP2 120.86 11.47
groEL1 |Log 31.85 ©3.01
Est {2 411
NRP1 {50 11.85
NRP2 1110.56 1
Log ©12.76 f1.87
mmpL7 |Est 126.17 163.40
NRP1 {2.08 445
NRP2 1110.68 13.20
Log fr12.01 J125
fbpB Est 12.44 13.32
NRP1 {555 f1.28
NRP2 1152.30 {25
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Summary. Major differences regarding the pathology and host immune response of the Beijing and Canettii genotypes of
Myeobacterium tuberculpsis have been reported; however, studies on the genetic expression of these genotypes during in vitro
dommancy are scarce. This study examined the expression of five cell-cycle-related genes and two dommancy-related genes in
M. canetti, M. tuberculosis H3TRy, and M. fuberculosis Beijing during the Wayne model of dormancy. The results showed
that under hypoxic conditions the three tuberculosis genotypes were able to transenibe genes mvolved m DNA rephication and
cellular division. In addition, dosR was found to be up-regulated in M. tuberculosis Beijing during the exponential growth
phase but down-regulated under hypoxic conditions. In this genotype, the repheation-related gene dnad was also strongly
down-regulated. These latter two findings suggest that, compared o M. fuberculosis H37Rv and M. canettii, the Beijing geno-
type has a lower capacity to synthesize dosk, hspX, and dnad mRNAs dunng in vico dormancy. [Iot Mierobiol 2010,
13(1)9-13]

Keywords: Mycobacterium tuberculosis complex - differential gene expression - hypoxia - cell eyele

Introduction

Tuberculosis (TB), a discase caused by mucroorgamsms
belonging to the Mycobacterium tuberculosis complex
(MTC), causes 9 million new infections and 2 million deaths
each year [http://www.who.nt/th/ecountry/global_tb_data-
base/]. Recent epidemiological data suggest that the evolu-
tion of TB is strongly related to the MTC strain; for example,
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Lopez et al. [8], using the BALB/c mouse model of pul-
monary TB, observed important differences in disease pathol-
ogy and host immune response after infection with M. tfuber-
culosis strains from the major genotypes found worldwide:
M. canettii, M. tuberculosis H3TRv, and M. tuberculosis
Begjing [B]. M. canettii infection induced a slowly progres-
sive disease charactenized by delayed bacterial multiplica-
ton, limited pneumonia, steadily inereasing granuloma
development, but no mortality. Conversely, Beijmg mfection
consistently induced accelerated bactenal multipheanon,
early and massive pneumonia, and premature host death,
The BeijingW lineage of M. tuberculosis (onginally
identified on the basis of strain 1S6110 fingerprinting and
spoligotype patterns) has attracted considerable attention
over the past decade because of s increased virulence and



