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LISTA DE ABREVIATURAS

TB: Tuberculosis

M. tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis

PZA: Droga Pirazinamida

POA: Acido pirazinoico, el cual es el compuesto activo de la droga PZA.

Rv2059: Metalochaperona hipotética Rv2059 nativa

Rv2059 Wt: Metalochaperona recombinante Rv2059 nativa

Rv2059 Glu341Gly: Metalochaperona recombinante Rv2059 que presenta el
cambio de Glutamina por Glicina en la posicion 341

Rv2059 Vall66lle: Metalochaperona recombinante Rv2059 que presenta el
cambio de Valina por Glicina en la posicion 166.

PZAsa: Enzima pirazinamidasa de M. tuberculosis

PZAsa-Apo: Enzima pirazinamidasa sometida a un proceso de quelacion con
EDTA.

PZAsa Tx: Enzima pirazinamidasa control del proceso de quelacién. Esta no recibe
EDTA, solo experimenta las condiciones de estar a temperatura ambiente como la
PZAsa-Apo.

H37Rv Rv2059 KO: Cepa H37Rv a la que se le eliminado el gen Rv2059 mediante
el sistema ORBIT

H37Rv Rv2059 KO/ PMV306:Rv2059Wt: Cepa H37Rv a la que se le eliminado
el gen Rv2059 mediante el sistema ORBIT y posteriormente integrado el plasmido

pMV306 que carga el gen Rv2059 en su version nativa.



H37Rv Rv2059 KO/ PMV306:Rv2059 Glu341Gly: Cepa H37Rv a la que se le
eliminado el gen Rv2059 mediante el sistema ORBIT y posteriormente integrado
el plasmido pMV306 que carga el gen Rv2059 que presenta la mutacion no
sindénima glutamina por glicina en la posicion 341.

H37Rv:Rv2059 KO/ PMV306:Rv2059 Vall66lle: Cepa H37Rv a la que se le
eliminado el gen Rv2059 mediante el sistema ORBIT y posteriormente integrado
el plasmido pMV306 que carga el gen Rv2059 que presenta la mutacion no
sindénima Val 166 por isoleucina en la posicion 166.

Flujo de POA: Medicion del eflujo de acido pirazinoico por la cepa de M.
tuberculosis. El cual es medido usando el sobrenadante del cultivo donde ha
crecido.

TEMA: Tetrazolium microplate assay (TEMA) o ensayo de microplacas de
tetrazolium. Constituye una técnica para determinar la susceptibilidad antibiotica.

CMI (MIC): Concentracion minima inhibitoria



RESUMEN

La pirazinamida (PZA) desempefia un papel esencial en el tratamiento de la
tuberculosis. Aunque la resistencia a esta droga se ha vinculado principalmente a
mutaciones en el gen pncA, hasta un 30% de casos de resistencia no presentan tales
alteraciones genéticas. En este estudio analizd6 cdémo mutaciones en la
metalochaperona Rv2059 podrian alterar su capacidad para activar la enzima
PZAsay con ello una posible contribucién a la resistencia a la droga PZA.

La metalochaperona Rv2059 tiene la capacidad de activar la metaloenzima
pirazinamidasa (PZAsa), lo que sugiere un posible papel en el mecanismo de accion
y resistencia a la PZA. Investigamos dos mutaciones en Rv2059 con el fin de
encontrar algun efecto en su actividad de entrega de metales, una en el sitio de
coordinacion de metal (Glu341Gly) y otra en un lugar distante a éste (Vall66lle),
utilizando ensayos con proteinas recombinantes y en la bacteria M. tuberculosis.
Los resultados del primer ensayo ,usando proteinas recombinantes, confirmaron
que la proteina recombinante Rv2059 Wt podia reactivar la proteina recombinante
PZAsa desprovista de metales (PZAsa-Apo). Sin embargo, las proteinas mutantes
Rv2059 Glu341Gly y Rv2059 Val1661le no mostraron diferencias significativas en
el proceso de reactivacién en comparacion con la proteina Rv2059 nativa (p=0.22
y p=0.23 respectivamente). Por otro lado, la eliminacion de la metalochaperona en
M. tuberculosis a través de un proceso de remocion parecio afectar la entrega de
metales a la enzima PZAsa o perturbar el mecanismo de activacion de la prodroga
PZA, lo que resultd en resistencia, como se evidencié en los resultados de TEMA
(MIC: 200 pg/ml) y en la notable reduccion del flujo de POA en comparacion con

la cepa de referencia H37Rv (p<0.001). En cuanto a las mutantes, parecieron



modificar el flujo de POA (H37Rv:Rv2059Glu341Gly (p=0.001), H37Rv:Rv2059
Vall66lle (p=0.002)), pero la concentraciéon inhibitoria minima (MIC) no
experimento alteraciones en comparacion con la cepa de referencia H37Rv (MIC:
50 pg/ml). En resumen, nuestros hallazgos indican que la metalochaperona Rv2059
podria desempefiar un papel importante en el mecanismo de activacion de la PZA,
y que las mutaciones estudiadas no afectan la actividad de la metalochapeorna
Rv2059 y con ello no estan relacionadas con la resistencia a PZA. Este estudio
contribuye al entendimiento de cémo las metalochaperonas pueden influir en los
mecanismos de resistencia a las drogas y mutaciones en la mismas podrian estar
viéndose compensadas por el mismo sistema para evitar la pérdida de la funcion de

la proteina.

Palabras clave: Metalochaperona Rv2059, PZA, PZAsa, POA, mutantes.



ABSTRACT

Pyrazinamide (PZA) plays an essential role in the treatment of tuberculosis.
Although resistance to this drug has been primarily linked to mutations in the pncA
gene, up to 30% of resistance cases do not present such genetic alterations. This
study analyzes how mutations in the metallochaperone Rv2059 could alter its
capacity to activate the enzyme pyrazinamidase (PZAsa), thereby potentially
contributing to PZA resistance.

The metallochaperone Rv2059 can activate the metalloenzyme pyrazinamidase
(PZAsa), suggesting a possible role in the mechanism of action and resistance to
PZA. We investigated two mutations in Rv2059 to determine their effect on its
metal delivery activity: one in the metal coordination site (Glu341Gly) and another
in a distal site (Vall66lle), using assays with recombinant proteins and in the

bacterium M. tuberculosis.

The results of the initial assay confirmed that the wild-type (Wt) Rv2059 protein
could reactivate the recombinant PZAsa protein deprived of metals (PZAsa-Apo).
However, the Rv2059 Glu341Gly and Rv2059 Vall66lle mutants did not show
significant differences in the reactivation process compared to the Rv2059 Wt

protein (p=0.22 and p=0.23, respectively).

On the other hand, the removal of the metallochaperone in M. tuberculosis appeared
to affect the metal delivery to the PZAsa enzyme or disrupt the activation
mechanism of the prodrug PZA, resulting in resistance. This was evidenced by the

TEMA results (MIC: 200 pg/ml) and the notable reduction in POA flow compared



to the reference strain H37Rv (p<0.001).

Regarding the mutants, they seemed to modify the POA flow
(H37Rv:Rv2059GIu341Gly, p=0.001; H37Rv:Rv2059 Vall66lle, p=0.002), but
the minimum inhibitory concentration (MIC) did not change compared to the
reference strain H37Rv (MIC: 50 pg/ml).

In summary, our findings indicate that the metallochaperone Rv2059 may play an
important role in the activation mechanism of PZA. The studied mutations do not
affect the activity of the Rv2059 metallochaperone and, therefore, are unrelated to
PZA resistance. This study contributes to understanding how metallochaperones
can influence drug resistance mechanisms and suggests that the system may
compensate for mutations in these proteins to avoid the loss of protein function.

Keywords: Metallochaperone Rv2059, PZA, PZAsa, POA, mutants.



INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad respiratoria transmitida por la inhalacion
de aerosoles con bacilos de Mycobacterium tuberculosis, que han sido expulsados
por una persona enferma (1). Los pacientes con TB pueden llegar a desarrollar una
enfermedad activa, lo cual incluye sintomas, o una infeccion latente. Para el
tratamiento de la TB activa se utilizan una variedad de farmacos; sin embargo, la
droga pirazinamida (PZA) ha demostrado alta efectividad contra los bacilos en la
infeccion latente y ha sido posible la reduccion del tiempo del tratamiento de 12 a
6 meses (2).

Sin embargo, en afios recientes se ha observado un aumento en la cantidad de
informes sobre resistencia a este farmaco, lo que suscita alarma a nivel global (2).
El mecanismo de accion y resistencia a la PZA no han sido completamente
dilucidadas. La PZA opera como un profarmaco que se incorpora al citoplasma de
las micobacterias mediante difusién pasiva, transformandose en acido pirazinoico
(POA) por la accion de la enzima bacteriana nicotinamidasa-pirazinamidasa. El
POA, la entidad activa del farmaco, es posteriormente excretado de los bacilos a
través de un sistema de eflujo (3). En el medio extracelular acido, el POA se protona
y reingresa al citoplasma microbiano. Esta reentrada conlleva la liberacion de
protones intracelulares, induciendo la acidificacion del citoplasma y favoreciendo
la acumulacién intracelular del POA (1). Esto genera una alteracion de la
permeabilidad y el transporte de la membrana micobacteriana, lo que conduce a la
muerte celular. Las fallas en la accion de la PZAsa, activador de la PZA, son claves
para la generacion de la resistencia (3). Ademas, se conoce que la metalochaperona

Rv2059 de M. tuberculosis tiene la capacidad de activar a la PZasa in vitro, por lo



que podria ejercer un rol importante en el mecanismo de accion de la PZA (4). En
ese sentido, la presente investigacion tiene por objetivo conocer el efecto de las
mutaciones en la metalochaperona Rv2059 sobre su capacidad para activar la
enzima PZAsa de M. tuberculosis in vivo y estudiar el efecto de la remocién del

gen Rv2059 en la resistencia a PZA.

El conocimiento del mecanismo de accion y resistencia a PZA permitiria contribuir
al conocimiento del mecanismo de accion de esta droga y mayor deteccidn de cepas
resistentes; por consiguiente, los pacientes tendrian la posibilidad recibirian un

tratamiento adecuado con mejores posibilidades de cura.



1 ANTECEDENTES

La tuberculosis (TB) representa un desafio global significativo, impactando a
aproximadamente 10 millones de individuos cada afio. La TB se mantiene como
una de las causas predominantes de fallecimiento debido a infecciones respiratorias
a nivel mundial (1). La gravedad de esta enfermedad se intensifica debido a la
coinfeccion con el VIH y el surgimiento de cepas del bacilo de M. tuberculosis que
son resistentes a multiples medicamentos (MDR) y, en casos aun mas complicados,
extremadamente resistentes (XDR) (2) (3). La resistencia a los farmacos plantea un
desafio adicional en el manejo efectivo de la tuberculosis, subrayando la necesidad
de estrategias de tratamiento mas eficaces y la importancia de la prevencion de la

resistencia a los medicamentos

La pirazinamida es un medicamento esencial de primera linea para el tratamiento
de laTB, y juntamente con las drogas isoniacida y rifampicina constituyen la clave
del tratamiento moderno contra la tuberculosis (4). Su utilizacién permite reducir
el tiempo de tratamiento a la mitad (de 9-12 a 6 meses) y hasta el momento es el
Unico farmaco que tiene una accion eficiente en el estado latente de los bacilos
tuberculosos (5). Sin embargo,, recientemente se ha observado una creciente
prevalencia de resistencia a este medicamento, un fenémeno que genera alarma a
nivel internacional (6). Aungue la PZA es crucial en el tratamiento, su mecanismo

de accion y las vias de resistencia ain no se han esclarecido en su totalidad (6).

El mecanismo principal de resistencia a PZA es la pérdida de la actividad de la

PZAsa y por lo tanto la imposibilidad de catalizar la conversion de PZA a POA.



La tasa de salida del &cido pirazinoico (POA) es la base de la prueba de Wayne,
considerado hasta el momento como el mejor predictor de resistencia a PZA por
su alta sensibilidad y especificidad (70,83% - 92,85% y 100% respectivamente)
(7). La tasa de salida de POA se ha asociado con los siguientes factores: Actividad
de laPZAsa, concentracion de PZAsa intracelular y eficacia del sistema de bomba
de salida (8). La PZAsa defectuosa se encuentra con frecuencia en cepas de M.
tuberculosis resistentes a PZA (9-13). Un analisis de 10209 aislamientos de M.
tuberculosis, se observo que mutaciones en la regién promotora y en la secuencia
codificante del gen pncA tenian la capacidad de predecir la resistencia a PZA con
91,3% de sensibilidad y 96,8% de especificidad. (14).

La PZAsa es una metaloenzima ubicua presente en procariotas y eucariotas, y se
expresa constitutivamente en M. tuberculosis. La PZAsa presenta una cavidad
catalitica con un sitio activo y un sitio de union a metales (MCS) (15; 16; 17). El
Zn 2+ y el Fe +2 son los metales encontrados en distintas PZAsas en estudios de
cristalizacion. La PZAsa de Pyrococcus horikoshii conjuga con Zn+2 (15); la
PZAsa de Acitenobacter baumani cocristalizada con nicotinamida contenia Zn 2+
y Fe 2+ en una proporcién 1: 1 (16) y la PZAsa de M. tuberculosis se cristalizé con

éxito con Fe 2+ (17).

La PZAsa de M. tuberculosis se inactiva mediante la eliminacion de iones
divalentes y se reactiva agregandolos (18 ,19). La reactivacion de la PZAsa de M.
tuberculosis se logra agregando Fe 2+ y Mn 2+ (19). Sin embargo, Sheen et al.
mostraron la reactivacion de la enzima in vitro utilizando Co 2+, Mn 2+ y Zn 2+,

pero no con Fe+2 y mostrd que el Zn 2+ estaba presente en la PZAsa recombinante



expresada en E. coli (PZAse-EC) (19). Asimismo, un estudio demostré que Zn 2+
mostraba una energia de union més alta al MCS de PZAsa frente a Fe+2 y Mn+2
(20) y una revision de la base de datos de proteinas (Protein Data Bank) mostré que
de las 332 proteinas reportadas con un sitio de coordinacion metalico idéntico a la
PZAsa, el 57.8% se unen a Zn+2 y un porcentaje menor a Fe+2 y Mg+2 (21).
Indicando que Zn+2 es el ion mas probable con el que continuamente conjuga la

PZAsa.

Un estudio de reactivacion de la PZAsa con metales, en la que se uso la PZAsa
quelada (Apoenzima: Eliminacion de metales unidos a la enzima), se mostré que la
PZAsa quelada requeria hasta 300 veces méas Zn 2+ para su reactivacion (20). Estos
resultados muestran que la PZAsa podria requerir un proceso asistido (ejm: Una
metalochaperona) para obtener los iones. Esta propuesta se ve respaldada por la
observacién de que las concentraciones intracelulares de proteinas y metales en una

célula tipica existen en una proporcion de 1:1 in vivo (22).

Las metalochaperonas son transportadores que facilitan la entrega de iones
metélicos a metaloenzimas. La mayoria de estas son proteinas integrales, que
funcionan atrapando metales del citosol, en un compartimiento, y transfiriéndose a
una proteina aceptora (23). Se tiene poco registro de la funcion de
metalochaperonas en M. tuberculosis y su asociacion con la resistencia. Pero se
cuenta con la descripcion de metalochaperonas en bacterias Gram negativas como

Escherichia coli (24).



En E. coli, ZnuA es una proteina del periplasma clave del sistema de absorcion de
Zn+2. ZnuABC en E. coli contribuye en el crecimiento y patogenicidad bacteriana
(25; 26). ZnuABC funciona de la siguiente manera: ZnuA capta Zn+2 libre y lo
transfiere a ZnuB, una proteina transmembrana que en colaboracion con ZnuC
transporta el i6n al citoplasma (26). Recientemente se demostr6 que ZnuA, en una
concentracion de 200 uM, tiene la capacidad de reactivar hasta en un 135% la
actividad enzimatica de PZAsa, desprovista de metales, de M. tuberculosis in vitro
(27). Lo que indica que ZnuA tiene la capacidad de entregar el ion Zn+2 a PZAsa
y activarla con un alto porcentaje de éxito. Partiendo de ello, metalochaperonas

similares podrian tener la misma actividad.

En una reciente revision realizada por Masiag A, et al. sobre el genoma de M.
tuberculosis se reportd una metalochaperona Zn+2 tipo ABC denominado Rv2059
(27; 28). Un estudio posterior, demostrd que esta metalochaperona tiene capacidad
de reactivar PZAsa empobrecida en metales hasta en un 69% con una concentracion
de 1 uM (4). Este mismo estudio evalud una cepa de M. tuberculosis noqueada en
el gen Rv2059 y observé una ligera tendencia a reducir la tasa de salida de POA.
Los autores sefialan que no se realizaron suficientes repeticiones, no se hizo el
secuenciamiento de la region noqueada y sugieren verificar nuevamente estos

analisis considerando mas controles en el ensayo. (4)

Mutaciones con sentido o missense en proteinas de caracter enzimatico pueden
causar una variacién en la estructura conformacional e incluso la pérdida de la

capacidad catalitica de la enzima. Las proteinas con funcion ADN metiltransferasas



0 desmetilasas dependientes de zinc presentan una region rica en cisteina en el
extremo N-terminal (ADD) de su secuencia. Esta region contiene dos sitios
diferentes de dedos de zinc (PHD-like y GATA-like) necesarios para la union al
cofactor metélico zinc y la interaccion con la proteina receptora. ADD ha
demostrado ser un blanco para las mutaciones encontradas en el gen de
metiltransferasa (50% de las mutaciones missen) (29). La mayoria de estas
mutaciones afecta la integridad estructural del dominio ADD y los otros estan cerca
de los residuos de unién a metal, por lo que es probable que afecten la interaccion
con la proteina receptora que finaliza en la pérdida de la actividad catalitica (30,31).
Por otro lado, la generaciébn de mutaciones en regiones cerca al sitio de
coordinacion de metaloproteinas generan una variacion en la conformacion o
coeficiente de relajabilidad de la estructura que causa la variacion en su actividad,

ya sea potenciandola o haciéndola ineficiente (30,31).

Con el objetivo de conocer las mutaciones en el gen Rv2059 que alteren la
interaccion de la proteina Rv2059 y la enzima PZAsa de M. tuberculosis. 21
mutaciones fueron identificadas a partir de la revision de una base de datos de 3400
genomas secuenciados de aislados clinicos de M. tuberculosis (Tabla 1). Esta base

de datos pertenece al Grupo de Tuberculosis del Perd.



Tabla 1. Mutaciones identificadas en el gen Rv2059 a partir del analisis de
3400 genomas secuenciados.

Posicién RESUMEN DE MUTACIONES
2315733 Ala187Val (gcc/gTc)
2316098 Ala309Thr (gcg/Acg)
2316233 Ala354Ser (gct/Tct)
2315353 Arg60Arg (cgg/cgh)
2315851 Asn226Asn (aac/aaT)
2315748 Asp192Ala (gac/gCc)
2315703 GIn177Arg (cag/cGg)
2316195 Glu341Gly (gag/gGg)
2315210 Gly13Ser (ggc/Agc)
2315696 Gly175Ser (ggt/Agt)
2315386 His71GlIn (cac/caA)
2315726 Leul85Phe (ctc/Ttc)
2315248 Leu25Leu (ctc/ctT)
2315403 Pro77Leu (cca/cTa)
2315722 Ser183Ser (tcg/tcT)
2316123 Thr317Lys (aca/aAa)
2316214 Thr347Thr (acc/acT)
2315669 Vall66lle (gtc/Atc)
2315736 Val188Ala (gtg/gCg)
2315943 Val257Ala (gtc/gCc)
2315437 Val88Val (gta/gtG)

La tabla presenta las mutaciones identificadas en diversas posiciones del gen Rv2059.
Cada mutacion ocurre de manera Unica y aislada en el gen, sin concurrencia de maltiples
mutaciones simultaneas. Cada entrada detalla la posicion especifica, el cambio de
aminodcido y las secuencias de nucleétidos correspondientes.
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Biologia de Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis es un bacilo que requiere oxigeno para vivir y se caracteriza por su
lento crecimiento, ya que necesita de 14 a 21 dias para desarrollarse hasta ser visible
en cultivos. La composicion de su pared celular es crucial para su capacidad de
resistir y ser virulento, ya que actia como una defensa contra los medicamentos y

otras sustancias dafiinas. (2)

De todas las especies pertenecientes al complejo de Mycobacterium, M.
tuberculosis es la Unica que muestra susceptibilidad al medicamento PZA. Las otras
especies del género presentan resistencia innata a este farmaco debido a una
variedad de mecanismos, incluyendo mutaciones en los objetivos potenciales del
POA, un sistema de expulsion deficiente, y mutaciones en el gen pncA

especificamente. (32,33)

Pirazinamida (PZA)

La pirazinamida se destaca como un componente esencial en el régimen inicial para
abordar la tuberculosis (9). Cuando se combina con isoniazida y rifampicina, esta
estrategia terapéutica logra disminuir a la mitad el periodo necesario para el
tratamiento, de entre nueve a doce meses a tan solo seis meses (3). Singularmente,
este medicamento es el unico conocido por afectar directamente a los bacilos

tuberculosos en su estado inactivo (3).



El rango de administracion de PZA se encuentra generalmente entre 30 a 40 mg/kg;
sin embargo, dosis que exceden los 40 mg/kg pueden inducir toxicidad hepatica
(10). La fase critica de aplicacion de PZA se sitla en los iniciales dos meses del
tratamiento. Més alla de este lapso, su contribucion es limitada, probablemente
debido a la alteracion del pH hacia una condicion mas alcalina en las &reas afectadas

(10).

Mecanismo de accion de PZA

La Pirazinamida (PZA) es mas efectiva en condiciones &cidas, beneficiandose del
ambiente generado por la inflamacion in vivo, asi como en las condiciones
especificas utilizadas para su estudio en laboratorio (3). Se ha notado que la eficacia
de PZA aumenta cuando la actividad metabolica del M. tuberculosis disminuye (3).
Los detalles sobre como actla este medicamento se han explicado previamente en
la seccidn de introduccion y se ilustran en la Figura 1.

Por otro lado, el M. tuberculosis tiene un sistema de expulsién para el acido
pirazinoico (POA) menos eficaz en comparacion con otras especies de
micobacterias, como M. smegmatis o M. bovis. Esta caracteristica facilita la
acumulacién de POA dentro de las células de M. tuberculosis, lo que lo hace

susceptible a la accion de la PZA (33,34).
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Figura 1. Mecanismo de accion de pirazinamida.
Fuente: Miotto et al. (29).

Pirazinamidaza (PZAsa)

La PZAsa es una metaloenzima tipo nicotinamidasa-pirazinamidasa ubicua
presente en procariotas y eucariotas. Se expresa constitutivamente en M.
tuberculosis y es importante en la via de salvataje de la nicotina adenina
dinuclettido (NAD) al catalizar la deaminacion de nicotinamida en nicotinato,
importante en distintas reacciones de intercambio de electrones, protones y

produccidn de energia en células (3).

La (PZAsa) posee una cavidad catalitica distintiva, que incluye un sitio activo para
la coordinacién de metales (MCS), tales como el zinc (Zn+2) y el hierro (Fe+2)
(15,16,17). Los aminoacidos relevantes en el sitio activo que interactan con el

sustrato son el acido aspértico en la posicion 8 (Asp8), la lisina en la posicion 96
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(Lys96) y la cisteina en la posicion 138 (Cys138). Para el sitio de coordinacion de
metales, los residuos de histidina en las posiciones 51 (His51) y 71 (His71), junto
con el &cido aspartico en la posicion 49 (Asp49), son fundamentales (17). Estas
areas son cruciales para la funcion catalitica de la PZAsa, facilitando su capacidad

para interactuar eficazmente con sustratos y metales especificos.

Mecanismo de resistencia a PZA

El mecanismo principal de resistencia a PZA es la pérdida de la actividad de la
PZAsa y por lo tanto la imposibilidad de catalizar la conversion de PZA en POA.
La PZAsa defectuosa se encuentra con frecuencia en cepas de M. tuberculosis
resistentes a PZA (11), y varios estudios han demostrado una asociacion entre la

resistencia a PZA y mutaciones en el gen pncA, que codifica PZAsa (12-15).

Sin embargo, se ha reportado cepas resistentes a PZA que no presentan mutaciones
en el gen pncA por lo cual se estudian otras vias, entre ellas fallas en la toma de
PZA y mecanismos alternativos que comprometen la actividad catalitica de PZAsa
como alteraciones proteinas transportadoras de metales conocidas como
metalochaperonas 0 mutaciones en genes de bombas de eflujo que permiten la

salida de POA (24).
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Metalochaperona

Las metalochaperonas son transportadores proteicos que facilitan la entrega de
iones metalicos a metaloenzimas. La mayoria de estas son proteinas integrales, que
funcionan quelando metales del citosol, en un compartimiento, y transfiriéndose a
una proteina aceptora (24). Se tiene poco registro de la funcion de
metalochaperonas en M. tuberculosis y su asociacion con la resistencia. Pero se
cuenta con la descripcion de algunas metalochaperona tipo ABC, ATPasa en
bacterias Gram negativas como Escherichia coli (27).

ZnuA es una metalochaperona del periplasma clave del sistema de absorcién de
Zn+2 ZnuABC en E. coli y contribuye en el crecimiento y patogenicidad bacteriana
(25) (26). ZnuA tiene la capacidad de reactivar la actividad enzimatica de PZAsa,
desprovista de metales, de M. tuberculosis in vitro (4). Lo que indica que ZnuA
tiene la capacidad de entregar el ion Zn+2 a PZAsa y activarla con un alto
porcentaje de éxito.

Metalochaperona Rv2059

Rv2059 es una proteina tipo metalochaperona presente en M. tuberculosis que no
ha sido descrita por completo. Pero, se conoce que es un transportador de Zn 2+
tipo ABC con la capacidad de facilitar la interaccion del cofactor metalico Zn+2 (al
unir el cofactor a los residuos metalicos de Rv2059 H75, H135y E199) y la enzima
PZAsa y reactivarla hasta en un 69% (4).

Asimismo, ha sido catalogada como un gen no esencial y andlisis protedmicos
mencionan que podria localizarse a nivel de la pared celular o membrana
citoplasmatica (35). Pero su ubicacién real y estructura cristalina ain no han sido

descritas.
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Herramientas bioinformaticas

PyMol v.2.4.1: PyMol se destaca por su versatilidad en la bioinformatica
estructural. En primer lugar, permite la generacion de mutantes de proteinas al
modificar secuencias de aminoécidos especificas, lo que resulta crucial para prever
el impacto de mutaciones en la estructura y funcion de las proteinas. Ademas,
ofrece la capacidad de crear impresionantes representaciones en 3D de estructuras
moleculares, incluyendo proteinas, ADN, ARN y otros componentes biolégicos, lo
que facilita la visualizacion y comprension de su arquitectura tridimensional. Por
ualtimo, PyMol posibilita la eliminacion selectiva de partes de proteinas, lo que es
atil para investigar como regiones especificas influyen en la estructura y funcién,
permitiendo un andlisis detallado de dominios, motivos o regiones criticas (36).
HADDOCK v.2.4: HADDOCK se destaca como una herramienta poderosa de
acoplamiento molecular, siendo fundamental para la prediccion de interacciones
entre moléculas, como proteinas y ligandos. A través de analisis de fuerzas y
energias en interacciones moleculares, HADDOCK permite la determinacion de
afinidad y estabilidad en uniones biomoleculares, revelando coémo las moléculas se
unen para formar complejos esenciales en procesos biolégicos. Ademas, esta
herramienta puede predecir diversos modos de union entre moléculas, lo que es
crucial para comprender sus interacciones bajo distintas condiciones o0
conformaciones. Finalmente, HADDOCK se utiliza en la investigacion de disefio
de farmacos para identificar compuestos candidatos y comprender cémo
interactlan con sus objetivos moleculares, ofreciendo una valiosa contribucion al

desarrollo de terapias farmacologicas (37).
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Método de Wayne cuantitativo

El método de Wayne es una prueba colorimétrica utilizada para evaluar la
sensibilidad de M. tuberculosis a PZA. Este método pone de manifiesto la presencia
del &cido pirazinoico por la formacion de una sal ferrosa de color naranja-rosado
en 4 dias. Las cepas de M. tuberculosis que son sensibles a la PZA poseen la
pirazinamidasa que metaboliza la PZA con formaciéon del &cido pirazinoico.
Mientras, las cepas que resulten PZA-resistentes han perdido la actividad de esta
enzimay no hay viraje de color en su reaccion al agregar sulfato de amonio ferroso
(38,11). ElI método de Wayne es considerado hasta el momento como el mejor
predictor de resistencia a PZA por su alta sensibilidad y especificidad (70,83% -
92,85% y 100% respectivamente) (11).

La variante cuantitativa del ensayo de Wayne tiene como objetivo medir de manera
cuantitativa la respuesta de las cepas de M. tuberculosis a la PZA. Esto implica la
cuantificacién del metabolismo de la PZA vy la produccion de acido pirazinoico
(POA) por parte de las cepas de M. tuberculosis. Esto se logra utilizando
espectrofotometria visible, que mide la absorcién de luz a diferentes longitudes de

onda para determinar la concentracion de POA producido. (39)
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ORBIT

ORBIT (Recombinaciébn mediada por oligonucleétido seguida del
direccionamiento por una integrasa Bxb1) es una tecnica de edicion gendémica que
se vale de la reaccion recombinante inducida por oligonucle6tidos junto con la
incorporacion precisa mediada por la integrasa Bxb1, todo en un solo paso, con el
objetivo de crear etiquetas genéticas cromosomicas, eliminaciones genéticas o
sustituciones de promotores en M. smegmatis o M. tuberculosis. Esta metodologia
es pionera en la obtencion de cepas recombinantes que se pueden seleccionar por
resistencia a farmacos sin necesidad de plasmidos de doble cadena de ADN
especificos ni sustratos de recombinacion producidos mediante PCR. La Unica
necesidad para la modificacion genética es un oligonucledtido sintético especifico
para el gen objetivo (38). Este oligonucledtido de direccionamiento, de cadena
simple, lleva un sitio sitio attP del fago Bxbl flanqueado por 45 a 70 bases de
homologia con el blanco cromosémico y se co-electropora con un plasmido que
carga el gen o secuencia de interés y un sitio attB Bxb1(38). El huésped
micobacteriano alberga un plasmido que codifica para la anelasaRecT de fago
Che9c y la integrasa del fago Bxbl. La anelasa RecT facilita la unién del
oligonucledtido con la hebra retardataria del ADN durante la replicacion,
estableciendo el sitio attP en una posicion especifica del cromosoma determinada
por la secuencia del oligonucledtido. Paralelamente, durante la misma fase de
crecimiento, la integrasa Bxb1 induce la recombinacién en sitios concretos entre
el plasmido portador con attB y el sitio attP proveniente del oligonucleétido. En
este proceso, es la secuencia del oligonucleétido la que determina dénde se

insertard la secuencia de interés que el plasmido transporta. Puede realizarse
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variaciones de acuerdo con el objetivo del trabajo en el plasmido de carga (40).

Plasmidos integrativos

Los plasmidos tipo integrativos son herramientas fundamentales en la edicién
genética de bacterias, ya que permiten la introduccién estable de material genético
externo en el genoma bacteriano. En el caso de M. tuberculosis, el plasmido
pMV306hsp es ampliamente utilizado debido a su capacidad para integrarse en el
genoma de esta bacteria patdgena de forma precisa y controlada. El proceso de
integracion implica la recombinacién entre los sitios attP y attB del plasmido y el
genoma de M. tuberculosis (41). EI pMV306hsp se basa en un sistema de
integracién/conexion que utiliza la integrasa del micobacteriéfago L5 (L5-att/int)
y sus correspondientes sitios de unién de fagos (attP). Este enfoque proporciona
una herramienta comdn para la ingenieria genémica de bacterias, permitiendo la
integracion especifica de genes exdgenos en su genoma Yy avanzar en la

investigacion en este campo (42)

pMV306hsp

L5 int

;m Pi

Genoma de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Figura 2. Plasmido integrativo pMV306hsp en un proceso de recombinacion
sitio especifico en el ADNg de M. tuberculosis

El diagrama ilustra la integracion del plasmido pMV306hsp en el sitio attB del
genoma de Mycobacterium tuberculosis H37Rv a través de la recombinacion
mediada por el integrase L5 (L5 int) y el sitio attP del plasmido.
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TEMA

El tetrazolium microplate assay (TEMA) es una técnica bioguimica que se utiliza
para medir la viabilidad celular y evaluar la actividad metabdlica en cultivos
celulares o muestras bioldgicas. Se basa en la capacidad de las células vivas para
reducir sales de tetrazolio a formazanos coloreados, proporcionando una medida
indirecta de la actividad celular y la viabilidad (43). Sus utilidades incluyen la
evaluacion de la viabilidad celular, estudios de toxicidad, screening de farmacos,
estudios de proliferacion celular, investigacion en enfermedades y control de
calidad en cultivos celulares (44). En el TEMA, se agrega una solucién de
tetrazolio al cultivo celular o microorganismo después de la exposicion a
compuestos de interés, y las células vivas reducen el tetrazolio a formazanos, que
se vuelven morados u otro color visible. El grado de morado indica la actividad
metabodlica y la viabilidad, y se utiliza en la determinacion de la Concentracion
Inhibitoria Minima (MIC) al observar un cambio de color menor a medida que se
varian las concentraciones de agentes antimicrobianos, identificando asi la MIC

(44)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La pirazinamida constituye una de las drogas clave en el tratamiento moderno
contra la tuberculosis, debido a su capacidad de actuar en la fase latente de la
enfermedad y reducir el tiempo de tratamiento a la mitad. Por lo que resulta de
importancia la resistencia que ha generado M. tuberculosis hacia esta droga. Se
conoce que fallas en la actividad enzimatica de pirazinamidasa, activador de PZA,
son claves para la generacion de esta resistencia (36). Por lo que mutaciones en el
gen que codifica a la enzima (pncA) ha logrado explicar en gran medida esta
resistencia, sin embargo, no seria el Unico factor implicado en la alteracion de la
actividad enzimatica dado que se han reportado cepas que son resistentes a PZA,
pero no presentan mutaciones en el gen pncA. Frente a ese vacio de conocimiento
se ha explorado el rol de una metalochaperona denominada Rv259, proteina que
tiene la capacidad de activar a la metaloenzima PZAsa en un ensayo in vitro.

Hasta el momento no se conoce por completo el rol que tiene la metalochaperona
Rv2059 en la activacion de la enzima PZAsa y si mutaciones en ella pueden afectar
su rol de entrega de metales a la enzima, lo cual podria afectar el metabolismo de
la PZA. Por lo tanto, la presente investigacion busca responder a la pregunta de si
las mutaciones en la metalochaperona Rv2059 afectan su capacidad para activar la
enzima PZAsa de M. tuberculosis. Para el desarrollo de este objetivo, se propone
evaluar la actividad enzimatica de la PZAsa, tomando como indicador la
produccién de POA, en presencia de la metalochaperona Rv2059 nativa y con
mutaciones inducidas a partir de la identificacion de estas en una base de datos de
3400 genomas secuenciados de individuos con tuberculosis. Asi como en el modelo

de M. tuberculosis que expresa la metalochaperona nativa y con las mutaciones.
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V  JUSTIFICACION
Las alteraciones en la funcionalidad de la enzima PZAsa explican en gran medida
la resistencia generada por M. tuberculosis a la droga PZA. La metalochaperona
Rv2059 ha demostrado reactivar PZAsa en ensayos in vitro, por lo que conocer i
las mutaciones identificadas en la metalochaperona Rv2059, a partir de una base de
datos de secuenciamiento, afectan su capacidad para activar a la PZAsa, que a su
vez podria reducir la actividad enzimatica de PZAsa, ayudaria a comprender aun
mas si las mutaciones estan implicadas en el mecanismo de resistencia que ha
generado la micobacteria contra esta droga. Conocer la importancia de esta
metalochaperona en M. tuberculosis permitiria comprender de manera integral el
procesamiento de la droga PZA en la micobacteria y encontrar posibles blancos de
diagndstico para identificar resistencia a esta droga. Asi como mutaciones en el gen
que codifica la enzima PZAsa, pncA, logran explicar en gran medida la resistencia
aPZA. También, mutaciones en esta metalochaperona podrian responder a aquellos
casos de resistencia donde no se registran mutaciones en pncA. lgualmente,
apoyaria al desarrollo de herramientas mejoradas para detectar la resistencia a la
PZA, lo que tendria implicaciones significativas en el diagnostico clinico. Reforzar
el diagndstico de resistencia involucra una correcta eleccion de regimenes de
medicamentos para el paciente con tuberculosis, que conducen a mejores resultados

en la reduccion de cepas extremadamente resistentes, mas complejas de tratar.
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VI OBJETIVOS

6.1 Obijetivo general

Evaluar el efecto de las mutaciones en la metalochaperona Rv2059 sobre su
capacidad para reactivar la PZAsa recombinante y en la resistencia a PZA en M.
tuberculosis

6.2 Obijetivos especificos
e Seleccionar las mutaciones presentes en el gen Rv2059 que alteren la
interaccion de la proteina Rv2059 y la enzima PZAsa de M. tuberculosis.
e Evaluar la actividad enzimética de PZAsa-quelada en presencia de la
metalochaperona Rv2059 nativa y mutante.
e Evaluar el eflujo de POA vy resistencia a PZA en M. tuberculosis H37Rv en la
cual ha sido removido el gen Rv2059 y complementado con Rv2059 nativa y

mutante.
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VIl METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

En este estudio se evaluo la actividad catalitica de la enzima PZAsa utilizando
proteinas recombinantes. Este método incluyd la presencia de la metalochaperona
recombinante Rv2059 con mutaciones, asi como la enzima PZAsa desprovista de
metales (quelada). Simultaneamente, aplicamos este ensayo en un modelo de M.
tuberculosis, que expresaba la misma metalochaperona con las mutaciones. En
ambos enfoques, empleamos el método cuantitativo de Wayne, reconocido como la
prueba estandar para evaluar la susceptibilidad a la PZA. De esta manera,
abordamos la actividad enzimatica de PZAsa en dos contextos: uno que involucraba
proteinas recombinantes y otro que utilizaba la bacteria M. tuberculosis. Se recurre
a este método porque permite visualizar la formacién del producto de la actividad
catalitica de la enzima PZAsa, acido pirazinoico, que es la forma activa de la PZA
contra la bacteria. Por lo que la cantidad de acido pirazinoico o POA sirve como un
indicador de la actividad enzimética de PZAsa.

Para realizar la modificacion genética en la micobacteria y con ello lograr la
expresion de la metalochaperona Rv2059 con las mutaciones seleccionadas de la
base de datos se ha elegido utilizar un nuevo sistema de ingenieria genética que ha
logrado acoplar la hibridacion recombinogénica de un oligonucledtido y la
insercion sitio especifica de un plasmido integrativo en un solo paso, denominado
ORBIT. Este método ha aprovechado trabajos anteriores como el realizado en el
laboratorio de G. Hatfull con el sistema de integracion fago Bcbl y el sistema de
recombinacion Che9 RecET vy otras técnicas muy utilizadas como el del plasmido
integrativo para realizar modificacion de genes. El esquema de trabajo se ve

resumido en la Figura 3.
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7.1 Tipo de estudio

Este estudio tiene un enfoque analitico- experimental.

7.2 Disefo de estudio

7.2.1

Analisis bioinformatico

Dos mutaciones en el gen Rv2059 fueron seleccionadas mediante el analisis de
las 21 mutaciones identificadas a partir de la base de datos de 3400 genomas de
M. tuberculosis (Datos no publicados) (Tabla 1). La base de datos provenia de
pacientes con tuberculosis generada por el Grupo de Tuberculosis del Per, al cual
el laboratorio de Bioinformatica y Biologia Molecular de LID- UPCH tenia
acceso. Las dos mutaciones fueron seleccionadas por su probable potencial efecto
en la interaccion entre las proteinas Rv2059 y PZAsa. Para lograrlo, se tuvieron
en cuenta los siguientes criterios de seleccion: El tipo de mutacion, que eran
mutaciones con sentido o missense; debian ubicarse en el sitio de coordinacion de
metal o cerca de €l; su frecuencia de aparicion en la base de datos; y, finalmente,
el cambio de energia de interaccion entre el modelo estructural de Rv2059 nativo
y mutante (21 variaciones de Rv2059) frente a la estructura de PZAsa. Este Gltimo
criterio se baso en un analisis in silico donde se modelé la proteina Rv2059 y la
enzima PZAsa de M. tuberculosis en el programa HADDOK (45-47). Las
mutaciones se insertaron en el modelo estructural de la proteina nativa Rv2059,
generando asi 21 modelos mutantes de Rv2059 en la plataforma PyMOL (46).
Utilizando el mismo programa se simulo la interaccion de la proteina PZAsa frente
a las 21 variaciones de Rv2059 (Rv2059-mut). Esta interaccion dio como
resultado un valor de energia de interaccion o energia de Gibbs (G) que se

compard con la energia generada por el modelo inicial (Rv2059 nativa PZAsa),
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cuya diferencia resultd en un valor de doble delta de G. A un mayor valor de esta

diferencia hubo un mayor efecto causado por la mutacion, criterio que se tomo en

cuenta en la seleccion de las dos mutantes.

7.2.2 Estudio con la proteina Rv2059 recombinante nativa y mutantes.
Para este estudio se produjeron las proteinas recombinantes Rv2059-nativa y Rv2059-
mut (con las 2 mutaciones seleccionadas), la enzima PZAsa-nativa y PZAsa-quelada
(agotamiento de metales post produccién de la proteina recombinante). La capacidad
de la metalochaperona Rv2059 nativa y -mut para reactivar la PZAsa-quelada se
determind mediante el método de Wayne cuantitativo que detecta la produccién de
POA que la enzima PZAsa activa produce como resultado de la catélisis de la droga
PZA. El POA es revelado con sulfato de amonio ferroso que emite un color y
posteriormente se medirdn los valores de absorbancia (Abs) a 450 nm (48,49). La
curva estandar de Abs vs. [POA] fue determinada para calcular la concentracion de
POA producido. Finalmente, se compard las concentraciones de POA ([POA])
generada por PZAsa-quelada en presencia de Rv2059 nativo y Rv2059 mutante. El
control positivo fue la PZAsa nativa y el control negativo fue la PZAsa-quelada.
7.2.3 Estudio en el modelo de Mycobacterium tuberculosis

La cepa de M. tuberculosis fue modificada a nivel cromosomal para permitir la
expresion de la metalochaperona Rv2059 con las mutaciones seleccionadas. La
modificacion se realiz6 utilizando mutagénesis dirigida en base al sistema ORBIT de
recombinacion sitio especifico. La produccion de POA fue medida en las cepas
modificadas (H37Rv-Rv2059-mut (ORBIT)) utilizando el ensayo de Wayne
cuantitativo. El control positivo de la produccion de POA fue la cepa de M.

tuberculosis H37Rv nativa.
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Estudio con la proteina recombinante

Estudio en M.tuberculosis

1. Seleccion de mutaciones
en la metalochaperona
Rvi059

Identificacion de las mutaciones

en el gen de Bv1039 utilizando
la baze da datos de 3400

Eenomas secuencizdos

1. Produccidn de la proteina
Rv20%9 nativa y mutantes (mutl ¥

mnﬂl

3. Produccion de PZAza-MT
(guelada)

Sintesis del plismido pET24-a(+)
clonado con el fragmento Bx2059
nativo (W), Re2059Glu341Gly v
Bw2039 Vall §61la (Genemed)

Anilisis in sillico: Dindmica
malacular y edleulo de energia
de interaccidn.

Tranzformacién delos plizmidos en
E. z0li BL21 (DE3) pLysS.

Comparacidn de Ia
informacidn bisinformatica la
ubicacidn de la mutacidn, tipo
de mutacidn y frecuencia de
aparicion de la baze de datos

Estamdarizacidn da  la  expresidn
purificacion v refolding de la proteina
Ex2039 wt v mutantes

4. Generacidn de la cepa
H3ATRv- Rv1059-mut (ORBIT)

Purificacidn del plizsmido pET2E-a (+)-
pncd a partir de las células E coli
Nowvablue criopressrvadas

Dizefic del clizonucleétido ORBIT para el
noqueo del gan Bv20355

Transformacidn de pET28-a (+) prcd
en E poli LEMO 21 (DE3) pLysS

Electroporacion de Mrubesrenlozizc H3Tre
con el plizmide ORBIT (pEM46]1 mis el

oligonucledtida)

Expresicn de la proteina PZAsza de
M tuberculoziz (PZAza-MT)

Verificacidn del zistemz de mogueo por
selaceidn antibidtica ¥ secusnciamisnto

purificacicn  de Iz proteina  por
cromatografia de afinodad de Wit2

Curacién de la cepa H3TEy Ex203% KO

purificacién de  la  protema  por
cromatografia de afimidad de Mi+2

Transformacidn de la cepa curada con los
plismidoz  integrativos phIV306hep:
Bw2039 Wt'eGlui41Gly /Val 16611e.

Incubacion de la enzima PZAza-MT en
EDTA (guelzcicn de metales)

Verificacién de la integracion per seleccidn
antibidtica y PCE.

Enzaye de susceptibilidad antibidtica
TEMA v medicién del Flujo de POA

Enzayo de Wayne cuantitativo ¥ analisis de
data nsando GraphPad 10.0.2 v DINASTAR

Figura 3. Flujograma de trabajo experimental

El diagrama muestra los pasos para evaluar el efecto de mutaciones en Rv2059 en la actividad enzimética de PZAasa. Se seleccionan
mutaciones en la metalochaperona Rv2059, se producen proteinas recombinantes (PZAasa, Rv2059 nativa y versiones mutantes), y se

generan cepas de M. tuberculosis H37Rv modificadas genéticamente para expresar Rv2059 nativa y mutantes. En ambos casos, se mide la
produccion de &cido pirazinoico utilizando el ensayo cuantitativo de Wayne.
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7.3 Area de estudio

El estudio se realizo en el Laboratorio de Bioinformatica y Biologia Molecular de los
Laboratorios de Investigacion y Desarrollo (BBM-LID) de la Facultad de Ciencias y
Filosofia, y el Laboratorio de Tuberculosis con nivel de bioseguridad Ill de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia.

7.4 Material bioldgico

7.4.1 Ensayo con la proteina recombinante

La proteina Rv2059, en sus versiones Rv2059-Wt y las dos variantes con las
mutaciones seleccionadas (Rv2059Glu341Gly y Rv2059Vall66lle), fueron
producidas de manera recombinante. Las tres proteinas se generaron a partir de
la sintesis de los plasmidos recombinantes por GeneMed Biotechnologies:
PET24-a(+)::Rv2059 Wt, pET24-a(+)::Rv2059GIu341Gly, y pET24-a
(+)::Rv2059Val166lle (Figura 4). La proteina recombinante PZAsa, en sus
variantes nativa, quelada y PZAsa-Tx (control de quelacién), se produjo a partir

del plasmido pET28-a (+)::pncA, propiedad del BBM-LID.
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(6498) BIpI  Styl (6520
(6419) PaeR71 - PspX1 - Xhol
(6328) BSIWIL Psil (370)

(6458) BIPT SV (6520)
St Psit (370)

(6419) PaeR71 - PspXI - Xhol
(©323) Bsiwt

AsiS1 (345)
TspMI - Xmal (1067)
Smal (1069)

BspDI - Clal (1250)
Nrul (1286)

PET-24a(+) Rv2059-
Glu341-H37Rv
6561 0

PRUMI (3136) PRuMI (3136)
(3195) Bpil  Fspl - FpAl (3164) (3195) BgIL  Fspl - FspAl (164

(6436) BIpL  Styl (6520)
16419) PoeR71 - PspXI - Xhol
(6325) BEIWT Pail (370)

(5900) Bsak

AsIST (945
TepMI - Xmal (1067)
Smal (1069)

BspOL - Clal {1250)
Nrul (1286)

PET-24a(+) Rv2059-
Val166_H37Rv
GSET b0

(3831) BssHII
(3796) EcoRV

PPUML (3136)
(118%) BGIL  Fspl - FSpAT (1364)

Figura 4. Representacion gréafica de los plasmidos pET24a(+) con el gen Rv2059
Wt/ Glu341Gly/Vall66lle.

Fuente: SnapGene2023

7.4.2 Ensayo utilizando el modelo de Mycobacterium tuberculosis

Se empleo la cepa M. tuberculosis H37Rv, transformada inicialmente con el
plasmido pKM461, que contiene el gen de una anelasa, la relaxasa RecT y la
integrasa Bxb1 del profago Che9c. Posteriormente, la cepa fue sometida a una
segunda transformacion con un oligonucleétido sintético que posee un sitio attP
central y regiones flanqueantes especificas que reconocen las secuencias
flanqueantes del gen Rv2059 en el genoma de la micobacteria, ademas del
plasmido de carga ORBIT (pKM464), que incluye un marcador de resistencia a

higromicina para facilitar su seleccion. Para generar las cepas con las
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mutaciones Rv2059Glu341Gly y Rv2059Val1661le en el gen Rv2059, se utilizd
el plasmido integrativo pMV306hsp, que porta el gen Rv2059 en sus tres
variantes (Figura 5), disefiado por nuestro equipo y verificado y sintetizado por

GeneMed Biotechnologies.

PMV306hsp RV2059-
Glu341-H37Rv
53620

(1856)

PapXI - Xhol (1936)

o (s38)

PMV306hsp RV2059-
Val166-H37Rv
ss62to

13005) Spel Asel (2537
(2962) Stur+

Figura 5. Representacion gréafica de los plasmidos pET24a (+) con el gen Rv2059
Wt/ Glu341Gly/Val166lle.

Fuente: SnapGene2023

Se emplearon las siguientes cepas y recursos biolégicos (Tabla 2).
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Tabla 2. Material bioldgico empleado para el estudio de proteina recombinante y
en el modelo de M. tuberculosis.

MATERIAL
BIOLOGICO

CARACTERISTICAS

AMBIENTE DE
TRABAJO

Ensayo con la proteina
recombinante

PZAsa
PZAsa-quelada

Proteina recombinante: Gen
pncA clonado en pET28a
[pncA::kanR] y expresado
en E.coli LEMO BL21
(DE3)pLysS. Tratada con
EDTA

Laboratorio de Bioinformética
y Biologia molecular-LID-
UPCH

Proteina Rv2059 mutante
Rv2059 Glu341Gly
Rv205 Val166lle

Gen sintetizado en pET24-a (+)
por Genemed.

Expresion en E. coli

BL21 (DE3)pLysS

Genemed

Laboratorio de
Bioinformatica y Biologia
molecular-LID-UPCH

Ensayo en M. tuberculosis

M.tuberculosis H37Rv

Cepa de referencia. Sensible a
medicamentos

Laboratorio de Bioinformatica y
Biologia molecular-LID-UPCH

Plasmido pKM461

Vector que expresa Int/ Bxb 1
en exposicion a ATC.
Resistente a Kanamicina
(Kan)

Laboratorio de Bioinformatica y
Biologia molecular-LID-UPCH

Oligonucledtido Target

De cadena simple con un sitio
attP para recombinacion

Laboratorio de Bioinformatica y
Biologia molecular-LID-UPCH

Plasmido ORBIT
(PKM464)

Vector con un sitio attB de

recombinacion y el marcador de

seleccion para higromicina
(HgrR)

Laboratorio de Bioinformatica y
Biologia molecular-LID-UPCH

La tabla detalla los diferentes tipos de materiales biologicos utilizados en los ensayos,
incluyendo sus caracteristicas especificas y el entorno de trabajo correspondiente donde se
Ilevaron a cabo los estudios.
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7.5 Procedimiento experimental

75.1 Seleccion de mutaciones en el gen que codifica para la metalochaperona
Rv2059 y ensayo de interaccion entre Rv2059 y la enzima PZAsa de M.

tuberculosis.

a) Modelado de la proteina nativa o tipo salvaje de Rv2059
i) La estructura predicha de Rv2059 se descargd de la "Base de Datos de Estructuras

de Proteinas AlphaFold" (https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/O07257). Los residuos

1-81 y 357-511 en los extremos N y C, respectivamente, no tenian una estructura
secundaria asignada, por lo que se eliminaron ya que se consideraron irrelevantes
para el acoplamiento molecular con PZAsa. Esto se hizo manualmente con PyMol
v.2.4.1 (50).

ii) Se afadieron atomos de hidrogeno a la estructura con el servidor web H++ (51) a
pH=7.0 y todas las opciones por defecto. Se identificaron los residuos coordinantes
y los atomos donantes de metal basandose en centros metalicos y secuencias
reportadas en la literatura, y se corrigio el estado de protonacién de estos residuos.
La geometria de coordinacion se determind mediante inspeccion visual y se afiadio

el metal al centro geométrico formado por los &tomos donantes.

iii) Minimizacion inicial. El sistema de metaloproteina en agua e iones se
construyd con AmberTools20-tleap (52). Se utilizé el campo de fuerza ff14SB de
Amber (52) para la proteina y se creé una caja periodica de 12 A de distancia de
la superficie de la metaloproteina con agua de tipo TIP3P. Se utilizaron los
parametros frcmod.ionsllm_126 tip3p para los iones y el metal, y se trabajo con

NaCl a una concentracion de 0.154 M afadido mediante el método de division
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(52). Se obtuvieron los archivos de topologia y coordenadas prmtop e inpcrd.
Luego, se afiadieron los enlaces y las constantes de fuerza entre el metal y los
atomos coordinantes utilizando AmberTools20-parmed (52) con un valor de 2.1
A y 50 kcal/mol, respectivamente. Los archivos resultantes se convirtieron en
topologias y coordenadas para Gromacs 19 utilizando AmberTools20-parmed
(52). Se aplico un restringimiento armonico a los enlaces relacionados con el metal

y se minimizé el sistema en Gromacs (52,53).

IV) Optimizacion geométrica del metal y los residuos coordinantes. ElI metal se
extrajo junto con los residuos de la primera esfera de coordinacion (MBS) en
Pymol de la metaloproteina minimizada en iv. Se afiadieron a&tomos de hidrégeno
a los grupos carbonilo y amino de los residuos para completar el octeto en IQmol
(54), y se optimizo la geometria con Gaussian 09 (55) manteniendo los carbonos
alfainmoviles. La optimizacion se llevo a cabo con el método DFT (56), funcional
B3LYP (57-59), conjunto de bases potenciales de nucleo efectivo SDD (60) para
el metal y 6-31G(d,p) (12) para el resto de los &tomos, teniendo en cuenta la
dispersion de Grimme (61). Las coordenadas MBS optimizadas se insertaron en la
estructura de la metaloproteina obtenida de 6 y se guardaron como la estructura
final a parametrizar. Se verificd y corrigio si fuera necesario la orientacion
adecuada de los 4&tomos en la MBS.

v) Parametrizacion (MCPB.py). La metaloproteina se parametrizd utilizando
AmberTools20-MCPB.py (52), que consta de 3 calculos en Gaussian 09:
optimizacion de la distancia de enlace metal-ligando, obtencion de las constantes

de fuerza y calculo de las cargas parciales del metal y su entorno de coordinacion.
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MCPB.py extrae el MBS (modelo pequefio y grande) de la metaloproteina y
genera los archivos de entrada para Gaussian 09 con opciones de calculo
predefinidas, que solo se cambiaron para el funcional y el conjunto de bases. La
optimizacion de los enlaces de coordinacién y la obtencién de las constantes de
fuerza se obtuvieron a partir de calculos de Gaussian con el modelo pequefio bajo
condiciones reportadas en la literatura (57,58,59): método DFT, funcional B3LYP,
conjunto de bases SDD de potencial de nucleo efectivo para el metal y 6-31G(d,p)
para el resto de los &tomos (H, C, N, S y O). Las cargas parciales se obtuvieron
con el modelo grande bajo condiciones reportadas en la literatura (62,63,64). El
modelo grande se optimizo bajo las mismas condiciones que el modelo pequefio y
las cargas parciales de la geometria resultante se calcularon mediante un célculo
de punto (sin optimizar) con el método DFT, funcional B3LYP y conjunto de bases

6-311++G(3df,3pd) para todos los atomos.

Vi) Minimizacién final. Con AmberTools20-MCPB.py se extrajeron las distancias de
enlace de coordinacion, las constantes de fuerza y las cargas parciales obtenidas de
los calculos. Se cred una estructura pdb de la metaloproteina, un archivo atleap,
mol2 del metal y residuos coordinantes, y frcmod con los parametros MBS con los
que se construird el sistema de metaloproteina en agua y iones en AmberTools20-
tleap. Se utilizé el campo de fuerza ff14SB de Amber para la proteina y se cre6 una
caja periodica de 12 A de distancia de la superficie de la metaloproteina con agua
de tipo TIP3P. Se utilizaron parametros de frcmod.ionsllm_126 tip3p para NaCl
con una concentracion de 0.154 M afadida mediante el método de division. Se

obtuvieron los archivos de topologia y coordenadas prmtop e inpcrd del sistema.
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Los archivos resultantes se convirtieron luego en topologias y coordenadas para
Gromacs utilizando AmberTools20-parmed. El sistema se minimiz6 en Gromacs y
la macromolécula minimizada se extrajo en formato pdb.

Finalmente, la metaloproteina obtenida en vii se renumerd segun la secuencia
original de amino&cidos del modelo AlphaFold y se cambiaron los nombres de los

residuos segun la convencidn seguida en el software Haddock.

b) Dinamica Molecular y Muestreo de Conformaciones
Realizamos una simulacion de dindmica molecular de la proteina pirazinamidasa
(PDB ID 3PL1), sin iones metalicos, para obtener un conjunto de diferentes
conformaciones para modelar el acoplamiento molecular con cada una de ellas.
Todas estas conformaciones se utilizaron para realizar el acoplamiento molecular
con cada una de las metalochaperonas candidatas. La dinamica molecular se realizo
utilizando el software GROMACS v2019.3. Para ello, la proteina se centré en una
caja cubica con espaciado de 1.5 nm y se solvaté con moléculas de agua de tipo
TIP3P. Se afiadieron iones de cloro (Cl) y sodio (Na) a una concentracion de 0.15M
para neutralizar el sistema. Luego, el sistema se minimizé energéticamente
utilizando el algoritmo de paso descendente, con un maximo de nsteps = 5000. La
temperatura y la presion se equilibraron utilizando el ensamblaje NVT y NPT,
respectivamente. La temperatura se equilibré con el termostato de Berendsen a
298.15 K, durante 2 ns; mientras que la presion se equilibr6 a 1 bar con el barostato
de Parrinello-Rahman, durante 4 ns. Finalmente, se realizaron 2 ejecuciones de
produccidn, con un paso de integracion de 2 fs utilizando el algoritmo de integrador

leap-frog. Se utiliz6 el algoritmo LINCS para restringir las interacciones durante la
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equilibracion, y se utilizé el algoritmo Particle-Mesh Ewald para restringir las

interacciones a larga distancia.

Con la trayectoria resultante, se realizaron ensayos de agrupacion de RMSD de los
carbonos alfa (Ca-RMSD) utilizando valores de valla desde 0.3 A hasta 3.4 A, en
incrementos de 0.1 A. Para ello, se utilizé el software Wordom v0.22, considerando
solo los residuos en un diametro de 10 A alrededor del sitio de coordinacion.
Posteriormente, se utilizé un enfoque similar al método del codo para seleccionar el
menor numero de grupos con la mayor distancia entre grupos, con la necesidad de
reducir el costo computacional. Al graficar todos los umbrales de RMSD versus el
numero de grupos, identificamos que la agrupacion con un RMSD de 3.4 A era la
més adecuada, que contenia 8 conformaciones que se utilizaron en los ensayos

posteriores de acoplamiento molecular proteina-proteina.

c) Acoplamiento Molecular de Rv2059 y PZAsa
Acoplamos los conjuntos de conformaciones de PZAse (obtenidos durante la
agrupacion basada en Ca-RMSD) contra la estructura modelada de Rv2059
utilizando Haddock v.2.4 local release (65). Se ha demostrado que Rv2059 reactiva
una PZAsa desprovista de metal (66). Esto implica que durante la reactivacion, la
esfera de coordinacion de Rv2059 debe estar cerca de la de PZAsa. Por lo tanto, para
predecir la posible interaccion que adoptan las dos proteinas durante la transferencia
de metal, realizamos un enfoque de acoplamiento focalizado. En él, definimos como
residuos activos de ambas proteinas a los involucrados en la coordinacion del metal.

Es decir, His137, His197, Glu261 y Glu341 para Rv2059; y Asp49, Hisb1, His57 y
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His71 para PZAse. No se definieron residuos pasivos.

Dos mil estructuras fueron modeladas para la fase rigida; de éstas fueron seleccionadas
las mejores 200 (basadas en las puntuaciones de Haddock) para el recocido simulado
semi-flexible y el refinamiento flexible final. Las soluciones de ambos pasos de
acoplamiento se agruparon en base al porcentaje de contactos comunes (FCC) utilizando
un umbral de 0.6 A. Calculamos las puntuaciones Haddock medias del grupo utilizando
las 4 estructuras con los valores més bajos. Luego, clasificamos los grupos, siendo los
que tenian las puntuaciones Haddock medias mas bajas los mas favorables. Se
selecciond la estructura mas favorable del mejor grupo para un andlisis adicional.
Ademas, se recuperaron las estructuras mas favorables de otros grupos con puntuaciones
con desviaciones estandar superpuestas a las de los grupos superiores.

Se midié una distancia entre el centro de masas de los residuos de coordinacion de
PZAsa y el metal de Rv2059 en los complejos recuperados. Se selecciond la estructura

con la menor distancia para un analisis adicional.

d) Célculo de la energia de interaccién entre la PZAsa y Rv2059 Wt y mutantes
El complejo seleccionado en el acoplamiento entre Rv2059 y PZAse se utilizo para
calcular la energia de afinidad en FoldX, utilizando la funcion AnalyseComplex (67).
Tambien se introdujeron mutaciones a Rv2059 mapeadas por nuestro grupo en el
complejo utilizando el software MODELLER V.10.1 (68,69). Las energias de los

complejos mutantes también se calcularon utilizando el mismo procedimiento.
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752
75.2.1

a)

b)

Estudio con la proteina recombinante
Produccion de la PZAsa recombinante y PZAsa quelada.

Transformacion de pET28a (+)::pncA en LEMO (DE 3) pLysS

El procedimiento se Ilevo a cabo conforme a lo descrito por Sheen et al., 2020
(1). Las células LEMO (DE3) pLysS fueron tratadas con CaCl2 y posteriormente
transformadas con el plasmido recombinante pET28a(+)::pncA mediante shock
térmico. Las cepas transformadas se sembraron en agar LB suplementado con
kanamicina (40 pg/ml) y cloranfenicol (10 pg/ml). Mas detalles del proceso, ver

Anexo 01 y Anexo 02

Expresion y purificacion de PZAsa-Mtb

Para la expresion de PZAsa-Mth, se cultivd una colonia de las células
transformadas en 50 ml de caldo LB con kanamicina (40 pg/ml) y cloranfenicol
(30 pg/ml) a 37 °C y 225 rpm durante 18 horas. Posteriormente, se transfirieron
25 ml del cultivo a un matraz con 400 ml de caldo LB con los respectivos
antibidticos a 37 °C en agitacion hasta alcanzar una densidad éptica a 600 hm
(OD600) de 0.6-0.8. Se tom6 1 ml de muestra de caldo como control (no
inducido) y se indujo la expresién con 0.7 mM IPTG durante 3 horas a 37 °C y
225 rpm. Al finalizar el periodo de induccion, se tom6 una alicuota como control
inducido y se ajust6 al OD del control no inducido. La expresion de PZAsa-Mtb
se corroboré mediante SDS-PAGE al 12%. Luego, la muestra se centrifugd a

4000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y se suspendio
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el pellet en 20 ml de buffer de union (20 mM de buffer fosfato pH 7.4, 500 mM
de NaCl y 20 mM de imidazol). La muestra se sonificé durante 3 ciclos de 1
minuto (1 segundo ON/1 segundo OFF) con intervalos de 5 minutos en hielo y se
centrifugo a 12,500 rpm durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante se filtré con
un filtro de 0.2 um, se almacend a 4 °C y se tomo una alicuota de 50 pl para
verificarla por SDS-PAGE. Asimismo, el pellet se resuspendié en buffer A (8 M

urea, 1 M Tris-HCI pH 8.0 y 500 mM NaCl) y se tomd una alicuota de 50 pl.

El producto filtrado se purificd por cromatografia de afinidad mediante His-
tagged Fusion Protein Purification (GE Healthcare). La columna se equilibré con
15 ml de buffer de union (20 mM de buffer fosfato, 0.5 M NaCl, 20 mM imidazol
pH 7.4), se paso el sobrenadante y se lavo con 15 ml de buffer de lavado (20 mM
de buffer fosfato, 0.5 M NaCl, 35 mM imidazol, 10% glicerol pH 7.4), seguido
de una gradiente de buffers de lavado de 40 y 60 mM de imidazol, con la adicion
de 2% de glicerol a la concentracion de 40 mM. La columna fue lavada con agua
Milli-Q y guardada en etanol al 20% a 4 °C. Finalmente, se cuantifico la
concentracion de PZAsa-Mth mediante la técnica de Bradford. Los detalles

adicionales del proceso se encuentran en el Anexo 03.

c) Quelacion de PZAsa recombinante

PZAsa-Mtb se concentré en buffer Hepes 50 mM pH 6.4 a una concentracion de
100 pM. EIl procedimiento se realizé conforme a lo detallado en la Tabla 1.
Ambas reacciones (control de quelacion y PZAsa-Mtb quelada) se incubaron

toda la noche (18 horas) a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavo tres
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veces la muestra quelada y el control con buffer Hepes 50 mM pH 7.4 mediante
ultrafiltracién con Amicon 10 kDa (Millipore). La concentracion de proteina se

cuantifico utilizando la prueba de Bradford (1).

d) Elaboracién de la curva estandar de POA

Se realizé la curva estandar con diferentes concentraciones de POA en un ensayo de
Wayne modificado (39): 0.2; 1; 2.5; 5; 7.5; 10; 12.5; 15; 17.5 y 20 mM. Estas
concentraciones se prepararon en una solucién con buffer Hepes 100 mM, pH 6.4.
Se tomaron 100 pl de cada concentracion de POA y se les agregaron 10 pl de sulfato
de amonio ferroso (SAF) al 20%, seguidos de 445 pl de glicina HC1 0.2 M, pH 3.4.
El ensayo se realizo por triplicado y las longitudes de onda se midieron a 450 nm en

un espectrofotémetro para placas de 96 pocillos (Figura 6).
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Figura 6. Curva estdndar POA en Buffer HEPES vs Absorbancia (450 nm).

La grafica muestra la relacion lineal entre la concentracion de POA (mM) vy la
absorbancia a 450 nm. Cada punto representa el promedio de tres réplicas, indicando
un excelente ajuste de los datos
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7.5.2.2 Produccion de la proteina recombinante Rv2059 Wt/ Glu341Gly/ Vall166lle.

a)

La sintesis de la secuencia nativa (Rv2059-Wt) (NCBI: NC_000962.3) y de las dos
secuencias del gen Rv2059 con las mutaciones (Vall66lle y Glu341Gly) en el vector
pET24-a(+) fue llevada a cabo por GeneMed Biotechnologies. Las secuencias fueron
optimizadas para su expresion en Escherichia coli y disefiadas con una etiqueta de His
en el extremo C-terminal para su posterior purificacion mediante cromatografia de

afinidad.

Transformacion de pET24a (+)::Rv2059 Wt/ Glu341Gly/ VVal166lle en E.coli

BL21 (DE3) pLysS

Las células de expresion E. coli (DE3) pLysS fueron tratadas con CaCl2 y
posteriormente transformadas con el plasmido recombinante pET24a(+)::Rv2059
(Rv2059 W1/Glu341Gly/Val166lle) mediante shock térmico (1). Las cepas
transformadas se sembraron en agar LB con kanamicina (40 pg/ml) y cloranfenicol (30
pg/ml) para su seleccién e incubadas a 37 °C durante la noche. Para més detalles del

proceso, ver Anexo 01 y Anexo 02
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b) Expresion y purificacion de Rv2059 Wt/ Glu341Gly/ Val166lle

La expresion de la proteina recombinante Rv2059, tanto nativa como en sus variantes
mutantes, se llevo a cabo siguiendo el mismo protocolo estandarizado; por lo tanto, solo

se describira el procedimiento para la proteina nativa o wild type.

El protocolo estandar del laboratorio se realizo de la siguiente manera: se cultivo una
colonia de las células transformadas en 50 ml de caldo LB con kanamicina (40 pg/ml)
y cloranfenicol (30 pug/ml) a 37 °C y 225 rpm durante 18 horas. Posteriormente, se
transfirieron 25 ml del cultivo a un matraz con 400 ml de caldo LB con los respectivos
antibidticos, incubandose a 37 °C en agitacion hasta alcanzar una OD600 de 0.6-0.8. Se
tomo 1 ml de muestra de caldo como control no inducido y se indujo la expresién con 1
mM de IPTG durante 4 horas a 37 °C y 225 rpm. Transcurrido el tiempo de induccion,
se tomo una alicuota como control inducido y se ajust6 al OD del control no inducido.
Los resultados se evaluaron mediante SDS-PAGE al 12%. Sin embargo, la observacion
de la SDS-PAGE al 12% no mostré ninguna expresion, por lo que se procedio a una
estandarizacion variando parametros: tipo de célula de expresion (Escherichia coli DE3,
DE3 pLysS, Rosetta y Lemo), concentracion de IPTG (0.1, 0.5, 0.7 y 1 mM), medio de
cultivo (LB, LB suplementado con glucosa al 0.5%, 1%, 3% y 5%, y medio TB),
proporcion de volumen de cultivo/cantidad de oxigeno disponible en el matraz (1/4 y

1/10), OD600 de induccion (0.6-0.8 y 1.2) y tiempo de expresion (4 y 6 horas).
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Se logré un alto nivel de expresion bajo las siguientes condiciones: se cultivd una
colonia transformada de E. coli DE3 (pLysS) (pET24a-Rv2059) en 50 ml de medio de
cultivo Terrific Broth (TB) con cloranfenicol (30 pug/ml) a 37 °C y 225 rpm durante 18
horas. Posteriormente, se transfirieron 30 ml del cultivo saturado a un matraz
Erlenmeyer (capacidad 3 L) con 300 ml de caldo TB con kanamicina (40 pg/ml) (1/10)
y se incubaron en agitacion a 37 °C hasta alcanzar una OD600 de 1.1-1.2. La expresion
se indujo con 1 mM de IPTG durante 5 horas a 37 °C y 225 rpm. Luego, la muestra se

centrifug6 a 4000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.

Se descartd el sobrenadante y se almaceno el pellet a -70 °C hasta su uso, por un maximo
de 20 dias. La expresion se verificd mediante SDS-PAGE al 12% y Western Blot. Este
altimo se realizo bajo las siguientes condiciones: bloqueo con albimina de suero bovino
(BSA) durante 1 hora y 30 minutos a temperatura ambiente; incubacion con anticuerpo
primario anti-His (1:5000) durante 16 horas en agitacion a temperatura ambiente;
incubacién con anticuerpo secundario anti-mouse (1:2500) durante 1 hora y 30 minutos;

y revelado en PBS + H202 + DAB.

Solubilizacién y replegamiento de Rv2059 nativa de cuerpos de inclusién

Los resultados de la SDS-PAGE al 12% mostraron la naturaleza insoluble de la proteina
Rv2059, por lo que se siguio el protocolo de solubilizacion y replegamiento de proteinas
de cuerpos de inclusion (Anupam Singh et al., 2015) (3) con modificaciones. El pellet
celular, producto de dos procesos de expresion, se resuspendié en 50 ml de buffer de
lisis en frio (50 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, pH 7.4) y se sonico durante un ciclo de 5

minutos (5 s ON, 10 s OFF) a 40% de amplitud, manteniendo la temperatura baja en
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hielo. La suspension se centrifug6 a 14,000 g durante 20 minutos a 4 °C, descartando el
sobrenadante. El pellet se resuspendi6é en 50 ml de buffer de lavado A (50 mM Tris-
HCI, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100, pH 7.5) en frio y se centrifugd nuevamente.
Posteriormente, se lavo el pellet con 25 ml de buffer de lavado B (50 mM Tris-HCI, pH
7.4) y se centrifugd. Este paso se repitio, y finalmente, el pellet se resuspendié en 2 ml
de agua MilliQ, midiéndose la concentracidn de proteinas totales mediante NanoDrop
2000c. Se agregaron 5 mg de CI en un tubo de microcentrifuga con 1 ml de buffer de
solubilizacion (50 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, 6 M urea, pH 7.4) y se dejo en un
agitador 3D (KJMR-V) a temperatura ambiente durante 16 horas. Los microtubos se
centrifugaron a 14,000 g por 30 minutos y se almacend la proteina solubilizada
(sobrenadante) en hielo. La proteina solubilizada se afiadid por goteo al buffer de
refolding (50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 10% (w/v) sacarosa, pH 7.4), generando una
dilucién 1/10. Finalmente, se incubd por 4 horas a 4 °C y se filtro la fraccion renaturada
usando un filtro de membrana PVDF de baja union a proteinas de 0.45 um para remover

posibles agregados.
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d) Concentracion de la proteina re-plegada Rv2059 nativa recombinante

Para el cambio de buffer y la concentracién de la solucion con la proteina renaturada, se
utilizé un filtro Amicon Ultra de 10 kDa (UFC901008, Merck). La columna Amicon se
acondiciond con 10 ml de agua Milli-Q y se centrifug6 a 4000 g durante 10 minutos.
Luego, se afiadieron 10 ml de buffer HEPES 50 mM vy se centrifugd nuevamente. En la
columna acondicionada, se incorpord la solucion con la proteina renaturada y se
realizaron centrifugaciones a 3000 g durante 15 minutos hasta pasar toda la solucion. Se
redujo el volumen a 3 ml y se afiadié 5 veces el volumen de buffer HEPES 50 mM. Al
finalizar el ultimo lavado, se cuantifico la proteina mediante el método de Bradford y se

almaceno a 4 °C por no mas de 24 horas.

7.5.2.3 Ensayo de reactivacion de la PZAsa-quelada (Apo) empobrecida en metales con Rv2059

Wt/ Glu341Gly/ Vall66lle.

Para evaluar si la metalachaperona recombinante Rv2059 Wt y las mutantes Rv2059
Glu341Gly y Val166lle tenian la capacidad de reactivar la PZAsa recombinante de M.
tuberculosis (PZAsa-MT) quelada o desprovista de metales (PZAsa-Apo) in vitro, se
tituld 3uM de PZAsa-Apo, una concentracion previamente reportada por nuestro
laboratorio para evaluar ensayos de reactivacion (19). Esta concentracion de PZAsa-
Apo se expuso a diferentes concentraciones de: 0.05uM, 0.1uM, 0.5uM, 0.7uM, 1uM
y 2uM durante 1h a 37°C en tampdn HEPES 50mM (pH=6.5). La actividad PZAsa se
midié monitoreando la aparicion de acido pirazinoico durante el tiempo de incubacion
descrito previamente por Sheen et al: Se afiadié PZA (20 mM) y después de 3 min la

reaccion se detuvo con glicina-HCI pH 3,4 (2M) (19). EI POA producido después de
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la hidrdlisis de PZA se reveld con sulfato ferroso de amonio (SAF) al 20%. Para
precipitar las sales, se centrifugé 10,000rpm por 5 minutos, y se midi6 la densidad
Optica (OD) a 450nm en placas de 96 pocillos (19). Como parte del control negativo se
realiz6 la inactivacion de la proteina recombinante Rv2059 mediante un ciclo de choque
térmico de 100 °C durante 30 min seguido de 1 min en hielo. Para ello se us6 0.5uM y
1uM de Rv2059. Asimismo, se realiz6 una desactivacion enzimatica con papaina
(1:25). Luego, las proteinas inactivadas térmicamente se evaluaron en una reaccion de

Wayne antes detallada para evaluar la reactivacion de PZAse-MT-Apo.

Calculo de la actividad enzimatica de PZAsa recuperada

Para el célculo de la actividad enzimatica recuperada se genero una curva estandar de
Absorbancia (450nm) vs mM POA. Para ello se usaron las siguientes concentraciones
de POA y se revelaron en una reaccion de Wayne previamente detallada: 0.2, 1, 2.5, 5,

7.5,10, 12,5, 15, 17.5 y 20mM de POA.

Se reportd la actividad enzimatica recuperada de PZAsa como mMPOA x mg

PZAsa-1 x min-1 utilizando la siguiente férmula:

MMPOA x mg PZAsa-1 x min-1 = (mMMPOA/mgPZAsa)/3min

Donde:

mMPOA = Absorbancia corregida (450nm) - (-0.00697)/0.0718*

mg PZAsa= [uM PZAsa] * 24 kDa

* Se aplica la ecuacion de la recta generada por la recta Abs (450nm) vs mMPOA
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7.5.3 Estudio en el modelo de Mycobacterium tuberculosis

7.5.3.1 Eliminacién del gen Rv2059 en M. tuberculosis mediante ORBIT en M.

tuberculosis

a) Disefio del oligonucledtido guia

Durante la duplicacion del cromosoma bacteriano, el oligonucle6tido guia en
la técnica ORBIT (oligonucleétido ORBIT) debe ser empleado como un
fragmento de Okazaki direccionado al gen diana. Por tanto, las secuencias
flanqueantes de los oligonucle6tidos guia deben ser el reverso complementario

de la hebra rezagada de cada gen diana que se desea eliminar.

El disefio del oligonucle6tido guia comienza con una secuencia precursora de
oligo. Para ello, se utiliz6 la secuencia gendmica de M. tuberculosis H37Rv
(NCBI: GCA _000263135.1) y se identifico el gen Rv2059 (NCBI:
NC_000962.3). Los extremos flanqueantes de la secuencia precursora del
oligonucle6tido estuvieron compuestos por 70 bases (Figura 7, bloque verde).
Un extremo contenia 40 bases antes y 10 codones después del gen Rv2059
inscritos en el genoma de M. tuberculosis (2315134...2315203), mientras que
el otro extremo se compuso por 70 bases de la secuencia del gen Rv2059
(2316088...2316157) con la finalidad de no interferir en la expresion del gen
Rv2060 (MTV019.01) (Figura 7). La secuencia attP (5°GGT TTG TCT GGT
CAA CCA CCG CGG TCT CAG TGG TGT ACG GTA CAA ACC 3),
reconocida por la integrasa Bxbl, se inserto en el medio de las secuencias

flanqueantes disefiadas para el gen diana. Para seleccionar la secuencia final
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que dara lugar a los oligonucledtidos guia de cada gen, se siguio la siguiente
regla: “la secuencia del oligonucleétido guia correspondera a la hebra
codificante (5" a 3") si el gen diana se transcribe hacia la secuencia ori, 0 a la
hebra rezagada o molde (3" a 57) si el gen diana se transcribe hacia la region
contraria” (3). Para el gen Rv2059, la secuencia del oligonucleétido
corresponde a la hebra molde: 5"GGC CAC CTG CAG TTC GTC GGT CGC
CGC GGT AGG
TGTCTGCGGGTTAACCAGCAACGCCGCGACCTCACGG.
CTCCGGTGACAAGGATCACCGGGGTGGCCACCGTCCTCCTTATCG
ATAACAGTTTTCATTATTGCGACGTC 3, en la cual sefialamos en negrito

la secuencia del sitio de recombinacion attP.

Oligonucleétido { Site attP { Oligonucledtido

T T T
50 100 15¢

£}
oligonuclestido

70bp

Oligonucledtido Rv206....81)
.

Rv2060 (MTV@19.41)

Figura 7. Disefio del oligonucleotido ORBIT para el gen Rv2059 utilizando como
molde el genoma de H37Rv.

Fuente de disefio: Plataforma Benchling



b) Transformacion del vector pKM461 en M. tuberculosis H37Rv

Se cultivaron dos asadas de la cepa H37Rv de M. tuberculosis en 5 ml de caldo
7H9 enriquecido con 10% OADC (&cido oleico, aloumina, dextrosa y catalasa),
0.2% de glicerol y 0.05% de Tween 80 a 37 °C en agitacion constante (200 rpm)
durante 10 dias. Luego, se transfirieron 3 ml del cultivo saturado a un matraz con
50 ml de caldo 7H9 enriquecido y se incubaron en agitacion constante a 37 °C
hasta alcanzar una OD de 0.6-0.8. Posteriormente, se afiadieron 5 ml de glicina 2
M. El cultivo con glicina afiadida se incub6 a 37 °C en agitacion constante durante
16 horas. Posteriormente, las células fueron cosechadas por centrifugacion a 3000
g durante 10 minutos a 17 °C y suspendidas en 10 ml de glicerol al 10%. Este
paso se repitid dos veces. Finalmente, las células competentes se suspendieron en

1 ml de glicerol al 10% (3).

Se alicuotaron 200 pl de células competentes en un tubo de microcentrifuga de
1.5 ml y se afadieron 5 pl del plasmido pKM461 (30 ng/ul). Con ayuda de una
micropipeta, se suspendio la mezcla y se transfirio la suspension celular a una
cubeta de electroporacion (gap de electrodo de 0.2 cm, BTX). La suspension
celular se electropord con un pulso de 2.5 kV, 25 pF, 1000 ohms, con un tiempo
de pulso 6ptimo de 22 ms. Inmediatamente, se recupero la suspension celular en
5 ml de medio 7H9 enriquecido y se incubd a 37 °C en agitacion constante durante
16 horas. Después de ello, las células se recuperaron por centrifugacion a 3000 g
durante 10 minutos a 17 °C y se prepararon diluciones del cultivo en medio 7H9

enriquecido (1:100, 1:1000). Finalmente, se sembraron 1 pl de la muestra directa
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y las respectivas diluciones, de manera independiente, en placas 7H10-OADC
con y sin antibiotico (25 pg/ml de kanamicina) y se incubaron a 37 °C durante 3

Semanas.

Como controles de electroporacion, se sembraron en placas 7TH10-OADC con y
sin antibidtico, las muestras directas de las cepas H37Rv que fueron
electroporadas con agua PCR (control de agua) y electroporadas solas (control
de cepa). El agua PCR que se empled en el control de electroporacién fue la
misma que se utilizé para preparar el plasmido pKM461 a la concentracion

deseada.

Transformacion del vector de seleccion pKM464 y el oligonucleétido guia.

A partir de una muestra criopreservada de la cepa H37Rv de M. tuberculosis
transformada con el pldsmido pKM461, se agregaron 500 ul de suspension
celular a un matraz con 50 ml de medio 7H9-OADC-Tween 0.05%
suplementado con kanamicina (20 pg/ml). Las cepas se cultivaron bajo agitacion
constante (200 rpm) a 37 °C hasta alcanzar una densidad 6ptica (OD) de 0.8-1.0.
Se adiciond anhidrotetraciclina (ATC) a una concentracion final de 500 ng/ml y
se continud la incubacion a 37 °C con agitacion constante durante 8 horas.
Posteriormente, se afiadieron 5 ml de glicina 2 M al cultivo, manteniéndolo a 37
°C con agitacion constante por 16 horas adicionales. Las células se recolectaron
mediante centrifugacion a 3000 g durante 10 minutos a 17 °C y se lavaron con
30 ml de glicerol al 10%. Este procedimiento de lavado se repitio dos veces.

Finalmente, las células recolectadas por centrifugacion se resuspendieron en 1
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ml de glicerol al 10%. Se alicuotaron 400 pl de células competentes en un tubo
de microcentrifuga de 1.5 ml y se anadieron 10 pl del plasmido pKM464 (40
ng/ul) y 3 ul del oligonucleotido guia Rv2059 (10 uM). Con ayuda de una
micropipeta, se resuspendié la mezcla y se transfirio la suspension celular a una
cubeta de electroporacion (gap de electrodo de 0.2 cm, BTX). La suspension en
la cubeta fue electroporada con un pulso de 2.5 kV, 25 pF, 1000 ohms, con un
tiempo de pulso 6ptimo de 22 ms (3). Inmediatamente, se recuperd la suspension
celular en 5 ml de medio 7H9 enriquecido y se incubd a 37 °C en agitacion
constante durante 16 horas. Después de ello, las células se recuperaron por
centrifugacion a 3000 g durante 10 minutos a 17 °C y se prepararon diluciones
del cultivo en medio 7H9 enriquecido (1:10, 1:60). Finalmente, se sembraron
300, 100 y 50 pl de la muestra directa y las dos diluciones, de manera
independiente, en placas 7H10-OADC con y sin antibidtico (25 pg/ml de
kanamicina y 50 pg/ml de higromicina). Se incubaron a 37 °C durante 3

semanas.
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d)

Como controles de electroporacion, se sembraron en placas 7H10-OADC con y
sin antibidtico, las muestras directas de las cepas H37Rv que fueron
electroporadas solo con el plasmido pKM464 (control de oligo), solo con agua
PCR (control de agua) y electroporadas solas (control de cepa). El agua PCR que
se empleod en el control de electroporacion fue la misma que se utilizd para

resuspender el plasmido pKM461 y los oligonucledtidos guia.

Verificacion del noqueo del gen Rv2059 mediante la técnica de PCR y

secuenciamiento

Las cepas H37Rv transformantes se verificaron mediante analisis de PCR. Para
ello, se extrajo DNA gendmico de las cepas seleccionadas en Kanamicina e
Higromicina mediante la técnica fenol-cloroformo, para mas detalles del
proceso ver Anexo 04 . El resultado esperado de esta técnica es el reemplazo
del gen Rv2059, seguido de la integracion del plasmido pKM464 por su region
attB en el sitio attP generando extremos attL y attR (Figura 8). A este constructo
integrado a nivel genémico lo denominamos H37Rv Constructo ORBIT Rv2059
(Figura 8). Los primers fueron diseflados para verificar la presencia de este
constructo (Tabla 3) y los productos de amplificacién se enviaron a secuenciar
a la empresa Biotecnologica POSMAGEN. El resultado del secuenciamiento

completo se muestra en el Anexo 06.
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Figura 8. H37Rv Constructo ORBIT Rv2059.

Muestra la integracion del oligonucledtido y plasmido de carga pKM464 en M.
tuberculosis

Tabla 3. Primers empleados para la verificacion del noqueo del gen Rv2059.

Cepa # Primer forward # Primer reverse Tamafio de Producto de
PCR
H37Rv: 1 GGGGCACCCTTCCTTCGAAGC 2 AAACGGGCGCCGTCTAC 478 pb aprox.
Rv2059 T GAC
KO 3 4 CCTGTCGGGTTTCGCCA 1233pb aprox.
GACCAACATCTTCGTGGACCT C

Los primers 1y 2 se disefiaron a partir del genoma de H37Rv M. tuberculosis.
Mientras 3 y 4 fueron disefiados a partir del plasmido pKM464.

Disefio del constructo “H37Rv Constructo ORBIT Rv2059”

Para el analisis de los resultados de secuenciamiento, se generd una secuencia
denominada H37Rv: Constructo ORBIT Rv2059, esperada en caso de que la integracion
del oligonucleotido y el plasmido pKM464 en el genoma de M. tuberculosis haya sido
exitosa. La construccion de esta secuencia considerd inicialmente la integracion del
oligonucledtido (attB) y la eliminacion del gen Rv2059 en el genoma de M.
tuberculosis. El oligonucledtido debia unirse con las secuencias complementarias en el
gen Rv2059 (2315134..2315203 y 2316088...2316157), proporcionando la

especificidad necesaria para eliminar la secuencia entre estas dos regiones
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(2315204...2316087). Posteriormente, el plasmido pKM464, portador del sitio attP
complementario al sitio attB, debia recombinarse con el oligonucleétido, formando un
sitio denominado attL (representado en color rosa). La integracion de este plasmido
(color marron = secuencia del plasmido, color amarillo = Ori, y color verde =
marcadores de resistencia) permitio la insercién del cassette de resistencia a la
higromicina, facilitando su seleccion (Figura 9).

Es importante destacar que la secuencia del gen Rv2059 en color morado,
correspondiente al fragmento que no se eliming, se mantuvo para evitar afectar el marco
de lectura del gen Rv2060, como se menciono en el apartado de metodologia “Disefio
del oligonucledtido guia” (Figura 9). Este constructo se disefio en el programa
Benchling 2023, wusando el genoma completo de M. tuberculosis
(NC_000962.3:2315174-2316709) junto con las secuencias de los sitios attB y attP para

identificar la secuencia CORE y la secuencia del oligonucle6tido disefiado para Rv2059.

H37Rv: Constructo ORBIT Rv2059

Sae 1,600 1,508 2,008 2,500 3,008 3,500

CanR HygR Rv2059

#1 #4 #3

Figura 9. Disefio del constructo “H37Rv: Constructo ORBIT Rv2059”.

Oligonucledtido (color celeste), plasmido pKM464 (color marron, amarillo y verde) |,
recombinacion del sitio attP y attB (color rosa). Asimismo, se muestra la secuencia de Rv2059
que no se llegd a eliminar en el noqueo por ORBIT. EI constructo tiene un tamafio de 4004 bp
tomando como punto de inicio y final el reconocimiento de los primers #1 y #2.

Una vez generado el constructo, se utilizd Clustal W en la plataforma DNASTAR
Navigator 2023 para realizar el alineamiento de verificacién con la secuencia nativa

H37Rv. La secuencia nativa muestra la region integra antes del noqueo del gen Rv2059
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en el genoma de M. tuberculosis. Los nimeros (#1, #2, #3 y #4) indican las posiciones
de los primers disefiados para verificar el noqueo, facilitando la comparacion de
secuencias al alinearlas desde la misma posicion inicial y terminal. El constructo nativo
tiene un tamario de 1759 bases, mientras que el constructo ORBIT Rv2059 mide 4004

bases, ya que incluye el oligonucleotido y el plasmido pKM464 integrados (Figura 10).

El alineamiento Clustal W permitié rastrear toda la secuencia, comenzando desde las
regiones mas conservadas y extendiéndose hacia las menos conservadas. Esto revel? la
similitud en las primeras bases correspondientes a la region upstream del gen Rv2059 y
la zona del oligonucledtido, el cual, al integrarse, conserva parte de la secuencia del gen
(cuadrante rojo de la derecha). En el lado izquierdo, se encuentra una region mas grande
similar a H37Rv porque durante el noqueo con ORBIT no se elimind todo el gen (Figura

10).

H37Rv:
Constructo
ORBIT
Rv2059

Rv2059

. 3,500
Cank : HyeR RV2059

H37Rw

Ruler 1

H37Rv- Constructo ORBIT RV2059

H\mmw‘ TR TN TR TR T YA J.i‘lut‘mwmummjumm
Reference Ruler . ‘5‘00‘ _ S ‘ 1:090‘ _ ‘ ‘1"5I0q .

(MRS LU N N B S Sy s B e T LI e e e T
3,000 3.500

T
500 1.000 1.500 2,000 2,500

Figura 10. Alineamiento del constructo nativo y ORBIT Rv2059 en Clustal W.

El resultado de alineamiento se muestra en el cuadro inferior de color verde, donde las
regiones enmarcadas en rojo son las que presentan similitud en base a lo esperado
confirmado el correcto diseiio del constructo.
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7.5.3.2 Restauracion del gen Rv2059 en la cepa M. tuberculosis H37RV a través

del plasmido integrativo pMV306hsp: Rv2059 Wt/ Glu341Gly y Vall166lle

Previo a transformar la cepa H37Rv:Rv2059 KO con el pldsmido integrativo
pMV306hsp, se realizd un proceso de curacién del plasmido pKM461 debido
a que ambos plasmidos (pKM461 Y pMV306hsp) otorgaban resistencia al
mismo antibidtico kanamicina (Kan-R). Para ello se siguié el protocolo de

curacion detallada por Murphy et al, 208 como sigue:

La cepa noqueada mediante el uso de ORBIT se transformé con el plasmido
pKM512 (Zeo-R), el cual contiene los genes de escisién Bxbl (gp47 e Int) y el
gen sacR. El plaésmido pKM512 transformado en la cepa de M. tuberculosis,
es portador del gen sacRB que codifica la levansacarasa. El gen SacRB es
responsable de la hidrélisis de la sacarosa y de la formacién de levanos, que
son polimeros de fructosa de gran masa molecular. Dichos levanos se
concentran en el espacio periplasmico, causando toxicidad para la bacteria (70).
Esta toxicidad ejerce una presion selectiva que favorece la eliminacién de las
cepas que contienen el plasmido pKM512, permitiendo que las bacterias que
han perdido el plasmido sobrevivan y continten su crecimiento (70,71). Para la
seleccion de las células transformantes, se utilizo zeocina a una concentracion
de 25 pg/ml (71). Esto permitid la eliminacion del plasmido pKM461 (Kan”r)

debido a la incompatibilidad entre plasmidos.

Después de aislar las colonias transformantes, se les permitio crecer durante

toda la noche en un medio liquido 7H9 que contenia 500 ng/ml de
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anhidrotetraciclina (ATC) para expresar las enzimas gp47 a Int que eliminaron
el plasmido integrativo pKM464 (Hygro-R). Luego, estas células se
sembraron en placas de agar 7H10 que contenian un 10% de sucrosa. El

propdsito de este paso era eliminar el plasmido pKM512. (70)

Finalmente, las colonias que crecieron en el medio con un 10% de sucrosa se
sembraron en placas de agar 7H10, 7H10-Hyg y 7H10-Zeo. Se observé que
las colonias sensibles a la higromicina también eran sensibles tanto a la
kanamicina como a la zeocina, confirmando asi la efectividad del proceso de

seleccién y eliminacion del plasmido pKM512.

Una vez curada la cepa del plasmido pKM512 se transformé con el plasmido
integrativo pMV306hsp: Rv2059 Wt/GIlu342Gly y Vall66lle de manera
independiente y se seleccién las cepas transformantes en medio 7H10
kanamicina (25ug/ml). EI método de integracion sigue un tipo de recombinacion
tipo especifica, ya que se encuentra mediado por la presencia del sitio AttP en el
plasmido pMV306
(GAGCGGGCGACGGGAATCGAACCCGCGTAGCTAGTTTGGAAGA) vy
el sitio attB en el genoma de M. tuberculosis (GCT CAA TGG TAG AGC CCT
AGT CTT CCA AAC TAG CGA CGC GGG TTC GAT TCC CGT CGC CCG
CTC). Cabe recalcar que este sitio attB es innato de la cepa mycobacteriana.
pMV306 KanR. Se emplearon los primers Forward:
5 AACGCGGCCTTTTTACGGTTCCT 3 y Reverse:

5 CCAGTCTTTCGACTGAGCCTTTC 3" para verificar la integracion del
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plasmido en el genoma de la micobacteria transformada. El proceso de
amplificacion por PCR se llevo a cabo con las siguientes condiciones de ciclaje:
Desnaturalizacion inicial a 95°C durante 2 minutos, seguida de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos, alineamiento a 60°C durante 30
segundos, y extension a 72°C durante 1 minuto. Finalmente, se realizd una

extension final a 72°C durante 5 minutos y se mantuvo a 4°C.

7.5.3.3 Evaluacion de la produccion de acido pirazinoico (POA) en la cepa H37Rv

Rv2059KO/ Rv2059Wt, Rv2059GIlu341Gly y Rv2059Vall66lle

El ensayo de cuantificacion de POA de las cepas H37Rv Wt, H37Rv Rv2059
KOy las cepas H37Rv Rv2059KO0 en las que se restaurd la actividad del gen con
el plasmido integrativo pMV306: Rv2059Wt, Rv2059GIlu341Gly vy
Rv2059Vall66lle.

Se siguio el siguiente protocolo para evaluar cada cepa: Se tomaron dos asadas
de un cultivo s6lido de Mycobacterium de 3 semanas de crecimiento. Se inoculd
en un tubo estéril con 7 perlas de vidrio (ZIRCONIA/Silica 2.3mm, BioSpec ) y
100 pl de la solucion salina tween o SST (0.85% NaCl , 10% Tween 80 y
Bicarbonato 7% a pH=6.5). Se disgrego la cepa con ayuda de un asa de siembra
y de un vortex por 2 min. Se dejé reposar 10min para evitar la liberacion de
aerosoles. Seguidamente, se agreg6é 3ml de la solucién SST y se homogeniz6 con
ayuda del vortex durante 20 seg. Después de 15minutos, se transfirido el
sobrenadante a un tubo de vidrio sin perlas y se ajustd la turbidez a un MacFarland

2 (OD=0.5) con medio 7H9+OADC en un tubo de 50ml (Falcon) a un volumen
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final de 30ml. Finalmente, se transfirio 1.8ml del tubo a 12 pozos de una placa de
24 pozos (Figura 11). Al dia 4, se agregd 200 ul de agua (H20) a los pozos
controles y 200 pl de 8 mg/ml de PZA a los 6 pozos con tratamiento
(Concentracion. final: 800 ug/ml, 6.5 mM).

El registro de mediciones se hizo al dia 0, 2, 4, 6, 8 y 10, post agregacién de agua
o Pirazinamida, de la siguiente manera: Se tom6 1 mL del pozo Control y del
pozo Tratamiento al dia 0 (de acuerdo con el dia que corresponda), se centrifugo
a 16 000 g por 10 min y el sobrenadante fue inactivado usando un termoblock
(Eppendorf ThermoMixers) a 95°C por 30 min (Figura 11). Las muestras
inactivadas fueron almacenadas a -20°C hasta su lectura en el ensayo de Wayne

cuantitativo.

1.8ml (MacF2 Cepa) +
200ul (8mg/ml PZA)

Dias de
evaluacion
p

0 2 4 6 8 10

- 1.8ml (MacF2 Cepa) + 6

HAEETHOO b =
OO0 |-
101010101010] -
000000 b=

/
/

Figura 11. Esquema de trabajo para la evaluacion de produccion de POA de la

Cepa 2

cepa micobacteriana en una placa de MODS (24 pocillos).

El diagrama muestra el procedimiento para evaluar la produccion de acido pirazinoico (POA)
de dos cepas micobacterianas en una placa de MODS de 24 pocillos. Cada tratamiento incluye
un control (H20) y un tratamiento con pirazinamida (PZA), con mediciones realizadas en varios
dias de evaluacion (0, 2, 4, 6, 8, y 10).
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7.5.3.4

Determinacion del eflujo de POA

Para la determinacion del flujo de POA se usé la reaccion cuantitativa de
Wayne, donde se procesaron los sobrenadantes colectados del dia 0 al dia 10.
La reaccion se baso en agregar en un tubo de 1.5ml 400 ul del sobrenadante
almacenado a -20 °C y 40 ulde SAF 10%. Posteriormente, se centrifugo el tubo
de reaccion durante 5 minutos a 14,000 rpm, se dispensaron 100 pl del
sobrenadante por triplicado en una placa de 96 pozos y se realiz6 la lectura en
un lector de placas (ER-500, SINNOVA) a 450 nm. De esta manera se
procesaron todos los sobrenadantes que pertenecieron a una repeticion. Los

ensayos se realizaron por triplicado.

Los datos de densidad oOptica (OD) obtenidos se corrigieron restando los
valores de OD de las mediciones de los datos control por cada dia. Los valores
en mM de POA se obtuvieron reemplazando los valores de OD del tratamiento,

corregidos, en la curva estandar.

Curva estandar de POA

La curva estandar se elabor6 a partir de un stock de POA de 10 mM suspendido
en el sobrenadante de cultivo de H37Rv (previamente esterilizado utilizando
filtros de 0.22 pum en un area de bioseguridad nivel 3 (BSL3)), generando 14
puntos de evaluacion (0, 0.05,0.1,0.5,1, 2, 3,4,5,6,7,8,9y 10 mM de POA)
en un volumen de 400 pl cada uno. Se agregaron 40 pl de SAF al 10%, se
centrifugd y se midio por triplicado utilizando un lector de placas a 450 nm

(Figura 12).
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Figura 12. Curva estandar de POA en sobrenadante de cultivo de H37Rv vs

Absorbancia a 450nm

La grafica muestra la relacion lineal entre la concentracion de POA (mM) y la absorbancia
a 450 nm. Cada punto representa el promedio de tres réplicas, indicando un excelente
ajuste de los datos

7.5.3.5  Determinacion de la susceptibilidad a PZA

Para determinar la concentracién minima inhibitoria (CIM) de la droga PZA para cada
una de las cepas H37Rv generadas, se utilizé el método TEMA. Se evaluaron las cepas
frente a dos compuestos de referencia: POA (compuesto activo de PZA) e isoniacida

(control positivo bactericida).

Se utilizo la cepa en medio agar 7H10, cultivada durante 3 a 4 semanas. Se inocularon
2 asadas de la cepa en un tubo de vidrio con 4 a 5 beads y 100 pl de tween 80 al 10%.
La mezcla se agito vigorosamente en un vortex durante 2 minutos y se dejé reposar 5
minutos. Luego, se afiadieron 3 ml de solucién salina tamponada (SST) y se agito
brevemente en el vortex durante 30 segundos. La muestra se dejo en reposo durante 15

a 20 minutos. Después, se transfirio el sobrenadante, excluyendo los beads, a un nuevo

59



tubo de vidrio. La turbidez se ajustd a McFarland #1 usando SST. Para lograr una
dilucién 1/25, se combinaron 7.2 ml de medio 7H9 con 0.3 ml de la cepa ajustada a

McFarland #1 en un tubo Falcon, homogeneizando la mezcla.

La dilucion de las drogas y la inoculacion de la cepa se realizaron segun el protocolo
establecido. Inicialmente, se llenaron los pozos de los bordes con 200 ul de agua
destilada para mantener la humedad durante la incubacion. Luego, se agregaron 100 pl
de medio 7H9+ADC en las columnas 3 a 11 y desde las filas B a G. Ademas, se
afiadieron 100 pl de las drogas en concentracion 2x en las columnas 2 y 3, asignando
cada fila a una droga diferente. Usando una multipipeta, se realizaron diluciones
seriadas de las drogas, mezclandolas cinco veces, y transfiriendo 100 pl desde la
columna 3 hasta la columna 10, eliminando el volumen sobrante para igualar todos los
pozos a 100 ul. Luego, se afiadieron 100 pl de la cepa diluida 1/25 a todos los pozos
desde la columna 2 hasta la 11, siendo la columna 11 el control de crecimiento de la

cepa, que contenia solo medio 7H9 y la cepa. La placa se incub6 a 37°C (Figura 13).

En el quinto dia de incubacion, se agregaron 50 pl de la mezcla Tetrazolium-Tween al
pozo B11, seguido de una incubacion durante 24 horas. Al dia siguiente, si se observaba
un cambio de color de azul a amarillo, se afiadia el colorante a todos los pozos, seguido
de una nueva incubacion de 24 horas. Si no se detectaba el cambio de color en el dia 5,
se coloreaba el siguiente pozo (C11) en el séptimo dia. Este proceso se repetia en los
dias 9, 11, 13y 15. Finalmente, la Concentracion Inhibitoria Minima (MIC) de la droga
se determinaba en el pozo donde no se observaba el cambio de color, indicador crucial

en la evaluacion de la susceptibilidad de las cepas (Figura 13).
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Interpretacion de resultados:

Clasificamos las variantes de M. tuberculosis como susceptibles o resistentes segun los
valores de MIC reportados (72,73,74). Las cepas se definieron como resistentes si la
MIC era mayor al valor reportado. Para la pirazinamida (PZA) (< 50-100 pg/ml),
isoniacida (INH) (< 0.25 pg/ml a 0.5 pg/ml) y POA (100 ug/ml). Asimismo, los

resultados fueron producto de 3 repeticiones

Concentracion X X/2 x/4 x/8 x/16 x/32 x/64 x/128 x/256
de la droga (X)

Controles

~
(o]
©
=
o
-
N

OC )
PZA (1600 ug/ml) B O Q Q Q Q O
Cepal | POA (1600 ugml) c O O O O Q O
Isoniacida(34ug/ml) D O O Q O Q Q
PZA (1600 ug/ml) E O O O Q Q Q Q
Cepa2 | POA (1600 ugml) FOOOOOQQQQ
Ioniacida3ugml) | ¢ ()OO OO OO

10/0/0/0]0/0/0!0/0

0/0,0.0, 00,00
0/0,0/0, 00,00,
000,000,600

Figura 13. Esquema para determinar la susceptibilidad micobacteriana.

El esquema muestra el procedimiento para evaluar la susceptibilidad de dos cepas de
Mycobacterium (Cepa 1 y Cepa 2) a las drogas pirazinamida (PZA), acido pirazinoico
(POA) e isoniacida en una placa de 96 pocillos utilizando el método TEMA

Fuente de disefio: Biorender
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7.5.4

ANALISIS ESTADISTICO

Los efectos del tratamiento (Rv2059 WT, Rv2059 Glu341Gly,
Rv2059Val1661le) sobre la actividad de PZAse-Apo se presentan como media
+ desviacion estandar (DE). Los datos se analizaron mediante analisis de
varianza (ANOVA) de una o dos vias para la comparacion de multiples grupos,
utilizando GraphPad Prism 10.0.2. Se consideraron estadisticamente
significativos los valores de p inferiores a 0,05.

El andlisis del flujo de POA producido, evaluado en dias, por las variantes de la
cepa H37Rv se llevo a cabo utilizando un modelo de regresién lineal multiple
que incluye un término de interaccién. El analisis estadistico se realiz6 con un
nivel de significancia del 0,05 utilizando el paquete estadistico Stata 18.0 y
graficado con el software GraphPad Prism 10.0.2

Los alineamientos se realizaron usando los softwares Geneius Prime 2023 y
DNASTAR Navigator 17.

Los analisis estadisticos de los experimentos se realizaron utilizando tres

replicas, asegurando asi la significancia estadistica de los resultados obtenidos.
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7.5.5 CONSIDERACIONES ETICAS

El trabajo de tesis formd parte de un proyecto principal que se encuentra registrado en
el sistema de SIDISI de la Universidad Peruana Cayetano Heredia con el siguiente
codigo 204725 y nombre “Role of a metallochaperone in the mechanisms of action and

resistance to pyrazinamide a in Mycobacterium tuberculosis”

La inscripcion de este trabajo como tesis de maestria se realizd en el Sistema
Descentralizado de Informacion y Seguimiento a la Investigacion (SIDISI)- Direccién
Universitaria de Investigacion, Ciencia y Tecnologia (DUICT) de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (UPCH). Posteriormente, fue evaluado por el Comité de

Etica de la UPCH (CIE-UPCH) previamente a su ejecucion.
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8.1

RESULTADOS

Seleccion de mutacion en el gen Rv2059 usando un analisis bioinformatico

La estructura méas favorable del grupo superior mostr6 una distancia de 14.923
A entre el centro de masa de los residuos de PZAse involucrados en la
coordinacion y el metal de la estructura de Rv2059. La estructura mas favorable
del otro grupo tenia una distancia de 15.969 A entre los mismos puntos.
Seleccionamos la estructura méas favorable del grupo superior para el andlisis

siguiente, ya que su distancia es la mas baja (Figura 14).

Curiosamente, el nitrogeno delta de His 57 esta en proximidad cercana al &tomo
de zinc. Esto podria sugerir una posible interaccion inicial en la que el residuo
de histidina comienza a "atraer" al atomo de metal, desestabilizdndolo de la
esfera de coordinacion de Rv2059 y atrayéndolo al sitio de uniéon de metal de
PZAsa. Esto se confirmara en simulaciones de dindmica molecular pendientes

de 2 us del complejo.
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Figura 14. Dindmica molecular de la estructura més favorable entre Rv2059 y la
enzima PZAsa.

Los residuos de coordinacién de PZAse (azul) se representan como varillas y sus a&tomos
de carbono se muestran en cian. Los atomos que no son de carbono se colorearon
siguiendo la convencion CPK. El 4&tomo de zinc se muestra como una esfera gris. El
centro de masa de los residuos involucrados en la coordinacion del metal en PZAse se
representa como una esfera blanca. Rv2059 (rosa) muestra los aminoacidos que
presentan la mutacion seleccionada Glu341Gly y Val166lle (amarillo).

Una vez generado el modelo, se insertaron las 16 mutaciones registradas. En la tabla
inferior (Tabla 4) se muestra el doble delta de G de cada una de ellas y en base a la
energia mas negativa que nos indica que esa mutacion genera una reduccion entre la
interaccion PZAsa Rv2059 se seleccion6 Glu341Gly. Asimismo, esta mutante
constituye uno de los aminoacidos que conforma la triada de coordinacion de Rv2059
para el ion Zinc. Por otro lado, el niUmero de frecuencia en la base de datos es menor por
lo que se esperaria que el impacto sea mayor. Ademas, el cambio de un aminoacido sin

carga a uno con carga genera la repulsion (en discusion comparar con la mutacion en
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PZAsa)

Tabla 4. Resumen de mutaciones registradas en la metalochaperona

Rv2059.
Uniprot: Rv2059 (007257)
RESUMEN DE MUTACIONES EN N° de AG AAG
RV2059 repeticiones
Alal187Val (gcc/gTc) 1 -5.01 -0.19
Ala309Thr (gcg/Acg) 1 -4.80 0.01
Ala354Ser (gct/Tct) 1 -4.92 -0.10
Asn226Asn (aac/aaT) 1 -4.91 -0.09
Asp192Ala (gac/gCc) 8 -5.65 -0.83
GIn177Arg (cag/cGg) 9 -4.91 -0.10
Glu341Gly (gag/gGg) 1 -6.01 -1.19
Gly175Ser (ggt/Agt) 1 -4.95 -0.13
Leu185Phe (ctc/Ttc) 199 -5.07 -0.26
Ser183Ser (tcg/tcT) 2 -4.93 -0.11
Thr317Lys (aca/aAa) 313 -4.83 -0.01
Thr347Thr (acc/acT) 1 -4.82 0.00
Vall66lle (gtc/Atc) 540 -4.88 -0.07
Val188Ala (gtg/gCg) 1 -5.15 -0.33
Val257Ala (gtc/gCc) 1 -4.82 0.00
Val88Val (gta/gtG) 1 -4.76 0.06
1081
PZAsa Wt /Rv2059Wt -4.82

La tabla muestra las mutaciones identificadas en la metalochaperona Rv2059,
incluyendo el cambio de aminoacido, el numero de repeticiones, y los valores de AG y
AAG. Las mutaciones seleccionadas se encuentran subrayadas en plomo.
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8.2  Ensayo con la proteina recombinante y Rv2059 nativa y mutantes y la

enzima PZAsa

8.2.1 Estandarizacion de la expresion de la proteina recombinante Rv2059

nativa y mutantes.

La expresion de la proteina recombinante Rv2059 requirié de un proceso de
estandarizacion, debido a que los parametros estandares produjeron limitada
expresion (Figura 15) que no tuvo éxito. Para ello, se evaluaron distintas células
de expresion Escherichia coli (DE3, DE3 pLyss, Rosseta y Lemo), asi como
concentraciones de IPTG (0.1, 0.5, 0.7 y 1mM), temperatura (37°C, 30°C,
14°C), medio de cultivo (LB, LB suplementado con glucosa al 0.5,1 y 3y 5%,
medio TB), proporcién de volumen cultivo/ cantidad de oxigeno disponible en
el matraz (1/4 y 1/10), OD600 de induccién (0.6-0.8 y 1.2) y tiempo de expresion
(4 y 6h ). Finalmente se obtuvo una adecuada expresion de la proteina nativa
Rv2059 bajo condiciones de IPTG 1mM vy 4h de induccion a un OD de 1.2

utilizando como medio de cultivo Terrifific Broth (TB) Figura (16), Figura (17).
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Figura 15. Expresion de la proteina Rv2059 en E. coli (DE3) pLysS a condiciones

estandares.

La imagen de la izquierda es el resultado SDS-PAGE 12% 1. Marcador Broad Range 2.
Marcador Dual color 3. Fraccion no inducida 4. Fraccion inducida E. coli DE3 pLysS, OD=0.6-
0.8, ImM IPTG, 37°C, 4h 5. Fraccion soluble 6. Fraccion insoluble. La imagen de la derecha es
el resultado del ensayo de Western Blot de las mismas muestras 1. Marcador Dual color 2.
Fraccion no inducida 3. Fraccion inducida (extracto crudo) 4. Fraccién soluble 5. Fraccién

insoluble. 6. Control positivo (PZAsa-Mtb).
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Figura 16. Resumen de estandarizacion de la expresion de Rv2059 nativa.

A la izquierda, resultado de SDS-PAGE de distintas condiciones de expresion detalladas en
el inferior. A la derecha, evaluacion confirmatoria por Western Blot de la presencia de
Rv2059 en las 4 condiciones que permitieron visualizar a la proteina en el SDS-PAGE. Peso
molecular Rv2059: 48kDa

1. Marcador Broad range

2. Fraccién no inducida

3. Fraccién inducida insoluble E. coli LEMO DES3, caldo LB, IPTG 1mM, OD600=0.6-0.8
4. Fraccion inducida insoluble E. coli LEMO DES3, caldo TB, IPTG 1mM OD600=1.2

5. Fraccion inducida insoluble E. coli Rosseta, caldo LB, caldo LB, IPTG 1uM, OD600=0.6-
0.8

6. Fraccion inducida insoluble E. coli Rosseta, caldo TB, caldo LB, IPTG 1uM, OD600=1.2
7. Fraccion inducida insoluble E. coli (DE3), caldo LB, IPTG 1mM OD600=1.2

8. Fraccion inducida insoluble E. coli (DE3)pLyss, caldo TB, 5h, IPTG 1mM OD600= 1.2
9. Fraccion inducida insoluble E. coli (DE3) PLysS, caldo TB, 6h, IPTG 1mM, OD600=1.2
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Figura 17. Expresion estandarizada de la proteina recombinante Rv2059 nativa.

La flecha en negro sefiala a la proteina de interés presente en el carril 5 1. Marcador Broad range
2. Fraccion no inducida soluble 3. Fraccion no inducida insoluble 4. Fraccion inducida soluble
5. Fraccion inducida insoluble.

Solubilizacidon y replegamiento de la proteina recombinante Rv2059 nativa.

La expresion de la proteina Rv2059 nativa mostré que esta es insoluble, por lo cual se
aplico una metodologia de solubilizacion y replegamiento. El paso 7 de este protocolo
detallado en la metodologia que implica el tiempo de incubacion, tipo de movimiento y
los tiempos en vortex fueron estandarizados (Figura 18), obteniendo una mayor
recuperacion de la proteina Rv2059 en la fraccion soluble y con menos presencia de
otras proteinas a 10h, en movimiento 3D a temperatura ambiente s (Figura 18 B, carril

4).
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Figura 18. Electroforesis de la estandarizacién de la solubilizacion de la proteina

Rv2059 nativa.

1. Marcador Broad range. El pellet en buffer de solubilizacion fue expuesta a diferentes
condiciones para la liberacion de la proteina Rv2059 a la fraccion soluble: 2. 1h
incubacion en shaker 3D, vortex cada hora. 3. 3h de incubacion en shaker automatico
3D. 4. 5h incubacion en shaker 3D, vortex cada hora. 5. 10h de incubacién en shaker
automatico 3D 6. 5h de incubacion en shaker automatico 2D. 7. 10h incubacién en
shaker 2D.

8.2.3Cambio de buffer y concentracion de la proteina Rv2059

La proteina renaturada en Buffer HEPES 50mM mediante el cambio de buffer por el
Amicon Millipor 10kDa permitio eliminar residuales de Urea y componentes del buffer
de refolding que podrian interferir en las reacciones posteriores con la proteina Rv2059.
Asimismo, se concentrd la solucion hasta un volumen final de 2ml, dando como
resultado final una concentracion ~70ug/ml mediante la cuantificacion por Bradford.

(Figura 19).
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Figura 19. Concentracion de la proteina recombinante Rv2059

Corrida electroforética de la proteina recombinante soluble Rv2059. 1. Marcador
Broad range 2. proteina Rv2059 renaturada o refoldeada concentrada.

8.2.4 Ensayo de reactivacion de la proteina recombinante PZAsa en presencia de la

metalochaperona Rv2059 Wt/Glu341Gly/ Val166lle

La PZAsa quelada (PZAsa-Apo) fue expuesta a un gradiente de concentraciones de la
metalochaperona recombinante Rv2059 en las tres versiones trabajadas: Rv2059 Wt,
Rv2059 Glu341Gly y Rv2059 Vall66lle. El proceso de quelacion de la PZAsa redujo
la actividad enzimatica en un 73.86%. Mientras tanto, la actividad de la PZAsa Control
Quelacion (PZAsa-ControlQ) disminuyé un 12% debido a la exposicion a la

temperatura ambiente durante 18 horas (Figura 20) ( Anexo 2).

La PZAsa recupera su actividad del 77.32% para Rv2059 Glu341Gly, 67.24% para
Rv2059WT y 68.68% para Rv2059 Val 1661le (Figura 20) (Ver Anexo 05). Asimismo,

se observa que solo la metalochaperona sometida a tratamiento térmico y enzimatico
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reduce su actividad en un promedio de 21% para las tres versiones de la
metalochaperona. Esto nos indica el tratamiento ha sido agresivo para reducir la
actividad de Rv2059 hasta alcanzar un valor casi similar al de la PZAsa -Apo (27 %).
Se debe considerar que los OD obtenidos en todas las reacciones han sido normalizados
restandolos con el OD generado por la interaccion de la PZAsa-Apo Y el buffer donde
se encontraba la metalochaperona. Esta normalizacion explicaria los valores por debajo
de la PZAsa-Apo por parte de nuestros controles.

Es importante sefialar que los controles (Rv2059Tx y Rv2059 DE) no fueron evaluados
para todas las concentraciones, solo para las concentraciones 0.5uM y 1uM por el
tiempo limitado del estudio y porque el mayor pico de reactivacion se observé a 0.5uM
de proteina recombinante (77.23% de reactivacion) (Ver esquema completo en la Figura

20)

En este ultimo grafico (Figura 20, B) no se observa una diferencia significativa entre la
actividad enzimatica mostrada por las 3 versiones de la metalochaperona

Rv2059expuesta la PZAsa-Apo (p>0.05).
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Figura 20. Reactivacion de la proteina PZAsa-Apo en presencia de Rv2059
Wi, Glu341Gly y Val166lle.

A. Actividad enzimatica recuperada de la PZAsa-Apo frente a la metalochaperona
Rv2059 Wt, Glu341Gly y Vall66lle en una gradiente de concentraciones (0.05, 0.1,
05, 07, 1 y 2 uM). Actividad enzimética de la PZAsa-Apo frente a la
metalochaperona sometida a tratamiento térmico (Rv2059 Tx) y digestion enzimatica
(Rv2059 DE). B. Reactivacion de PZAsa-Apo en presencia de Rv2059 a una
concentracion de 0.5uM y C. Método de wayne cualitativo, muestra el grado de
reactivacion de la PZAsa-Apo frente a la metalochapeorna Rv2059 en su version
nativa y mutantes
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8.3 Ensayo en la cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis

8.3.1

Transformacion del vector de recombinacion pKM461

La Figura 21muestra el crecimiento de las cepas H37Rv electroporadas con el
plasmido pKM461 (KanR) en placas de 7H10 con kanamicina (Figura 20A) y los
controles del proceso (control de agua y control de cepa), no crecieron en las placas
de 7H10 con kanamicina (Figura 21C y 21E); y crecieron Unicamente en las placas
de 7H10 (Figura 21D y 21F). Los controles mostraron que las cepas aisladas en las
placas con antibidtico corresponden a cepas de H37Rv que incorporaron el
plasmido pKM461, y no corresponde a una posible contaminacion durante el
proceso de electroporacion o contaminacion en el agua PCR que se uso a diluir los

plasmidos.

Figura 21: Transformacion de M. tuberculosis H37Rv con el plasmido
pKM461. A.H37Rv electroporado con el plasmido pKM461 sembrados en placas
7H10+Kanamicina. B. H37Rv electroporado con pKM461 sembrados en placas 7H10. C.
H37Rv electroporado con agua PCR sembrados en placas 7H10+Kanamicina (control de
agua). D. H37Rv electroporado con agua PCR sembrados en placas 7H10 (control de
agua). E. H37Rv electroporado solo sembrados en placas 7H10+Kanamicina (control de
cepa). F. H37Rv electroporado solo sembrados en placas 7H10 (control de cepa).
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8.3.2Electroporacion del vector de seleccion pKM464 y oligonucleétido guia

La Figura 22 y 23muestra el crecimiento de las cepas H37Rv (pKM461-KanR)
transformadas con el plasmido pKM464 (HygR) y el oligonucleétido guia en placas de
7H10 con kanamicina e hygromicina para todas las diluciones de siembra realizadas.
Los controles del proceso fueron los esperados (control de oligo, control de agua y
control de cepa), no crecieron en las placas de 7H10 con kanamicina e higromicina
(Figura 22 A, C, E); y crecieron Unicamente en las placas de 7H10 con kanamicina

(Figura22 B, D, F).

Figura 22. Controles del proceso de transformacion del vector de seleccion
pKM464 y oligonucleotido guia Rv2059 en M. tuberculosis.

A. H37Rv (KanR) electroporado solo sembrados en placas 7H10+ Kanamicina+
higromicina (control de cepa). B. H37Rv (KanR) electroporado solo sembrados en
placas 7H10+ Kanamicina. C. H37Rv (KanR) electroporado con pKM464 sembrados
en placas 7H10+ Kanamicina + Higromicina (control de oligo). D.H37Rv (KanR)
electroporado con pKM464 sembrados en placas 7H10+ Kanamicina. E. H37Rv (KanR)
electroporado con agua, utilizada para diluir los plasmidos, sembrados en placas 7H10+
Kanamicina + Higromicina (control de agua). F. H37Rv (KanR) electroporado con agua
sembrados en placas 7H10+ Kanamicina (control de agua).
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Figura 23: Transformacion del vector de seleccion pKM464 y oligonucleétido
guia Rv2059.
A.H37Rv (KanR) electroporado con pKM464 + oligo Rv2059 sembrados en
placas 7H10+ Kanamicina + Higromicina (300 pl directo). B. H37Rv (KanR)
electroporado con pKM464 + oligo Rv2059 sembrados en placas 7H10+
Kanamicina + Higromicina (100 ul directo). C. H37Rv (KanR) electroporado con
pKM464 + oligo Rv2059 sembrados en placas 7H10+ Kanamicina + Higromicina
(100 pl directo). D. H37Rv (KanR) electroporado con pKM464 + oligo Rv2059
sembrados en placas 7H10+ Kanamicina + Higromicina (1:10). E. H37Rv (KanR)
electroporado con pKM464 + oligo Rv2059 sembrados en placas 7H10+
Kanamicina + Higromicina (1:60).
Estos controles nos sirvieron para garantizar que las colonias aisladas en placas con
Kanamicina e Higromicina corresponden Unicamente a las cepas KO del gen diana
Rv2059 que lograron integrar el vector suicida pKM464 (HygR) en la ubicacion del
cromosoma donde se recombind antes el oligonucle6tido guia, el cual elimino el gen
diana. De acuerdo con ello, no se encontrd crecimiento de cepas H37Rv (KanR)
electroporadas solo con el plasmido pKM464 (control de oligo) en placas de 7H10 con

kanamicina e higromicina (Figura 22C), contrario a lo que se evidencio en las placas

de 7H10 con kanamicina (Figura 22D).
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Por otro lado, se evalué alguna posible contaminacion durante el proceso de
electroporacién o contaminacion en el agua PCR que se usé a diluir los plasmidos, cuyos

resultados mostraron esterilidad (Figuras 22E ).

8.3.3Verificacion del noqueo del gen Rv2059 en M. tuberculosis mediante la técnica de

PCR y secuenciamiento.

Se obtuvieron los productos de amplificacion laterales: 478pb con los primers #1 y #2
y 1233pb con los primers #3 y #4. Asimismo, se logré amplificar el amplicon mayor
correspondiente a 4004pb con los primers #1 y #2 (Figura 24 A). Los tamafios
corresponden a los esperados por el disefio de nuestro H37Rv: Constructo Rv2059
ORBIT (Figura 24 B). Todos los productos de PCR mencionados fueron secuenciados y

se muestran su alineamiento a continuacion.

Oligo pKM454 Oligo
L 3 m

#1

4004pb
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Figura 24. Corrida de electroforesis al 0.8% de los productos de PCR para

verificar el noqueo del gen Rv2059 en el genoma de M. tuberculosis.

A. Se muestra el resultado representativo del procesamiento de una muestra de ADNg
de la cepa recombinante H37Rv (pKM461) +oligonucleotido guia Rv2059 y plasmido
pKM464 1 Producto de PCR con los primer #1 y #4 2. Producto de PCR con los primer
#3 y #2 3. Producto de PCR con los primer #1 y 2#. B. Disefio del noqueo del gen
Rv2059 en el genoma de M. tuberculosis. Plasmido pKM464 y oligonucleétido guia
integrados.

Se us6 como secuencia de referencia H37Rv: Constructo Rv2059 ORBIT para el
alineamiento multiple (MAFFT) (75) con los resultados de secuenciamiento realizados
por la empresa pPSOMAGEN. Se enviaron a secuenciar 5 amplicones en total. El
amplicon generado por el juego de primers #1#4 y #3 y 2 para ambas colonias
transformantes seleccionadas en hygromicina (H37Rv: Rv2059 KO). Asimismo, se
intentd amplificar la secuencia con los primer #1 y #2, sin embargo, solo pudo lograrse
para la colonia 2 en un momento.

Los amplicones generados por los primers #1y #4 empalman con la primera parte del
constructo (478b) y los amplicones generados por los primers #2 y #3 (1233b) lo hacen
con la zona final del constructo. Esto se observa para ambas colonias. Asimismo, se
muestra que el amplicon de 4004b que solo se observé en el gel por Unica vez al
momento de secuenciarlo solo leyé una secuencia de 907 bases y se empalma con la
region central lateral derecha del constructo. Sin embargo, vemos que a pesar de no
amplificar todo el fragmente la zona que empalma guarda similitud con el constructo.
Estos resultados confirman la presencia de la secuencia H37Rv: ORBIT Rv2059 en las
clonas donde se realizd el noqueo del gen Rv2059 (Figura 25). El resultado del

secuenciamiento se muestra en el Anexo 06
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Figura 25. Verificacion de la presencia del constructo ORBIT Rv2059 en la cepa
H37Rv Rv2059 KO.

Se muestra una imagen del disefio del constructo H37Rv Constructo ORBIT Rv2059,
con las zonas de reconocimiento de los dos pares de cebadores (1,2 y 3,4) disefiados
para verificar la presencia de este en el genoma de M. tuberculosis a partir de las
colonias transformadas. En la parte inferior, vemos una tabla de resultados de
alineamiento, donde se usé el constructo como referencia. Las zonas verdes
corresponden a las regiones conservadas en el constructo que se alinean correctamente
con la secuencia proveniente de las colonias transformadas.

Transformacion de la cepa H37Rv Rv2059 KO con el plasmido integrativo

PMV306hsp: Rv2059 Wt/Rv2059GIu341Gly /Val 1661le

Previo a la transformacion con el plasmido integrativo pMV306, con el fin de restaurar
la actividad del gen Rv2059 Wt e introducir las versiones mutantes Rv2059GIlu341Gly
y Rv2059 Val 166lle, se tuvo que curar la cepa H37Rv Rv2059 KO como se detalla en
la figura 25. Para este proceso de curacién elimino la resistencia de la cepa noqueada a
la droga kanamicina, lo que permitid la transformacién con el plasmido integrativo. Se
verificd su presencia a nivel genémico mediante PCR, obteniendo un amplicon de
1861bp en base al disefio de primers que reconocen parte del plasmido y el gen Rv2059

(Figura 26).
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Figura 26. Proceso de eliminacion o curacién del plasmido pKM461 (Kan) en la
cepa H37Rv Rv2059 KO.

La imagen muestra el proceso detallado de curacion del plasmido pKM461 en la cepa
H37Rv Rv2059 KO. (A-C) Transformacion de la cepa con el plasmido pKM461. (D-F)
Verificacién de la eliminacién del plasmido pKM461 mediante seleccion en medios
adecuados. (G-1) Analisis de la eliminacion del plasmido. (J) Seleccion en sacarosa al
3% para asegurar la eliminacion del plasmido. (K-M) Transformacion de la cepa curada
con el plasmido pMV306 que expresa Rv2059 Wi, Rv2059 Glu341Gly, o Rv2059
Vall66lle. (N-P) Verificacion final de la cepa transformada
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Se verifico la integracién del plasmido pMV306 mediante la amplificacion por PCR de
una region del plasmido (Figura 27-B, area sombreada), donde se confirmé el tamafio
esperado de 1861 bp mediante una corrida electroforética (Figura 27-A). La informacion
de la secuencia fue validada mediante secuenciamiento (Figura 28 ). Para observar el

resultado del secuenciamiento completo, ver Anexo 07.)

pMV3@6:: Rv2059
5562 by

1861 1861 1861

Figura 27. Verificacion de la integracion del plasmido pMV306: Rv2059 nativa,
Glu341Gly y Val 1661le mediante PCR.

A. Electroforesis del producto de PCR para las muestras provenientes del ADNg de la
cepa 1. H37Rv: pMV306:Rv2059 Wt 2. H37Rv: pMV306:Rv2059 Glu341Gly 3.
pMV306:Rv2059 Vall66lle y la 4. cepa H37Rv B. Representacion gréfica del sitio de
unién de los cebadores para el ensayo de PCR, mostrando una region que no se ve
alterada al integrarse al genoma ya que esta lejos del sitio de recombinacion, los cuales
generan un amplicon de 1861bp
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D& 2. Rv2059 Wt GA
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D¢ 4. Rv2059 Valis6lle GA

\dentity = |
O+ 1. Rv2059 NCBI (Mycoba.
D¢ 2. Rv2059 Wt 6T
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Figura 28. Verificacion de la integracién del plasmido pMV306: Rv2059 nativa
o Wt/ Glu341Gly/ Val166lle en el ggnoma de M. tuberculosis.

El alineamiento de los resultados de secuenciamiento se realizd usando Clustal
Omega.
8.3.5 Medicidn del eflujo de acido pirazinoico (POA) en Mycobacterium tuberculosis

Rv2059 KO complementada con el gen Rv2059 Wt, Glu341Gly y Rv2059Val166lle.

La concentracion de eflujo de POA se estimo a partir del ensayo de Wayne cuantitativo
tomando como muestras el sobrenadante de cultivo de la cepa diana en los dias 0, 2, 4,
6, 8 y 10 posteriores a la adicion de la droga PZA (800 ug/ml) y agua como se detalla
en apartado de metodologia. Los valores normalizados fueron reemplazados en la
ecuacion de la recta (Figura 29) y observamos que el comportamiento de la produccion
de POA hasta el dia 10 no es recta sino mas bien una curva que llega a una posible
meseta donde lo que indicaria que la droga se ha consumido por completo (Figura 29).
Por lo que optamos por tomar los valores hasta el dia 6 de medicion, que es el punto
hasta donde se observa un comportamiento mas lineal y seria ese momento donde se
observa mejor el consumo o metabolismo de la droga PZA y por ende el eflujo de POA.
En base a este grafico (Figura 30), la cepa H37Rv:Rv2059 KO muestra una produccion

de POA menor a cepa de referencia (H37Rv) (p< 0.001) en base a las comparaciones de
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pendientes. Asimismo, las variantes de la cepa, donde la actividad del gen Rv2059 fue
restaurado mostraron un comportamiento H37Rv:Rv2059GIlu341Gly (p=0.001),
H37Rv:Rv2059 Val166lle (p=0.002)), siendo la cepa H37Rv: Rv2059 Wt la que guardo

mayor similitud a la cepa de referencia, aunque no sea estadisticamente similar
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Figura 29. Eflujo de POA por la cepa H37Rv Rv2059 KO y sus variantes.

A. Produccién de acido pirazinoico por la cepa H37Rv Rv2059 KO y sus variantes
complementadas con el plasmido integrativo pMV306hsp: Rv2059 Wt (H37Rv:Rv2059
Wt), Rv2059 Glu341Gly (H37Rv: Rv2059 Glu341Gly) y Rv2059 Val166lle (H37Rv:
Rv2059 Val166lle) durante un periodo de 10 dias. B. Curva estandar mMPOA versus

Absorbancia a 450nm.
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Figura 30. Eflujo de POA por la cepa H37Rv Rv2059 KO y sus variantes
complementadas.

A. Se muestra la concentracion de &cido pirazinoico producido por la cepa H37Rv
Rv2059 KO vy sus variantes complementadas con el plasmido integrativo
Pmv306hsp: Rv2059 Wt (H37Rv:Rv2059 Wt), Rv2059 Glu341Gly (H37Rv: Rv2059
Glu341Gly) y Rv2059 Val166lle (H37Rv: Rv2059 Val166lle) durante los 6 dias. B.
Representacion grafica del Wayne cualitativo de las cepas evaluadas.
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8.3.6 Evaluacion la Sensibilidad a las Drogas por el ensayo de microplacas de tetrazolio
(TEMA)

Para evaluar la sensibilidad de las cepas generadas por ORBIT a la droga pirazinamida,
utilizamos el método TEMA. Se muestra que la cepa H37Rv: Rv2059 KO presenta una
CIM mayor al punto de corte (> 50-100 pg/ml), con una MIC de 200 pg/ml. Esto
significa que esta variante presenta resistencia a la droga PZA (Figura 310). Este
resultado se respalda con la sensibilidad a la droga isoniacida (CIM < 0.13 pg/ml), con
un punto de corte de 0.25-0.5 pg/ml y resistencia a POA como control positivo.
Asimismo, H37Rv:Rv2059 Wt y las mutantes mostraron un comportamiento similar a
la cepa de referencia H37Rv (sensibilidad para todas las drogas) (Figura 31). (72, 73,
74). Los resultados en las placas 96 pocillos se encuentran en el Anexo 08.

Sensible Resistente Sensible Resistente Sensible Resistente
i : : MIC MC
HITRvY 0 ’ : 25 ug/m ’ 013 ‘”’ H
MC L MIC K
H37Rv: Rv2059 Wt sougimi 9 2 25 ugimi é : 4 "’*’é Do
MC : : MIiC mic
H37Rv: Rv2059 Val166ile - SOug/mi } : : 26 ug/ml ’ )17 -ym>0 s @
Me : MIC I
H37Rv: Rv2059 GluddiGlyd ooy # ¢ ¢ 25 ug/m 0 13uy 4 : 3
: : MIC: 200ugimi T 3
3 & miC :
H37Rv: Rv2059 KO~ P ’ 0 '31.}!10‘ Pl
e— T
51 100 100 0.25 0.5
[Pirazinamida (PZA) ug/ml] [Acido pirazinoico (POA) ug/mi] [Isoniacida (INH) ug/mi]

Figura 31. Evaluacién de la sensibilidad antibiética mediante TEMA.

Esquema cualitativo de dos opciones: sensible o resistente. Ambos campos estan
separados por el punto de corte o MIC de la droga (PZA, POA o INH) (lineas
punteadas). Esto se muestra para cada una de las cepas H37Rv generadas en el
experimento. Para la identificaciéon de las cepas se conservo el mismo color y figura
ovalada a lo largo del ensayo con las 3 drogas. Cabe mencionar que solo es una
representacion cualitativa simple donde el tamafio de la figura coloreada no tiene ningdn
valor cuantitativo.
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DISCUSION

Este estudio se desarrollo en tres etapas. Primero, se analizé una base de datos del
secuenciamiento de genomas de Mycobacterium tuberculosis para identificar
mutaciones de interés en el gen Rv2059, encontrando Glu341Gly y Vall66lle. En la
segunda etapa, basada en un ensayo de proteinas recombinantes, se estandarizo la
expresion de la proteina recombinante Rv2059 Wt y las versiones mutantes Rv2059
Glu341Gly y Rv2059 Val166lle, evaluando su capacidad para reactivar la metaloenzima
PZAsa sin metales. Se verifico que estas metalochaperonas podian entregar metales a la
metaloenzima; sin embargo, no se observd una diferencia significativa en el grado de

reactivacion entre las metalochaperonas mutantes.

Finalmente, se realizd un ensayo en el modelo de M. tuberculosis, eliminando el gen
Rv2059 mediante la técnica ORBIT y complementandolo con un plasmido integrativo
portando el gen Rv2059 Wt, Rv2059 Glu341Gly o Rv2059 Vall66lle de manera
independiente. Las variantes resultantes de la cepa H37Rv se sometieron a mediciones
de flujo de POA, observando que la cepa H37Rv sin el gen Rv2059 (H37Rv Rv2059
KO) presentaba un flujo de POA significativamente menor, correlacionandose con la
resistencia a PZA en un ensayo de TEMA. La cepa con el gen Rv2059 Glu341Gly
mostré un menor eflujo de POA en comparacién con la cepa de referencia, mientras que
la cepa con el gen Rv2059 Val1661le mostrd un eflujo similar al de la cepa de referencia.
Sin embargo, las modificaciones en el gen no cambiaron la concentraciéon minima

inhibitoria (MIC) de la cepa, obteniéndose valores iguales a los de la cepa control.
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En una primera etapa, se analiz6 una base de datos con 3400 genomas secuenciados de
aislados clinicos de Mycobacterium tuberculosis. De las 21 mutaciones inicialmente
identificadas, se excluyeron 6 por ser del tipo sindnimas. Posteriormente, se examinaron
las 15 mutaciones restantes en la metalochaperona Rv2059 mediante dinamica
molecular. Cada modelo de Rv2059 mutado se enfrento a la proteina modelada PZAsa
en un ensayo in silico. Para afinar la seleccion, se midio el delta de G, indicando la

fuerza y afinidad de interaccion (76).

Se eligio la mutacién Glu341Gly debido a su impacto esperado en la interaccion
Rv2059-PZAsa. El cambio de glutamato (con carga negativa) a glicina (sin carga) en la
posicion 341 implica la pérdida de una carga negativa en la triada de coordinacion del
Zn*". Esta modificacion probablemente debilitaria la atraccion electrostatica entre el ion
zinc y la metalochaperona Rv2059, disminuyendo su afinidad por el zinc. Este cambio
podria interferir significativamente con la capacidad de la metalochaperona para
entregar el zinc a la PZAsa, afectando su funcionalidad. Ademas, la carga neta de la
triada de coordinacion es un factor importante en la estabilidad y la especificidad de la
unién. Si se produce un cambio en la carga neta, podrian surgir alteraciones en la
estructura tridimensional de la proteina, lo que también podria afectar su capacidad para
coordinar el zinc de manera eficiente. La posicidn de la mutacion, segin nuestro modelo
de dinamica molecular y la colaboracién de nuestro grupo bioinformatico, se ubicaba
estratégicamente cerca del sitio de unién con la proteina PZAsa. Su frecuencia de
aparicion es baja (1/3400 muestras), lo que indicaria que este aminoacido tiene un papel
importante dado que la investigacion ha demostrado que las mutaciones en aminoacidos

con un papel crucial en la funcion de las proteinas son inusuales debido a la
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autopreservacion del cddigo genético que impide cambios perturbadores (76). Ademas,
la seleccion natural favorece las sustituciones de aminoacidos que mantienen la

conformacién original de la proteina (77).

Adicionalmente, la posicion de la mutacion nos llevé a suponer un impacto potencial en
la funcidn proteica, lo que la convertia en una eleccién pertinente para investigar como
las mutaciones podrian alterar la funcion de una metalochaperona en el mecanismo de
activacion del farmaco PZA. Al evaluar los resultados del doble delta G (AAG)
generados por el programa FoldX, se observé que la proteina Rv2059 Glu341Gly
mostraba una mayor afinidad por la enzima PZAsa (AAG: -1.19). La presencia de un
doble delta G negativo en una dindAmica molecular sugiere que, a pesar de la mutacion
y la esperada reduccidn de la carga neta, el proceso de union entre la metalochaperona
mutada y la proteina receptora es mas favorable desde el punto de vista termodindmico
(78). Esto podria ser el resultado de otros cambios en la estructura o interacciones
intraproteicas que compensen la pérdida de la carga negativa. Es importante destacar
que las dindmicas moleculares son simulaciones computacionales y, aunque pueden
proporcionar informacién valiosa, también presentan limitaciones (78,79). Por
consiguiente, decidimos basarnos en la prediccion considerando el cambio de base, la

posicidn, la funcion y la frecuencia de aparicion de la mutacion.

La segunda mutacion seleccionada, VVal166lle en la proteina Rv2059, se fundamenta en
minimizar el impacto en su funcion. Este cambio especifico de aminoacido se seleccion6
debido a su conservacion dentro de la misma familia, respaldada por su alta frecuencia

en la base de datos (540/3400) y una afectacion minima en la estabilidad, como lo indica
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el doble delta de G de la interaccion con PZAsa (AAG: -0.007). La preferencia por
aminoacidos similares se basa en la observacion de que la frecuencia de sustituciones
disminuye con diferencias fisicoquimicas crecientes. Este enfoque se alinea con lo
comentado por Ramenskii (2000) (80), quien respalda la nocién de que solo una
pequefia fraccion de las mutaciones produce cambios significativos en la conformacion
de las proteinas, y Pollock (2012) (81) agrega que las propensiones de los aminoacidos
pueden cambiar con el tiempo, haciendo mas aceptables a aminoacidos similares. Estos
hallazgos sugieren que cambiar un aminoacido por otro de la misma familia y carga es
menos probable que afecte la estructura y funcién de la proteina en comparacién con

mutaciones que involucran aminoacidos de familias diferentes.

Una vez seleccionadas ambas mutaciones, se procedidé con el ensayo de proteinas
recombinantes. La produccion de la proteina recombinante Rv2059 soluble represent6
un desafio para nuestro grupo. En esta tesis, se reporta la estandarizacion de la expresién
y refoldado de esta proteina insoluble bajo condiciones de IPTG 1 mM, 4 horas de
induccion a una DO de 1.2, utilizando medio de cultivo TB, conocido por su riqueza en
nutrientes y capacidad de amortiguacién. La expresion de proteinas recombinantes a una
densidad dptica (OD) tan alta es inusual, ya que generalmente se asocia con la fase
logaritmica de crecimiento bacteriano, donde hay alta actividad metabolica y rapida
division celular (82). Esta proteina recombinante podria ser toxica para la célula
huesped, debido a que las proteinas que se unen a metales forman complejos de alta
afinidad con metales pesados y metaloides, lo que conduce a un mal plegamiento y

agregacion proteica (83).
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Los resultados in vitro confirmaron que esta metalochaperona tiene la capacidad de
reactivar a la enzima PZAsa-Apo (4). Se observo que el comportamiento de la
reactivacion tiene forma de campana (Figura 19), con un punto maximo de reactivacion
de la proteina PZAsa o produccion de POA vy luego reduce como si la proteina se
saturara. De acuerdo con la bibliografia revisada a medida que aumenta la concentracion
del activador, la actividad enzimatica también aumenta, pero solo hasta un punto
méaximo (84). Después de este punto, la enzima estd completamente saturada con el
activador, por lo que agregar mas PZA no aumentara la actividad enzimatica porque
podria estar induciéndose cambios conformacionales en la enzima que la hacen menos

eficiente (85).

Seleccionamos la concentracion de 0.5 uM  uM para las metalochaperonas porque
mostrd la mayor activacion enzimatica de la pirazinamidasa quelada (Figura 20 A-B).
Este punto de concentracion optima fue crucial ya que permitié demostrar el maximo
potencial de reactivacion de las metalochaperonas, es decir, su capacidad maxima para
restaurar la actividad enzimatica de la pirazinamidasa bajo nuestras condiciones
experimentales. ldentificar y trabajar con la concentracion que proporciona la mayor
actividad enzimatica optimiz6 los resultados experimentales, facilitando una
comparacion clara y significativa entre las metalochaperonas mutantes (Glu341Gly y
Vall66lle) y la version Wt (86) (87). Ademas, evitamos utilizar concentraciones
menores que podrian no proporcionar suficiente activacion de la enzima PZAsa, lo que

podria introducir variabilidad y afectar la precision del estudio.
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Las metalochaperonas a una concentracion de 0.5 pM demostraron una reactivacion de
la enzima PZAsa-Apo mayor que la reportada previamente por Sheen et al. (66). Esto
podria atribuirse a la cantidad limitada y pureza superior de la metalochaperona obtenida
de GenScript, lo que fue una limitante para nosotros. Sin embargo, el porcentaje de
reactivacion por la metalochaperona Rv2059 inactivada por calor (Rv2059 Tx) y
enzimaticamente (Rv2059 DE) es similar al de la actividad de la PZAsa-Apo sin adicion
de metalochaperonas. Esto confirma que las metalochaperonas estan reactivando la
enzima. Las mutantes Glu341Gly y Vall66lle muestran pequefias diferencias en la
produccidn de POA, que no son significativamente diferentes, aunque el doble delta de
G indica una mayor afinidad de la mutante Glu341Gly. Sin embargo, la diferencia entre

ellas parece no ser significativa.

Las condiciones a nivel in vitro tratan de imitar lo sucedido en el modelo de M.
tuberculosis; no obstante, en la practica existen retos como variaciones en la
manipulacion, los tipos de reactivos y las concentraciones, que pueden no ser medidas
con exactitud cuando los equipos no tienen la calibracién actualizada o debido a las
propias limitaciones de las técnicas de medicion. Este Gltimo punto constituye una
limitante, dado que los ensayos de reactivacion de la enzima PZAsa quelada se llevaron
a cabo usando 3 uM de PZAsa-Apo frente a un gradiente de concentracion de proteina
recombinante Rv2059, y todas ellas fueron medidas por un ensayo de Bradford. Sin
embargo, este ensayo cuantitativo se basa en la variacion de color o reaccion
colorimétrica, que depende de qué tan homogeneizada esté la muestra y si la proteina

estd 100% soluble, ya que el cambio de color es proporcional a la cantidad de proteina
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que se une al tinte y reacciona con los grupos amino, basado en una reaccion

colorimétrica con el tinte Coomassie Azul Brillante G-250.

Con el reporte del ensayo in vitro y considerando las limitantes, se escalo la propuesta
a un modelo de M. tuberculosis utilizando la técnica ORBIT para eliminar el gen
Rv2059. Nuestro disefio del oligonucledtido guia afect6 solo el 64.8% de la secuencia
completa del gen Rv2059, ya que parte de la secuencia downstream correspondia al
marco de lectura del gen Rv2060, una posible proteina de membrana integral conservada
de 133 aminoacidos (NCBI: NP_216576.1). La proteina Rv2059 es una supuesta
transportadora ABC de zinc, segn el TBDB. A partir de esa edicion, se restaurd el gen
Rv2059 mediante la integracion del plasmido pMV306, que contenia la versidn nativa
del gen Rv2059 y las versiones mutantes Rv2059 Glu341Gly y Vall66lle. El
crecimiento de las cepas mutantes fue similar al de la cepa Wt y no presentaron ninguna

variacion fenotipica, lo que confirma lo reportado previamente por Minnato (2019) (88).

Estas cepas se utilizaron para realizar dos evaluaciones. La primera se centrd en la
medicién del eflujo de acido pirazinoico (POA) en un cultivo liquido de las cepas
mencionadas. Se recolecto el sobrenadante del cultivo cada dos dias durante 10 dias,
incorporando la droga PZA al dia cero. PZA es una prodroga que, en presencia de la
enzima PZAsa en el citoplasma de M. tuberculosis, se convierte en POA y es expulsada
al medio extracelular. Se midié cuantitativamente el POA producido utilizando la
técnica de Wayne cuantitativa. Los resultados mostraron una diferencia notable en el
eflujo de POA durante los primeros 6 dias, reduciéndose al dia 8 y 10 por saturacion de

POA en el medio. Por ello, se trabajo y discutié basandose en los primeros 6 dias. Se
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observo una reduccion significativa del eflujo de POA en la cepa H37Rv KO (p=0.001)
comparada con la cepa H37Rv, asi como en la cepa H37Rv Glu341Gly y en menor
medida en la mutante H37Rv Vall66lle. Esto sugiere que la ausencia de esta
metalochaperona esta involucrada en la entrega de metales a PZAsa, en el balance de
metales intracelulares o afectando otros sistemas. La segunda hipdtesis se plantea
porque PZAsa es capaz de tomar iones del medio y se considera una enzima promiscua,

activada por mas de un metal, aunque el zinc es el metal con mayor afinidad (19).

La reduccion del eflujo de POA por parte de la cepa mutante H37Rv Glu341Gly puede
explicarse por la pérdida del grupo carboxilo del &cido glutamico, esencial para formar
complejos estables con metales y para facilitar la unién y estabilidad de iones como el
zinc. En contraste, la glicina, debido a su simplicidad estructural, carece de una
capacidad de coordinacion comparable, lo que resulta en una menor afinidad por los

metales y afecta la funcién de la proteina PZAsa (89).

La segunda evaluacion se centrd en determinar la sensibilidad de las cepas de M.
tuberculosis generadas mediante el sistema ORBIT hacia la pirazinamida (PZA) en un
cultivo liquido (TEMA). Debido a que la actividad de la PZA se manifiesta en
condiciones de pH &cido, los ensayos de susceptibilidad se realizaron a pH 6.2. Entre
las cepas analizadas, Unicamente H37Rv KO exhibio0 resistencia a la PZA (MIC=200
pg/ml), definida por un punto de corte de <50 pg/ml a 100 pg/ml, segun la referencia
(72). Ademas, esta cepa mostro una reduccion significativa del eflujo de POA durante
los primeros 6 dias de medicion. Recordando que el eflujo de POA causa la letalidad de

la micobacteria, se correlaciona con la resistencia a la PZA.
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Utilizamos como control positivo el cultivo con POA, dado que este compuesto activo
no requiere de la presencia de PZAsa para eliminar la micobacteria. La literatura previa
trabajo con una concentracion superior a 100 pg/ml como punto de corte, por lo que nos
ajustamos a este valor para clasificarlo como resistente leve (73). Nuestro control
negativo consistio en el cultivo con isoniacida, cuyo punto de corte es muy bajo, de
<0.25 pg/ml a 0.5 pg/ml (74). Las cepas con metalochaperonas mutantes no mostraron
diferencias en sensibilidad a las drogas en comparacion con la cepa Wt; incluso la
mutante H37Rv Glu341Gly no mostré cambios en su susceptibilidad. Esto indica que
las mutaciones en esta metalochaperona no afectan la susceptibilidad, y la reduccién en
el eflujo de POA para esta mutante podria ser compensada por otros sistemas de entrega

de metales o la propia enzima PZAsa debido a su promiscuidad metalica.

Nuestros hallazgos demuestran que, aunque las mutaciones especificas en Rv2059
(Glu341Gly y Val166lle) no alteran significativamente la capacidad de la
metalochaperona para reactivar la metaloenzima PZAsa, la eliminacion del gen Rv2059
aumenta notablemente la resistencia a la PZA y reduce el flujo de POA. Esto subraya la
importancia critica de la metalochaperona Rv2059 en la activacion de la PZA y sugiere
la presencia de mecanismos compensatorios en la bacteria que podrian mitigar los
efectos de mutaciones puntuales en este gen. Estos resultados no solo amplian nuestra
comprension de los mecanismos moleculares subyacentes a la resistencia a los farmacos

en la tuberculosis, sino que también abren caminos para futuras investigaciones
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enfocadas en identificar y caracterizar otros factores involucrados en este fenomeno, lo

que podria llevar al desarrollo de estrategias terapéuticas mas efectivas.
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X. LIMITACIONES
ePara la seleccion de mutantes se utilizO una base de datos de 3400 genomas
secuenciados. Sin embargo, esta base de datos no presentaba informacién especifica
sobre la resistencia a la droga pirazinamida (PZA). El enfoque del presente estudio se
centrd en evaluar el efecto de las mutaciones en Rv2059 y su relacion con la actividad
de la enzima pirazinamidasa (PZAsa). Sin embargo, hubiera sido interesante y valioso
conocer si esas mutaciones estuvieran presentes en una cepa resistente a PZA sin

mutaciones en el gen pncA.

eNo se logr6 obtener una proteina de alta pureza para los ensayos de proteinas

recombinantes, lo que pudo haber afectado los resultados de los experimentos.

e No se pudo realizar un secuenciamiento completo del genoma para evaluar posibles
alteraciones adicionales causadas por la integracion del sistema ORBIT, lo cual sera

necesario abordar en futuras investigaciones y publicaciones.
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X1. CONCLUSION

o Se identificaron y seleccionaron dos mutaciones en el gen Rv2059: Glu341Gly y
Val166lle. Estas mutaciones fueron elegidas por su potencial para alterar la interaccion

entre la proteina Rv2059 y la enzima pirazinamidasa (PZAsa) de M. tuberculosis.

« Los ensayos con proteinas recombinantes confirmaron que la proteina Rv2059 nativa
(wild type) podia reactivar la pirazinamidasa desprovista de metales (PZAsa-Apo). Sin
embargo, las mutaciones Glu341Gly y Val166lle en Rv2059 no mostraron diferencias
significativas en la capacidad de reactivar la PZAsa en comparacion con la proteina

nativa.

« La eliminacion del gen Rv2059 en M. tuberculosis resultd en resistencia a PZA y una
reduccion significativa en el eflujo de acido pirazinoico (POA) en comparacion con la
cepa de referencia H37Rv (p<0.001). Las mutaciones Glu341Gly y Vall66lle en
Rv2059 modificaron el eflujo de POA (p=0.001 y p=0.002 respectivamente), pero no
alteraron significativamente la concentracion minima inhibitoria (MIC) de PZA en

comparacion con la cepa de referencia H37Rv (MIC: 50 pg/ml).
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ANEXQOS

ANEXO 01. GENERACION DE CELULAS COMPETENTES E. COLI
LEMO21 (DE3) MEDIANTE UN PROCESO QUIMICO CON CaCl2. (El
mismo fundamento se uso para la cepa E. coli BL21 (DE3) pLyss . Imagen
generada en la plataforma Biorender

-

Caldo LB

=N \ o (5mL)
A \ ——" Caldo LB +
= = /4 b colonia de
— ~— " ' E.coli J
LB +Tet L - 2
Caldn LB+ Clorf

Sembrar por agotamiento una asada del cultivo de Inocular una colonia de E.coli LEMO21 Agregar ”_“‘“ del caldo de culivo de
E.coli LEMO21 (DE3) a partir de un criovial en (DE3) en 5mL de caldo LB. Incubar en E'Co_‘" ‘t=:11.3'0ml_de_(?aldo LB. Incubar :—‘1}
uma placa con LB agar + cloranfenicol agitacién 250 rpm , 37°C overnight. un  agitacion  constante  250rpm,  37°C

hasta llegar a un OD= 0.35-0.45 (2 horas

(clorf)(25ug/ml)  Incubar a 37°C por 16h.
aprox)

l Trasladar el cultivo a un
falcon de 50mL

Descartar sobrenadante

Q-

e lchE i

V' Hielo

Agregar 20mL CaCl2 01M  (previamente L
enfriado) al pellet. Resuspender Centritugar a Incubar en hiela por 10minutos

4°C
@ = 0
& s Agregar ImL CaCl2 0.1M

frio+ 13% glicerol . Alicuotar
LA

Hed

Descartar sobrenadante

—

50ul en tubos de 1.5mL

S

Centrifugar a 3000rpm , 4°C
durante 10min

Incubar en hielo por 15 minutes



ANEXO 02. PROCESO DE TRANSFORMACION BACTERIANA POR
CHOQUE TERMICO DE LA CEPA E. coli BL21 (DE3) CON EL PLASMIDO
pPET28a — pncA. Lo mismo se aplico para la cepa E. coli BL21 (DE3) pLyss con el
plasmido pET24a : Rv2059 Wt/Glu341Gly/Val166lle

‘] ) Atemperar en hielo durante 10min dos tubos de células

competentes E.coli LEMO21 (DE3) (50ul)

2 \ Agregar 1-2ul del plasmido pET28a-pncA (50-100ng) a un
"=/ tubo de célula competente y mantener el otro como control

del proceso. (Dar toques para homogenizar)

(T
| pET28a-pncA
[
 J v
Célula Célula
competente competente

3 ) Dejar en hielo durante 30min

(2 Colocar en bafio maria a 42°C por 45 seg.
4

Bafo Maria

Célula
Lompelente

( 5 ) Colocar inmediatamente en hielo por 2
B minutos .

e

Hielo

Agregar ImL de caldo de cultivo LB a cada
uno de los dos tubos. Forrarlos con parafilm.

Colocar los tubos en un recipiente de vidrio
vacio y dejar en agitacioén a 225rpm, 37°C,
durante 1 h.

Sembrar 50ul de ambos tubos en placas con
agar LB con kanamicina (40ug/ml) y
cloranfenicol (25ug/ml). Incubar a 37°C por
24h.

8 8

i | w |
LB;Karrﬁclor LB+Kan+Clor
Verificar la ausencia de colonias en el tubo
que no tubo plasmido

Guardar la placa a -4 °C hasta su uso.




ANEXO 03. PURIFICACION POR COLUMNA DE GRAVEDAD DE LA
PROTEINA RECOMBINANTE PZAsa

\‘i ) Resuspender el pellet con 20ml. de Buffer unién
" (20mM Buffer Fosfato ph 7.4, 500mM de NaCl y
20mM de Imidazol)

( ) Sonicar la muestra con un programa de 1 minuto (1
" segundo ON/ 1 segundo OFF) con intervalos de 5
minutos en hielo . Repetir 3 veces

) Hielo
-
f; 3 Centrifugar la muestra a 12 500 rpm a 4°C durante 20
" minutos. Separar el sobrenadante y tomar una alicuota de
1mL (Fraccidn soluble)

Abrir ol puerto sunerior v asregar 15mlL. de etanol ) Agregar 15ml de Buffer calibracidn (Imidazel 20mM, buffer fosfato
N " puerto superfor y agresar 1>mi, ) 20mM y NaCl 0.5M a pH 7.4), dejar que caiga hasta el nivel de la
(20%) a la columna. Abri el puerto inferior y dejar resina. Repetic
que eluya a un recipiente de descarte. (Repetir) - Rep
Puerto
superior
Nivel de resina —
Puerto b
inferiar _“‘. " - =R
L calibfacién
Apgregar 15mL de Agua MilliQ. Dejar transcrurrir 10 Agregar 15ml de la fraccién soluble, cerrar el puerto superior e

todo el volumen. Repetir inferior v homogenizar por inversién la columna durante 2

minutos. Abrir el puerto inferior v dejar pasa la muestra (30min).
Agregar 1ml de resina de niguel a la columna,

previamente descongelada y homogenizada por

inversion en su recipiente. \
- e
& . ;

{ Fraccidn soluble
t ]
= h 4
| Resina fle )
Niguel

| 11 Agregar 15mL Buffer Washing (Imidazol 40mM+2% de
glicerol). Repetir

Afadir 15mL de agua MQ) en la columna. Dejar

que transcurra hasta el nivel de la resina. 12 Afadir 15mL Buffer de Elucién (Imidazol 60mM) y recolectar

todo el eluido en tubos de 1.5mL (Fraccién purificada) *

Agregar 10ml NaOIl (1%) en la columna (dejar d Ia col . |
que caiga hasta la cuarta parte de la columna). 13 Agregar 15mL de agua MQQ en la columna.Dejar que eluya.
Cerrar el puerto superior e inferior y homogenizar

la columna por inversién durante 1min. 14) Agregar 15mL de etanol al 20% en la columna hasta

que caiga a la mitad de la columna. Guarda a -20°C.



ANEXO 04: PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN DE
MYCOBACTERIUM METODO DE DIGESTION CON PROTEINASA K

o Obtener una asada de cultivo y diluirlo en 500 pl de buffer TE.

o Calentarla a 80°C por 20 min.

. Agregar 50 pul de lisozima (10mg/ml), vortexear e incubar toda la noche a
37°C.

. Agregar 75 pl de 10% SDS y 20 pl de proteinasa K (20mg/ml), vortexear e

incubar a 65°C al menos por 3 horas, homogenizar mediante vortez cada 20 min.

. Agregar 100 pl de 5M NaCl.

. Agregar 100 ul de CTAB/NaCl calentada previamente a 65°C, vortexear e
incubar a 65°C por 10 min.

. Agregar 750 ul de fenol-cloroformo-alcohol isoamyl (25:24:1), vortexear y

centrifugar 5min a 10,000rpm.

0 500ul 1m1.5mi

Fenol 250 50(750

Cloroformo 240 48(720

Alcohol isoamyl 10 230
. Obtener el sobrenadante y traspasarlo a otro tubo.
o Agregar 750 ul de cloroformo-alcohol isoamyl (24:1), vortexear y centrifugar
5min a 10,000rpm.
o Obtener el sobrenadante y traspasarlo a otro tubo.
o Agregar 1ml de alcohol absoluto frio y congelar a -70°C por 15 min.

. Centrifugar 8min a 10,000rpm.



. Descartar la parte liquida y secar el pellet.

. Agregar 1ml de alcohol 70% frio y centrifugar 3min a 10,000rpm.
. Descartar la parte liquida y secar el pellet.

o Diluir el ADN en 100 ul de TE (10mM Tris-HCI, 1ImM EDTA).
. OPCIONAL: Incubar a 55°C por 15min.

Soluciones

e 6X buffer de muestra

0.25% Azul de bromofenol 30% glicerol

Agua destilada/MQ estéril

TE (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH 8)

Tomar_ml de 1M de Tris-HCI pH 8 yml de 0.5M EDTA pH 8 y ajustar el volumen a

10ml.

1X TAE buffer de electroforesis, (40mM Acetato de Tris, 2mM EDTA, ~pH 8.5)
TAE

2429 de Tris base

57.1ml &cido acético glacial 1200ml 0.5M EDTA (pH 8.0)

Tomar 20 ml de 50X TAE y ajustar el volumen a 1 litro de 1X TAE.

CTAB/NaCl

CTAB = cetiltrimetilamonio o N-cetyl-N,N,N,-trimethylammoniumbromide NaCl4.1 g

CTAB 10.0¢g

Disolver en 100 ml de agua destilada, el cual ha sido calentada a 65°C. VVortexear hasta

que el contenido se vuelva blanco. Incubar 10 minutos a 65°C.
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ANEXO 05. PORCENTAJE DE RECUPERACION DE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE PZASA RECOMBINANTE EXPUESTA A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE LA METALOCHAPERONA RECOMBINANTE
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ANEXO 06. ALINEAMIENTO DE H37RV CONSTRUCTO ORBIT RV2059 CON
LOS RESULTADOS DE SECUENCIAMIENTO DE LAS CEPAS NOQUEADAS
PARA EL GEN RV2059 USANDO 3 PARES DE PRIMERS.

Ruler 1

H3TRw: Constructo ORBIT RW2052
Reference Ruler

Colonial: #1484 (44%0)
Coloria: #1484 (454b)
Colonial: #3#2 (1220b)
Colanial: #382 (1217h)
Colaria2 #142 {907k}

Ruder 1

HATRv: Constnucto ORBIT RWV205%
Reference Ruler

Colanial: #1#4 (3450)
Colria: #1#4 (454b)
Colonial: #3#2 (1220b)
ColoniaZ: #3#2 (1217h)
ColaniaZ: #142 (907h)

Ruder 1

HATRv: Constructo ORBIT RV2052
Reference Ruler

Colanial: #1#4 (3450)
Colria: #1#4 (454b)
Colonial: #3#2 (1220b)
ColoniaZ: #3#2 (1217h)
ColaniaZ: #142 (907h)

Ruder 1

HATRv: Constructo ORBIT RV2052
Reference Ruler

Colariat: #184 (4456)
ColariaZ #184 (4545
Colarial; #3¢2 {12206}
ColariaZ #3¢2 {12175}
ColariaZ #1#2 (3075

Ruller 1

H3TRv: Constructo ORBIT RW2059
Reference Ruler

Colariat: #184 (4456
ColariaZ #184 (2545
Colarial: #362 {12206}
ColariaZ #382 {1217k}
ColariaZ #182 (3075

Ruer 1

H3TRv: Constructo ORBIT RW205%
Reference Ruler

Colaria: #1#4 (4456)
ColariaZ #184 (2545
Colarial: #362 {12206}
ColariaZ #382 {1217k}
ColariaZ #182 (3075

| TrrerTT A L i B L B T L B B L § DL L B B B B B |

1 d 20 EL] 40 50 60 M BO 20

----- GGGG 1T TTCG GCTCGGCTTATTG T TTTTEG GCTAGGTGG TGT GTECG GTECG T| TG TGT
i 0 20 e 40 S0 &0 &0 0

NNNNMNNNNNNNTT TN THT NNANNNNNNNNNNNNNNNNGTACTGNTT T
oo - - NNNNNNNNNNNNECENTNTNNANNNNNNNNNNNNNNNG TATCATT T

NTGGT GANNNN GNAGETGT
!IG NTGGT GANNNN GNAGETGT

12
clccEcETGE ceTeNTEETTET cGMleGTTTETETEET ccETTeTEcNEcNEccEccEccE1EccTETG
1o 130 140 150

160 170 180
GGTTCGGGNANTNNGGTGE TTTITG TTGTTNCTTTHNNTTTGTHNTGGNCTGATTCTGTGGATT TTGT TCTITTT GGGET
GGTTCEGENANTNNGGTGE TTTITG TTIGTTN TTT*TT‘!TNT‘GE TGATTCTGTGGATT TTGT TCTITTT GGGET

TG TAGTGEGEG GCTAGECGGT GATETGGG 1T TEGEGT TGEGETE GG TEGTTEGGETGEGGEGAGEGGTAT GET T

200 210 pi] 230 260 270 280 250
HH GE-T NTG TG GG TGGE TGGECT TTITGGT G G GG TATTG T TECT TTTAT
NN GL-TENNTG TEACGG TGG TGGET TTTGGT G GECGGACTATTGCATGETCT TTTAT

GGCGGTAATACGGTTAT GAATCAGGGGAT GCAGG G TGTGAG GG G GG - - - - GG GT GGCECG

EL] 120 EEL] EL] 360
GATGGT E GGTHNG G TGAT GGEENG
GATGGT GGTHNG G TGAT GGEENG

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
410 420 440 450 460 470 480 450
GTITGECTGG TTTITT TAGGCT G TG GAG T TCG GCT GT GAGGTGGLCG G G TAT GAT
480 480

410 &0 &40
TTITT aT et T TCTTETNTHATHATTTTIT - - - oo - GRENNGNNNNNGENG BAAN
TITT 'r'u a7 et T TGTTETNTHATHATTTTT - - GACHNGNNHNNNGENGEBAAN

550 560 580 350
TG T T GGAT TTTET TEGGG GLGTGGLG
540 550 560 570 580 580



HaTRv: Constructo ORBIT RV205%
Refererce Ruler

TTTIET| T u GETGTAGGTATLT GTITCGGTGTAGGTEGTTCGET TGGGETGTGTG GTT TGECG

Colarml: #1844 (4400}
Colarial: #1#4 (454b0)
Colarial: #3482 {1220b)
ColariaZ: #3462 (1217b)
ColoniaZ: #142 (907b)

FRuder 1

H3TRv: Constructo ORBIT RV2059
Reference Ruler

T T
o

T
20 730 40 B0 770 TR0 720
TTATCCGGT TATCGTCTTGAGT GGTAAG GACTTATCG TGGEAG TGGET GCATTAGCAGAGEGAGGTATGT

ToO o T20 T 740 750 760 T B0 790

Colanial: #1984 (4426}
ColariaZ: #1984 (4545}
Colanial: #3#2 (12206}
ColaniaZ: #382 (1217h)
ColaniaZ: #1#2 (307h)

Ruder 1

H3TRv: Constructo ORBIT RV205%
Reference Ruler

T T T T T T T
B0 a20 B30 840 B2 860 o] BB B2

GAGTTCTTGAAGTGGTGGEET TACGGCT TAGAAGG
B0 220 B30 B40 BSO 86D E70 880 BS0

Colarial: #1484 (44%0)
ColaniaZ: #144 (4540}
Colarial: #3462 (12206)
ColariaZ: #342 (1217b)
Colanal: #1842 (007h)

Ruder 1

HaTRv: Constructo ORBIT RV205%
Refierence Ruler

T T T T T T N R A A U T

T
Mo a0 830 240 250 960 S70 QB0 920
GAGTTGGTAGCTECTTGATELGS GETGGTAGCGGTGGTITTTTITGETTITG GCAGCAGATTACGCGLAG GGATECT

200 90 20 %30 L 950 260 970 980 990

Colanial: #184 (4426}
ColaniaZ: #1#4 (454b)
Colarial: #362 {12206}
ColaniaZ: #3#2 (1217h)
ColaniaZ: #1#2 (9075}

FRuder 1

H3TRv: Constructo ORBIT RV2059
Reference Ruler

T T T T T T T T T T T T T
1010 1,020 1,030 1,040 1,050 1,060 1,070
G GAT TTITGATCTTTTLCT GGGGTETG TGG T =] TG TTAT

1,000 1.010 1,020 1,030 1,040 1,050 1,060 1,070 1,080 1090

1.080 L
TAGAT TTTT TT T

Colanial: #1984 (4426}
ColaniaZ: #1984 454k}
Colanial: #3#2 (12206}
ColaniaZ: #382 (1217h)
ColaniaZ: #1#2 (307h)

Ruder 1

H3TRv: Constructo ORBIT RV205%
Reference Ruler

T T T T T T
1,110 1,120 1,130 1,140 1,150 1,160 1170 1.180 1,190
GG GT GAGGTT TTT u TG T GAT T GGGCGTATTTTTTGAGTTATCGAGATTTT GGAGCT GG T

1,100 1,40 1,150 1180 1,170 1180 1190

Colarial: #1484 (440H)
ColaniaZ: #144 (4540}
Colaral: #342 {12206}
ColariaZ: #342 (1217b)
Colanal: #1842 (007h)

Ruder 1

HaTRv: Constnucto ORBIT RV205%
Refierence Ruler

T T
1280 1,290
T GTITGET TGT TAT

1,280 1,290

Colanial: #184 (4426}
ColaniaZ: #1984 (454b)
Colarial: #3#2 {12206}
ColariaZ: #3#2 (1217h}
ColaniaZ: #1#2 (9075}




Ruder 1

H3TRv: Constnucto ORBIT RV2059
Reference Ruler

I I N T i 1
1,320 1,330 1,340 1,350 1,360 1,370 1
GETGEATATTACGGEETTTTT G GT. G TAAG GITTTRTECGEECTTTATT

1210 1320 1330 1340 1,350 1380 1370 1380 1390

Colarial: #164 (4436
Colarial: #184 (4545}
Colorial: #2342 {12306}
Colorial: #342 {1217k}
Colarial: #192 (3075}

Ruder 1

H3TRv: Constnucto ORBIT RV2059
Reference Ruler

T T T T T T T T

1,430 1,430 1,440 1,450 1,460 1470 1480 1,490
T T TAT T T T T TAT T TGTT TTGTT TTTT T T
GTATGE GAANGACGGTGAGETGETE GeGMTACTGTTCACEETTGTTACACES chc G

1410 1,420 1430 1440 1,450 1480 1470 1480 1480

Colorial: #144 (34%0)
Colorial #144 (4540)
Colonial: #342 {12200}
ColoniaZ: #342 {1217k}
ColoniaZ #142 (307h)

[Ruder 1

H3TRy: Constructo ORBIT RV205%
Reference Ruler

T T T T T T T
1,550 1560 1,570 1580 1,590
GTITTET TATATTEG GATGTGGCGTGTTACGGTG TGGLCTATTT

1,530 1,540 1,550 1,560 1,570 1,580 1,530

T T T T T
1510 1,520 1,530 1,540
GTTTTCATCGETLTGE TG T GACGATTT

1,500 1510

Colonial: #144 (3450)
ColoniaZ: #144 (4540}
Colonial: #342 {12206}
ColoniaZ: #342 {1217b)
ColoniaZ: #142 (307b)

[Rutler 1

H3TRv: Constructo ORBIT RV205%
Reference Ruler

T T T T T T T T T T T
1610 1,620 1,630 1,540 1,650 1,660 1,670 1580 1.690

-T-GEG TT T.TTG&I-T.TE ITT TT.S T.T-G_T_TGGE TE.E TT TF‘ G TTTTG'TTT“ TEG_T.TEG_T T.TT-

1,600 1610 1,620 1,630 1,640 1,650 1,660 1670 1,680 1,630

Colonial: #144 (34%0)
ColoniaZ: #144 (4540}
Colonial: #342 {12206}
ColoniaZ: #342 {1217b)
ColoniaZ: #142 (307b)

[Rutier 1

H3TRv: Constructo ORBIT RV2059
Reference Ruler

T T T T T v T
1.720 1,730 1,740 1,750 1.760 1770 1.780 1,790
GGTGLTGATGCCGCTGGEGATTCAGGTT TGCCGTTTGTGATGGETT TG

1,730 1740 1,750 1,760

1,790

Colral: #144 (4450}
Coknal #144 (4540}
Colonal: #342 {12206}
Colnal #342 {1217k}
Colnal #142 {307b}

[Rutier 1

H3TRv: Constructo ORBIT RV2059
Reference Ruler

T T T
1,820 1,830 1,840 1,850 1,860 1870 1880 1.890
TGAGTGGELTGGLGG GG TGCT GTTTT T TET

1810 1,820 1,830 1840 1,850 1,860

Colral: #144 (4450}
Coknal #144 (4540}
Colonal: #342 {12206}
Colnal #342 {1217k}
Colnal #142 {307b}




Ruder 1

HA7Ry: Constructo ORBIT RV205%
Refierence Ruler

T T T T T T T T T T T T
1,950 1,970

T
1910 1,960 .
GATCTGTETATTTEGTT T

TTEETETGAEHGTT

1.580
TAGTTGEETG

1,960 1,870

Colorial: #184. {4456}
ColoriaZ #184 {4545}
Colarial: #3#2 (12206)
ColoriaZ #3#2 {12175}
ColoriaZ #1#2 (907}

Puder 1

H3TRv: Constructo ORBIT RV205%
Refiererce Ruler

2010 2020 2,030 2040 2,050 2060 2,070 2080 2,090
G GTEATCGT GCCTGATCCGCGETGEGE GGEEGTGTLGES GGLEEGTGLG TTAAGCLGS GT TGTGAATAGA - - - - -

2,030

Colania: #184. (4456
ColoriaZ #1#4 {4545}
Colarial: #362 {12206}
ColaniaZ #3#2 (1217h)
ColoriaZ #1#2 {807}

Fluder 1

HaTRv: Constructo OREIT RV2052
Feberence Ruler

T T T T T T T T T T T T
2,110 2120 2130 2180 2,150 2160 2170 218 2190

= TGTITACTTETEG GTATTGATTCGGATGATT GCGAGCCTGLGE GGAATTECTGEGG
2090 2100 2110 2120 2,130 2140 2,150 2,180 2170

Colorial: #1484 (4400}
Colaria2: #1#4 (454b)
Colorial: #3#2 {12206}
Coloria2: #3432 {12170}
Coloria2: #1#2 (307h)

Pluder 1

HA7Rv: Constructo ORBIT RV2059
Refierence Ruler

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 220 2,250 2,260 270

2 2, 2,230 2240 2, 2280 2,290
G-G. L GG-G-G.G'T G G.G G.G.T.G G G-'l G-G GT G-G-G GT G.'l G.G GGT G-GG.G.GIG"G T- 166G 1.5 G.G.G“

Coloria®: #1804 {4456}
ColoniaZ #1#4. (454b)
Colorial: #3#2 {12206)
ColoriaZ #2382 (12175}
ColoniaZ #1#2 (307}

Ruder 1

HA7Ry: Constructo ORBIT RV205%
Refierence Ruler

T T T
2310 230 2330 2,350 2360 231 350

. 234 . 2380 2.
G G-G 6T G- T-Gl k- - - - - - L T.G G.G.G- TGGET G.G & 1-5 G.G.G-'IIG.G 'IIS G.G T.G G.G G.G T -S.S & T-T G GIG a.g“s G

230 2370

Colorial: #184 {4456}
ColoriaZ #184 {4545}
Colarial: #3#2 (12206)
ColoriaZ #3#2 {12175}
ColoriaZ #1#2 (807}

Puder 1

HATRv: Constructo ORBIT RV205%
Refiererce Ruler

T T T T
2410 2,420 2430 2440 2,450 2460 2470 2480 2480

GGAGCLTGGLCGTGELL -

Colorial: #1#4 (4450}
ColoriaZ: #1#4 (454b)
Coloria1: #3432 {12206}
Colora: #3#2 {12170}
ColoriaZ #142 {907k}




! 1 N T ! 1 N T ! 1 N T ! 1 N T ! 1 ! T
Fuder 1 2510 2520 2,530 2540 2,550 2560 2,570 2580 2,590
H3TRy: Constructo ORBIT RVEDSS TGGLGGT TGGACGGCACGACEG GRACGCGETGETEGEECTGE GRAACTEG GGTGLTEGGECGEETE GGETGELGETE
Reference Ruler 2480 2500 2510 2520 2530 2540 2,560

Colonial: #1#4 (4450}
ColoniaZ: #1#4 (454b)
Colonial: #342 (12206}
ColoniaZ: #3#2 (1217b)
ColoniaZ: #1#2 (907b)

Ruder 1

H3TRv: Constructo ORBIT RV2059
Reference Ruler

2,630 2540 2,650 2660 2,670 2580 2,690
GG 1T GTCTT G TGCTGEGGG G TCGAGG GCGGGTGGGGLET) T
2580 2510 2620 2650 2,660 2670

Colonial: #1#4 (4450}
ColoniaZ: #1#4 (454b)
Colonial: #342 (12206}
ColoniaZ: #3#2 (1217b)

ColariaZ #1942 907k} GCAAGGTCTCGGT - CAACTCGGTGATTGGCACTCCTG GGGEGG T TTECGTEGE GLGGTAGGTGTETGEGGET
T T T T T T T T T T T T T

Fuder 2710 2720 2730 2740 2750 2760

H3TRv: Constructo ORBIT RV2059 TEG GGLCTGCTGG TGGAGGACTGGCTGCCGGACGTGG TGLTGGECGE GGG

Reference Ruler

Colonial: #1#4 (4450}
ColoniaZ: #1#4 (454b)
Colonial: #342 (12206}
ColoniaZ: #3#2 (1217b)
ColoniaZ: #1#2 (907b)

! 1 N T ! 1 N J ! 1 N T ! 1 N T ! 1 ! T
Fuder 1 2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880 2800
IRy Constructo ORBIT RV2053 TETT1EG TGGREETGG GRGGT GGGHTEGTEGRETT GACGTETRTGEGGGHGRETEEEGET TEETE 16
Reference Ruler

Colonial: #1#4 (4450}
ColoniaZ: #1#4 (454b)
Colonial: #342 (12206}
ColoniaZ: #3#2 (1217b)
ColoniaZ: #1#2 (907b)

- NNNMNNNNNNENNGNGN
- - HNNNNNNNNNNNNGGE

ok T T T T T T T
! 2970 2,990
H3TRv: Constructo ORBIT RV2059 T GG G 1T GEG TGCTCG L
Fuler 2,940 2950 2,960 2570

Colonial: #1#4 (4450}
ColoniaZ: #1#4 (454b)
Colonial: #342 (12206}
ColoniaZ: #3#2 (1217b)

TGG GG GAETT GLG TGCTCGELTT
TGG GG GAETT GLG TGCTECGELTT

TET GGCTT GG GATCCTG TGET GGGG
TET GCCTT GG GATCCTG TGET GGGG
T T TE -

ColoniaZ: #1#2 {907b) TTT B T T R Y
Rk T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
! 3010 3,020 3,030 3,040 3,050 3,060 3,070 3,080 3,090
H3TRv: Constructo ORBIT RV2059 TG TTEGAGGTGTTCGAGG GCTGGATCTCT GGCTT GAT GG G GTT TCTGGGG G
Reference Ruler
2980 2,90 1000 3,060

Colonial: #1#4 (4450}
ColoniaZ: #1#4 (454b)
Colonial: #342 (12206}
ColoniaZ: #3#2 (1217b)
ColoniaZ: #1#2 (907b)

TTECTG TTCGAGGTGTTCGAGG GCTGGATCTCTCCGGETT, GATCCGGAGE TGG GTTCCTETGGEE G
TTCCTG TTCGAGGTGTTEGAGES GETGGATETECTECGGETT, GATCCGGAGEG TGG GTTCCTCTGGGG G

P S e e e e S LA i S e o e e e e B i e
3110 3120 3130 3140 3,150 3160 3170 3180 3,190

H3TRv: Constructo ORBIT RV2059 G GG TG, TCTAGCT T G TGATGG T G G TETTT TGAG TITCGTTTTAT

Reference Ruler

3130 3,140 3,160 3170

Colonial: #1#4 (4450}
ColoniaZ: #1#4 (454b)
Colonial: #342 (12206}
ColoniaZ: #3#2 (1217b)
ColoniaZ: #1#2 (907b)

GATGG T] G G TCTTT TGAG TTTCGTTTTAT
GATGG T| G| G| TCTTT TGAG TTTCGTTTTAT




Ruder 1

H3TRy: Constnucto ORBIT V2053
Reference Ruler

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 3220 3,230 3240 3,250 3260
JTTGATGCCTGGCAGTCGATEGT. TAGTT TACGT TCEGAT TTGTTETEETECGTEGT

340 iz 3230

Colorial; #1#4 (4450)
Coloria2: #1#4 454k}
Colonial: #342 (12206}
Colonia2: #3#2 (12170}
Coloria2: #142 {907k}

TTGATG TGG GTCGAT T GTT T GT TCGAT TTG-GCTTGT 6 GTCT TGGTGT GT
TTGATGCCTGGCAGTCGAT T GTT TACGT TEGAT, TTG-GCTTGT GEGGTCT TGGTGT, GT

FRuder 1

H3TRy: Consénucto ORBIT RV2059
Reference Ruler

Colorial; #1#4 (4450)
Coloria2: #1#4 454k}
Colonial: #342 (12206}
Colonia2: #3#2 (12170}
Coloria2: #142 {907k}

GTGAGGT GTTGCTGGTT G, T
GTGAGGT GTTGETGGTT, G T

GTGG GCGGGCAGGAGTG u T
GTEG GCGGGLAGGAGTG u T

Ruder 1

H3TRv: Constructo ORBIT RV2059
Reference Ruler

S e e B B B B S e
3410 3420 3430 3440 3450 3,460 3470 3480 3450
TG GAG 171G G GGG GTTTTGECGETGLTG G GATCGTCGGGGTLGGT TCCGGGETG TGETG)

3400 3410 3420 3430 3440 3450 3470

Colaria': #1#4 (4450)
ColoriaZ: #1#4 (4540)
Cokria': #342 (12206}
ColriaZ: #3#42 (12175}
ColoriaZ #1#2 (307h)

i
116 GGG GTTTTGEGETGLTG G GATCGTCGGGGTLGGET TLEGGEGETE TGETG, G

Ruer 1

H3TRv: Constructo ORBIT RV2059
Reference Ruler

T
;| 330 530 3540 3,550
JGGTTTGTCTGETEGTGGT GIGTTGGE TET G| GCTCTTGTTTG

3510

3530

Colonial: #1#4 (4450}
Coloria2: #1#4 {454k}
Colonial: #3#2 (12208}
ColoniaZ: #3#2 (1217b)
Coloria2: #142 {307k}

TGETTTGTETGETEGTGGT GTGTTGE TGET GCTCTTGTTTG TEGATECGEAGETEGEGEELE GEGTG T
TGGTTTGTETGECTCGTGGT GTGTTGG TGET GETETTGTTTG TCGATCCGGANNNNGNGGNEG GEGTG, 1]

Ruer 1

H3TRv: Constructo ORBIT RY2059
Reference Ruler

T T T T T T T T T T T T T
3620 3,630 3540 3,650 3,660
TTIGTGTT G TGATGGGEGTGGTAGCLG GETGT u

1600 3610

T T T T T
3,690

3580
TCGTGATGTCTTITGET

Colorial: #1984 (4450}
Coloria2: #1#4 {454k}
Colonial: #3#2 (12208}
ColoniaZ: #3#2 (1217b)
Coloria2: #142 {307k}

'IGGG 'IG'IGTT G TGATGGGCGTGGTAGLCLG GCTGT TCGTCGGGE TCETCGTGATG
TGGGAATTGTGTT {c] TGATGGGEGTGGTAGLCLG) GCTGT TEGTECGGGE, TCCTCGTGATG

e R e N I e e e e LI e e B B e R L R
ERIL) 3720 3730 3740 3750 3760 3770 3780 1790

H3TRy: Constructo ORBIT RV2059 -G-gGG.GG-G -gss T.GTGET TG_GGT&.G.G.T!G.G-T.GG TGGT-T IIEFG.GG 1T '-G-E '.EG.GG-'-TG.TG

Referenice Ruler 1680 1690 370 370 3720 3730 3740 3,750 3,760 3770

Colorial: #1#4 (4400}
ColoniaZ: #1#4 (454b)
Colonial: #3#2 (12200}
Coloria2: #2#2 (12170}
ColoniaZ: #1#2 (907b)

G GGLGGEELG - GGTCGTGGTTG GGT G TG TEGGTGGTETT GGTTTECG TCGGEG
G GGLGGELLE GGTEGTGGTTG GGT G TCG TEGGTGGTETT GHTTT TEGGEGE

PRuder 1

H37Rv: Constnucto ORBIT RV2059
Refierence Ruler

Colarial: #1#4 (4456)
ColariaZ #184 (454b)
Calarial: #362 {12206}
Colarial #362 {1217h}
ColariaZ #162 (307}

TCGETGGEGELTGGAS GTGTEGGTETTEETEE TTTGTGATNTACCTGAATTG GGTTG.I'IGGIGGNG
TCGCTGEGAG GTGTNEGNGTTETTE TTTGTGATCTACCTGAATTGE GG.'IGIINNGG.GGIGI Tl 'n

Ruder 1

H37Rv: Constnucto ORBIT RV2059
Refierence Ruler

T T T T
1910 3920 3930 3540 3,950 3,960 3570 3580 3990

Calarial: #184 (4456)
Colaria #184 (4545}
Calarial: #362 {12206]
Colaria2: #362 {1217h}
CalariaZ #162 (9075}

GTET TTT TTAAG NGGTGTTTCG
GTNTEECTTT 1TN NNETTNNGCNNNAGGTNGTTCG

PRuder 1

HaTRv: Constructo ORBIT RV205%
Refierence Ruler

3870 3380 3,880 4000

Colormal: #1844 {3406
Colonia2: #1#4 (454b)
Colonial; #3#2 (12206}
ColoniaZ: #3#2 (12170}
ColoniaZ #1#2 {8307k}

- - -NNNBRACCTGGENTTGNNTTGNN lunununnnnunununm—nnnn-
-l -nu'rnnnlnumnnnnunr"'r‘n-! NAC




ANEXO 07. ALINEAMIENTO DE LOS RESULTADOS DE

SECUENCIAMIENTO PARA VERIFICAR LA PRESENCIA DEL PLASMIDO
INTEGRATIVO pMV306hsp : Rv2059 Wt/ Glu341Gly/Val1661le en el genoma de

H37Rv Rv2059KO.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 170

identity 1
1 6 16 26 36

D+ 1. Rv2059 NCBI (Mycobacterium tubercul... GTGGCCACCCCG

Frame 3

ATCCTTGTCACCGCACACCAGGG!
Wall Ala Thr Pro Thr GlyHis IGHH Gly

D+ 2. Rv2059 Wt

Frame 3

D 3. Rv2059 Glu341Gly
Frame 3

D¢ 4, Rv2059 Val166lle
Frame 3

Identity

[;* 1. Rv2059 NCBI (Mycobacterium tubercul...
rame 3

¢ 2. Rv2059 Wt

Frame 3

D& 3. Rv2059 Glu341Gly

Frame 3

C+ 4. Rv2059 Vali6élle
Frame 3

Identity

l-_"l- 1,Rv22059 NCBI (Mycobacterium tubercul...
rame

Gly Ser Trp Pro Phe Ala Gly Leu Leu Leu Thr Cys Ser GIn * * Lys Leu Leu Ser lle Arg Arg Thr Val Ala Thr Pro Val Ile Leu Val Thr Gly His Glu Gly

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
46 56 66 76 86 % 106 116 126 136
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H37Rv Rv2059KO

H37Rv Rv2059KO: Rv2059Wt

*Sensible(S)
*Resistente (R)

MIC

PZA: 200 (R)
POA: 100 (R)
ISH: <0.132 (S)

PZA: 50(S)
POA: 25 (S)
ISH: <0.132 (S)

H37Rv Wt

I H37Rv Rv2059KO0:Rv2059 Val1661le

ANEXO 08. EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD A LAS DROGAS
POR EL METODO DE PROPORCIONES (TEMA)

MIC
PZA: 50 (S)
POA: 50 (S)
ISH: <0.132 (S)

MIC
PZA: 50 (S)
POA: 25 (S)
ISH: <0.132 (S)




