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RESUMEN

La pirazinamida (PZA) es un farmaco esencial en el tratamiento de la tuberculosis por su
capacidad de reducir la duracion terapéutica. Su metabolito activo, el &cido pirazinoico (POA),
puede ser expulsado por bombas de eflujo bacterianas, lo que representa un posible mecanismo
alternativo de resistencia en cepas sin mutaciones en pncA. En este estudio, se evalud el papel
funcional de genes homdlogos a bombas de eflujo de Mycobacterium tuberculosis en
Mycobacterium smegmatis mediante silenciamiento génico por CRISPRI. Se disefiaron y
validaron ARNg dirigidos a los genes MSMEG_0232, MSMEG_0241, MSMEG_5046 y
MSMEG_6331, utilizando criterios de eficiencia tedrica de represion y modelos predictivos de
silenciamiento. Ademas, se midio la expresion relativa de ARNm mediante gPCR, y se evalud
la velocidad de eflujo de POA utilizando el test de Wayne cuantitativo normalizado por
proteinas (Bradford). Los datos obtenidos fueron analizados mediante regresion lineal multiple
en R Studio. Los resultados mostraron que MSMEG_0232 actlia directamente en el eflujo de
POA, mientras que MSMEG 5046 y MSMEG_6331 presentaron respuestas variables
posiblemente asociadas a rutas compensatorias. En cambio, MSMEG_0241 no presentd un
impacto fenotipico significativo. Este hallazgo demuestra que el silenciamiento dirigido puede
utilizarse para caracterizar bombas de eflujo relevantes en la resistencia a PZA, y propone
nuevos blancos terapéuticos preliminares que podrian ser explorados en futuros estudios en M.

tuberculosis.

Palabras clave: Mycobacterium smegmatis, pirazinamida, acido pirazinoico, CRISPRI,

bombas de eflujo, resistencia.



ABSTRACT

Pyrazinamide (PZA) is an essential drug in tuberculosis treatment due to its ability to shorten
the duration of therapy. Its active metabolite, pyrazinoic acid (POA), can be expelled by
bacterial efflux pumps, representing a potential alternative mechanism of resistance in strains
lacking mutations in pncA. In this study, the functional role of efflux pump homologs from
Mycobacterium tuberculosis was evaluated in Mycobacterium smegmatis through gene
silencing using CRISPR interference (CRISPRi). Single-guide RNAs (sgRNAS) were designed
and validated for the genes MSMEG_0232, MSMEG 0241, MSMEG_5046, and
MSMEG_6331, using theoretical repression efficiency criteria and predictive silencing models.
Additionally, relative mRNA expression was quantified by gPCR, and POA efflux rate was
assessed using the quantitative Wayne assay normalized by protein content (Bradford). Data
were analyzed using multiple linear regression in R Studio. Results showed that MSMEG_0232
plays a direct role in POA efflux, while MSMEG_5046 and MSMEG_6331 exhibited variable
responses, possibly linked to compensatory pathways. In contrast, MSMEG_0241 showed no
significant phenotypic impact. These findings demonstrate that targeted gene silencing can be
employed to functionally characterize efflux pumps involved in PZA resistance and identify

novel preliminary therapeutic targets for future studies in M. tuberculosis.

Keywords: Mycobacterium smegmatis, pyrazinamide, pyrazinoic acid, CRISPRI, efflux

pumps, resistance.



I. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial, con
aproximadamente 9 millones de casos nuevos y 1.3 millones de muertes registradas en 2020,
superando incluso la mortalidad por VIH (1). En Peru, representa un problema critico de salud
publica, con 17, 267 casos reportados ese mismo afio y una tasa de mortalidad de 52.9 por cada
100,000 habitantes, concentrandose el 64% de los casos en Lima y Callao (2) . La TB
pulmonar, causada por Mycobacterium tuberculosis (MTB), se transmite por goticulas que
contienen bacilos al hablar, toser o estornudar, afectando principalmente los pulmones (3). Su
tratamiento estandar incluye un esquema inicial de 2 meses con isoniacida, rifampicina,
etambutol y pirazinamida (PZA), seguido de 4 meses con rifampicina e isoniacida (4,5) . No
obstante, la resistencia a los medicamentos, incluida la multidrogo-resistencia (MDR-TB) y la
tuberculosis extremadamente resistente (XDR-TB), sigue siendo un desafio, con mas de

132,222 casos de MDR-TB reportados globalmente en 2020 (6).

La PZA, una prodroga esencial en el tratamiento de la TB latente, es convertida en &cido
pirazinoico (POA) por la enzima pirazinamidasa, codificada por el gen pncA. Este compuesto
acidifica el ambiente intracelular, inactivando enzimas esenciales para la supervivencia del
bacilo (7,8). Las mutaciones en pncA son la principal causa de resistencia clinica a PZA (7).
Tambien se ha asociado la resistencia a mecanismos de eflujo que expulsan el POA de la célula,

aunque los transportadores implicados no estan completamente caracterizados (9,10)

Las bombas de eflujo bacterianas desempefian un papel fundamental en la resistencia
antimicrobiana al facilitar la expulsion de compuestos toxicos fuera de la célula. Entre las
principales familias de bombas de eflujo se encuentran mmpL, los transportadores de la

superfamilia MFS (Major Facilitator Superfamily), los sistemas ABC-binding cassette (ABC)



y los transportadores ABC. La familia mmpL es esencial en Mycobacterium tuberculosis
(MTB), ya que participa en la exportacién de lipidos de la membrana y en la formacion de una
envoltura celular impermeable, crucial para la resistencia intrinseca a maultiples
antimicrobianos. Los transportadores MFS son altamente diversos y representan la familia méas
grande de bombas de eflujo. Estos transportadores operan mediante gradientes
electroquimicos, desempefiando un rol clave en la expulsion de farmacos y metabolitos toxicos.
Por otro lado, los sistemas ABC, que utilizan energia derivada de la hidrélisis de ATP, han sido
ampliamente asociados con la resistencia a multiples farmacos y la capacidad de MTB para
adaptarse a entornos hostiles. Estas bombas no solo estan relacionadas con la expulsion del
acido pirazinoico (POA), el metabolito activo de la pirazinamida (PZA), sino que también
representan un desafio significativo en el tratamiento de la tuberculosis. Sin embargo, su
relevancia funcional en la resistencia a la PZA aun no esta completamente caracterizada, lo que
las convierte en blancos prometedores para el desarrollo de nuevas terapias dirigidas a la

tuberculosis resistente (11-14).

Para explorar estos mecanismos, Mycobacterium smegmatis se utiliza como modelo
experimental debido a sus similitudes genéticas y fisiologicas con MTB. Aungue M. smegmatis
es naturalmente resistente a PZA por un eflujo rapido de POA, resulta util para estudiar la

resistencia antimicrobiana y validar nuevos blancos terapéuticos. (15)

En este contexto, la tecnologia CRISPR de interferencia (CRISPRi) se emple6 como
herramienta para investigar la funcion de genes asociados a la resistencia a PZA. CRISPRi
utiliza un complejo dCas9-sgRNA para reprimir la expresion génica sin cortar el ADN, lo que
permite un andlisis funcional preciso de los genes implicados. En este estudio, se optimizo

CRISPRI mediante el plasmido pLJR962 para silenciar genes especificos en M. smegmatis,



contribuyendo al entendimiento de los mecanismos de resistencia y a la identificacion de

nuevos blancos terapéuticos (16,17).

La PZA es un farmaco fundamental en el tratamiento contra TB, ya que acorta el tratamiento a
seis meses y reduce la probabilidad de reactivacion de la bacteria. Ademas, presenta eficacia
contra cepas de MTB multidrogo resistente (MDR) (18). Aunque la PZA es un farmaco crucial
en el tratamiento de la TB, se ha evidenciado que una gran proporcion de pacientes infectados
con MTB tiene resistencia a ella, con una incidencia cercana al 85% de cepas MDR. Esta
resistencia es conferida por las mutaciones presentes en el gen pncA, responsable de la
produccion de la enzima PZAsa, necesaria para el efecto terapéutico de la PZA (7) . Sin
embargo, existen casos en donde no se han evidenciado mutaciones en el gen pncA y aun asi
se presenta resistencia a la PZA. En estos casos, se han propuesto otros mecanismos que
podrian explicar la resistencia al farmaco, como mutaciones en los genes que son el objetivo
de PZA y genes que codifican a bombas de eflujo y el papel que pueden tener las bombas de
eflujo en el mecanismo de accion de PZA (19,20). Uno de los objetivos principales que se
busca para el tratamiento de TB es que sea mucho més rdpido y que a su vez no genere
resistencia. Sin embargo, la evolucién a la resistencia a los antibioticos actuales es un desafio
para el tratamiento actual. Por lo tanto, es evidente que debemos expandir en nuevas areas de

objetivo para el tratamiento contra la TB.

CRISPRI (Clustered repeats interspaced palindromic repeats-interference) es una técnica que
permite el silenciamiento especifico de genes mediante un complejo formado por un ARN guia
(sgRNA) y la enzima Cas9 mutada (dCas9), la cual pierde su capacidad endonucleasa para
optimizar la represion de uno o varios genes simultaneamente en M. smegmatis utilizando el
vector pLJR962 (16,17). Estudios previos realizados en M. smegmatis han demostrado que

CRISPRI es efectiva en el silenciamiento de genes relacionados con bombas de eflujo,

3



involucradas en el transporte y resistencia a farmacos. Especificamente, se ha observado una
reduccion significativa en la velocidad de eflujo del POA al silenciar el gen MSMEG_0250
con esta técnica (21) . Con base en estos antecedentes, el presente estudio busca evaluar la
velocidad de eflujo de POA mediante la represion transcripcional de genes codificantes para

bombas de eflujo implicadas en la resistencia a PZA.



Il.  OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo general
e Evaluar el efecto del silenciamiento de genes que codifican a bombas de eflujo
sobre la velocidad de eflujo del &cido pirazinoico en Mycobacterium smegmatis,

mediante la represion transcripcional por CRISPRI

2.2 Objetivos especificos
e Silenciar y determinar la velocidad de eflujo de POA del gen MSMEG_5046.
e Silenciar y determinar la velocidad de eflujo de POA del gen MSMEG_0241
codificante para la bomba de eflujo.
e Silenciar y determinar la velocidad de eflujo de POA del gen MSMEG_6331
codificante para la bomba de eflujo.
e Silenciar y determinar la velocidad de eflujo de POA del gen MSMEG_0232

codificante para la bomba de eflujo.

2.3 Hipétesis
e El silenciamiento de uno de los genes codificantes para las bombas de eflujo

por CRISPRI varia la velocidad de eflujo del POA en M. smegmatis.



I1l.  MATERIALES Y METODOS
3.1 Disefio del estudio
e EIl estudio fue experimental y analitico. Es experimental debido a que se
reprimird la transcripcion de los genes homdélogos de MTB en M. smegmatis
mediante la técnica de CRISPRI y analitico debido a que analizaré si existe una
relacion entre los genes reprimidos, codificantes para las bombas de eflujo, con

el eflujo de acido pirazinoico (POA) en intervalos de tiempo.

3.2 Cepas y lugar de estudio
e Las cepas de M. smegmatis mc2 155, utilizadas en este estudio fueron
conservadas en el banco de cepas del Laboratorio de Bioinformética y Biologia
Molecular de los laboratorios de Investigacién y Desarrollo (LID) de la Facultad
de Ciencias y Filosofia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
3.3 Criterios de inclusion
no aplica
3.4 Criterios de exclusion
no aplica
3.5 Muestra (calculo muestral)
no aplica
3.6 Instrumentos de investigacion

no aplica

3.7 Procedimientos y Técnicas

3.7.1 ldentificacion de genes de bombas de eflujo y andlisis de homologia entre

Mycobacterium tuberculosis y M. smegmatis



La seleccion de genes candidatos relacionados con la resistencia a pirazinamida (PZA) se
realiz6 mediante una estrategia combinada de revision bibliografica y analisis bioinformaético.
Se identificaron genes de Mycobacterium tuberculosis (cepa H37Rv) asociados a mecanismos
de resistencia, especialmente aquellos vinculados al transporte y expulsion del é&cido

pirazinoico (POA), metabolito activo de la PZA.

Las secuencias proteicas de los genes candidatos (Rv3756c, Rv0191c, Rv1250c y Rv0202c)
fueron descargadas desde MycoBrowser y verificadas en la base de datos NCBI (ensamblaje
de referencia H37Rv, RefSeq: GCF_000195955.2). Para encontrar ortlogos en M. smegmatis,
se realizo un anélisis BLASTp utilizando parametros por defecto: matriz BLOSUMG62, e-value

10, sin penalizaciones modificadas. Se consideraron validos 1los
alineamientos con 230 % de identidad, 250 % de cobertura y e-value

<1x107.

Los genes homdlogos identificados fueron alineados mediante el programa EMBOSS Needle
(web) para validar la similitud funcional, empleando penalizaciones estandar (gap open = 10,
extension = 0.5). Solo se aceptaron como ort6logos los pares con una similitud superior al
40 %, acorde con literatura previa. Por ejemplo, MSMEG_6331 mostr6 un 77.38 % de identidad
con Rv3756¢, con una cobertura del 82 % y un e-value de 9 x 10~°¢. Los alineamientos globales

confirmaron similitudes de 67.4 % a 80.6 %.

Este analisis in silico respaldo la conservacion funcional de los genes seleccionados,
permitiendo su uso como blancos para el disefio de ARN guia (ARNQ) en el sistema CRISPRI,
con el fin de evaluar experimentalmente su implicancia en el eflujo de POA vy la resistencia a

PZA. (tablal)

3.7.2 Disefio de los ARN guia (ARNg) de los genes



Las secuencias de los genes a estudiar fueron obtenidas del National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Para el disefio de los ARN guias (ARNg), se siguieron dos enfoques:
Protocolo de Rock et al. (CRISPRi gene silencing in mycobacteria): Se utilizo para el disefio
de los ARNg para los genes MSMEG 0232 (ARNg_l1), MSMEG_6331(ARNg_1),
MSMEG_5046 , MSMEG_0241 asimismo para el control positivo MSMEG_0250. En primer
lugar se identifico la cadena no molde de los genes a silenciar, y se buscd el reverso
complementario de la secuencia PAM con mayor “fold repression” (Tabla 3). Luego se incluyo
la seleccion de 20 - 25 nucle6tidos que complementa con la cadena no molde, asimismo se
afiadieron los extremos de corte de restriccion para la enzima BsmBI en el extremo 5°, GGGA

para el Forward y AAAC para el Reverse (22)

Software Pebble: El disefio de los ARNg para MSMEG_0232 (ARNg_2) y MSMEG_6331
(ARNg_2) fue realizado utilizando el programa Pebble (sgRNA tool for Rockefeller
University). Este software permite seleccionar los mejores candidatos de ARNg segun
parametros de “predicted strength” mas cercano a 1(23). El disefio y las secuencias para ambos

métodos de disefio de ARNg se encuentran en la tabla 4.

3.7.3 Clonacion de ARNg en el plasmido pLJR962 y transformacién en E. coli

El plasmido integrativo pLJR962 fue digerido con BsmBI (40 U) en una mezcla de reaccion de
50 uL que contenia 2.5 pug de ADN, Buffer 3.1 y agua libre de nucleasas. La digestion se incub6
a 55°C por 12h y fue inactivada a 80 °C por 20 min. La correcta digestion fue verificada
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % con SYBR Safe. Posteriormente, la banda

linealizada fue purificada utilizando el kit Zymoclean.

Para la hibridacion, se mezclaron 2 pLL de cada oligo (top y bottom, 100 uM) con 46 uL de

buffer de annealing (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA), y se aplicé un



programa térmico de 95 °C por 2 min seguido de un descenso controlado a 25 °C a razén de

0.1 °C/s para permitir la formacion de duplex.

La ligacion se realizo en un volumen total de 5 pL que contenia 9 ng del vector digerido, 0.5 pL
de oligos hibridados (diluciéon 1:10), 40U de T4 DNA ligasa y 0.5uL de su buffer
correspondiente. La mezcla se incub6 a 16 °C durante 20 h. Se incluy6 un control de autoligado

sin oligos para verificar la eficiencia del proceso.

Posteriormente, 5 pL del producto de ligacion fueron transformados en células competentes de
E. coli NovaBlue mediante choque térmico (0 °C por 10 min — 42 °C por 455 = 0 °C por
2 min). La recuperacion se realizé en medio LB sin antibiéticos por 1 ha 37 °C y 200 rpm.
Las células se sembraron en placas LB-agar suplementadas con kanamicina (40 pg/mL) y

tetraciclina (12.5 pg/mL) y se incubaron a 37 °C durante 16-18 h.

Las colonias resistentes fueron seleccionadas y cultivadas para minipreparaciones plasmidicas
(Zymo Miniprep Kit). La insercion correcta del ARNg fue verificada mediante digestion
diagnostica con BsmBI y secuenciacion Sanger utilizando primers universales pLIR962_F/R.

Solo se utilizaron clones confirmados con secuencia 100 % correcta para las siguientes etapas.

(figura 1-3)

(Fig. 1 muestra el esquema de clonacion; Fig. 2, la digestion/ligacion; Fig. 3, secuencias

confirmadas).

3.7.4 Transformacién en M. smegmatis y controles utilizados en los experimentos de

silenciamiento

Para la transformacion en M. smegmatis mc2155, se utilizaron entre 0.5-5 ug del plasmido

pPLIR962-ARNg en condiciones de electroporacion (2.5 kV, 25 uF, 1000 Q). Las células fueron



recuperadas en 7H9 y seleccionadas en agar 7H10 con kanamicina (20 pg/mL), OADCy 0.2 %

de glicerol. (figura 3)

Una Unica clona transformada fue seleccionada por cada gen para evitar variabilidad genética
y asegurar consistencia en los ensayos. Estas clonas fueron criopreservadas y empleadas en
todas las etapas experimentales posteriores. Se implementaron dos controles principales para

validar la eficiencia y especificidad del sistema CRISPRI:

Control positivo (MSMEG_0250): Este gen fue elegido por su conocida susceptibilidad al
silenciamiento en M. smegmatis. Su ARNg fue disefiado siguiendo el mismo protocolo de Rock
et al., clonado en pLJR962 y transformado en M. smegmatis como los genes experimentales.
Su funcion fue confirmar que el sistema CRISPRI respondia adecuadamente a la induccién con

ATC.

Control negativo (pLJR962 sin ARNQ): Consiste en la cepa M. smegmatis mc2155
transformada con el plasmido vacio. Se utiliz6 para descartar efectos inespecificos ocasionados

por la electroporacion o la presencia del plasmido per se, en ausencia de un ARNg especifico.

3.7.5 Induccidn del silenciamiento y seleccién de clonas

Cada clona resistente a kanamicina fue cultivada en 7H9 suplementado con OADC, glicerol,
Tween 80 y antibidticos correspondientes a 37 °C y 300 rpm. Los cultivos se llevaron a fase
logaritmica (OD 0.5-0.8), se diluyeron a OD 0.1-0.2 y se indujo el silenciamiento adicionando
anhidrotetraciclina (ATC) a concentracion final de 100 ng/mL (disuelta en etanol). La

induccidn se realizo durante 18-24 h a 37 °C y 300 rpm, hasta alcanzar OD > 1.

3.7.6 Extraccion de ARN

10



Las bacterias inducidas y no inducidas fueron centrifugadas a 3000 g durante 20 minutos a 4
°C en tubos libres de RNasa. El sedimento se lavo con buffer TE (pH 8) y se centrifugo
nuevamente bajo las mismas condiciones. Posteriormente, se resuspendié en 1 ml de TRI
reagent junto con beads de zirconio de 0.1 mm, y la lisis celular se llevo a cabo utilizando el
equipo Fast Prep MP Biomedicals a 6.5 m/s durante 30 segundos, repitiendo el proceso dos

veces con intervalos en hielo.

El lisado fue centrifugado a 12000 g durante 15 minutos a 4 °C, y el sobrenadante se transfirio
a un nuevo tubo donde se afiadieron 200 pl de cloroformo. La mezcla se agitd, se incubo en
hielo durante 5 minutos, y se centrifugd nuevamente para separar las fases. La fase acuosa
obtenida se mezcl6 con etanol frio al 100 % y se transfirio a columnas de silica para su
purificacion. Después se realizaron lavados sucesivos con solucion de prelavado y tampén de
ARN. Finalmente, el ARN fue eluido con 20 ul de agua libre de RNasa (DEPC) y cuantificado

utilizando un espectrofotometro Nanodrop.

3.7.7 Retrotranscripcion
El ARN extraido se traté con Ambion DNase | (Thermo Fisher Scientific) para eliminar ADN
residual: 5 pg de ARN, 1 pL Turbo DNase, 2 pL de buffer, agua DEPC (20 pL total),

incubacion 37 °C 15 min e inactivacién 75 °C 5 min.

El ARN tratado se retrotranscribio a ADNc con SuperScript 1V segun protocolo del fabricante

(Anexo 4)

3.7.8 Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa q°PCR

El ADNCc se utilizé para cuantificar niveles relativos de ARNm por gPCR con SYBR

Green. Los primers se disefiaron con Primer-BLAST (NCBI) siguiendo los criterios
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descritos (24,25). La reaccion incluy6 3 uM de cada primer, 2.5 pL de SYBR Green,
5 pL de agua PCR y 0.5 pL de ADNCc, en un volumen final de 10 pL. Condiciones: 95
°C 10 min; 40 ciclos de 95 °C 5 s, 61 °C 20 s, 72 °C 10 s; curva de melting. La
cuantificacion relativa se realizé con el método AACt (Livak), usando como gen
housekeeping MSMEG_2758. Las reacciones se realizaron por tres réplicas

biolégicas. (Figura 4)

3.7.9 Velocidad de eflujo de POA

Las cepas con genes silenciados fueron cultivadas hasta la fase exponencial, diluidas a una
densidad éptica (OD) de 0.1-0.2 en medio 7H9 e inducidas con anhidrotetraciclina (ATC, 100
ng/mL) o sin ATC (control) a 37 °C durante 18-20 horas. Luego, los cultivos fueron
centrifugados a 12,500 rpm durante 20 minutos a 4 °C, y el sedimento fue resuspendido en
buffer de citrato (10 mM, pH 7) para ajustar la OD600nm. Se incubaron muestras de 900 ul de
bacterias con 100 pl de PZA (10 mM) a 37 °C en intervalos de 5 a 60 minutos. Tras detener la
reaccion mediante centrifugacion (14,800 rpm, 2 minutos), se reservaron 500 pl del

sobrenadante para la reaccion de Wayne.

Adicionalmente, se prepar6 un tubo control con 900 ul del cultivo sin PZA, que fue
centrifugado, mezclado con 50 pl de PZA (10 mM, pH 7), hervido a 100 °C durante 20 minutos
y centrifugado a 10,000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido, correspondiente a

la fraccion intracelular, fue analizado mediante el método de Bradford.

A. Reaccion de Wayne

El POA expulsado se cuantificO mediante el ensayo de Wayne: formacion de
coloracion rojiza con Fe(SO, ) y lectura a 450 nm (26). Se afiadio sulfato de amonio

ferroso al 20% a 500 pl de la fraccion extracelular, se agitdé en vértex y se incubo a
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temperatura ambiente durante 5 minutos. Se centrifugd (10,000 rpm, 5 min) y se
transfirieron 100 pL a placa de 96 pozos para lectura en Spectra Max 190 a 450 nm.
La cuantificacion se realiz6 con curva estandar de POA (0.4-16 mM) en buffer citrato

10 mM pH 7 (26,27).

B. Bradford

La técnica de Bradford permite cuantificar proteinas por absorbancia en la regién
visible (28). El objetivo fue normalizar POA en funcién de biomasa, expresando los
resultados como mM POA/mg proteina. Para ello, se determind concentracion
proteica mediante Bradford para cada punto temporal del experimento (0—60 min cada

5 min).

En placa ELISA de 96 pozos se afiadieron 20 pL de muestra y 200 pL de reactivo Bradford
(1:4 en agua MilliQ). La absorbancia se ley6 a 595 nm. Se construy6 curva estdndar con BSA

(5, 10, 20, 50, 80 y 100 pg/mL). (Figura 5)

3.8 Aspectos éticos

e Este trabajo de investigacion fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (CIE-UPCH) y se registro en el sistema SIDISI de la
Direccion Universitaria de Investigacion, Ciencia y Tecnologia antes de su ejecucion.
Se utilizaron Unicamente cepas bacterianas de Mycobacterium smegmatis y E. coli
Nova Blue previamente almacenadas en el Laboratorio de Bioinformética y Biologia
Molecular, las cuales no son patdgenas y requieren unicamente un laboratorio de

bioseguridad nivel 2 para su manipulacién. Se garantizé la seguridad del personal
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mediante el uso de equipo de proteccidn personal y cabinas de bioseguridad. Ademas,

no se realizaron toma de muestras en sujetos humanos.

3.9 Plan de analisis
e El eflujo de POA fue cuantificado como mM POA/mg proteina en M. smegmatis
inducido (+ATC) y no inducido (—ATC) con CRISPRi, evaluado de 0 a 60 min en
intervalos de 5 min. Ambas variables fueron analizadas mediante regresion lineal
multiple con 95% de confianza, considerando significativo p < 0.05. Los analisis se

realizaron en RStudio Version 2025.09.2+418 (2025.09.2+418).

3.10 Limitaciones

e El| uso de CRISPRi presenta la incapacidad de silenciar (knock down)
completamente la expresiéon de un gen, por lo que la expresion parcial de la
proteina podria ejecutar su funcion.

e El silenciamiento del gen depende estrictamente de la secuencia PAM que es
reconocida por dCas9, por lo que es posible que existan genes en donde la
secuencia PAM tenga un fold repression bajo y no produzca un cambio
fenotipico significativo a través del silenciamiento.

e Latecnologia CRISPRI restringe la supresion de la expresion génica mediante

la induccion de un "knock down" con ATC en aproximadamente 24 horas.
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IV. RESULTADOS

4.1 Identificacion y validacion de genes homdlogos resistentes a PZA
Se identificaron cuatro genes en Mycobacterium tuberculosis asociados a resistencia a
pirazinamida (Rv3756¢, Rv0191c, Rv1250c y Rv0202c), y se determinaron sus ortélogos en M.

smegmatis: MSMEG_6331, MSMEG_0232, MSMEG_5046 y MSMEG_0241, respectivamente.

4.2 Evaluacion del porcentaje de similitud de los genes homdlogos con EMBOSS Needle
Las comparaciones a nivel de secuencia de aminoacidos mostraron porcentajes de similitud
entre 67.4% a 80.6% de los genes homdlogos de M. tuberculosis (Rv3756c¢, Rv0191, Rv1250
y Rv0202c) y sus contrapartes en M. smegmatis (MSMEG_6331, MSMEG_0232,
MSMEG_5046 y MSMEG_0241). En particular, el alineamiento global entre MSMEG_6331 y
Rv3756¢ mostré un 73.9 % de similitud y 10.8 % de diferencias por inserciones y deleciones
(gaps), como se detalla en la Figura 6-7. Los resultados completos de las comparaciones para

todos los genes se resumen en la Tabla 2.

4.3 Verificacion del ARNg clonado en el plasmido pLJR962 en E. coli NovaBlue

La secuenciacion por Sanger confirmd la insercion correcta de los ARN guia (ARNg) en el
plasmido pLJR962, para todas las construcciones dirigidas a los genes MSMEG_0232
(ARNg_1yARNg_2), MSMEG_6331 (ARNg_1y ARNg_2), MSMEG_0241, MSMEG_5046

y al control positivo MSMEG_0250. (Figura 8,9)

4.4 Electroporacion de los plasmidos clonados con los ARNg en M. smegmatis

Se obtuvieron colonias transformantes para cada constructo en M. smegmatis EIl control
negativo (Mc2 155 con pLJR962 sin &cido ribonucleico guia) se empled para estimar la
expresion basal y descartar efectos del vector. El control positivo dirigido a MSMEG_0250 se

utilizo para verificar la capacidad del sistema inducible de reducir la expresion del blanco tras
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la induccidn. Por tanto, el crecimiento observado en presencia de este antibiético confirmé no
solo la incorporacion estable del plasmido, sino también la presencia del ARNg especifico en

cada caso. (figura 10)

4.5 Cuantificacién de los niveles de ARN mensajero relativo para la evaluacién de

expresion de genes en M. smegmatis

En el control negativo mc2155::pLJR962, la expresion relativa se mantuvo cercana a 1 en
ATC- y ATC+, indicando ausencia de cambios atribuibles al vector. El control positivo
MSMEG_0250 mostré disminucion marcada del ARNm en ATC+ (expresion relativa < 1),

validando el sistema CRISPRI.

En los genes experimentales, MSMEG_5046 y MSMEG_0241 presentaron reduccion de
ARNmM en ATC+ (expresion relativa < 1). En MSMEG_0232 y MSMEG_6331, la respuesta
dependié del ARNg: ARNg_2 produjo reduccion de ARNm en ATC+ (expresion relativa < 1),
mientras que ARNg_1 mostrd ausencia de represion o incremento relativo (expresion relativa

> 1) (Figura 11).

4.6 Niveles de fold repression en cepas M. smegmatis

Los niveles de fold repression fueron consistentes con los patrones de expresion relativa. En el
control negativo mc2155::pLJR962 los valores se mantuvieron cercanos a 1. El control positivo
MSMEG_0250 present¢ fold repression elevado en ATC+, indicando represion transcripcional.
MSMEG_5046 y MSMEG_0241 mostraron fold repression > 1 bajo ATC+, consistente con

reduccion de ARNm.

Para MSMEG_0232 y MSMEG_6331, el fold repression dependio del ARNg: ARNg_2 mostrd
fold repression > 1, mientras que ARNg_1 mostré valores cercanos a1 o < 1, lo que evidencia

que ARNg_2 fue mas efectivo para inducir represion en estos genes (Figura 12).
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4.7 Anélisis estadistico de los genes homologos bajo la condicion del silenciamiento

genético activo.

En el andlisis estadistico descrito en el plan de analisis se aplicaron modelos de regresion lineal
para evaluar el efecto de la interaccion tiempo:condicion (xtATC) sobre la produccion/eflujo
de POA normalizado (mM POA/mg proteina). Los modelos mostraron valores de R2 ajustados
entre 0.7377 y 0.9854. En los controles, mc?155 y mc2155::pLJR962 no mostraron diferencias
significativas entre ATC+ y ATC—. En el control positivo MSMEG_0250, la interaccion
tiempo:condicion fue significativa (p < 0.001), observandose una menor pendiente bajo ATC+
en comparacion con ATC— . En los genes experimentales, MSMEG_5046 presentd una
interaccion significativa (p = 0.000212) con un incremento de la pendiente bajo ATC+,
mientras que MSMEG_0241 no mostrd significancia estadistica en la interaccion
tiempo:condicion (p = 0.0598). Para MSMEG_ 0232, tanto ARNg 1 como ARNg 2
presentaron interaccion significativa (p < 0.001 y p = 0.00423), con una reduccién de la
pendiente bajo ATC+. En MSMEG_6331, solo ARNg_2 mostro interaccion significativa (p =
0.008804) con una pendiente mayor bajo ATC+, mientras que ARNg_1 no mostr6 cambios

significativos (p = 0.982). Estos resultados se resumen en la Figura 13 y Tabla 5.
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V. DISCUSION

Un punto de partida relevante es que el mecanismo de accion de la pirazinamida continGa en
debate. Diversas lineas de evidencia han propuesto que el &cido pirazinoico puede alterar
procesos de membrana y transporte, asi como activar respuestas de estrés de la envoltura; en
consecuencia, la cuantificacion cinética de la expulsion del &cido pirazinoico constituye un
indicador funcional Gtil para priorizar transportadores con contribucion directa o estrechamente

acoplada a la salida del metabolito. (7-10,14,29)

En esta tesis se evaluo el aporte funcional de genes candidatos de Mycobacterium smegmatis
asociados al transporte y la expulsion del &cido pirazinoico, mediante reduccion transcripcional
dirigida con una plataforma de interferencia basada en repeticiones palindrémicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas. Este enfoque enlaza la identificacion in silico de
ortélogos de Mycobacterium tuberculosis con evidencia experimental de funcion, y permite
evaluar contribuciones individuales dentro de una red potencialmente redundante de bombas
de eflujo. (15) Asi, los resultados se interpretan como evidencia funcional en el modelo (M.
smegmatis) y no como equivalencia directa en M. tuberculosis, lo que requiere validacion

posterior en el patdgeno.

De manera global, los hallazgos apoyan que la dinamica del &cido pirazinoico puede estar
influenciada por mas de un transportador. La redundancia funcional y la superposicion de
especificidad de sustrato son rasgos frecuentes en bombas de eflujo; por ello, la represion de
un solo gen puede resultar en efectos fenotipicos variables, moderados o parcialmente

compensados. (14)

Alineado a los objetivos del estudio, primero se confirmo la relaciéon de ortologia (similitud
67-81%) entre genes de M. tuberculosis y M. smegmatis, luego se valido la construccion de

ARNg vy, finalmente, se evalud el efecto del silenciamiento sobre la cinética de POA
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normalizado (MM POA/mg proteina). Esta estructura permite discutir los hallazgos en dos
niveles: (i) eficiencia de silenciamiento (ARNm/fold repression) y (ii) efecto funcional (cambio

de pendiente en la cinética de POA).

El hallazgo central fue que el silenciamiento de MSMEG_0232 gener6 el patron fenotipico
maés consistente sobre la dindmica del acido pirazinoico bajo las condiciones ensayadas. En
particular, para MSMEG_0232Mycobacterium tuberculosis que sugieren que transportadores
del eje de Rv0191 pueden modular respuestas a pirazinamida y acido pirazinoico, y que la
inhibicion farmacoldgica de eflujo puede restaurar susceptibilidad en contextos con actividad

elevada de expulsion. (14,20,21)

En MSMEG_5046 y MSMEG_6331, el efecto fenotipico fue mas dependiente del disefio del
acido ribonucleico guia y, en general, mas variable En MSMEG_5046 y MSMEG_6331
(ARNg_2) se observo6 una pendiente mayor bajo ATC+, lo que sugiere que la reduccién de un
componente puede acompafiarse de compensacién funcional de la red de eflujo, ya sea por
activacion de rutas alternativas o por redistribucion del flujo a otros transportadores . Esta
redundancia y superposicion de especificidad explican por qué la represion de un solo gen
puede producir efectos intermedios o incluso cambios en direccion inesperada . (14) En
contraste, MSMEG_6331 (ARNg_1) no mostr6 un cambio significativo en pendiente,
coherente con un silenciamiento menos efectivo en términos de represion transcripcional, lo

que refuerza la relacion entre disefio de ARNg y sensibilidad del ensayo.

Para MSMEG_0241, aun cuando se evidencio represion transcripcional, el efecto sobre la
expulsion del acido pirazinoico fue limitado. Esto es consistente con el comportamiento
descrito para miembros de transportadores de membrana asociados a la envoltura celular, que
pueden contribuir de manera indirecta a fenotipos asociados a permeabilidad e integridad de

pared, mas que actuar como exportadores primarios del acido pirazinoico. En este escenario,
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cambios sutiles en cinética podrian reflejar efectos indirectos (envoltura/estrés de superficie)
maés que transporte directo de POA, lo que justifica complementar con otros desenlaces si se

busca inferencia mecanistica (p. ej., MIC a PZA, pH intracelular, etc.). (14,20)

En esa misma linea, los resultados sin efecto claro deben interpretarse en el contexto de la
magnitud de represion lograda y de la vulnerabilidad funcional del gen. La interferencia basada
en CRISPRI produce reduccién parcial y no delecién; por tanto, la actividad residual puede
sostener la funcidn, especialmente cuando existen transportadores de alta capacidad o cuando
el gen presenta alta actividad basal. Ademas, la compensacién por otros transportadores, la
estabilidad proteica, la regulacion postranscripcional y los efectos polares sobre genes
cotranscritos pueden enmascarar un fenotipo. Por ello, es recomendable utilizar multiples
disefios de &cido ribonucleico guia por gen, reportar de manera sistematica la relacion entre
represion transcripcional y cambio fenotipico, y considerar analisis complementarios a nivel
de proteina cuando exista desacople entre acido ribonucleico mensajero y actividad.

(16,24,30,31)

Los perfiles cinéticos también deben interpretarse a la luz de diferencias bioldgicas entre
especies. Mycobacterium smegmatis presenta rasgos que favorecen una conversion y expulsion
mas rapida del &cido pirazinoico, incluyendo mayor permeabilidad de la envoltura y diferencias
en la dotacion y actividad de enzimas que convierten pirazinamida a acido pirazinoico. Esto
subraya que la extrapolacion hacia Mycobacterium tuberculosis puede no ser lineal y requiere

validacion directa en ese organismo. (13,15,32)

Entre las limitaciones metodoldgicas, destacan el disefio del &cido ribonucleico guia y la
eleccion del motivo adyacente al protoespaciador. En este estudio se priorizaron motivos con
mayor puntuacion tedrica de eficiencia; emplear PAMs con menor ‘“fold” esperado

probablemente reduciria la magnitud de represion y podria convertir efectos detectables en no
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detectables, incrementando el riesgo de falsos negativos. Esto es consistente con la observacion
experimental de respuestas dependientes del ARNg (por ejemplo, ARNg_1 vs ARNg_2), lo
que refuerza que el “diseno” es una fuente principal de variabilidad. Asimismo, aunque
CRISPRI no genera cortes de doble cadena, pueden ocurrir efectos fuera del blanco que alteren
la interpretacion si impactan rutas relacionadas con transporte o metabolismo; por ello, se
sugiere ampliar el nimero de guias por gen, incluir evaluaciones de especificidad y documentar

criterios de seleccion del PAM/ARNg . (30)

Adicionalmente, el uso de una sola clona por gen (estrategia para estandarizar el fondo
genético) introduce un posible efecto clonal; por ello, en estudios futuros se recomienda evaluar
més de una clona por construccion o replicar el fenotipo en construcciones independientes.
También seria Gtil incorporar desenlaces complementarios que modulan la respuesta a PZA,
como la concentracion minima inhibitoria frente a pirazinamida, pH intracelular, y marcadores

de estrés oxidativo y de envoltura.

Finalmente, las diferencias intrinsecas entre M. smegmatis y M. tuberculosis deben
considerarse explicitamente: una divergencia cercana a diez por ciento en la secuencia de
aminoacidos entre ortélogos puede concentrarse en regiones criticas para la funcién (por
ejemplo, segmentos transmembrana o regiones de reconocimiento de sustrato) y modificar
afinidad, cinética de transporte o regulacion. Por ello, una diferencia del ~10% no es “pequefia”
si cae en dominios funcionales clave: podria cambiar el acoplamiento energético, el acceso del
sustrato o la especificidad, afectando la interpretacion del modelo. En consecuencia, los efectos
observados pueden subestimar o sobreestimar el impacto en M. tuberculosis, por lo que la

validacion en el patdgeno es un paso indispensable (32,33).

En conjunto, la evidencia apoya que la modulacion dirigida de transportadores puede alterar la

dinamica del acido pirazinoico y ofrece una ruta para priorizar blancos de eflujo relevantes
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para la pirazinamida. Estudios futuros deberian evaluar condiciones que imiten mejor el
entorno en el que actla la pirazinamida, explorar silenciamientos combinados para mapear
redundancia y sinergia, y complementar con mediciones a nivel de proteina (o actividad de

transporte) para explicar discrepancias entre represion transcripcional y efecto fenotipico.
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VI. CONCLUSIONES

e EIl silenciamiento de MSMEG_0232 con ARNg_1 y ARNg_2 se asocid a una
disminucion significativa de la pendiente del eflujo de POA bajo induccion con ATC+,
lo que indica que este gen contribuye al fenotipo de expulsion de POA en M. smegmatis.
Por tanto, MSMEG_0232 se prioriza como candidato funcional para estudios de

validacion en M. tuberculosis.

e En el caso de MSMEG_6331, se observo una respuesta dependiente del disefio del
ARNg. Mientras que ARNg_1 no generd cambios significativos en la tasa de eflujo de
POA. El silenciamiento con ARNg_2 logré una represion transcripcional con un
aumento en la concentracion de POA expulsado. Este efecto sugiere la activacion de

una posible funcion reguladora de este transportador.

e El silenciamiento de MSMEG_5046 se asoci6 a un aumento significativo del eflujo de
POA bajo ATC+, lo que sugiere la participacion de mecanismos compensatorios que

podrian modificar la expulsion global al reducir un componente de la red de transporte.

e A pesar de lograr una represion transcripcional efectiva, MSMEG_0241 no mostré una
reduccion significativa en la expulsion de POA, lo cual indica que este transportador

probablemente no participa directamente en la expulsion de este metabolito.

e En conjunto, estos resultados refuerzan la importancia de optimizar el disefio de ARN
guia y validar experimentalmente su eficacia, dado que pequefias variaciones en la
ubicacion o fuerza de represion pueden alterar significativamente los efectos

fenotipicos observados.
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VIl. RECOMENDACIONES

Validar los hallazgos en cepas de Mycobacterium tuberculosis bajo condiciones de
bioseguridad nivel 3 (BSL-3), utilizando sistemas CRISPRi adaptados a esta especie,

para confirmar la relevancia funcional de los genes identificados.

Disefiar e implementar multiples ARNg por gen (y, cuando sea posible, més de una
clona independiente) para reducir falsos negativos y variabilidad asociada al

disefio/eficiencia del silenciamiento.

Ampliar el andlisis funcional a otras bombas de eflujo no evaluadas y explorar
combinaciones de silenciamiento de multiples bombas para estudiar efectos sinérgicos

0 compensatorios.

Integrar transcriptdmica o protedbmica comparativa posterior al silenciamiento de cada

gen para identificar rutas de compensacion o cambios globales en la expresion génica.

Evaluar la sinergia entre silenciamiento CRISPRi y compuestos inhibidores de bombas

de eflujo para explorar nuevas estrategias terapéuticas combinadas frente a cepas

resistentes.
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Figura 1: Representacion esquematica del proceso de clonacion de los ARNg en el vector
pLJR962, incluyendo digestion con BsmBl, ligacion de los oligonucle6tidos, transformacion

en E. coli NovaBlue y seleccion en placas LB con kanamicina y tetraciclina.
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Figura 2: Imagenes de las colonias transformadas con los diferentes ARNg clonados en
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pLJR962. Estas fueron cultivadas en medio LB con antibidticos. Posteriormente, se extrajeron

los plasmidos para la electroporacion en M. smegmatis.
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Figura 3: Diagrama representando el protocolo de transformacién mediante electroporacién
de M. smegmatis mc2155 con los plasmidos recombinantes. Se incluye la recuperacién celular

y seleccion en placas con antibioticos. Se observan las colonias resultantes.
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Figura 4: Diagrama del protocolo experimental para la induccion con anhidrotetraciclina

(ATC), extraccion de ARN, retrotranscripcion y evaluacion de la represidn génica por qPCR.
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Figura 5: Protocolo experimental del ensayo de eflujo de POA basado en la incubacion de
cultivos tratados con PZA, toma de muestras por tiempo, separacion de fases, cuantificacion

de POA por ensayo de Wayne y normalizacion con proteinas totales por método de Bradford.
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MSMEG_6331 / Rv3756¢c
Sequence ID: Query_2912149 Length: 239 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 221 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps

269 bitsﬁ(§87ﬁ) 9e-96 Compositional matrix adjust. 171/221(]7%) 191/221,@6%,), 0/221“(0%7)_7

Query 1 MNFLQQALAFIFTAENWAGPSGLGARIVEHLEYTAVAVFFSALIAVPLGMVIGHTGRGTF 60
MNFLQQAL+++ TA NW GP GL R EHLEYTAVAV SALIAVP+G++IGHTGRGT

Shject 1 MNFLQQALSYLLTASNWTGPVGLAVRTCEHLEYTAVAVAASALIAVPVGLLIGHTGRGTL 60

Query 61  LVVTGVNALRALPTLGVLLLGVLLWGLGLVPPTVALMLLGIPPLLAGTYAGVANVERTVV 120
LW VN LRALPTLGVLLLGVLL+GLGL PP VALMLLGIP LLA TYAG+A+V+ VV
Sbjct 61  LVVGAVNGLRALPTLGVLLLGVLLFGLGLGPPLVALMLLGIPSLLASTYAGIASVDPLVV 120

Query 121 DAARSMGMTESRILLRVEVPNALPLILGGLRTSTLQIVATATVAAYASLGGLGRYLIDGI 18@
DAAR+MGMTES++LLRVEVPNALPL+LGGLR++TLQ+VATATVAAYASLGGLG YLIDGI
Shbjct 121 DAARAMGMTESQVLLRVEVPNALPLMLGGLRSATLQVVATATVAAYASLGGLGGYLIDGI 180

Query 181 KIREFHIALVGAIMVTALALILDAALAFAVWLSVPGAGRLR 221
K R FHIALVGA+MV ALAL LD LA A W+SVPG GR+R
Sbjct 181 KERRFHIALVGAMMVAALALTLDGLLALAGWVSVPGTGRMR 221
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Figura 6: Resultados del alineamiento por BLAST NCBI de las secuencias de aminoacidos
del gen MSMEG_6331 (M. smegmatis) y Rv3756¢ (M. tuberculosis), mostrando un
porcentaje de identidad del 77.38 %, un valor de e—value de 9e—96, y

una cobertura del 82 %.
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Figura 7: Resultado del alineamiento global por EMBOSS Needle entre las
secuencias de aminoacidos del gen MSMEG_6331 y Rv3756¢. El anélisis arrojo
un porcentaje de similitud del 73.9 %, con un 10.8 % de diferencias debido a

gaps.
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Figura 8: Transformacién del vector con los ARNg en E. coli NovaBlue para los genes
MSMEG_6331 (ARNg_1), MSMEG 0232 (ARNg_1), MSMEG_6331 (ARNg_2) vy
MSMEG 0232 (ARNg_2), cultivados en placas LB suplementadas con Kanamicina y

Tetraciclina.

Figura 9: Verificacion de la linealizacion del plasmido pLJR962 mediante digestion con la
enzima BsmBl y corrida electroforética en gel de agarosa al 0.8 %. Carril 1: marcador de peso

molecular (1 kb plus). Carril 2: pLJIR962 linealizado. Carril 3: pLJR962 sin digerir.
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Figura 10: Electroporacion del plasmido pLIR962, MSMEG_6331 (ARNg_1) ,MSMEG_6331
(ARNg_2) y MSMEG_0232 (ARNg_1), MSMEG_0232 (ARNg_2) y MSMEG_0250 en M.

smegmatis.
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Figura 11: Cuantificacion relativa de ARNm en condiciones con (ATC+) y sin (ATC-)
anhidrotetraciclina para genes regulados por CRISPRI. La expresion relativa se calculé como
2~ (A2 ‘normalizada con MSMEG_2758 y calibrada a ATC— (=1). Se muestran promedios de

n = 3 réplicas biologicas = SD. En esta figura, ATC— se muestra en barras negras y ATC+ en

barras rojas. El eje Y esté en escala logaritmica.
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Figura 12: Niveles de fold repression en cepas de M. smegmatis en condiciones ATC— y
ATC+. El fold repression se calculd como ATC—/ATC+ (equivalente a 1/2- 4% cyando ATC—
=1). Se muestran promedios de n = 3 réplicas biologicas = SD. En esta figura, ATC— se muestra

en barras negras y ATC+ en barras rojas.
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Figura 13: Gréficas de regresion lineal con interaccion tiempoxcondicion (+tATC) para la
cuantificacién de POA normalizado (mM POA/mg proteina) desde 0 a 60 min en intervalos de
5 min en la cepa silvestre (mc2155), control negativo (mc2155::pLJR962), control positivo
(MSMEG_0250) y genes estudiados (MSMEG_0241, MSMEG_5046, MSMEG_0232 y
MSMEG_6331). El valor de p corresponde al término de interaccion tiempoxcondicion

(diferencia de pendientes entre ATC+ y ATC-). Las bandas grises representan el IC 95%

Locus cobertura Identidad Gen Homdlogo Numero de E value
accesion
Rv3756¢ 82% 77.38% MSMEG 6331 |Query 4213067 9e-96
Rv0191 96% 59.65% MSMEG 0232 |Query 5110615| 5e-143
Rv1250 89% 63.94% MSMEG 5046 | Query 5066087 0.0
Rv0202c 100% 69.04% MSMEG 0241 |Query 4247993 0.0

Tabla 1. Resultados del alineamiento BLASTp de genes seleccionados de M. tuberculosis y
sus ortdlogos en M. smegmatis, mostrando porcentaje de cobertura, identidad y valores de e-

value. La columna “Numero de accesion” corresponde al ID del hit/alineamiento reportado por
BLAST

Gen M. tuberculosis Gen M. smegmatis Similitud
Rv3756¢ MSMEG 6331 73.9 %
Rv0191 MSMEG 0232 71.2 %
Rv1250 MSMEG 5046 67.4 %
Rv0202c MSMEG 0241 80.6 %

Tabla 2. Resultados del alineamiento global (EMBOSS Needle) y porcentaje de similitud entre
genes seleccionados de M. tuberculosis y sus homdlogos en M. smegmatis.
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Tabla 3: Secuencias PAM para dCas9sth1 ordenadas de mayor a menor fold represion
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Tabla 4: Oligonucleotidos seleccionados a partir del programa para el disefio de ARNg para

el uso de CRISPRI en micobacterias.
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Tabla 5: Valores correspondientes para los coeficientes de cada regresion lineal A) Mc2 155,
B) Mc2 155::pLJR962, C) MSMEG_0250, D) MSMEG_5046, E) MSMEG_0241, F)
MSMEG_0232 (ARNg_1), G)MSMEG_0232 (ARNg_2), H) MSMEG_6331 (ARNg_1), I)

MSMEG_6331 (ARNg_2)
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X. ANEXOS

Anexo 1: Transformacion de E. coli con plasmido pET28a

Agrega 5 microlitros del plasmido pET28a a un tubo que contenga células competentes.
Permite que el tubo repose en hielo durante 30 minutos. Luego, se coloca los tubos
Eppendorf en un bafio de agua a una temperatura de 42°C durante 1 minuto y retiralos
posteriormente, colocandolos nuevamente en hielo durante 2 minutos.

Afiade de manera inmediata 1000 microlitros de medio SOC o caldo LB estéril a los
tubos y deja que incuben a una temperatura de 37°C con agitacion durante una hora.
Centrifugar los tubos a 6000 revoluciones por minuto durante 5 minutos. Desecha el
liquido sobrenadante y resuspender el sedimento resultante utilizando 100 microlitros
de caldo SOC. A continuacion, siembra la suspension en placas que contengan agar LB
+ Kanamicina (20 ug/ml) utilizando un asa de Drigalsky previamente desinfectada con
etanol.

finalmente dejar a incubar las placas a una temperatura de 37°C durante un periodo de

16 a 18 horas

Anexo 2: Preparacion de células electrocompetentes de M. smegmatis

El proceso comienza con la incubacion de una colonia de M. smegmatis en 10 ml de
caldo 7H9-T con 5% de OADC y Tween 80 (0.05%), a 37 °C y 300 rpm durante 3-5
dias. Posteriormente, se transfiere 1 ml de este cultivo a 100 ml de caldo 7H9,
diluyendo 1:100, y se incuba a 37 °C con agitacion hasta alcanzar una densidad Optica

(OD600) de 0.6-0.8.

El cultivo se centrifuga a 8,000 rpm por 10 minutos a 4 °C para sedimentar las células,
que luego se lavan tres veces con solucidn fria de glicerol al 10%-Tween 80: 20 ml en

el primer lavado y 10 ml en los siguientes. Finalmente, las células se resuspenden en

40



10 ml de glicerol al 10%-Tween 80, se alicuan en volimenes de 400 pl y se almacenan

a -70 °C para su conservacion a largo plazo.

Anexo 3: Transformacion de M. Smegmatis por electroporacién con plasmido.

Para poder realizar la transformacion completa de las células electrocompetentes de M.
smegmatis, el primer paso, se afiade 5 microlitros de ADN plasmidico, con una concentracién
de 1 microgramo por microlitro, a una muestra de 400 microlitros de células
electrocompetentes. Esta mezcla se deja en reposo durante 10 minutos a una temperatura en
hielo. Posteriormente, se transfiri6 la mezcla a una cubeta de electroporacion de 2mm
previamente enfriada en hielo. La cubeta fue colocada en el electroporador (ECM630, BTX) y
se configura los siguientes parametros: un voltaje de 2.5 V, una capacitancia de 25

microfaradios y una resistencia de 1000 ohmios.

Una vez completada la electroporacion, se transfiri6 la mezcla a tubos de vidrio que contenian
3 mililitros de caldo 7h9-T, y se deja incubar durante 3 horas a una temperatura de 37°C con
agitacion. Después de este periodo, se toma una muestra de 100 microlitros del cultivo incubado
y se siembra en agar 7h10 con los antibi6ticos correspondientes, con un asa Drigalsky. Las
placas se incuban a 37°C hasta que las colonias sean visibles, la cual ocurre en un lapso de 3 a
5 dias. Estos pasos permiten llevar a cabo exitosamente la transformacion de las células

electrocompetentes de M. smegmatis.

Anexo 4:
Primera fase:
En la primera etapa se lleva a cabo la hibridacién de los primers hexdmero con el molde de

ARN. Para que se lleve a cabo, se agrega 50 uM de hexadmeros y 1 ul del mix de dNTPs,
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posteriormente se le agrega 10 ul de ARN tratado con la DNAsa Ambion y 1 ul de agua DEPC.
La mezcla resultante se incuba a 65°C durante 5 minutos y posteriormente se enfria en hielo.
Segunda fase:

En esta segunda etapa ocurre la etapa de preparacion para la reaccion de retrotranscripcién, en
la cual se toma 4 ul de buffer de SuperScript IV a una concentracion de 5x, 1ul de 100 mM de

DTT, 1 ul de inhibidor de RNasa y por altimo 0.5 ul de RT SuperScript IV

La mezcla total de reaccidn se combina con la fase inicial y se incubara en el termociclador
(modelo Benchmark TC 9639) a una temperatura de 23°C durante 10 minutos, seguido de una
incubacion a 55°C durante 10 minutos y finalmente a 80°C durante 10 minutos. Ademas, se
realizard un control para detectar la existencia de ADN gendémico, donde se excluira la enzima

SuperScript 1V y el inhibidor de la RNasa
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