UNIVERSIDAD MICHOACANA
DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
Cuna de héroes, crisol de pensadores

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS
"DR. IGNACIO CHAVEZ"
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

Tesis:

"Analisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de
acidos micolicos entre cepas de Mycobacterium
tuberculosis™

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS DE LA SALUD
PRESENTA:

Quimica Farmacobidloga
Andrea Monserrat Negrete Paz

Directora de tesis:
Doctora en Ciencias (Biologia)
Ma. Soledad Vazquez Garciduefas

Co-Directora de tesis:
Doctora en Ciencias Biologicas
Ana Laura Guillén Nepita

i Morelia, Michoacan,
| :S.’ México
o Junio, 2017
] ¥



UMSNH
2017

Andlisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de acidos micélicos
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis

El comité tutoral designado por la Division de Estudios de Posgrado de la
Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez”
de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
Aprobo la tesis presentada por:

Quimica farmacobioléga
ANDREA MONSERRAT NEGRETE PAZ

Doctora en Ciencias Bioldgicas
Ana Edith Higareda Mendoza

Doctora en Ciencias Bioldgicas
Saila Viridiana Cazares Garcia

Doctor en Biotecnologia de Plantas
Gerardo Vazquez Marrufo

Doctora en Ciencias (Biologia)
Ma. Soledad Vazquez Garciduefas

Doctora en Ciencias Bioldgicas
Ana Laura Guillén Nepita

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz



UMSNH
2017

Anaélisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de &cidos micdlicos
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis

Esta tesis fue realizada en el programa de posgrado
Maestria en Ciencias de la Salud de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo,
acreditado en el programa Nacional de Posgrados de
Calidad-CONACYT como programa consolidado.

La autora de esta tesis, estudiante de la Facultad de Ciencias Médicas y
Biologicas “Dr. Ignacio Chavez” de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo agradece al CONACYT la beca que le fue otorgada para la realizaciéon de

la Maestria en Ciencias de la Salud.

Se agradece también el apoyo brindado por CONACYT para la realizacion de una
estancia de investigacion en el Institut Pasteur de Montevideo, Uruguay en el

periodo Octubre — Diciembre de 2016.

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz ii



UMSNH
2017

Anaélisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de &cidos micdlicos
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis

La presente investigacion se realiz6 en:

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas
“Dr. Ignacio Chavez”
Division de Estudios de Posgrado

Laboratorio de Genética Molecular Microbiana

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz iii



UMSNH
2017

Anaélisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de &cidos micdlicos
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis

“La ciencia nunca resuelve

un problema sin crear otros 10 mas.”

George Bernard Shaw

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz iv



UMSNH
2017

Anaélisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de &cidos micdlicos
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis

AGRADECIMIENTOS

A mi asesora, la D. en C. Ma. Soledad Vazquez Garciduefas, por permitirme ser
parte de un gran equipo de trabajo, por todas las oportunidades brindadas y por

contagiarme con su alegria y optimismo.

A mi co-asesora, la D. en C. Ana Laura Guillén Nepita, por ensefiarme lo
apasionante que puede ser la bioinformatica y por compartirme su conocimiento
en algo que era desconocido para mi y que en definitiva marco mi desarrollo

profesional.

A todos los miembros de mi comité tutoral: la D. en C. Ana Edith Higareda
Mendoza, el D. en C. Gerardo Vazquez Marrufo, y la D. en C. Saila Viridiana
Cazares Garcia por sus valiosas observaciones y por las discusiones generadas

que me permitieron enriquecer este trabajo.

A los profesores que me compartieron de su conocimiento y experiencia a lo largo
de mi estancia en este programa: la D. en C. Biol. Guadalupe Partida Hernandez,
D. en C. Bertha Fenton Navarro y al Maestro Humberto Ruiz Vega a quien siempre

recordaré con gran carifio.

Al D. en C. Hugo Naya Monteverde por recibirme en su laboratorio para realizar
una estancia de investigacion y darme la oportunidad de vivir una experiencia tan

enriquecedora en los ambitos personal y profesional.

Al D. en C. Pablo Fresia y al D. en C Martin Grafia de la Unidad de Bioinformatica
del Institut Pasteur de Montevideo, por todo el apoyo y conocimiento brindado.

Gracias infinitas por hacerme sentir como en casa.

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz \"



UMSNH
2017

Anaélisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de &cidos micdlicos
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis

DEDICATORIA

A mis padres, Raquel y Gustavo. Por sentar en mi las bases de responsabilidad y
deseos de superacion, por impulsarme a volar mas alto. Siempre estaré

agradecida por todo lo que me han ensefiado.

A mis hermanos, Gustavo, Elisa y Jorge. Por apoyarme siempre y en todo
momento. La vida seria aburrida sin ustedes, y yo no seria la misma sin

tenerlos conmigo.

A César, por ayudarme a cumplir mis metas y por llenar mi vida de alegrias y amor
en las buenas y en las malas.

A Ale, Lucy y Dani por su apoyo incondicional desde el primer dia, por los ratos

de risas y por todo lo que aprendi de ustedes.

A todas las personas que aunque no han sido mencionadas que siempre me
ofrecieron su ayuda y que de alguna manera contribuyeron a la realizacion de este

trabajo.

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz Vi



Anaélisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de &cidos micdlicos | UMSNH
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis 2017
iNDICE DE CONTENIDO
. INTRODUGCCION ...........oooovieeeeeeeeeeeesees s sss s 1
. MARCO TEORICO.........oooooieiirieieeeiiseeessessssseess st ssss s 3
2.1 Mycobacterium tUbercUlOSIS ............ccccoocuviieiiii i 3
B - (oo 1Y o - USSR 4
2.3 Tuberculosis extrapulMONAT ...........cceueiiiiiiiiii e e 6
2.4 Pared celular de las Micobacterias. ..........oocooeiiiiiiiiiiei e 8
2.4.1 Papel de los componentes de la pared celular en la patogenicidad de M.
BUDEICUIOSIS. ...ttt ettt b ettt bbbttt e b e se st e e sestanean 11
2.4.2 Sintesis de ACidOS MICOIICOS. .......coviuriiriririieeeetetieiee ettt ees 13
2.4.3 Efecto de las mutaciones en genes de la biosintesis de acidos micdlicos sobre
la virulencia de M. tUDEICUIOSIS. ...........ccoeueueivrieieiiicicen et 14
2.5 Estudios clinicos de tuberculosis meningea en animales........ccccececeviceennnes 20
. ANTECEDENTES ..........ooo it 21
IV.  JUSTIFICACION ..ot 23
V. HIPOTESIS ... ssess s 24
VI OBUJETIVOS ...t 24
VII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ........cocooiiiii e 25
VIIl. MATERIALES Y METODOS ...........cooooiiiivneeeeeesieesseesssssseesseesssssssssnsssssssnnns 26
£ 00 I \Y( =1 (=1 =TI o {01 (o T [0 26
8.2 ANALISIS iN SIHlICO. e aammeeeeieeeeeaeeeeeeeec e e e e e e s e e s ee e smne e e e s e s mmn e e e e s mme e e e e e anan 26
8.2.1 Obtencion de secuencias de los genes en cepas meningeas ..........ccccoveeveveennen. 26
8.2.2 Obtencion de secuencias homologas de los genes en cepas pulmonares ........ 27
8.2.3 BUSQUEAA A€ SNP’S ..ottt senn 27
8.2.4 Prediccioén de los efectos de las variaciones encontradas ...........c.ccoceevcvcerecnaee 28
8.2.5 Prediccion de la estructura terciaria ..... .28
8.2.6 Analisis estructural ..........ccoceevnnnnnens ..29
8.3 ANALISIS IN VItrO..eeeceeeeeeeeeecesmme e e e smme s ..30
8.3.1 Disefio de oligonUCIEOLIOS .........c.covrreuiirnieieirric et 30
8.3.2  AMPIIficacion POr PCR.......coo et 31

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz Vii



Anaélisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de &cidos micdlicos | UMSNH
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis 2017

8.3.3  SECUEBNCIACION ....cvviiiieetetrtrteieertst ettt ettt ettt tenes 32
IX. RESULTADOS Y DISCUSION ...........ccoocoiiiiieieieeieeeeeeeeees e 33
9.1 Obtencion de secuencias de los genes en cepas meningeas. ..................... 33
9.2 Obtencion de secuencias homologas de los genes en cepas pulmonares.. 33
9.3 Alineamiento multiple de SECUENCIAS. .........coceeeeiiiiiiiiiicee e 33
9.4 Prediccion de los efectos de las variaciones encontradas .............ccc......... 41
9.5 Prediccion de la estructura terciaria..........ccccoooeeeiiiiiiinii e 44
9.6 Comparaciones globales de la estructura tridimensional ......................... 47
9.7 Comparaciones locales de la estructura tridimensional...............cccccccceeennee 48
9.8 Analisis de Cavidades .........ccoviiiiiiieiiee e 52

9.9 Correlacion entre el nimero de SNP’s en genes PE y PPE/resistencia a
antibioticos/ruta de sintesis de acidos micolicos en cepas de origen meningeo.

............................................................................................................................. 55
9.10 Confirmacion de las variaciones encontradas en el gen mmaA4 ............... 56
X. RESUMEN DE RESULTADOS ..........cooieeeee e 58
XL CONCLUSION ......coooiiiiiiiiiniiireeeisssesees s 59
XIl. PERSPECTIVAS ...ttt bttt 60
XII. REFERENCIAS ...ttt 61

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz Viii



Anaélisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de &cidos micdlicos | UMSNH

entre cepas de Mycobacterium tuberculosis 2017
iNDICE DE FIGURAS

1. Infeccidon por Mycobacterium tUberculOSIS. ... 5

2. Pared celular micobacteriana. ..o 9

3. Estructura quimica de los acidos mMiCOliCOS.. .........cccevveiieicieiiicece e 11

4. Via de sintesis de los tres tipos de acidos micolicos en M, tuberculosis............ 13

5. Caracteristicas estructurales de los meromicolatos en M. tuberculosis y genes

que intervienen en la formacién de los mismos.. ..............

6. Frecuencia de SNP's en las cepas de la coleccion
7. Region de alta variabilidad presente en el gen mmaA4 de la cepa MYCO036. ..34
8. SNP en la posicion 696 del gen MMAaA2...........ccooveireereieneeese e 35

9. Estructura tridimensional de la hidroximicolato sintasa de M. tuberculosis

10. Superposicion de las estructuras obtenidas por las distintas herramientas para
la enzima codificada POr MMAA .........ccooiiiiieeee e 46
11. Gréafica de probabilidad de desorden de cada residuo a lo largo de la
secuencia segun prDOS para la hidroximicolato sintasa.............ccccoceevrviniciicennn. 46

12. Superposicion del esqueleto de carbono de la hidroximicolato sintasa para las

estructuras de referencia y MYCO03. ..o s 48
13. Superposicion de los residuos en contacto con SAM..........ccccvevevenciceiieinn, 48
14. Puntos clave en el funcionamiento de la hidroximicolato sintasa....................... 50
15. Superficie molecular del motivo a3-a2 en la hidroximicolato sintasa................ 51
16. Aminoacidos prolina (a) y leucina (b) y sus cadenas laterales........................... 51
17. Estado cerrado del tunel hidrofébico de la hidroximicolato sintasa................... 52
18. Cavidad principal de la hidroximicolato sintasa (H37RV).. ..o 53
19. Cavidad principal de la hidroximicolato sintasa de MYCOO3. ...........ccccoceeenrenene 54

20. Andlisis de correlacion lineal de Pearson entre el numero de SNP’s en los
genes PE/PPE (Eje Y) y los genes de la ruta de sintesis de acidos micolicos (AM)

en las 5 cepas de origen MENINGEO.......ccociiiiieiiee e 55

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz ¢



UMSNH
2017

Anaélisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de &cidos micdlicos
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis

21. Analisis de correlacion lineal de Pearson entre el niumero de SNP’s en los
genes de resistencia a antibioticos y los genes de la ruta de sintesis de acidos
micolicos (AM) en las 5 cepas de origen MeniNgeO. ........covvrueeiiieninnieeecennnenas 56
22. Depth read en la posicién del codén de paro de la cepa MYCO003.................... 57

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz X



Anaélisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de &cidos micdlicos | UMSNH
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis 2017
iNDICE DE TABLAS
1. Datos del &N PCAA. ... e 26
2. Datos del gen mMMAaAL ... e 27
3. Datos del gen KasB ... 30
4. Caracteristicas clinicas de las cepas seleccionadas .........c.c.ccccoevvveiinnnncceenene, 38
5. Moldes utilizados para el modelado 3D de las enzimas de interés. .................... 41
6. Oligonucledtidos utilizados en el presente trabajo ..........cccoccevveiriicicnnccnne, 43
7. Condiciones de PCR para la amplificacién de los genes kasB y pcaA............... 44
8. Genomas seleccionados para la extraccion de secuencias homoélogas de los
genes kasB, PCaA Y MMAAAL. ... 49
9. SNP’s en los genes de la ruta de sintesis de acidos micdlicos exclusivos de

cepas causantes de tuberculosis meningea presentes cepas aisladas en el
estado de Michoacan (Parte 1) ... 51
SNP’s en los genes de la ruta de sintesis de acidos micdlicos exclusivos de
cepas causantes de tuberculosis meningea presentes cepas aisladas en el
estado de Michoacan (Parte 2) ..o 52
SNP’s en los genes de la ruta de sintesis de acidos micodlicos exclusivos de
cepas causantes de tuberculosis meningea presentes cepas aisladas en el
estado de Michoacan (Parte 3). ... 53

10. PrediCCIoNES SIFT .. .ottt s sre bbb be b ens 54

11. Caracteristicas de los modelados obtenidos. ...........cccoceevveviiiciececc e 57

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz Xi



UMSNH
2017

Anaélisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de &cidos micdlicos
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis

RESUMEN

La tuberculosis (Tb) es una de las enfermedades transmisibles con mayor tasa de
mortalidad a nivel mundial. Si bien el contagio de la tuberculosis se lleva a cabo
por via respiratoria, bajo condiciones especificas, el bacilo se disemina via
hemato-linfatica hacia practicamente cualquier otro 6rgano, generando la
denominada tuberculosis extrapulmonar, esta capacidad de diseminacion puede
ser tomada en cuenta como un indicador de la virulencia de una cepa en
particular. En diversas investigaciones referentes a la ruta de sintesis de acidos
micolicos, se ha reportado que los genes kasB, pcaA y mmaA4 tienen un papel
importante en la virulencia de M. tuberculosis. Nuestro grupo de trabajo cuenta
con la secuencia consenso del genoma de 5 cepas causantes de Tb meningea,
pertenecientes a una coleccion de 100 cepas de micobacterias causantes de Tb
en Michoacan. Objetivo: Determinar las variaciones gendémicas en la secuencia
de los genes kasB, pcaA y mmaA4 que puedan ser utilizadas como marcadores
de virulencia. Materiales y métodos: Se extrajeron de los genomas
secuenciados de cepas meningeas de la coleccion, las secuencias de los genes
mediante la suite de analisis genémico Galaxy. Para determinar qué variaciones
existen entre las secuencias de los genes kasB, pcaA y mmaA4 de las cepas
meningeas de la coleccion y sus homdlogas en cepas pulmonares depositadas en
bases de datos publicas se utilizé Blast, y posteriormente se hizo un alineamiento
multiple utilizando MEGA7 y CLUSTALX v2.1. Se realizé la traduccion in silico
mediante GeneMarkS, seguido de predicciones utilizando los servidores DUET,
SIFT y mCSM y el modelado de la estructura tridimensional utilizando Swiss
model. Se realiz6é un analisis local y global de las estructuras obtenidas utilizando
el software UCSF Chimera y CASTp para el analisis de cavidades. Las variaciones
encontradas fueron confirmadas por PCR y re-secuenciacion. Resultados: Se
obtuvieron las secuencias de los genes de interés de las cepas causantes de TB
meningea y las secuencias de las cepas pulmonares, utilizandose un total de 24
secuencias para cada gen. El analisis de SNPs arrojo los siguientes resultados
globales: 6 SNPs para pcaA, 87 para mmaA4 y 2 para kasB. La mayoria de las
predicciones funcionales de las alteraciones no sindnimas encontradas sugieren
que la funcion de las enzimas codificadas por pcaA y mmaA4 se ve alterada. Por
otro lado el analisis estructural con los modelados obtenidos muestra que solo la
cepa MYCO003 presenta alteraciones importantes en la estructura codificada por
mmaA4, por lo que posiblemente se vea modificada la funcién en su forma
biolégicamente activa. Conclusién: Las cepas causantes de tuberculosis
meningea presentan variaciones en las secuencias de los genes kasB, pcaA y
mmaA4 que no se encuentran presentes en cepas causantes de tuberculosis
pulmonar, sin embargo dichas variaciones no pueden ser propuestas como
marcadores de virulencia ya que no se observan de manera consistente entre las
cepas causantes de TB meningea aisladas de Michoacan, ni entre las cepas
meningeas de las bases de datos publicas.

Palabras clave: tuberculosis, virulencia, enzimas, bioinforméatica, meningitis.
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ABSTRACT

Tuberculosis is one of the contagious disease with the highest mortality rate
worldwide. Although tuberculosis transmission occurs by respiratory route, the
bacillus is able to disseminate to any other organ by hemato lymphatic route under
certain conditions, producing the extrapulmonary forms of the disease. Such an
ability to disseminate may be considered as an indicator of higher virulence for any
particular strain. Previous research on mycolic acids biosynthesis route has shown
that pcaA, kasB and mmaA4 genes have an important role in Mycobacterium
tuberculosis virulence. Our work group has the consensus genome sequence of 5
strains responsible for meningeal Tb, this strains belongs to a collection of 100
strains of mycobacteria causing Tb in Michoacan. Objective: Our aim is to assess
the genomic variations in the sequence of kasB, pcaA and mmaA4 genes that may
be used as virulence markers. Materials and methods: Genomic sequences were
handled using Galaxy suite for genomic analysis. To determine which variations
exist between the sequences of the kasB, pcaA and mmaA4 genes of the
meningeal strains of the collection and their homologues in pulmonary strains
deposited in public databases Blast was used, and then a multiple alignment was
done using MEGA7 and CLUSTALX V2.1. In silico translation was performed using
GeneMarkS, followed by predictions using the DUET, SIFT and mCSM servers
and three-dimensional structures were obtained using Swiss model. A local and
global analysis of the structures obtained using the UCSF Chimera and CASTp
software for cavity analysis was performed. The variations found were confirmed
by PCR and re-sequencing. Results: The sequences of the genes of interest of the
strains causing meningeal TB and the sequences of the pulmonary strains were
obtained, using a total of 24 sequences for each gene. Analysis of SNPs yielded
the following overall results: 6 SNPs for pcaA, 87 for mmaA4 and 2 for kasB. Most
functional predictions of the non-synonymous alterations found suggest that the
function of the enzymes encoded by pcaA and mmaA4 is altered. On the other
hand, the structural analysis with the obtained model shows that only the strain
MYCO0O03 presents important alterations in the structure coded by mmaA4, reason
why the function in its biologically active form possibly is modified. Conclusion:
The strains that cause meningeal tuberculosis present variations in the sequences
of the kasB, pcaA and mmaA4 genes that are not present in strains that cause
pulmonary tuberculosis, however, these variations can not be proposed as
virulence markers because they are not observed consistently between strains
causing meningeal TB isolated from Michoacan, nor among the meningeal strains
of the public databases.

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz Xiii
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ABREVIATURAS
Tb Tuberculosis
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
SNPs Polimorfismos de un solo nucleotido
MTBC Complejo Mycobacterium tuberculosis
TMM Monomicolatos de trehalosa
TDM Dimicolatos de trehalosa
FAS Acido graso sintasa
PKS Policétido sintasa
CDS Secuencia codificante
NCBI Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica
RMSD Desviacion media de la raiz cuadrada
RMS Raiz media cuadratica por posicion
DMSO Dimetil sulféxido
PDB Base de datos de proteinas
AM Acidos micélicos
AcPM Proteina acarreadora de acilos
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ABREVIATURAS AMINOACIDOS
A Alanina
R Arginina
N Asparagina
D Aspartato
C Cisteina
Q Glutamina
E Acido glutamico
G Glicina
H Histidina
| Isoleucina
L Leucina
K Lisina
M Metionina
F Fenilalanina
P Prolina
S Serina
T Treonina
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I.  INTRODUCCION
La tuberculosis (TB) es uno de los padecimientos mas antiguos de la humanidad
sin embargo sigue siendo una de las enfermedades transmisibles con mayor tasa
de mortalidad. Esta enfermedad afecta a grandes grupos de poblacion,
particularmente de areas marginadas y grupos vulnerables donde predomina la
pobreza, desnutricion y el hacinamiento. Se calcula que una tercera parte de la
poblacion mundial tiene tuberculosis latente, término aplicado a las personas
infectadas por el bacilo pero que aun no han enfermado ni pueden transmitir la
infeccion. En 2015, 10.4 millones de personas enfermaron de tuberculosis y 1.8
millones murieron por esta enfermedad (entre ellos, 0.4 millones de personas con
VIH). Mas del 95% de las muertes por tuberculosis se producen en paises de
ingresos bajos y medianos (World Health Organization, 2016). La rapidez con que
se estd propagando la epidemia de VIH en otras regiones del mundo podria
provocar un aumento del nimero de casos de tuberculosis. A pesar de que
actualmente la tuberculosis es curable, se necesita de cuatro antibidticos
administrados por seis a nueve meses, lo que redunda en una alta tasa de
abandono. Esta situacion ha promovido recaidas y el surgimiento de cepas
resistentes a varios antibidticos, lo cual complica ain mas el tratamiento al
incrementar su costo y toxicidad (Hernandez Pando et al. 2013). Gracias a las
estrategias globales de control, los casos de tuberculosis van decayendo
lentamente cada afo y se calcula que entre 2000 y 2015 se salvaron 49 millones
de vidas gracias a la dispensacion de servicios de diagndstico y tratamiento contra
la TB (World Health Organization, 2016). Sin embargo, dado que la mayoria de las
muertes por TB son evitables, la mortalidad de esta enfermedad sigue siendo
inaceptablemente alta. De acuerdo con la informacion disponible en el
componente de TB del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE,
2016), en nuestro pais se registraron en 2015, 22 294 mil casos nuevos de
tuberculosis pulmonar de los cuales, 284 casos pertenecen a TB meningea, una
de las formas mas severas de la enfermedad (Hernandez Pando ef al. 2013). Esto
representa una importante pérdida de afos potenciales de vida saludable y por

consiguiente, un obstaculo para el desarrollo socioeconémico de México, ya que el

Q. F. B. Andrea Monserrat Negrete Paz 1
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promedio de edad de muerte por este padecimiento es de 54 afios. La mortalidad
nacional reportada por el SINAVE para 2014, fue de 1 733 defunciones por TB en
todas las formas y 44 defunciones particularmente en el estado de Michoacan
(CENAPRECE, 2016).

El agente etiologico de la enfermedad es la actinobacteria Mycobacterium
tuberculosis, y si bien el contagio de la TB se lleva a cabo por via respiratoria, bajo
condiciones especificas, la bacteria se disemina via hemato-linfatica hacia
practicamente cualquier otro drgano, generando la denominada tuberculosis
extrapulmonar, esta capacidad de diseminacion puede ser tomada en cuenta
como un indicador de la virulencia de una cepa en particular. En diversas
investigaciones referentes a la ruta de sintesis de acidos micdlicos se ha
reportado que los genes kasB, pcaA y mmaA4 tienen un papel importante en la
virulencia de M. tuberculosis (Forrellad et al. 2013). Es por ésto que el presente
estudio, pretende determinar mediante un analisis bioinformatico, las variaciones
genomicas en la secuencia de los genes kasB, pcaA y mmaA4 que puedan ser
utilizadas como marcadores de virulencia.

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz 2
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. MARCO TEORICO

2.1 Mycobacterium tuberculosis

El agente causal de la TB humana es la actinobacteria M. tuberculosis, la
cual forma junto con M. bovis, M. canetii, M. pinepedii, entre otras, un grupo
genéticamente muy cercano denominado Complejo Mycobacterium tuberculosis
(MTBC, por sus siglas en inglés). Si bien M. tuberculosis es el principal agente de
TB en humanos, el resto de los miembros del MTBC se han aislado
ocasionalmente de muestras clinicas humanas (Palomino et al. 2007).
Mycobacterium esta filogenéticamente relacionado con diversas bacterias de alto
contenido en G+C, entre las que destacan Corynebacterium, Nocardia,
Rhodococcus y Gordonia. M. tuberculosis es un bacilo patdgeno intracelular
facultativo, no esporulado, que reside principalmente en el fagolisosoma de los
macrofagos alveolares, es inmévil, no tiene ramificaciones y se tifie de color rojo
violaceo con el método de Ziehl-Neelsen y una vez tefido es resistente a la
decoloracién con la mezcla de acidos minerales fuertes y alcohol, de ahi el
nombre de acido alcohol resistente. Tiene una pared celular rica en lipidos y con
una estructuracion muy particular. Al tefiirse con fluorocromos como la mezcla de
uramina-rodamina aparece con fluorescencia de color amarillo intenso, crece
lentamente y forma colonias no pigmentadas, produce niacina, reduce nitratos,
produce catalasa, es sensible al calor, es inactivada por calentamiento a 68°C a
pH 7 (Martinez et al. 2001). Estas bacterias presentan también comportamientos
diferentes dependiendo de su localizacion. Las que se encuentran en cavidades
pulmonares (ambiente aerobio) se multiplican de forma activa, las encontradas
dentro de macréfagos (ambiente microaerofilico) inician la adaptacién a latencia y
las confinadas en granulomas, dentro de un ambiente anaerobio, se replican solo

ocasionalmente (Coll, 2009).
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2.2 Patogenia.

M. tuberculosis es un patégeno intracelular capaz de producir infecciones
de por vida. El contagio se produce habitualmente por via aerégena a partir de
pacientes baciliferos con lesiones pulmonares “abiertas”, es decir, conectadas con
el exterior por un bronquio de drenaje. Al toser se generan aerosoles de pequefias
particulas liquidas (gotas de Fliigge), en cuyo interior se encierran uno o dos
bacilos. Al evaporarse queda tan solo el nucleo de bacilos que permanece flotando
en el medio ambiente y se desplaza con las corrientes de aire pudiendo ser
aspirado por otras personas. Las particulas de tamaino superior a 10 um quedan
retenidas en la barrera mucosa de las vias respiratorias superiores y son
eliminadas por el sistema defensivo mucociliar, pero las de menor tamario (entre 1
y 5 um) tienen la capacidad de llegar hasta los alvéolos y desencadenan la
primoinfeccién (Lozano, 2002).

A diferencia de la mayor parte de las bacterias que sufren fagocitosis, M.
tuberculosis impide la fusion del fagosoma con los lisosomas al inhibir la molécula
de unidn especifica, el antigeno endosomal especifico 1 (EEA1). El fagosoma es
capaz de fusionarse a otras vesiculas intracelulares para facilitar el acceso del
patégeno a nutrientes y su proceso de replicacion intravacuolar. Las bacterias
fagocitadas también pueden eludir la destruccion mediada por los macrofagos con
la formaciéon de intermediarios reactivos del nitrégeno creados entre el 6xido
nitrico y los aniones superoxido al catabolizar cataliticamente los oxidantes
generados (Chavez-Galan et al., 2009).

Los macréfagos secretan interleucina 12 (IL-12) y factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) en respuesta a la infeccion por M. tuberculosis. Estas citocinas aumentan
la inflamacion localizada al reclutar linfocitos T y células natural killer (NK) hacia
las zonas de los macrofagos infectados, incluida la diferenciacion de los linfocitos
TH1 con la consiguiente secrecién de interferon gama (IFN-y). Cuando existe IFN-
Y, los macroéfagos infectados se activan, lo que aumenta la fusién entre los
fagosomas y los lisosomas y la destruccion intracelular. EI TNF-a estimula Ila
produccion de Oxido nitrico y los intermediarios reactivos del nitrdgeno

relacionados, lo que potencia la destruccion intracelular. La eficacia de la
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eliminacién bacteriana depende en parte del tamafo del foco de infeccion. Los
macréfagos alveolares, las células epiteloides y las células gigantes de Langhans
con las micobacterias intracelulares forman el nucleo central de una masa
necrotica que se rodea de una pared densa de células T CD4, CD8, NK y
macrofagos (Figueroa, 2001). Esta estructura, que se llama granuloma, impide la

diseminacion posterior de las bacterias (Fig. 1).

& Latent infection

Migration to the
lymph nodes fo
T cell peiming

Figura 1. Infeccién por Mycobacterium tuberculosis. (Pai et al. 2016)

Los bacilos se replican dentro del granuloma, si la carga bacteriana se vuelve
demasiado grande, el granuloma no podra contener la infeccién y en esta fase, las
bacterias pueden entrar en el torrente sanguineo y diseminarse a otros 6rganos o
volver a entrar en el tracto respiratorio y provocar TB activa (Pai et al.2016).

Una persona presenta infeccion tuberculosa latente cuando ésta no progresa a
enfermedad; no presenta signos o sintomas de enfermedad, pero tiene en su
organismo bacilos tuberculosos vivos. La enfermedad que se desarrolla dentro de

los primeros cinco afos tras la infeccion primaria se denomina TB primaria.
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Cuando la enfermedad se produce mucho tiempo después de la primoinfeccion se
denomina TB posprimaria, secundaria o de tipo adulto. El declive del sistema
inmunitario permite el desarrollo de los bacilos procedentes de la primoinfeccion
(TB por reactivacion endoégena). También puede ocurrir que la persona reciba
nuevas exposiciones abundantes, repetidas o de cepas de especial virulencia del
bacilo (TB por reinfeccion exdgena) (Grupo de trabajo de la Guia de Practica
Clinica sobre el Diagndstico, el Tratamiento y la Prevencion de la Tuberculosis,
2009).

2.3 Tuberculosis extrapulmonar
Aunque la TB es fundamentalmente una enfermedad pulmonar, otros
organos y tejidos también pueden afectarse, incluyendo a los sistemas nervioso
central, linfatico, circulatorio, y genitourinario, asi como huesos y articulaciones.
Las formas extrapulmonares de la TB parecen ser la expresion clinica de un
defecto inmune del huésped, pueden conllevar morbilidad y riesgo de mortalidad
elevado, sobre todo en las formas meningeas y miliares, presentan dificultades
para realizar su diagnéstico y la duracién minima eficaz de su tratamiento no esta
bien determinada (Garcia, 2008). La forma extrapulmonar mas severa de TB es la
que compromete al Sistema Nervioso Central, y afecta predominantemente a
nifios, ésta constituye del 5 al 15% de los casos de TB extrapulmonar en los
paises en desarrollo, predominando en la poblacion infantil (Hernandez Pando et
al. 2013). La mortalidad es mayor al 16%, aun con tratamientos rigurosos. Los
conceptos actuales de cémo se desarrolla la TB en el SNC estan basados en
estudios publicados en 1933, éstos estudios sugieren que M. tuberculosis se
deposita en el parénquima cerebral y en las meninges durante la diseminacion
hematégena. Regularmente es adquirida después de la infeccion pulmonar, y la
meningitis tuberculosa o TB meningea es la forma mas comun dentro del SNC. El
desarrollo de la TB meningea es un proceso que comprende dos pasos
principales:
1. La mayoria de las lesiones tuberculosas inician como consecuencia de una

bacilemia en la que la bacteria puede llegar a las meninges o al parénquima
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cerebral, formando pequefios focos subpiales o subependimarios
denominados focos de Rich.

2. El segundo paso, es la ruptura de un foco de Rich en el espacio
subaracnoideo. Esto marcara el inicio de la meningitis, que si no se trata,
dara como resultado una patologia neuroldgica grave e irreversible
(Hérnandez Pando et al. 2013).

Varios estudios epidemioldgicos han identificado factores de riesgo para la TB
meningea, entre ellos una edad menor de 40 afos, la infecciéon por VIH y ciertas
poblaciones étnicas (Ogawa et al. 1987). Este ultimo factor sugiere la participacion
del fondo genético del huésped (Kent et al. 1993). En resumen, la localizacion de
la TB parece estar determinada por la virulencia de la micobacteria, la via de
transmision y la inmunidad innata del huésped. En los Ultimos afios se han
identificado algunos polimorfismos en los genes que determinan la virulencia de la
micobacteria. Los genotipos de las cepas mas virulentas podrian determinar la
produccion de componentes de la pared celular que eluden los mecanismos
defensivos del macrdofago (al retrasar o inhibir la fusién de los fagosomas-
lisosomas y al disminuir la respuesta de citocinas de tipo |) y, por otra parte,
disminuyen la apoptosis de las células infectadas. Todo ello facilitaria la
persistencia de la micobacteria dentro del macrofago y su diseminacion fuera del
pulmén (Garcia, 2008). Asi, estudios epidemioldgicos han encontrado que algunas
cepas de M. tuberculosis pueden estar asociadas con TB extrapulmonar. Esta
forma de la enfermedad ha sido asociada con polimorfismos en el gen
micobacteriano plcD (Chackerian et al. 2002) y con la familia W-Beijing, sin
embargo, estas asociaciones parecen mantenerse en algunas poblaciones de
pacientes, pero en otras no. Nicol y colaboradores (2005) estudiaron la asociacion
entre familias de M. tuberculosis y su diseminaciéon extrapulmonar en 285 nifios
que acudieron a un hospital pediatrico en Sudafrica, encontrando la predominancia
de las LAM3 / F11 y W-Beijing, pero no se pudo demostrar la asociacion buscadar
En otro estudio, Thwaites y colaboradores (2008) sugieren que el linaje de la
micobacteria, en este caso Este de Asia/Beijing, influye en la progresion de la

enfermedad y en el desarrollo de la respuesta inflamatoria intracerebral en

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz 7



UMSNH
2017

Anaélisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de &cidos micdlicos
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis

pacientes con tuberculosis meningea. Finalmente, Caws y colaboradores (2008)
proponen que algunas cepas de M. tuberculosis presentan mayor capacidad para
diseminarse extrapulmonarmente que otras y que probablemente estan asociadas
a polimorfismos en genes responsables de la respuesta inmune innata en el
hospedero. Dichos autores demostraron que cepas comunmente encontradas en
Europa y América (linaje Euro-Americano) son menos propensas a causar TB
meningea en adultos vietnamitas que las cepas predominantemente encontradas
en Asia (W-Beijing), confirmando lo dicho por Kong y col. (2007) en un estudio que
describe la asociacion entre la cepa W-Beijing y la tuberculosis extratoracica. Las
revisiones de trabajos que han tratado de encontrar la correlacion entre las cepas
infectantes y el resultado clinico de la infeccion han dejado claro que ésta no
surgira tomando en cuenta solamente datos de tipificacion a nivel de cepa para
describir su linaje, sino que debe considerase la busqueda de elementos genéticos
que, una vez caracterizados, puedan ser detectados mediante técnicas
moleculares y que sean de utilidad para el seguimiento epidemiolégico de las
cepas que los poseen. Estos elementos pueden ser genes que codifiquen para
componentes de la pared celular o proteinas secretoras, enzimas involucradas en
el metabolismo de los lipidos, factores de transcripcion reguladores del
metabolismo primario o reguladores de respuestas a diferentes estimulos. En
particular, en la ruta de sintesis de acidos micdlicos se han reportado que los
genes kasB, pcaA y mmaA4 tienen un papel importante en la virulencia de M.

tuberculosis (Forrellad et al. 2013).

2.4 Pared celular de las Micobacterias.

Una de las estructuras mas caracteristicas de las micobacterias es su pared
celular, la cual se localiza por debajo de la capsula o micomembrana, separada
por un espacio periplasmico; ésta posee un elevado contenido en lipidos (50-
60%), propiedad que le confiere a estos microorganismos un caracter hidrofébico y
los hace refractarios al ataque por hidrdlisis enzimatica. La pared celular es una

barrera efectiva frente a muchos agentes antimicrobianos convencionales y esta
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constituida por el complejo macromolecular formado por acidos micdlicos,
arabinogalactana y peptidoglicano (Crick et al. 2001).
La estructura de la pared celular en las micobacterias esta constituida por un

centro o nucleo, el cual esta formado por tres componentes principales (Fig. 2):
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Figura 2. Pared celular micobacteriana. (Kieser y Rubin, 2014).
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1) El peptidoglicano, compuesto principalmente de unidades repetitivas de N-acetil
glucosamina y N-glucolilmuramico; a este uUltimo se le unen alanina (tres
moléculas), acido isoglutamico y acido m-diaminopimélico;

2) La arabinogalactana, compuesta de arabinosa y galactana; esta ultima se une
al acido N-glicolilmuramico del peptidoglicano;

3) Los acidos micolicos, los cuales pueden contener residuos de manosa o

trehalosa, a través de los cuales se unen a la arabinogalactana.
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Cuando los acidos micdlicos estan unidos a trehalosa, pueden formar
monomicolatos de trehalosa (TMM) o dimicolatos de trehalosa (TDM), también
conocido como “cord factor” o “factor cuerda”. Ademas de estos componentes, la
pared celular puede contener en menor proporcion algunos mandésidos de fosfatidil
inositol, lipoarabinomananas y lipomananas, que se encuentran unidos a la
membrana plasmatica; asi como diferentes proteinas, incluidas las porinas que
sirven como canales de transporte de moléculas de bajo peso molecular. La
disposicion real de los acidos micdlicos de micobacterias en la pared celular es
desconocida, aunque de acuerdo con estudios biofisicos y estructurales, se
maneja la hipotesis de que estan plegados en forma de W (Bhamidi et al. 2011).

Los acidos micdlicos son el componente principal de la pared celular de las
micobacterias y a estas estructuras se les atribuye el caracter hidrofébico de la
misma, ya que son acidos grasos de cadena larga, a-ramificados, - hidroxilados,
que ademas son especificos de gran parte de los miembros del suborden
Corynebacterineae (Marrakchi et al. 2014). En M. tuberculosis, estas estructuras
se caracterizan por ser acidos grasos de cadena larga Css-Ce3, con a-
ramificaciones de C2>-C24 que poseen insaturaciones en forma de anillos de
ciclopropano. Se pueden diferenciar tres distintas clases (Fig. 3), los acidos a-
micoélicos o no oxigenados (>70% del total), metoxi y ceto acidos micdlicos u
oxigenados (de 10 a 15%). En los &cidos a- micdlicos ambos anillos de
ciclopropano tienen configuracion cis. Los acidos metoxi- y ceto-micdlicos pueden
tener o bien la configuracion cis, o trans en el anillo de ciclopropano proximal (el

mas cercano al grupo — COOH) (Takayama et al. 2005).
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Figura 3. Estructura quimica de los acidos micélicos. (Takayama et al. 2005).

2.4.1 Papel de los componentes de la pared celular en la patogenicidad de M.

tuberculosis.

La exclusiva pared lipidica micobacteriana juega un papel importante en la
patogénesis del microorganismo, en consecuencia, lIos genes responsables de la
biosintesis, degradacion y transporte de sus componentes, son potenciales
factores de virulencia que pueden ofrecer nuevos blancos terapéuticos en el
disefio de farmacos (Forrellad et al. 2013).

Entre las moléculas de M. tuberculosis que estan asociadas a la patogenia, se

pueden encontrar:

a) Peptidoglicano, el cual protege a la micobacteria mediante lisis por cambios
osmoticos y por lisozima; tiene un efecto antigénico frente a la respuesta
inmune del hospedero y tiene patrones de reconocimiento para receptores
fagociticos.

b) Acidos micélicos, que forman una barrera impermeable que impide el acceso
de sustancias hidrofilicas y farmacos.

c) “Cord factor’ (derivado de acidos micdlicos), que induce la produccion de

factor de necrosis tumoral y formacion de granulomas.
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d

~

Sulfolipidos de trehalosa, (derivado de acidos micdlicos) que se sabe que
bloquean el efecto del interferon gamma, interleucina-1 y factor de necrosis
tumoral alfa en macrofagos e inhiben a la protein cinasa C y la fusion del
fagosoma con el lisosoma en macréfagos.

e

~

Lipooligosacaridos, participan en la unién de la micobacteria con los
receptores del macréfago.

f) Glicopeptidolipidos, inhiben respuesta linfoproliferativa.

g) Fenilglicolipidos, inhiben respuesta linfoproliferativa y estallido respiratorio en
macrofagos. También inhiben a la protein cinasa C.
h) Derivados de fosfatidil-inositol y fosfatidilinositolmandsidos, intervienen

activamente en la interaccion de la micobacteria con el macréfago y son
precursores del lipoarabinomanano.

i) Lipoarabinomanano, activa linfocitos T por medio de los receptores tipo toll y
CD1.

j) Lipoarabinomanano sin residuos terminales de manosa, inhibe a la protein
cinasa C, e induce la produccioén de citocinas proinflamatorias.

k

~

Lipoarabinomanano con residuos terminales de manosa, induce factor de
necrosis tumoral alfa y formacion del granuloma. Inhibicion de la protein cinasa
C y la produccion de citocinas proinflamatorias (Gorocica et al. 2005).

Debido a que los lipidos son unas de las moléculas complejas mas abundantes de
la envoltura celular de las micobacterias (Takayama et al. 2005) y a que
aproximadamente el 8% del genoma esta dedicado al metabolismo lipidico, ya que
se describen mas de 200 genes involucrados en el metabolismo de los lipidos y
acidos grasos, diferentes areas de la investigacion sobre la TB han centrado su
interés en la sintesis y exportacion de estos componentes, en especial los acidos
micodlicos. Esto debido a que en primer lugar, varios medicamentos
antimicobacterias tales como isoniazida, etionamida, isoxyl y tiacetazona, afectan
las enzimas FASII (acido graso sintasas) que intervienen en la sintesis de acidos
micolicos (Vilchéze et al. 2000) en segundo lugar, debido a que diferentes

estrategias, basadas principalmente en la supresion de genes especificos, han
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demostrado que afectan a la sintesis de &cidos micdlicos o su estructura

provocando alteraciones en la virulencia (Forrellad et al. 2013).

2.4.2 Sintesis de acidos micolicos.
La biosintesis de los acidos micélicos y su transferencia a la envoltura

celular es un proceso complejo en el que intervienen dos acido graso sintasas

(FAS-I y FAS-II), una policétido sintasa (Pks-13) y varias metil y micoliltransferasas
(Fig. 4).
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Figura 4. Via de sintesis de los tres tipos de acidos micélicos en M, tuberculosis. (Forrellad et
al. 2013)

FAS-I es un complejo multienzimatico de procariotas y eucariotas implicado en
sintesis de acidos grasos de una longitud C16-C26 que, a la postre, formaran parte
de la a-ramificacion del acido micélico o seran alargados por FAS-II, hasta formar
una cadena de Cso-Ceo (meromicolato o meroacido). En el meromicolato se

introducen distintos grupos estructurales que incluyen insaturaciones —dobles
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enlaces y/o ciclopropanos- y grupos oxigenados. Posteriormente, Pks-13 forma la
molécula completa del acido micdlico mediante una condensacién tipo Claisen
entre un acido graso de Cso-Ceo (FAS-II) y un acido graso de Czo- C26 (FAS-I). Los
distintos acidos micdlicos (oxigenados y no oxigenados), se transfieren al
arabinonagalactano y otros compuestos de la envoltura celular, mediante un
proceso en donde intervienen, entre otras moléculas, diversas micoliltransferasas
(Takayama et al. 2005). La formacion del acido micolico por parte de FAS-1 y FAS-
Il se produce por varios ciclos de reacciones, integradas por condensaciones, ceto
reducciones, deshidrataciones y enoil reducciones, en donde actuan, respectiva y
secuencialmente, las enzimas -cetoacil-ACP sintetasa, p-cetoacil-ACP reductasa,
B-hidroxiacil-ACP deshidrasa y enoil-ACP reductasa (de Souza et al, 2008).

2.4.3 Efecto de las mutaciones en genes de la biosintesis de acidos
micodlicos sobre la virulencia de M. tuberculosis.

El producto final de la accion de FAS-II en la via es un meromicolato con
dos dobles enlaces y diferentes longitudes de cadena; aquellos que son mas
cortos dan lugar a a-meromicolatos y los de longitud mayor (aproximadamente
+6C) a meromicolatos oxigenados. Las insaturaciones provienen de las
actividades de las dehidrasas y de algunas isomerasas, que reorganizan la
cadena para colocar el doble enlace en su lugar (Takayama et al. 2005).
Posteriormente, estos precursores insaturados son procesados para la
introduccién de los dobles enlaces y/o ciclopropanos cis y/o trans que aparecen en
los acidos micdlicos maduros. En los a-meromicolatos, el cis-ciclopropano
proximal es introducido por pcaA (Tabla 1), mientras que el distal es funcion de
mmaA2; en ambos casos, el donador del grupo —CH3s es la S-adenosil metionina
(Fig. 5).
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Figura 5. Caracteristicas estructurales de los meromicolatos en M. tuberculosis y genes que
intervienen en la formacién de los mismos. (Marrakchi et al. 2014).

Tabla 1. Datos del gen pcaA (Tuberculist http:// tuberculist.epfl.ch

Nombre del gen pcaA
Locus tag Rv0470c
Sinénimos umaA2
Tipo Codificante
Funcién Participa en la modificacion o sintesis de acidos micélicos,

esencial en la funciéon de ciclopropanacion. Necesario para la
sintesis del anillo de ciclopropano en los acidos micdlicos de la
pared celular.

Producto Acido micdlico sintetasa PcaA (ciclopropano sintasa).
Masa molecular 33027.7
Punto isoeléctrico 6.4464
Longitud del gen (bp) 864
Ubicacion Hebra complementaria(560,848...561,711)
Categoria funcional Metabolismo de lipidos
Coordenadas Inicio CDS: 560, 848; Final CDS: 561,711

Los meromicolatos oxigenados provienen de un precursor comun, un
hidroximeromicolato, derivado de la accion de mmaA4 (Fig. 5 y Tabla 2). Esta
enzima produce un intermediario cis-monoinsaturado que, por accion de mmaA3 y

mmaA2, se transforma en un metoxi-meromicolato con un cis-ciclopropano.
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Tabla 2. Datos del gen mmaA4 (Tuberculist http:// tuberculist.epfl.ch).

Nombre del gen
Locus tag
Sinénimos

Tipo
Funcioén

Producto
Masa molecular
Punto isoeléctrico
Longitud del gen
(bp)
Ubicacion
Categoria funcional
Coordenadas

mmaA4

Rv0642c

hma, cmaA

Codificante

Participa en la modificacion de acidos micolicos. Cataliza transformacion
dependiente de S- adenosil —metionina, de un acido micdlico cis -olefina
en un alcohol secundario. Cataliza introduccién de un grupo hidroxilo en
la posicion distal en cadenas de acidos micdlicos para producir el
hidroximeromicolato. La transferencia de un grupo metilo resulta en la
formacién de un grupo -hidroxi, secundario con un grupo metilo
adyacente.

Hidroximicolato sintasa

34870.4

5.444

906

complement(736,298..737,203)
Metabolismo de lipidos
Inicio CDS: 736,298; Final CDS: 737, 203

La reduccion del grupo -OH y la acciéon de mmaA2 lleva a la formacion de un ceto-
meromicolato con un cis-ciclopropano. La actividad de mmaA1 sobre el hidroxi-
meromicolato introduce una insaturaciéon trans en la estructura; esta enzima se
asocia a la cmaA2, encargada de la ciclopropanacion trans en los meromicolatos
oxigenados (Takayama et al. 2005). Para demostrar el efecto de la delecién del
gen mmaA4 en M. tuberculosis, Dubnau y colaboradores (2000) inactivaron dicho
gen en la cepa H37Rv de M. tuberculosis; la comparacion de la composicion de
los lipidos de la cepa original y de la mutante mmaA4 revelé que esta Ultima es
incapaz de sintetizar metoximicolatos o cetomicolatos. Estos cambios parecen
estar acompafados de modificaciones en la permeabilidad de la pared celular en
la cepa mutante, asi como un fenotipo atenuado en un modelo de infeccion en
ratén, sugiriendo que los acidos micolicos oxigenados son importantes en el
proceso de infeccién. En otro estudio realizado por Dao y colaboradores (2008),
en el que el mismo gen fue inactivado en una cepa de referencia, se demostr6é que
la cepa mutante estimula a los macréfagos para producir significativamente mas
IL-12p40 y TNF-a que la cepa “salvaje” de M. tuberculosis, esto tiene como

consecuencia un bloqueo en la produccién de IL-12 por los macréfagos infectados.
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La interleucina-12(IL-12) es una importante citosinas que regula la infeccién por
Mycobacterium tuberculosis. Se ha demostrado que es requerida para la
produccion del interferon gamma (IFN- y) por los linfocitos T cooperadores o
linfocitos CD4+ de la sub poblacion células T colaboradoras de tipo 1 (Th1) y, por
consiguiente, para el control del crecimiento del bacilo y la prevencién del dafio al
tejido pulmonar (Prezzemolo et al. 2014).

En un estudio realizado por Glickman y colaboradores (2000) el gen pcaA que
codifica para una ciclopropano sintasa, fue inactivado por recombinacion
homodloga en la cepa Erdman de M. tuberculosis. Los autores sugieren que la
modificacion del sitio especifico de ciclopropanacién de los acidos micélicos podria
ser un determinante importante de la interaccién entre el microorganismo y el
anfitrién, dado que esta alteracion de los acidos micdlicos esta ausente en
micobacterias no patdgenas. Los fenotipos de la cepa mutante pcaA indican que el
sistema de modificacion de ciclopropanos evolucioné para mediar funciones de
virulencia tales como la interaccion con los receptores del sistema inmune innato
del hospedero. Las mutantes pcaA exhibieron una morfologia alterada del “cord
factor” y un perfil de acidos micdlicos igualmente alterado (Glickman et al, 2000).
Rao y colaboradores estudiaron en 2005 los efectos de la delecion del gen pcaA
en los eventos tempranos de la infeccion. Esto condujo a la identificacion de los
acidos micolicos incorporados en el dimicolato de trehalosa (TDM), como una
modificacion critica que regula el reconocimiento por la respuesta inmune innata
del huésped durante la primera semana de la infeccion murina in vivo y la primeras
24 h de la infeccion de macréfagos in vitro. Sus resultados demostraron que la
modificacion de ciclopropilo micolatos en el dimicolato de trehalosa no sélo
modifica el reconocimiento por parte de la respuesta inmune innata, sino que
también tienen un profundo efecto sobre la funcion de estos lipidos como
importantes factores de virulencia de las bacterias. Mas tarde, en 2001 y 2003
Glickman y colaboradores generaron por recombinacion homologa, cepas Erdman
de M. tuberculosis con mutaciones en los genes cmaA2 y mmaAZ2. Estos genes
codifican para una sintasa de acidos micolicos transciclopropano y una

ciclopropano sintasa distal, respectivamente. Los analisis de la mutante cmaA2
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indican que este gen se requiere para la sintesis de los anillos transciclopropano
de los acidos micdlicos oxigenados. Posteriormente, en 2006, el mismo grupo de
trabajo utiliz6 una cepa mutante cmaA2 para demostrar que la
transciclopropanacion actia como una regulacién negativa de la virulencia de M.
tuberculosis través de la supresion de la actividad inflamatoria de dimicolato de
trehalosa (Rao at al, 2006). En el caso de la mutante mmaA2, se detectaron
defectos en la cis-ciclopropanacion de los a micolatos (Glickman et al. 2003). Por
ultimo, Bhatt y colaboradores (2007) utilizaron dos cepas (H37Rv y CDC1551) en
las que se produjo la delecion del gen kasB (Tabla 3) que codifica para una de las
dos B-cetoacil sintetasas del sistema FASII. Aunque este gen se considera no
esencial (en contraste con kasA), se observé que dicha mutacion conduce a una
pérdida de la caracteristica de acido alcohol resistencia, perdida del “cording” y

cambios en la morfologia colonial que distingue a las cepas virulentas.
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Tabla 3. Datos del gen kasB (Tuberculist http:// tuberculist.epfl.ch).

Nombre del gen
Locus tag
Tipo
Funcién

Producto

Masa molecular
Punto isoeléctrico
Longitud del gen (bp)
Ubicacion (kb)
Categoria funcional
Coordenadas

kasB

Rv2246

Codificante

Participa en la biosintesis de acidos grasos (sintesis de acidos
micolicos), interviene en la extension de los meromicolatos.
Cataliza la reaccion de condensacion de sintesis de acidos grasos
por la adicion a un aceptor de acilo de dos carbonos de malonil.
3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] sintasa 2kasB (beta-cetoacil-ACP
sintasa) (KAS 1)

46388.7

5.1567

1317

2,519,396..2,520,712

Metabolismo de lipidos

Inicio CDS: 2,519,396; Final CDS: 2,520,712

Inicio RBS: 2,519,386; Final RBS: 2, 519,389

Los analisis bioquimicos revelaron que la cepa mutante kasB produjo
meromicolatos con longitudes de cadena ligeramente mas cortos, en comparacion
con la cepa parental. Ademas de los distintos fenotipos de esta cepa mutante, el
efecto mas notable fue su capacidad para persistir en ratones inmunocompetentes
infectados (C57BL/6) durante un maximo de 600 dias sin causar enfermedad o
mortalidad. Los resultados obtenidos por este grupo de trabajo implican que el gen
kasB participa en la patogénesis de M. tuberculosis y que la cepa con mutacion en
el gen kasB podria ser utilizada como un modelo para estudiar infecciones
latentes (Bhatt et al, 2007). Por otra parte, la amplia similitud entre kasA y kasB
conduce a preguntar por qué ambos genes se han conservado a través de la
evolucion y por qué la actividad de kasB se regula con el fin de dar un significado
bioldgico y relevancia a la sintesis de acidos micélicos que son solo 2-4 carbonos
mas cortos de lo habitual (Forrellad et al. 2013). Como ya se menciond, en los
estudios donde se utilizaron cepas con mutaciones en los genes mmaA4 y pcaA
en un modelo se infeccién en ratdn se observé un fenotipo atenuado, en los que
aunque existia una menor replicacion en organos, podian encontrarse un nimero
moderadamente alto de bacterias en pulmén, bazo e higado, incluso después de
20-30 semanas de infeccion (Rao et al. 2006). En ninguna de estas mutantes ha

sido reportada una acido-alcohol resistencia negativa, como en el caso de la cepa
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mutante kasB, y solo en la mutante pcaA se reporté un efecto en el “cord factor” al

igual que en la mutante kasB reportada por Bhatt y colaboradores (2007).

2.5 Estudios clinicos de tuberculosis meningea en animales.

Ademas de la evidencia genético molecular proporcionada por el estudio del
efecto de las mutaciones de los genes de la ruta de sintesis de acidos micdlicos,
también se cuenta con informacion relevante sobre cepas clinicas y el cuadro
clinico que causan en animales. En 2010, Pando y colaboradores realizaron un
estudio clinico en Colombia, en donde se aislaron 3 cepas de Mycobacterium
tuberculosis a partir  liquido cerebro espinal. Estas cepas causantes de
tuberculosis meningea, previamente genotipificadas por espoligotipo, fueron
inoculadas en ratones por via intratraqueal al igual que la cepa de referencia
H37Rv y 5 cepas clinicas causantes de tuberculosis pulmonar. Observaron que
todas las cepas obtenidas de pacientes con tuberculosis meningea, se
diseminaron extrapulmonarmente por via hematégena hasta llegar al sistema
nervioso central, produciendo inflamacion del parénquima cerebral y de las
meninges en los animales infectados mientras que la cepa H37Rv y las cepas de
origen pulmonar mostraron una capacidad muy limitada de infectar los mismos
tejidos. Finalmente, concluyen que las cepas micobacterianas con un determinado
genotipo, tienen una gran capacidad para diseminarse después de la infeccion
pulmonar y atravesar la barrera hematoencefalica para causar tuberculosis
meningea. Es por esto que se hace evidente la necesidad de estudiar las
secuencias de aquellos genes en los que se ha reportado que su alteracion tiene
Como consecuencia una variacion en la virulencia de M. tuberculosis en cepas de
origen clinico con conocida capacidad de diseminacion extrapulmonar, en este

caso los genes involucrados en la via de sintesis de acidos micodlicos.
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. ANTECEDENTES

Para el 2010 Michoacan se encontraba en el séptimo lugar nacional con menos
casos de tuberculosis (SS, 2011). Sin embargo, la tasa de incidencia se ha
mantenido estable desde el 2000 (Guillen-Nepita, 2014). Un estudio de las
caracteristicas epidemioldgicas de la poblacion afectada mostré que la poblacion
econdmicamente activa es la mas afectada en la mayoria de los municipios del
estado. También se observd que del afio 2000 a 2012 hubo un aumento en el
porcentaje estatal de casos extrapulmonares de 9.6 a 22.5%, sin que la incidencia
se haya reducido significativamente en el mismo periodo (Guillén-Nepita, 2014).
Desde el 2009 se han conservado aislados clinicos de pacientes captados por
diversas instituciones de la Secretaria de Salud de Michoacan y, en colaboracion
con el Laboratorio Estatal de Salud Publica, se ha generado una coleccion de 100
cepas de micobacterias causantes de tuberculosis provenientes del estado de
Michoacan (Coleccién MYC), con la finalidad de evaluar las caracteristicas
genéticas y genotipicas de los aislados circulantes en la region. De éstas, 36 se
encuentran tipificadas por espoligotipo y por variaciones en el numero de repetidos
en tandem de secuencias especificas de micobacterias (MIRU-VNTR; Guillén-
Nepita, 2014); otras 25 cuentan con tipificacion so6lo por MIRU-VNTR (Vazquez-
Heredia, 2014). La tipificacion del resto de las muestras esta en proceso. Dentro
de las cepas del estado de Michoacan, un 85% provienen de casos pulmonares y
15% de casos extrapulmonares. De éstas ultimas se eligieron 5 cepas causantes
de tuberculosis meningea para secuenciar su genoma completo. Tres de las
cepas secuenciadas corresponden a la familia T1, la cual forma parte del linaje
Euro-Americano y es una de las familias mas abundantes en la coleccion. Dos de
estas cepas provocaron la muerte de los pacientes que las portaban, a pesar de
ser pacientes menores de 30 afios y con ninguna otra morbilidad conocida. Otra
de las cepas corresponde a la familia Beijing, de origen asiatico y de la cual se ha
reportado su capacidad para diseminarse fuera de los pulmones. La ultima cepa
es de la familia LAM que es parte del linaje Euro-Americano, esta familia
representa cerca del 50% de los casos de TB en América del Sur (Marin et al.
2006).

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz 21



UMSNH
2017

Anaélisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de &cidos micdlicos
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis

Actualmente se cuenta con la secuencia consenso del genoma de las 5 cepas
mencionadas. Un analisis comparativo preliminar ha arrojado que estas cepas
presentan entre 396 y 1211 polimorfismos de un sélo nucleétido (SNP), los cuales
entre 84 y 89% se encuentran en regiones codificantes (Guillén-Nepita et al., datos
no publicados). De éstos, alrededor del 8% se encuentra en genes involucrados
directamente en el metabolismo de lipidos, y 20% en procesos relacionados con la
sintesis de pared celular y otras funciones celulares. La deteccion de inserciones y
eliminaciones esta en proceso.

Las caracteristicas clinicas asociadas a estas cepas y sus particularidades
genotipicas, permiten que sean consideradas como un modelo biolégico apropiado
para evaluar si existen cambios gendmicos en los genes de la ruta de sintesis de
acidos micdlicos que podrian influir en su virulencia.

De encontrarse variaciones gendmicas asociadas a cepas causantes de
tuberculosis meningea se podrian sugerir marcadores moleculares universales de
virulencia, independientes del linaje micobacteriano, que podrian ser ensayados
en aislados clinicos circulantes. Esto haria posible la inversidén de recursos en la

contencion y eliminacion de cepas particularmente virulentas a nivel global.
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IV. JUSTIFICACION
El hecho de que la tuberculosis se encuentre como la segunda enfermedad
infecciosa con mayores tasas de mortalidad a nivel mundial, resalta su importancia
y la necesidad de no disminuir los esfuerzos para reducir su incidencia. En los
ultimos afios, se ha reportado una alta diversidad genética dentro de esta especie
asociada a variacion en la virulencia. En particular, en la ruta de sintesis de acidos
micolicos se ha reportado que los genes kasB, pcaA y mmaA4 juegan un papel
importante en la virulencia de M. tuberculosis. Aunque la genémica comparativa
ha permitido la comparacion entre cepas de referencia, no existe evidencia
cientifica de trabajos de investigacion en donde se halla llevado a cabo el analisis
comparativo entre las secuencias de genes involucrados en la sintesis de acidos
micolicos de aislados clinicos y las secuencias depositadas en las bases de datos
publicas, para demostrar el efecto potencial en la virulencia de las cepas
regionales. Este trabajo pretende aportar informacion sobre las variaciones que las
cepas clinicas extrapulmonares presentan en estos elementos genéticos. Para ello
se hara uso de la informacion contenida en las secuencias gendmicas de 5 cepas
causantes de tuberculosis meningea con las que cuenta nuestro grupo de trabajo.
La estrategia a seguir hara uso de herramientas bioinformaticas para la busqueda
de los elementos genéticos involucrados en la sintesis de acidos micolicos, su
comparacion entre ellos y los provenientes de cepas pulmonares, previamente
depositados en bases de datos publicas, y el analisis de las diferencias
encontradas, con la finalidad de detectar mutaciones con potencial efecto en la

virulencia de M. tuberculosis.
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V. HIPOTESIS
Las cepas causantes de tuberculosis meningea presentan polimorfismos en las
secuencias de los genes kasB, pcaA y mmaA4 que no se presentan en cepas
causantes de tuberculosis pulmonar.

VI. OBJETIVOS
Objetivo general
Realizar un analisis comparativo de los polimorfismos en la secuencia de
genes de la ruta de sintesis acidos micdlicos entre cepas meningeas y

pulmonares de Mycobacterium tuberculosis.

Objetivos especificos

» Seleccionar polimorfismos en la secuencia de los genes  kasB, pcaA y
mmaA4 especificos de cepas de Mycobacterium tuberculosis causantes de
tuberculosis meningea.

+ Determinar si los polimorfismos encontrados tienen un efecto a nivel de
las proteinas presuntivas codificadas por los genes evaluados.

» Estabecer cuales de los polimorfismos encontrados pueden ser utilizados

como marcadores de virulencia.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1 Material biolégico

Se utilizé ADN de la cepa de referencia H37Rv y de 5 cepas de origen
meningeo causantes de tuberculosis (Tabla 4) pertenecientes a la colecciéon MYC
del Laboratorio de Genética Molecular Microbiana de la Universidad Michoacana

de San Nicolas de Hidalgo.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de las cepas seleccionadas.

Clave Familia | Sexo | Edad | Municipio Tipo TB Enfermedades AB
asociadas
MYCO003 T1 M 60 Paracuaro Meningea Ignorado S
MYCO004 Beijing M NR NR Meningea Ignorado S
MYCO036 T1 F 21 Lazaro C. Meningea Ninguna NR
MYCO037 T1 M 24 Morelia Meningea Ninguna R-ESTR
MYCO055 LAM F NR NR Meningea Ignorado R-ESTR

Abreviaturas: AB, antibiograma; NR, no reportado; S, susceptible; R, resistente; ESTR,

estreptomicina.

8.2 Analisis in silico

Las secuencias consenso de los genomas de las cepas mencionadas en la
Tabla 4, fueron obtenidas previamente mediante la plataforma de secuenciacion
masiva en paralelo SOLID (Breu, 2010) y ensambladas por Bioscope® (Applied
Biosystems, 2010).
8.2.1 Obtencion de secuencias de los genes en cepas meningeas

Para obtener las secuencias de los genes kasB, pcaA y mmaA4 se utilizo la
suite de analisis gendmicos Galaxy (Giardine et al. 2005). El software ejecutable
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esta disponible desde un servidor al que se accede a través de la web:
https://usegalaxy.org/.

8.2.2 Obtencion de secuencias homodlogas de los genes en cepas
pulmonares

Para determinar qué variaciones existen entre las secuencias de los genes
de interés de las cepas meningeas de la coleccion y sus homodlogas en cepas
pulmonares depositadas en bases de datos publicas, se utilizd la herramienta
BLASTn (Altschul et al. 1990). Como parametros para la seleccion de secuencias
homologas se tomé en cuenta que fueran secuencias provenientes de cepas
causantes de tuberculosis pulmonar, la cuantificacion de la similitud entre pares de
secuencias y la determinacion de la significancia estadistica de dicho parecido
(Curso Biologia Evolutiva UNAM, 2016), reportadas por los estadisticos de
BLAST. Ademas se buscaron aquellas que correspondieran a la misma familia a la
que pertenecen las cepas de origen meningeo de la coleccion MYC. Hasta el
momento del analisis se encontraron 9 genomas causantes de tuberculosis
meningea depositados en la base de datos del NCBI; las secuencias de los genes
correspondientes a kasB, pcaA y mmaA4 de estas cepas también se incluyeron en
el analisis. Posteriormente se crearon 3 archivos multifasta de 24 secuencias cada

uno, correspondientes a cada gen de estudio.

8.2.3 Busqueda de SNP’s

Cada archivo multifasta se someti6 a un alineamiento multiple por
traduccién inversa, especifico para secuencias codificantes, usando las
herramientas MEGA?7 (Kumar et al. 2016) y CLUSTALX v2.1 (Larkin et al. 2007)
con el objetivo de determinar las correspondencias de homologia a nivel de las
bases nitrogenadas. Los alineamientos se llevaron a cabo con las opciones
“default” de CLUSTALX y MEGA y posteriormente fueron editados con Bioedit.
Una vez obtenidos los alineamientos se realizd la busqueda de SNP’s para cada

grupo de secuencias y se determiné si éstos eran sinénimos o no sinénimos.
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8.2.4 Prediccion de los efectos de las variaciones encontradas

Se realizd la traduccion in silico de las secuencias por medio del algoritmo
GeneMarkS (Besemer et al. 2001). A partir de estas secuencias de aminoacidos y
las variantes encontradas se utilizaron los algoritmos SIFT (Ng y Henikoff, 2003),
DUET (Pires et al. 2014) y mCSM (Pires et al. 2014). SIFT predice si la sustitucion
de un aminoacido afecta la funcion de la proteina basado en el grado de
conservacion de residuos de aminoacidos en el alineamiento de secuencias
estrechamente relacionadas. Se utilizo la herramienta SIFT protein single tools con
la opcién SIFT sequence seleccionando la base de datos NCBI/ non redundant,
una media de conservacion de secuencias de 3.0 y removiendo secuencias que
sean alrededor del 95% idénticas al query como paramétros del analisis. Para la
interpretacion de resultados de este algoritmo, una variacidon con un puntaje mayor
a 0.05 sera una sustitucion TOLERADA, es decir no afectara la funcion de la
proteina, por otro lado una variacion con un puntaje menor a 0.05 sera NO
TOLERADA y afectara la funcion de la proteina (Ng y Henikoff, 2013).
DUET y mCSM son algoritmos que basan sus predicciones en los cambios de
energia libre de gibbs, que describe la estabilidad conformacional de las proteinas.
Los resultados se reportan como variaciones en la energia libre de gibbs (AAG),
en donde valores negativos denotan sustituciones desestabilizadoras (Pires et al.
2014).

8.2.5 Prediccion de la estructura terciaria

Se modelaron las estructuras 3D usando el servidor Swiss model en su modo
automatico (Guex y Peitsch, 1997). Las estructuras terciarias de las enzimas
codificadas por los genes kasB, pcaA y mmaA4 se encuentran disponibles en el
Protein Data Bank (PDB) ya que fueron determinadas experimentalmente de
manera previa por cristalografia de rayos X. Los moldes utilizados en el modelado
de las enzimas se muestran en la tabla 5, para la eleccién de los mismos se
evaluaron los siguientes aspectos:

1. Puntuacion en el alineamiento (identidad <30%).

2. Presencia de ligandos de interés o cambios de conformacion relevantes.

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz 28



UMSNH
2017

Anaélisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de &cidos micdlicos
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis

3. Calidad de la estructura (resolucién > 3 A).
Las estructuras terciarias modeladas se validaron usando herramientas del
paquete Whatif (Vriend, 1990), disponible en http://swift.cmbi.ru.nl/whatif/.

Tabla 5. Moldes utilizados para el modelado 3D de las enzimas de interés.

Gen Proteina Especie PDB ID Resolucion

kasB 3-cetoacil-ACP-sintasa M. Tuberculosis 2GP6 24 A

pcaA Ciclopropano sintasa M. Tuberculosis 1L1E 20A
mmaA4 Hidroximicolato sintasa M. tuberculosis 2FK8 2.0A

8.2.6 Analisis estructural

a) Comparaciones globales de la estructura tridimensional

Los métodos mas utilizados para la comparacion global de estructuras de
proteinas emplean el calculo de RMSD (Root mean square deviation) ésta es la
desviacion media de la raiz cuadrada, la cual se obtiene de la superposicién de los
conjuntos de coordenadas atomicas de la cadena principal (N, C, O)
pertenecientes a parejas de residuos que quedan juntos en un alineamiento
estructural de las dos proteinas, siendo este valor una distancia en Armstrong (A).
El RMSD en la comparacién de una proteina consigo misma es de 0 A y entre mas
se incremente el valor del RMSD al comparar dos proteinas, significa que estas
tienen mayor diferencia conformacional (Maiti et al. 2004). Se calcularon los
valores de RMSD utilizando el programa UCSF Chimera v.1.11.2, este programa
permite la visualizacién interactiva y analisis de estructuras moleculares,
generacion de mapas de densidad, ensamblados supramoleculares, alineamientos

estructurales, docking, etc (Pettersen et I. 2004).
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b) Comparaciones locales de la estructura tridimensional

RMS posicional (Raiz media cuadratica por posicién). Son las distancias
entre cada par de los aminoacidos que se encuentran alineados en la
superposicion de las dos estructuras que se desean comparar y se expresan en
funcién de la posicion de las parejas de residuos que se comparan, con respecto
al alineamiento estructural de las dos proteinas (Maiti et al. 2004).
Los varores de RMS de los residuos en contacto con el ligando se calcularon
utilizando UCSF Chimera. Adicionalmente se evaluaron los cambios en residuos
cataliticos, residuos de union a sustrato y residuos que contribuyan a la estabilidad

de la proteina.

c) Analisis de cavidades

Con la finalidad de observar si alguna de las variaciones encontradas tiene
un efecto sobre la geometria del sitio de union de la enzima, se llevé a cabo un
andlisis de cavidades utilizando la herramienta CASTp (Dundas et al. 2006). De
las cavidades encontradas se seleccioné aquella que esta en contacto con el
ligando, tiene un tamafio adecuado y presenta alta hidrofobicidad para calcular
cambios en el volumen, area y numero de aberturas respecto a la referencia
(Piedra et al. 2008).

8.3 Analisis in vitro
8.3.1 Disefio de oligonucleétidos

Se disenaron oligonucleétidos especificos para cada uno de los genes de
interés usando el programa Oligo explorer v.1.2 (Kuulasmaa et al. 2004) con base
en la secuencia gendmica de M. tuberculosis H37Rv y en general cumpliendo
como minimo con las siguientes caracteristicas: longitud entre 18 y 29 nucleétidos,
%GC entre 50 y 60%, Tm entre 55°C y 71°C con una diferencia maxima de 2°C
entre los Tm’s del iniciador directo y reverso, evitando las auto-
complementariedades y la formacion de dimeros de oligos. Adicionalmente, deben
tener en su extremo (3’) una G o C, o GC, CC, CG, GG, 9. Las secuencias
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obtenidas fueron probadas utilizando PCR in silico (http:/insilico.ehu.es/PCR/)

(Bikandi et al. 2004) para asegurar un solo producto de PCR.

Una lista completa de los iniciadores usados se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Oligonucleotidos utilizados en el presente trabajo

OLIGONUCLEOTIDOS SECUENCIA (5’ - 3%) PRODUCTO
kasBF AACAACTCGTTCGGGTTCGG 3-oxoacyl-ACP-synthase 2 gene
kasBR TCATCGCAGGTCTCCTGTCG 3-oxoacyl-ACP-synthase 2 gene
kasBF2 CGCATCGTGATGTCCACCAA 3-oxoacyl-ACP-synthase 2 gene
pcaAF CGGTTACTTTTCCAGTGTGA Cyclopropane mycolic acid synthase
gene
pcaAR AAGGCTCAATCGGTATGTCC | Cyclopropane mycolic acid synthase
gene
mmaA4F AGACGCATAAGCCCCCGCAC Hydroxymycolate synthase gene

8.3.2 Amplificaciéon por PCR

Para la estandarizacion de las condiciones de amplificacion se llevaron a
cabo ensayos de PCR de los genes kasB y pcaA utilizando ADN de las cepas
MYCO003, MYCO004, MYC036, MYCO037, MYCO055. Inicialmente la reaccién de PCR
se desarrollé con Tris-HCI 20 mM pH 8.2, MgClz> 1.5 mM, dNTPs 0.2 uM, 0.4 uyM
de cada oligonucledtido, 1U de Tag DNA Polimerasa Recombinante (Invitrogen®,
para el gen pcaA s, y para el gen kasB se utilizé Taq HIFI Platinum Polimerasa
(Invitrogen®, USA). Se utilizaron coadyuvantes de PCR, DMSO al 4% para pcaA 'y
solucion Q para kasB. En todos los casos se incluyé un control positivo de la
reaccion utilizando DNA molde de M. tuberculosis H37Rv. Las condiciones
iniciales se fueron modificando para optimizar el ensayo de PCR para cada uno de
los 2 genes en todos los aislados de estudio. Las amplificaciones se llevaron a
cabo en un termociclador Corbett Research Palm-Cycler™ (Corbett Life
Science®), utilizando diferentes programas para cada gen: gen pcaA, 30 ciclos de
90 seg a 95°C, 90 seg a 57°C y 60 seg a 72°C ; para el gen kasB, 35 ciclos de 60
seg a 95°C, 90 seg a 67°C y 30 seg a 72°C ; en ambos casos hubo un paso inicial

a 95°C durante 7 min y un paso final de extensién a 72°C por 5 min.
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Tabla 7. Condiciones de PCR para la amplificacion de los genes kasB y pcaA

PRODUCTO | MOLDE | INICIADORES cicLos
MYC003
MYC004
pcah MYC036 pcaAF 95°Cx90s  57°Cx90s  72°C x 60s
MYC037 PcaAR
MYCO055
T T
MYC003
MYC004 kasBF
kasB MYC036 kasBF2 95°Cx60s  67°Cx90s  72°C x 30s
MYC037 kasBR
MYCO055

Los productos de amplificacion se visualizaron por electroforesis en geles de
agarosa al 2% (p/v) tefiidos con bromuro de etidio (BrEt) y las imagenes de los

geles se capturaron en el fotodocumentador ChemiDoc (BioRad, USA).

8.3.3 Secuenciacion

Para determinar la secuencia de los genes, se contraté un servicio de
secuenciacion externo (ELIM BIOPHARM, USA). Las muestras se prepararon
segun las especificaciones particulares del servicio de secuenciacion. Los
oligonucleodtidos especificos para cada gen fueron eluidos con agua y la
concentracion se ajustd a 3uM. Los electroferogramas fueron visualizados y
editados mediante el software ChromasPro v 2.0
(http://technelysium.com.au/wp/chromaspro/) y las secuencias resultantes fueron
comparadas con la base de datos del NCBI mediante BLAST para finalmente
someterlas a un alineamiento multiple con la finalidad de comprobar la presencia
de las variaciones gendmicas encontradas, utilizando las herramientas antes

mencionadas.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Obtencion de secuencias de los genes en cepas meningeas.

Mediante la suite de analisis gendmico Galaxy fue posible obtener las
secuencias de los genes pcaA y mmaA4, sin embargo no se pudo obtener la
correspondiente para kasB, debido a una mala calidad en la secuenciacion, es
decir en algunas posiciones no se pudieron asignar nucleétidos por lo que no se
pudo completar la secuencia de DNA. Para resolver esta situacién, se amplificé el
gen por PCR y posteriormente se secuencio.

9.2 Obtencion de secuencias homoélogas de los genes en cepas pulmonares.

A partir de los genomas seleccionados (Tabla 8), se extrajeron las
secuencias de interés en formato fasta y se crearon 3 archivos multifasta de 24
secuencias cada uno, correspondientes a cada gen de estudio.

9.3 Alineamiento multiple de secuencias.

El alineamiento multiple de las secuencias permitié evidenciar la existencia
de regiones muy conservadas a lo largo de toda la secuencia, sin embargo
también fue posible encontrar variaciones exclusivas de cepas meningeas, de las
cuales la gran mayoria estan presentes en el gen mmaA4 (Fig. 6), en este gen se
encontro una region de alta variabilidad en la cepa MYCO036 que va de la posicion
323 a la posicién 360 (Fig. 7).
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Figura 6. Frecuencia de SNP's en las cepas de la coleccion. En la cepa MYCO003 se
encontraron 15 SNP’s, en MYC004 9 SNPs, en MYC036 57 SNPs, en MYC037 22, y en MYCO055 7
SNPs.

mmaAd_MTb_TRI-2 :
“CAACA

mmaA4_MTb_UT205 ¢ ACGTTGEC

mmaAd4_MYCOOS55_736298-737203_ 90 CACGTTGTCCAACRAC H

mmaAd4 MTh strain 96075 . C - CRTTCCATCCA
mﬁM_HTb:Fl 1 C CACGTTGTCCAACAAC G TT! TCCA
umahd MTh strain 96121 “TCACGTTIG AACA

jmmaAd4 MTb str Kuorono DHA GGCCTC TTGTCCAACAR
mmaid MTh strain Beijing-like C -
mmasd_MTbh K
mmaA4_MTb_cCDC5079

mmaAd MTh_strain SCAID GTCCAACA
mmaAd_MYCO03_736298-737203 9506 STCACGTTGTCCAACAACC
mmaAd MYCO0037_736298-737203_50 TTIGTCCAACRA
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Clustal Consensus
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Figura 7. Region de alta variabilidad presente en el gen mmaA4 de la cepa MYC036. Se
observa la insercion de una adenina en la posicion 351 y la delecién de una citosina en la posicion
326.
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Adicionalmente se revisaron los alineamientos entre cepas meningeas y
pulmonares del resto de los genes participantes en la sintesis de acidos micélicos:
cmaA1, cmaA2, mmaA1, mmaA2, mmaA3, umaA1 y umaA2. Las variaciones
exclusivas de cepas de origen meningeo que fueron encontradas son:
mmaA1: 6 SNP’s y 2 inserciones; cmaA2: 16 SNP’s; mmaA2: 2 SNP’s

Como puede observarse el gen cmaA2 acumula una mayor cantidad de
variaciones. Las modificaciones en este gen se han asociado a un fenotipo
hipervirulento (Rao et al. 2006), de manera que una alteracion en la funcién de la
enzima codificada por el mismo, alteraria el fenotipo observado en la cepa
correspondiente.

Un hallazgo importante en el gen mmaAZ2 fue la presencia del SNP: A696C el cual

aparece en todas las cepas pertenecientes a la familia Beijing (Fig. 8).
llltlltllllltlllll![llltlltlllllll"l!![t

690 700 710 720

BV T GEAATGGTTGAGGARCAGTCGGCGARAGACGGGTTTC CACGC
G Vo Rl el T CAAATGGTTGAGGRAACAGTCGGCGRAGACGGGTTTCACGC
A T e el T GAEAETGGTTGAGGACCAGTCGGCGRAGACGGGTTTCACGC
OO EEN L GAAATGGTTGAGGARACAGTCGGCGAAGACGGGTTTCACGC
R IO T GAAATGGTTGAGGACCAGTCGGCGRAGACGGGTTTCACGC
AR T CAAATGGTTGAGGACCAGTCGGCGRAGACGGGTTTCACGC
i eleh o a N T CAAATGGTTGAGGACCAGTCGGCGRAGACGGGTTTCACGC
I SO T GAAATGGTTGAGGACCAGTCGGCGAAGACGGGTTTCACGC
20 K 00681  pyer:v:v:hyeleviiyerlefer-(olor:febilaieeiader:v-Tev:Talefefediyor:-1o{es
24 NITR203
Pl s T GAAATGGTTGAGGACCAGTCGGCGRAEGACGGGTTTCACGC
=S T GAAATGGTTGAGGACCAGTCGGCGAAGACGGGTTTCACGC
30 scaIDls8 TGAAATGGTTGAGGACCAGTCGGCGRAGACGGGTTTCACGC
17 Erdman TGARATGGTTGAGGRACAGTCGGCGRAGACGGGTITTCACGC

*
Figura 8. SNP en la posicion 696 del gen mmaA2.Esta variacién aparece en las cepas

pertenecientes a la familia Beijing, tanto pulmonares como extrapulmonares: MYC004, 96075, BT1,
CCDC518, HKBS, K, NITR203, PR08, PR10 y SCAID.
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Tabla 8. Genomas seleccionados para la extraccion de secuencias homadlogas de los genes kasB, pcaA y mmaA4

Tipo TB Cepa Origen SPOL Resistencia Referencia
PULMONAR | 323 Beijing-like |  Colombia Beijing-like (SIT 190) | E*KFET']Z*C% Am, doi: 10.1128/genomeA.00371-15
PULMONAR Kurono Japoén LAMO4 (SIT 60) Sin resistencia doi: 10.1016/j.tube.2014.10.007
PULMONAR F11 Sudafrica LAMO3 (SIT 33) Sin resistencia doi:10.1371/journal.pone.0056577
PULMONAR CCDC5079 China Beijing (SIT 1) Sin resistencia doi: 10.1128/JB.05452-11
PULMONAR CTRI-2 Rusia LAMO9 (SIT 42) Sin resistencia doi: 10.1371/journal.pone.0056577
PULMONAR K Corea del Sur Beijing (SIT 1) Cir doi: 10.1186/s40793-015-0071-4
PULMONAR 96121 Filipinas EAI2-Manila (SIT19) Sin resistencia doi: 10.1128/genomeA.01135-14
PULMONAR SCAID 187.0 Kasakhstan Beijing (SIT 1) Mfx, Gfx, Lfx, S, E, R doi:10.1128/ genomeA.01272-15
PULMONAR uT205 Colombia LAMO9 (SIT 42) Sin resistencia doi: 10.1186/1471-2164-12-493
MENINGEA 46-5069 Bangkok NR Sin resistencia doi: 10.7717/peerj.1905
MENINGEA CSF3053 Bangkok NR Sin resistencia doi: 10.7717/peerj.1905
MENINGEA 43-13838 Bangkok NR Sin resistencia doi: 10.7717/peerj.1905
MENINGEA 43-16836 Tailandia NR NR doi: 10.1128/genomeA.00801-13
MENINGEA C2 India NR NR doi: 10.1128/genomeA.00842-14
MENINGEA MTB221-11 Malaysia T2-Uganda (SIT 135) NR doi: 10.1128/genomeA.00376-16
MENINGEA PRO5 Malaysia NR NR doi: 10.1128/genomeA.00397-13
MENINGEA PRO8 Malaysia NR NR doi: 10.1016/j.gdata.2015.12.030
MENINGEA PR10 Malaysia NR R, H doi: 10.1016/j.gdata.2016.01.002

Abreviaturas: Isoniazida (H), etambutol (E), rifampicina (R), pirazinamida (Z), estreptomicina (S), amicacina (Am), kanamicina (Km),
capreomicina (Cm), claritromicina (Clr), moxifloxacino (Mfx), gatifloxacino (Gfx), levofloxacino (Lfx).
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El total de las variaciones encontradas se muestran en la tabla 9. Una vez
terminada la busqueda de SNP'’s, se realiz6 la traduccién in silico para determinar
si estos cambios ocasionaban un cambio de aminoacido en esa posicion
(sustitucion no sinénima) o no (sustituciéon sindnima). Del analisis de los datos
obtenidos, para el gen pcaA se encontraron 6 SNP’s repartidos en 2 de las 5
cepas meningeas de los cuales, 5 provocan un cambio en la secuencia de
aminoacidos; para el gen mmaA4 se encontraron 87 SNP’s repartidos en las 5
cepas meningeas analizadas, de estos, 72 provocan un cambio de aminoacido y
uno de ellos codifica un codén de paro y para el gen kasB se encontraron 2 SNP’s

sinébnimos en una de las cepas meningeas analizadas (Fig.6).
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Tabla 9. SNP’s en los genes de la ruta de sintesis de acidos micdlicos exclusivos
de cepas causantes de tuberculosis meningea presentes cepas aisladas en el
estado de Michoacan (Parte 1).

GEN CEPA SNP/POSICION SINONIMO/NO SINONIMO
pcaA MYCO003 C 628 A No sinénimo
pcaA MYCO037 c24T Sinénimo
pcaA MYCO037 G167 C No sinénimo
pcaA MYCO037 A242 G No sinénimo
pcaA MYCO037 C 647 A No sinénimo
pcaA MYCO037 C724 G No sinénimo
mmaA4 MYCO003 T135C No sinénimo
mmaA4 MYCO003 G136 T No sinénimo
mmaA4 MYCO003 A632G No sinénimo
mmaA4 MYCO003 G637C Sinénimo
mmaA4 MYCO003 C641T No sinénimo
mmaA4 MYCO003 T642 G No sinénimo
mmaA4 MYCO003 A 644 C No sinénimo
mmaA4 MYCO003 T 645G No sinénimo
mmaA4 MYCO003 G646 T No sinénimo
mmaA4 MYCO003 A834C ( Nosinénimo/codon de paro |
mmaA4 MYCO003 T897C Sinénimo
mmaA4 MYCO003 T 898 G No sinénimo
mmaA4 MYCO004 A296 T No sinénimo
mmaA4 MYCO004 T297C No sinénimo
mmaA4 MYCO004 C345G Sinénimo
mmaA4 MYCO004 G347T Sinénimo
mmaA4 MYCO004 C348G No sinénimo
mmaA4 MYCO004 C349G No sinénimo
mmaA4 MYCO004 C354 G Sinénimo
mmaA4 MYCO036 C275T Sinénimo
mmaA4 MYCO036 A280C Sinénimo
mmaA4 MYCO036 C325C Sinénimo
mmaA4 MYCO036 C326 A No sinénimo
mmaA4 MYCO036 T327C No sinénimo
mmaA4 MYCO036 C328G No sinénimo
mmaA4 MYCO036 A329C No sinénimo
mmaA4 MYCO036 C330G No sinénimo
mmaA4 MYCO036 T332G No sinénimo
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Tabla 9. SNP’s en los genes de la ruta de sintesis de acidos micdlicos exclusivos+
de cepas causantes de tuberculosis meningea presentes cepas aisladas en el
estado de Michoacan (Parte 2).

GEN CEPA SNP/POSICION SINONIMO/NO SINONIMO
mmaA4 MYC036 T333C No sinénimo
mmaA4 MYCO036 C334T No sinénimo
mmaA4 MYC036 T335G No sinénimo
mmaA4 MYCO036 T336C No sinénimo
mmaA4 MYC036 A337G No sinénimo
mmaA4 MYCO036 C338A No sinénimo
mmaA4 MYC036 C339G No sinénimo
mmaA4 MYCO036 G340C No sinénimo
mmaA4 MYC036 C341A No sinénimo
mmaA4 MYCO036 G342 A No sinénimo
mmaA4 MYC036 G344T No sinénimo
mmaA4 MYCO036 C345G No sinénimo
mmaA4 MYC036 G347 T No sinénimo
mmaA4 MYCO036 C348G No sinénimo
mmaA4 MYC036 C349G No sinénimo
mmaA4 MYCO036 G359 A No sinénimo
mmaA4 MYC036 A350C No sinénimo
mmaA4 MYCO036 G363C Sinénimo
mmaA4 MYC036 G364 A No sinénimo
mmaA4 MYCO036 G365A No sinénimo
mmaA4 MYC036 C 368G No sinénimo
mmaA4 MYCO036 T369C Sinénimo
mmaA4 MYC036 C372A Sinénimo
mmaA4 MYCO036 G373C Sinénimo
mmaA4 MYC036 C374G Sinénimo
mmaA4 MYCO036 A383T No sinénimo
mmaA4 MYC036 C384G No sinénimo
mmaA4 MYCO036 T398 A No sinénimo
mmaA4 MYC036 C399G No sinénimo
mmaA4 MYCO036 T587 A No sinénimo
mmaA4 MYC036 T886 A No sinénimo
mmaA4 MYCO036 T887 A No sinénimo
mmaA4 MYC036 T888G No sinénimo
mmaA4 MYCO036 C895G No sinénimo
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mmaA4 MYC036 A 896 C No sinénimo

Tabla 9. SNP’s en los genes de la ruta de sintesis de acidos micdlicos exclusivos
de cepas causantes de tuberculosis meningea presentes cepas aisladas en el
estado de Michoacan (Parte 3).

GEN CEPA SNP/POSICION SINONIMO/NO SINONIMO
mmaA4 MYCO036 T897C No sinénimo
mmaA4 MYCO036 T 898 G No sinénimo
mmaA4 MYCO036 C901G No sinénimo
mmaA4 MYCO036 G902C No sinénimo
mmaA4 MYCO037 G155 T No sinénimo
mmaA4 MYCO037 T156C No sinénimo
mmaA4 MYCO037 C175T No sinénimo
mmaA4 MYCO037 G176 A No sinénimo
mmaA4 MYCO037 C262A No sinénimo
mmaA4 MYCO037 A300C Sinénimo
mmaA4 MYCO037 G 361A No sinénimo
mmaA4 MYCO037 T362C No sinénimo
mmaA4 MYCO037 G363C No sinénimo
mmaA4 MYCO037 G 364 A No sinénimo
mmaA4 MYCO037 T365A No sinénimo
mmaA4 MYCO037 A 366 C No sinénimo
mmaA4 MYCO037 T444C Sinénimo
mmaA4 MYCO037 C 568 G No sinénimo
mmaA4 MYCO037 T 569 G No sinénimo
mmaA4 MYCO055 G344 T No sinénimo
mmaA4 MYCO055 A350C No sinénimo
mmaA4 MYCO055 A357C Sinénimo
mmaA4 MYCO055 G493 A No sinénimo
mmaA4 MYCO055 G494 A No sinénimo
mmaA4 MYCO055 G495C No sinénimo

kasB MYCO036 C335G Sinénimo

kasB MYCO036 C502G Sinénimo
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9.4 Prediccion de los efectos de las variaciones encontradas

- Predicciones SIFT. Los resultados obtenidos muestran que para el gen
pcaA todas las sustituciones son toleradas a excepcion de la dada por el cambio
de una alanina por una glicina en la posicion 56 (80% TOLERADAS), mientras que
para el gen mmaA4 de las 40 sustituciones encontradas, 21 son NO
TOLERADAS, lo que corresponde al 52.5% del total, es decir mas de la mitad de

las sustituciones aminoacidicas afectaran la funcion de la proteina (Tabla 10).

Tabla 10. Predicciones SIFT.

Gen Sustitucion Cepa Prediccion SIFT Score resperggzggz;
pcaA T210P 003 TOLERADO 0.27 83
pcaA A56G 037 NO TOLERADO 0.03 83
pcaA R81H 037 TOLERADO 0.11 82
pcaA E216A 037 TOLERADO 0.99 83
pcaA A242P 037 TOLERADO 0.07 83
mmaA4 Y46D 003 NO TOLERADO 0 57
mmaA4 L52R 037 NO TOLERADO 0.02 57
mmaA4 Y59R 037 TOLERADO 0.12 57
mmaA4 M88R 037 NO TOLERADO 0 57
mmaA4 V99D 004 NO TOLERADO 0 57
mmaA4 H109A 036 TOLERADO 0.69 57
mmaA4 A110Q 036 TOLERADO 0.21 57
mmaA4 R111C 036 TOLERADO 0.33 57
mmaA4 c112L 036 NO TOLERADO 0.04 57
mmaA4 E113T 036 NO TOLERADO 0.03 57
mmaA4 Q114A 036 NO TOLERADO 0.02 57
mmaA4 V115G 036, 055 TOLERADO 0.36 57
mmaA4 L116R 036,004 NO TOLERADO 0.01 57
mmaA4 A117P 004 TOLERADO 0.85 57
mmaA4 A117D 055 TOLERADO 0.68 57
mmaA4 A117H 036 NO TOLERADO 0.05 57
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mmaA4 D120G 036 TOLERADO 0.58 57
mmaA4 T121V 037 TOLERADO 0.09 57
mmaA4 N122V 037 TOLERADO 0.3 57
mmaA4 N122G 036 TOLERADO 0.3 57
mmaA4 R123P 036 NO TOLERADO 0.04 57
mmaA4 R125A 036 TOLERADO 0.62 57
mmaA4 L128H 036 TOLERADO 0.24 57
mmaA4 E133V 036 NO TOLERADO 0.01 57
mmaA4 N165G 055 TOLERADO 0.53 57
mmaA4 G190L 037 NO TOLERADO 0 57
mmaA4 E196V 036 TOLERADO 0.1 51
mmaA4 G211D 003 NO TOLERADO 0 57
mmaA4 R213G 003 TOLERADO 0.25 57
mmaA4 L214P 003 TOLERADO 0.09 57
mmaA4 P215H 003 NO TOLERADO 0 57
mmaA4 S216A 003 TOLERADO 0.55 57
mmaA4 K296F 036 NO TOLERADO 0 56
mmaA4 A299H 036 NO TOLERADO 0 15
mmaA4 A300S 036,003 TOLERADO 0.57 14
mmaA4 A301R 036 NO TOLERADO 0.01 10

Una sustitucion se considera no tolerada cuando la probabilidad de encontrar un
determinado aminoacido en esa posicién en el lineamiento es < 0.05.

- Predicciones DUET. Para realizar las predicciones con este servidor se
utilizaron estructuras “molde” las cuales fueron resueltas experimentalmente y
depositadas en la base de datos Protein Data Bank en formato PDB de manera
previa por otros autores. Los moldes fueron 1L1E para la ciclopropano sintasa
codificada por pcaA y 2FK8 para la hidroximicolato sintasa codificada por mmaA4,
ademas se utilizo la lista de sustituciones encontradas para cada gen.

Los resultados muestran que el 80% de las sustituciones desestabilizara la
estructura proteica de la ciclopropano sintasa en ambas cadenas del homodimero
codificado por pcaA, afectando la funcion de la misma y en el caso del gen

mmaA4 el 90% de las sustituciones desestabilizaran a la enzima, afectando su

funcion.

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz

42




UMSNH
2017

Analisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de acidos micélicos
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis

Una gran cantidad de sustituciones de aminoacidos se localizan alrededor de las

posiciones 109 a 122 ubicadas en una alfa hélice y en una lamina beta que forman

parte del dominio metiltransferasa de la enzima (Fig. 9).

Figura 9. Estructura tridimensional de la hidroximicolato sintasa de M. tuberculosis H37Rv.
Las a-hélices se muestran en azul, las ldaminas 3 en amarillo y los loops en verde. Los residuos
cuyo cambio en las cepas meningeas estabilizan la enzima estan coloreados en fucsia, y aquellos
que la desestabilizan estan coloreados en rojo.

Como puede observarse se encuentra una disparidad en los resultados obtenidos
por los servidores SIFT y DUET, esto se debe a que ambos se basan en
diferentes aspectos para realizar sus predicciones, SIFT calcula tomando en
cuenta el grado de conservacion de los residuos y DUET los cambios en la
energia libre de Gibbs de un residuo especifico en relacion a la estructura
tridimensional. Cabe resaltar que cada una de las predicciones es individual y no
nos proporciona informacién acerca de la afectacion al funcionamiento de la
enzima, si sera benéfica o deletérea para la misma.

- Predicciones mCSM. Se utilizé el servidor mCSM para determinar si los
cambios de aminoacidos en la ciclopropano sintasa de las cepas MYCO003 y
MYCO037 afectaban la afinidad proteina-proteina, en este caso la afinidad por cada
uno de los mondémeros presentes en la estructura terciaria. Se observaron
cambios en la AG de cada residuo por lo que las 6 sustituciones desestabilizaran

la afinidad de ambas cadenas.

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz 43



UMSNH
2017

Anaélisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de &cidos micdlicos
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis

9.5 Prediccion de la estructura terciaria

Es importante evaluar las variaciones en estudios estructurales porque esto
conduce a explicar como las modificaciones producen a cambios en la estructura y
presumible en su funcion (Lema y Echave, 2005). Debido a que los algoritmos
SIFT y DUET solo toman en cuenta la estructura primaria y secundaria proteica,
es necesario realizar predicciones de la alteracion de la funcion por la presencia
de variaciones que puedan alterar su estructura terciaria. A partir de la secuencia
de aminoacidos se construyeron modelos tridimensionales para cada una de las
enzimas que poseen variaciones respecto a la referencia (H37Rv) mediante
modelado por homologia con Swiss model. Se seleccionaron los moldes segun los
criterios mencionados en Materiales y Métodos. En la tabla 11 se muestran los
valores de cobertura e identidad asi como un paramétro de calidad (Q-mean) para

cada uno de los modelos obtenidos.

Tabla 11. Caracteristicas de los modelados obtenidos.

Proteina Cepa Molde Ligando % ID Cobertura Q-MEAN
Mycolicacid | \nvgooz | qL1g | S:@denosykl 1 gg45 | 46.287 .27
synthase homosisteina
Mycolicacid | \nygog7 | q1g | Sadenosyl | gg 4 16-287 -1.56
synthase homosisteina
T S-adenosyl-
micolic acid MYC003 2FK8 enosy 97.96 21-227 0.06
metionina
synthase 4
T S-adenosyl-
micolic acid MYC004 2FK8 enosy 98.03 21-227 -0.14
metionina
synthase 4
T S-adenosyl-
micolic acid MYC036 2FK8 enosy 93.53 21-227 -0.71
metionina
synthase 4
T S-adenosyl-
micolic acid MYC037 2FK8 enosy 97.66 21-277 -0.31
metionina
synthase 4
Methoxy MYCO055 2FK8 S-adenosyl- 98.93 21-227 0.07
micolic acid metionina
synthase 4
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El % de identidad es de la secuencia a modelar con el molde utilizado. El valor Q-mean es una
medida de la calidad del modelo (valores cercanos a cero corresponden a modelos de alta
calidad).

Como se puede observar la cobertura de la estructura obtenida respecto a la
secuencia no es completa, por esta razén se llevaron a cabo modelados utilizando
la herramienta Modeller (Webb y Sali, 2014) dentro del paquete UCSF Chimera
para tratar de obtener una cobertura del 100%. Para esto se eligieron 5 moldes
para cada una de las enzimas (5 para la codificada por pcaA y 5 para la codificada
para mmaA4), se hicieron los modelados y se evaluo su calidad, en un proceso
similar al que hace Swiss model. Las estructuras obtenidas si presentaban las
regiones faltantes, obteniéndose una cobertura del 100%, sin embargo se observé
que estas regiones (al inicio de la secuencia) eran modeladas como loops muy
largos (Fig. 10), se probo utilizando diferentes moldes y haciendo un refinamiento
en el modelado de los loops, no obstante el resultado fue siempre el mismo. Por
esta razén se hipotetizd que estos aminoacidos pudieran ser “desordenados” es
decir, que no pertenezcan a ninguna clase de estructura secundaria, en la forma

bioldgicamente activa de la proteina.
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Figura 10.Superposicion de las estructuras obtenidas por las distintas herramientas para la
enzima codificada por mmaA (amarillo-Swiss model, azul-PDB, rojo-Modeller). En el caso del
modelo obtenido por Modeller se observa el loop corresponidente a los aminoacidos “faltantes”.

Para comprobar si se trata de aminoacidos desordenados se utilizé el servidor
web prDOS (Ishida y Kinoshita, 2007) (http://prdos.hgc.jp/cgi-bin/top.cqgi) éste
calcula la probabilidad empirica de que cada aminoacido este desordenado a

partir de su secuencia primaria. Para ambas enzimas se obtuvieron resultados
similares, alrededor de los primeros 20 aminoacidos presentan una probabilidad
mayor al 0.5 (punto de corte) de no pertenecer a ninguna clase de estructura
secundaria en la forma biolégicamente activa de la proteina (Fig. 11).
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Figura 11.Grafica de probabilidad de desorden de cada residuo a lo largo de la secuencia

segun prDOS para la hidroximicolato sintasa. Se predicen como desordenados los residuos

cuya probabilidad va mas alla de la linea de umbral (0.5).

La presencia de regiones desordenadas confiere flexibilidad a la proteina, lo que
es una ventaja para el reconocimiento de multiples moléculas (ARN, ADN, otras
proteinas, pequefos ligandos o moléculas), sin embargo no se ha asociado una
funcién especifica a las mismas (Obradovic et al. 2003) es por esto que se optd
por utilizar los modelos obtenidos con Swiss model que no contienen dichas

regiones.
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9.6 Comparaciones globales de la estructura tridimensional

Una vez validados los modelos se realizaron analisis comparativos globales
y locales entre las estructuras obtenidas y las estructuras de referencia con el
objetivo observar los cambios dados por las variaciones genémicas encontradas.
Estos modelos fueron sometidos a un andlisis estructural utilizando UCSF
Chimera, con las opciones MatchMaker y Match -> Align para crear un
alineamiento estructural. Se crearon las superposiciones para la estructura de
referencia H37Rv y los modelos obtenidos, en las estadisticas resultantes se
reportan los valores de RMSD y Qmean para las superposiciones. Para la enzima
ciclopropano sintasa (codificada por pcaA) se encontrd que no existe una variacion
importante en los valores de RMSD (muy cercanos a cero), es decir las
estructuras (MYCO003 y MYCO037) son practicamente iguales a la referencia; por
otro lado los valores de RMSD para la superposicion de las estructuras obtenidas
para la hidroximicolato sintasa (codificada por mmaA4) son muy similares para las
comparaciones MYCO004 — referencia, MYCO036 — referencia, MYCO037 — referencia
y MYCO055 — referencia (valores cercanos a 0) a excepcion de MYC003 —
referencia donde el valor de RMSD (257 atomos) es de 0.078 y el valor de Q-
mean es de 0.914 (Fig.12).

- oy y vy ; J
% | =\ ) —
LA S Ve,
A / &L
T I. o
- \‘3 A lr/ 2 &
- ANl . X,
; £ ; Dy oy
__ AN e 4 S\ f/ a0
| . ’_’___'\; =N “ A N
s [ s - 2
X 1 “_“?-. \ |"-_ ‘-
AL ; by
) o g A
IR R / ¥ \/

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz 47



UMSNH
2017

Anaélisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de &cidos micdlicos
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis

Figura 12. Superposicion del esqueleto de carbono de la hidroximicolato sintasa para las
estructuras de referencia y MYCO003.La estructura de referencia se encuentra coloreada en gris y
MYCO003 en rosa.En azul se muestran los aminoacidos faltantes en la cepa MYCO003.

La ausencia de los ultimos aminoacidos en la cadena parece ser el cambio que
determina la diferencia entre la estructura de referencia y la estructura de
MYCO003.

9.7 Comparaciones locales de la estructura tridimensional

RMS. Se calculé el RMS posicional para cada uno de los residuos en
contacto con el ligando (S-adenosyl-menitonina para mmaA4 o S-adenosyl-I-
homosisteina para pcaA) sin encontrar variaciones en las distancias entre cada
par de los aminoacidos que se encuentran alineados, ademas se realiz6 la
superposicion de los mismos residuos con la estructura de referencia y se calculd
el RMSD para el numero de atomos especificos pero no fue posible encontrar
diferencias significativas (Fig. 13).

TRP132

VAL133

(LEU 104 Turquoise; 2fk8

Dark red: MYC003
Yellow: MYC004
Deep pink: MYC036
Dark green: MYCO037
Khaki: MYCO055

Figura 13. Superposiciéon de los residuos en contacto con SAM.. Las distancias entre los
residuos alineados son minimas (RMS). Las lineas punteadas representan los puentes de
hidrégeno formados entre el ligando y la enzima. En la posicion 133 se observa el cambio de un
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glutamato por una valina en la cepa MYCO036, sin que esto modifique significativamente la
estructura 3D.

- Evaluacion de los cambios en residuos cataliticos, sitio activo, residuos de
union a sustrato, motivos de reconocimiento a AcpM (proteina acarreadora de
acilos) y residuos que contribuyan a la estabilidad de la proteina.

1. Ciclopropano sintasa (pcaA). Ninguna de las sustituciones se encuentra en
alguno de los sitios clave mencionados anteriormente.

2. Hidroximicolato sintasa (mmaA4). En la figura 14 se muestran los residuos de
aminoacido que son considerados puntos clave para el funcionamiento de la
enzima.

a. Sitio activo, posicidén 278. La cepa MYCO003 no contiene este residuo
debido a la codificacién de un codén de paro que ocasiona que la secuencia de
aminoacidos sea mas corta.

b. Residuos cataliticos. Sin cambios

c. Residuos de unién a ligando. Sustitucién de E por V en la posicién
133 en la cepa MYCO036.

d. Residuos que contribuyen a la estabilidad de la proteina. Esta
enzima contiene 6 residuos de cisteina que participan en interacciones
hidrofébicas que ayudan a estabilizar la proteina, la cepa MYCO003 no contiene los
residuos en las posiciones 279 y 289. En la cepa MYCO036 aparece una L en lugar
de la cisteina en la posicion 112. Los residuos de C ademas de jugar un papel
importante en la estabilidad también participan en el plegamiento, en la union de
metales, en la catélisis enzimatica y en la regulacion de la actividad proteica
(Gonzalez Segura y Mufioz Clares, 2003), es por esto que la ausencia de los

residuos podria afectar la funcion de la hidroximicolato sintasa.
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Figura 14.Puntos clave en el funcionamiento de la hidroximicolato sintasa.

e) Interacciéon con AcpM y unién a sustrato. Los residuos de las posiciones
180 a 216 forman un motivo de reconocimiento para la proteina acarreadora de
acilos (AcpM) conocido como a3-02, éste abarca las hélices a3, a2 y el péptido
que une a3 y akE (Fig. 15) (Glickman et al. 2000).
El motivo es la entrada a un tunel hidrofébico profundo que contiene 7 residuos
basicos, 5 de los cuales definen cargas positivas expuestas al solvente a lo largo
de a3 y al fondo del motivo. Los residuos V-205, 1-201 y L-214 mantienen la
entrada al tunel cerrada por impedimento estérico. En la cepa MYCO003 se observa
el cambio de una L en la posiciéon 214 por una P, se evalio si este cambio
ocasiona la apertura del tunel y por tanto el acceso del solvente al interior de la
enzima comparando las superficies formadas por las cadenas laterales de los
residuos (205, 201 y 214).
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Figura 15.Superficie molecular del motivo a3-a2 en la hidroximicolato sintasa. Las regiones
amarillas representan los residuos hidrofébicos y sus cadenas laterales.

Las comparaciones revelan que la entrada al tunel se mantiene cerrada ya que
ambos residuos poseen cadenas laterales alifaticas (Fig. 16 y 17), sin embargo al
encontrarse esta sustitucion en un residuo perteneciente a un motivo de
reconocimiento de la proteina que provee el sustrato para la reaccion enzimatica,

seria interesante evaluar si la afinidad por ambas proteinas se ve modificada.
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Figura 16.Aminoacidos prolina (a) y leucina (b) y sus cadenas laterales
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Figura 17.Estado cerrado del ttnel hidrofébico de la hidroximicolato sintasa. Se muestra una
vista cercana del motivo a2-a3 de la estructura de referencia (izquierda) y de la cepa MYCO003
(derecha). Los puntos representan las superficies de van der Waals. La sustitucion L214P no altera
la abertura del tunel.

9.8 Anadlisis de cavidades

La superficie de una proteina es irregular, con una serie de protuberancias y
cavidades que forman un relieve complejo. Generalmente, es en estas cavidades
donde las moléculas organicas pueden unirse. Si la proteina es una enzima o un
receptor, la eleccién directa es analizar el sitio activo o de reconocimiento; ya que
cualquier molécula que pueda unirse a este lugar impedira que la proteina realice
adecuadamente su funcion biolégica (Piedra et al, 2008). Con la finalidad de
observar si alguna de las variaciones encontradas tiene un efecto sobre la
geometria del sitio de unién de la enzima, se llevo a cabo un andlisis de cavidades
utilizando la herramienta CASTp y UCSF Chimera.

1. Ciclopropano sintasa (pcaA). Se reportan 10 cavidades, se selecciondé una en
base a los criterios mencionados en Materiales y Métodos para la cual se
calculé area, volumen y numero de aberturas para comparar con las
cavidades correspondientes a las cepas MYC003 y MYCO037. La comparacion

muestra que no existen variaciones en ninguno de los parametros calculados.
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2. Hidroximicolato sintasa (mmaA4). Se reportan 10 cavidades, se selecciond
una en base a los criterios mencionados en Materiales y Métodos para la cual

se hizo un calculo de area, volumen y numero de aberturas (Fig. 18) para

comparar con las correspondientes a las cepas MYC003, MYC004, MYCO036,
MYCO037 y MYCO055.

Figura 18.Cavidad principal de la hidroximicolato sintasa (H37Rv). El drea calculada es de
1207.5, el volumen 1722.5 y contiene 2 aberturas. Las regiones en rojo de la superficie de la
cavidad representan a los residuos hidrofébicos. En barras y esferas se muestra el ligando.

Las comparaciones con MYC004, MYCO036, MYC037 Y MYCO055 revelan cambios
minimos en los parametros evaluados, por otro lado la comparacion con MYC003
muestra un cambio importante en el area (2382.2), volumen (3803.8) y numero de
aberturas (4)(Fig. 19). La pérdida de aminoacidos debido a la aparicion del codon
de paro en esta cepa provoca cambios en la cavidad principal que pueden
conducir a una alteracién de la funcion de la proteina, ya que el acceso del
solvente al interior de la enzima se ve modificado, ademas de la superficie en
contacto con el sustrato. Los SNPs no sinénimos en secuencias codificantes
tienen mas probabilidades de producir cambios severos en la estructura y funcién
de la proteina. Mutaciones que se encuentran en o cerca del sitio activo de una
proteina muy probablemente conduciran a la falta de funcion; las mutaciones en
areas menos cruciales de una proteina tendran muy probablemente un efecto
menos deletéreo y a menudo dando lugar a mutantes "permeables" o

parcialmente inactivadas (Griffiths et al, 2000). Aunque la aparicion de SNP’s en
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las secuencias de DNA pueden resultar en la alteracion de la funcion de la
proteina de multiples maneras, la forma mas comun es la pérdida de funcion
(Remington, 2006). La introduccién de estas variaciones incluyendo codones de
paro pueden alterar el fenotipo resultante al disminuir la actividad funcional de una
proteina en calidad o cantidad; esto ha sido demostrado mediante diversos
estudios como el realizado por Del Re y colaboradores en 2015 donde
demuestran que modificaciones en el gen DPYD que codifica para una
dihidropirimidina deshidrogenasa que es la enzima inicial y limitante de la
velocidad en la ruta metabolica del 5-fluorouracilo (5-FU) y tras fluoropirimidinas a
un compuesto inactivo, comprometen su actividad y causan toxicidad severa en

pacientes a los que se administran dosis estandar de fluoropirimidinas.

Figura 19. Cavidad principal de la hidroximicolato sintasa de MYC003. Se observa el aumento
del area y volumen respecto a la referencia. Las regiones en rojo de la superficie de la cavidad
representan a los residuos hidrofébicos. En barras y esferas se muestra el ligando.

Todas estas modificaciones en la estructura terciaria de la hidroximicolato sintasa
podrian afectar adicionalmente la interaccién con la proteina acarreadora de acilos
que proporciona el sustrato para la reaccién, de esta manera se veria alterada la
cantidad de acidos micdlicos oxigenados que son producidos modificando a su
vez el perfil de acidos micolicos para esta cepa. Por otro lado se pueden afectar
también las interacciones con otras enzimas participantes en la sintesis de acidos

micolicos como las codificadas por los genes mmaA2 y mmaA3.
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Todas las variaciones encontradas en el gen pcaA fueron confirmadas mediante

resecuenciacion en las cepas de origen meningeo.

9.9 Correlacion entre el numero de SNP’s en genes PE y PPE/resistencia a
antibioticos/ruta de sintesis de acidos micodlicos en cepas de origen
meningeo.

Nuestro grupo de trabajo ha realizado estudios previos utilizando las cepas
causantes de tuberculosis meningea de la coleccion, en donde se ha realizado la
bisqueda de SNP’s en diversos genes de la familia PE/PPE (pe_pgrs18, pe3,
ppe44) y en genes de resistencia a antibidticos (embB, katG, rpsL, prom mabA,
rpoB, pncA y rrs). Al encontrarse una gran cantidad de variaciones en uno de los
genes de la ruta de sintesis de acidos micdlicos (mmaA4), se realizé un analisis de
correlacion lineal de Pearson de entre el numero de SNP’s presentes en cada
cepa (MYCO003, MYCO004, MYC036, MYCO037 y MYCO055) para cada una de las
categorias: Acidos micdlicos (AM) — PE/PPE, AM — Resistencia, AM — PE/PPE —
Resistencia para observar si se trata de cepas altamente polimérficas es decir si
son cepas que se encuentran acumulando una gran cantidad de polimorfismos.
Los resultados obtenidos muestran que si bien se observa una linea de tendencia
hacia una correlacion negativa, la dispersion de los datos es muy alta (Figuras 23

y 24) por lo que no puede establecerse, ningun tipo de relacion.

AM - PE/PPE
8 MYCO004
7 G
P 8  mycoss
E 5 J
I 4
£ 3
B MYCO036
E 2 MYC037 '
¢ MYC003
0 =
0 10 20 30 40 50 60
AM

Figura 20. Analisis de correlacién lineal de Pearson entre el numero de SNP’s en los genes
PE/PPE (Eje Y) y los genes de la ruta de sintesis de acidos micélicos (AM) en las 5 cepas de
origen meningeo. Coeficiente de correlacion de Pearson: -0.403
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Figura 21. Analisis de correlacién lineal de Pearson entre el numero de SNP’s en los genes
de resistencia a antibioticos y los genes de la ruta de sintesis de acidos micélicos (AM) en
las 5 cepas de origen meningeo. Coeficiente de correlaciéon de Pearson: -0.3558

9.10 Confirmacion de las variaciones encontradas en el gen mmaA4

Como se menciond anteriormente, pese a que se encontrd una gran
cantidad de SNP’s en el gen mmaA4 de la cepa MYCO036 no se observan cambios
importantes en la estructura tridimensional de la enzima, esto podria deberse a un
efecto de compensacioén entre las variaciones encontradas. La funcién enzimatica
esta directamente ligada a la estabilidad de la misma, cuando una secuencia de
aminoacidos acumula una gran cantidad de sustituciones y éstas incluyen
sustituciones estabilizadoras se permite la acumulacién de sustituciones
desestabilizadoras mientras se mantiene la actividad funcional de la proteina
debido a las mutaciones compensatorias (Tokuriki y Tawfik, 2009). Por ejemplo,
en un estudio realizado por Bloom y colaboradores en 2005 se demostrd la
presencia de una sustitucion estabilizadora (M182T) en la enzima TEM-1-
lactamasa que mostré mayor tolerancia a las mutaciones que la enzima de tipo
salvaje.
Por otro lado en la cepa MYCO0O03 la aparicion de un codén de paro en el mismo
gen parece determinar el mayor cambio en la estructura proteica. EI cambio de
nucledtido ocurre en la posicion 737,132 del genoma, para dar certeza a la
aparicion de esta variacion se reviso el depth read (profundidad de la lectura) que

describe el numero de veces que un determinado nucleétido en el genoma ha sido
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leido después de la secuenciacion (Medical Laboratory Observer, 2014) en una
posiciéon especifica. Este valor estd dado por el nimero de reads alineados (en
formato BAM) contra la secuencia de referencia y la secuencia en formato .fasta
de la cepa MYCO003 utilizando el software Artemis (Carver et al. 2008). La posicién
737, 132 tiene un depth read de 66X que equivale a 66 reads, en los cuales en 1
aparece una adenina y en el resto una citosina (Fig. 25). Segun las
recomendaciones para la cobertura y depth read para aplicaciones de Next
Generation Sequencing del GENOHUB vy el trabajo publicado por Yun Li y
colaboradores en 2011 un valor de depth read de 40X resultara en una precision
>99%, de esta manera aunque no confirmamos la presencia de la variacion
mediante resecuenciacién podemos tener bastante certeza de la aparicion del
codon de paro en esta cepa, y de todos los cambios estructurales que conlleva

para la enzima hidroximicolato sintasa.

One selected base on forward strand: 737132
Entry: [v] MYC0O3_GMLOOL.fasta

o —
ocrWcoocrGGCTCGAAGTwwammwmmmmumnmmcm&rmmwrmm
) |737060 |7z7080 |737100 |737120 |737140
GCACTCGAGGCCACCGAGCT TCANNCGT! GTOGRCATTC&MKX)CWTT GTCCOGCTTCTTTAGT. AOCCT CTGCAGCATCACGOGAACCT ACAGAAGCTTCGCAC

SGTGAGCTCCOGTGOCT COARGT AGGCACAGCT GT AAGT TCOGGT COGGT! GTCOTAGT GOGCTTGGAT CTCT TCGARGCGTG
mcwcnmmaamwcmcmammmcmv CATCGGAGACOTCOT AGT GOATGTCTTCOMGOOTG
CAGETGT ABGTTCOOGTCOGGTCCT GGARCAGOGCGANGARATCATCORAG
GCTCGA#GTAmcA{iCTGTMG'ITCGGGTCGCSTCCTG}MCAOGGCGMG#MTC#TOGG#MCGMGT

GCTTOGATOTCTTOGAMGCOTS

GGCACAGCTGT ARGTTCGGGTCOOGTCCTGOAACAGOGCCAAGARATCATCGGAGACGTCGTABTGCOLTTGOAT
TCGTAGTGCGLTTGGATGTCTTCGARGCGTG
) AATCATCOOAGACOTCOTAGTOCOCTTOAOTGTCTTCOAMGCGT)

GTGAGCTCCGTGRCTCGAAG GAACAGGOCGAAGAAAT CATCGGAGACGT CGT AGTGLGLT TOGATGTCT]
GACGTCGTAGT GCGCTTGOATGTCT] ccmmr

AGCTGTAAGTTCGG6TCO6GTCCTGRAACAGGGCGAAGAAATCATCOGROACGTCOTAGTGCGCTTGGATGTC

AAATCATCOGAGACGTCGT AGT GCGCT TGGATGTCTTOGARGOGTG
TTCO00TCO0GTCCTOOACAGOO0A A AATC AT COCACACOTCOT AT GO TTAOATCTCTT COAAC GTG
GTGGCTCGM«UTAGSCA[A;Q’_EFMGITCGC&TPGGGTCCTGGMCA&SGCGMFMA TCATCGGAGACGT CGABGOGTG

Figura 22. Depth read en la posicion del codén de paro de la cepa MYCO003. Visualizacion con
Artemis. La linea roja indica la posicion del cambio de una adenina por una citosina. La primera
linea gris representa la hebra sentido y la segunda la antisentido, en donde se localiza el gen
mmaA4.
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X. RESUMEN DE RESULTADOS

v' kasB: Se encontraron 2 SNP’s sin6nimos al realizar el alineamiento entre las
secuencias de las cepas pulmonares y meningeas, estas variaciones no
ocasionan un cambio de amino&cido.

v' pcaA: Se encontraron 6 SNP’s en 2 de las cepas (MYC003 y MYCO037) de
estos el 20% alterara la funcién de la enzima segun SIFT y el 80%
desestabilizara la estructura proteica segun DUET.

e Analisis estructural: Aunque existen variaciones en la secuencia de
nucledtidos que ocasionan un cambio en la secuencia de aminoécidos,
al valorar el efecto que estos tienen en la estructura 3D de la proteina,
se observa que no se dan modificaciones importantes en su estructura
por lo que tampoco se ve afectada su funcion en las cepas MYCO003 y
MYCO037.

v' mmaA4: Se encontraron 87 SNP’s repartidos en las 5 cepas meningeas. El
52.5% de las variaciones afectara la funcion de la proteina segun SIFT y el
90% de las mismas desestabilizara la estructura de la proteina segun DUET.

e Anadlisis estructural: La cepa MYCO003 es la que difiere en mayor grado
de la estructura de referencia: es una proteina mas corta carente de
algunas cisteinas que contribuyen a su estabilidad y que ademas
presenta una cavidad principal con un area, volumen y ndmero de
aberturas mas elevado, lo que representa una mayor superficie de
contacto con el solvente. Probablemente su funciéon se encuentra
alterada. Esta cepa pertenece a la familia T1 y fue aislada de un
paciente masculino de 60 afios del municipio de Paracuaro Michoacan y
se trata de una cepa con susceptibilidad a todos los antibidticos

empleados en el tratamiento de la tuberculosis.
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XI. CONCLUSION

Las cepas causantes de tuberculosis meningea presentan polimorfismos en las
secuencias de los genes kasB, pcaA y mmaA4 que no se encuentran presentes en
cepas causantes de tuberculosis pulmonar, sin embargo dichos polimorfismos no
pueden ser propuestos como marcadores de virulencia ya que no se observan de
manera consistente entre las cepas causantes de TB meningea aisladas de

Michoacan, ni entre las cepas meningeas de las bases de datos publicas.

A pesar de no haber encontrado una variacién que cumpliera con los requisitos
para ser utilizada como un marcador de virulencia se evidencié que las cepas
meningeas aisladas de Michoacan poseen una gran cantidad de SNP’s en los
genes de la ruta de sintesis de acidos micdlicos a pesar de que en las secuencias
con las que se realizaron las comparaciones aparecen como altamente

conservados.

Q.F.B. Andrea Monserrat Negrete Paz 59



UMSNH
2017

Anaélisis comparativo de genes de la ruta de sintesis de &cidos micdlicos
entre cepas de Mycobacterium tuberculosis

Xll. PERSPECTIVAS

. Estudio del perfil de acidos micdlicos de la cepas meningeas, principalmente
de MYCO003.

. Existen reportes de que una inactivacion del gen mmaA4 de M. tuberculosis
modula la produccion de IL-2p40 en macréfagos disminuyendo la respuesta
inmune y provocando un fenotipo con virulencia atenuada, por lo que seria
interesante un estudio de interaccién con macréfagos utilizando la cepa
MYCO003.

. Obtencion del pan-genoma de cepas causantes de tuberculosis pulmonar y
meningea para identificar los genes exclusivos de éstas Ultimas y

caracterizarlos.
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