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RESUMEN.

La TB, causada por el agente patogeno Mycobacterium tuberculosis, es una
enfermedad infecciosa que se encuentra entre las diez principales causas de muerte
en el mundo. La isoniazida (INH), el compuesto mas utilizado para el tratamiento de la
TB a nivel mundial, es un pro-farmaco de primera linea activado por la KatG de M.
tuberculosis. La resistencia a INH es el resultado de la acumulacion de mutaciones,
entre ellas las que alteran la funcion de la proteina activadora KatG (~70% de los
aislados resistentes tienen la mutacion S315T). México es uno de los paises que
presenta mas casos de TB-MDR en América Latina y se sabe poco sobre las
caracteristicas moleculares de estas cepas. Con el fin de proporcionar una mayor
comprension, el INMEGEN identifico la presencia de diversas mutaciones en cepas de
M. tuberculosis asociadas a resistencia a INH utilizando secuenciacion de nueva
generacion directamente de aislados clinicos de pacientes de diversas regiones de
México. El objetivo de este estudio es la caracterizacion funcional de variantes de
KatG, encontradas por el INMEGEN. Se construyeron 6 variantes de KatG: incluyendo 2
controles ya caracterizados anteriormente (WT y S315T), 2 mutaciones nuevas (E287K
y AB56S) y 2 mutaciones bioquimicamente no caracterizadas (A256T y L333V);
seleccionadas a partir de la informacién sobre la ubicacion de los residuos en la
estructura. Se determinaron cuatro actividades enzimaticas (catalasa, peroxidasa,
produccion de radicales libres y formacion del aducto INH-NAD) de todas las variantes.
Para comprender mejor los origenes de la resistencia de las variantes de KatG, se
compararon las propiedades cataliticas (Km, Kecat, Kcat/Km) de las variantes. Cada
variante mostraba diversos niveles de cada actividad, obteniéndose, en algunos casos,
eficiencias cataliticas significativamente mas bajas que la KatG-WT. Las variantes
A256T, E287K y AB56S tuvieron un comportamiento similar al control S315T. El
comportamiento de la variante AB56S demuestra que el residuo no requiere estar
cerca del sitio activo para afectar los mecanismos de resistencia a INH. Por su parte, la
variante L333V esta cerca de una histidina que puede dar como resultado la
interrupcion de un enlace de coordinacion con el grupo hemo, ya que se observo la
disociacion rapida del mismo; ademas tiene una eficacia catalitica similar a la KatG-WT

y la resistencia se explica por el aumento de la Km en la formacién del aducto.

VI



1. INTRODUCCION.

1.1. Tuberculosis.

1.1.1. Generalidades.

La Tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium
tuberculosis, una micobacteria bacilar, inmovil que carece de capsula o espora, su
crecimiento es muy lento, tarda de 14 a 24 horas en duplicarse y no produce toxinas o
sustancias quimicas daninas al organismo que infecta. Puede colonizar diversos
organos del hospedero desde las primeras fases de la infeccion, siendo mas frecuente
la localizacion pulmonar (la via de entrada del bacilo), la cual representa 80-85% de
los casos (OMS, 2016).

Aunque, la TB es curable y prevenible, representa uno de los principales problemas
para la salud publica siendo una de las 10 principales causas de mortalidad en el
mundo. Afecta a grandes grupos de la poblacion mundial, principalmente a los adultos
en los anos mas productivos de su vida, y particularmente en areas marginadas donde
predomina la pobreza y desnutricion. Mas del 95% de los casos y de las muertes se

concentran en los paises en via de desarrollo (OMS, 2016).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha informado que una tercera parte de la
poblacion mundial tiene TB latente; es decir, las personas estan infectadas por el
bacilo pero no se han enfermado ni pueden transmitir la infeccion, las cuales tienen un
10% de riesgo de enfermarse de TB a lo largo de su vida. Sin embargo, este riesgo es
mucho mayor para las personas cuyo sistema inmunitario esta danado, como ocurre
con las personas con malnutricion, diabetes y las infectadas por el VIH, los cuales
tienen entre 20 y 30 veces mas probabilidades de desarrollar TB activa. Ese riesgo
también es mas elevado en las personas que consumen tabaco. Se calcula que a nivel

mundial mas del 20% de los casos de TB son atribuibles al tabaquismo (OMS, 2016).

La infeccion por M. tuberculosis suele ser asintomatica en personas sanas, dado que
su sistema inmunitario forma una barrera alrededor de la micobacteria inactivandola.

Cuando alguien desarrolla TB activa los sintomas son tos, dolor toracico, debilidad,



pérdida de peso, fiebre y sudoracion nocturna que pueden ser leves durante muchos
meses. Como resultado de ello, en ocasiones la persona afectada tarda en buscar

atencion médica, con el consiguiente riesgo de infectar a otros sujetos (OMS, 2016).

La TB se transmite de persona a persona a través del aire; cuando un enfermo tose,
estornuda o escupe, expulsa bacilos tuberculosos al aire y basta con que una persona
los inhale para quedar infectada. A lo largo de un ano, una persona con TB activa
puede infectar entre 10 y 15 personas por contacto directo. El periodo de incubacién
(desde el momento de la infeccion hasta que aparecen las lesiones primarias) dura
entre 4 y 12 semanas. Si no reciben el tratamiento adecuado, hasta dos terceras

partes de los enfermos mueren (OMS, 2016).

La erradicacion de la TB depende en gran parte de programas preventivos como la
vacunacion. Sin embargo, la vacuna BCG (Bacilli Calmette-Guerin) tiene una baja
eficacia de prevencion (50%). El desarrollo de medicamentos mas efectivos y de
accion rapida contra este agente infeccioso ha sido lento, en parte porque la
erradicacion quimica del patégeno implica eliminar tanto al microorganismo activo

como al latente que no se esta replicando.

La TB activa que es sensible a los antibidticos se trata administrando durante seis
meses una combinacion estandar de cuatro medicamentos antimicrobianos,
isoniazida (INH), rifampicina (RIF), pirazinamida (PZA) y etambutol (EMB), junto con la
entrega de informacion, supervision y apoyo al paciente. La gran mayoria de los
enfermos pueden curarse a condicion de que los medicamentos se suministren y se

tomen correctamente.

De acuerdo con el Informe Global de la Tuberculosis 2016 de la OMS, en el 2015 se
estimaban alrededor de 10.4 millones de casos nuevos de TB en el mundo (Figura 1):
5.9 millones de hombres, 3.5 millones de mujeres y 1.0 millén de nifos. En ese ano,
se registraron un total de 1.4 millones de muertes por TB, de los cuales
aproximadamente 0.86 millones eran hombres, 0.35 millones mujeres y 0.17 millones
ninos, y 0.39 millones de VIH-positivos (OMS, 2016).
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Figura 1. Incidencia de TB estimada. Fuente: OMS, 2016.
El nUmero de muertes es alto, sin embargo; un diagnostico oportuno y un tratamiento

correcto podrian evitarlas segun reporta la OMS (OMS, 2016).

1.1.2. Situacion en México.

A pesar de la implementacion de politicas para el control de la enfermedad, esta no ha
disminuido de manera notable en los Ultimos anos (Grafica 1). La OMS reporté 27 mil
casos nuevos de TB en México (10% de TB infantil) en el ano 2015 (SS, 2013).
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Grafica 1. Tasa de incidencia en México. Fuente: Secretaria de Salud, cierre 2013.



La tasa mas elevada de TB en México se ubica en Baja California, el resto de la

tendencia por entidad federativa se muestra en la Figura 2 (SS, 2013).
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Figura 2. Casos nuevos por entidad federativa. Fuente: Secretaria de Salud, cierre 2013.

La relacion hombre-mujer es de 1.6:1 en incidencia, y aunque varia de un estado a

otro, es mas frecuente en hombres principalmente en edad productiva (SS, 2013).
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Gréafica 2. Tasa de mortalidad. Fuente: Secretaria de Salud, cierre 2013.



La mortalidad por TB ha mostrado un decremento en los Gltimos anos. La Grafica 2
muestra la distribucion de defunciones desde el ano 1990 al 2013. En este ultimo
ano, la tasa de mortalidad por TB fue de 1.9 por cada 100 mil habitantes, esto es
debido principalmente a la falta de diagnostico, diagnéstico tardio, progresion de la
enfermedad y farmaco-resistencia (SS, 2013). La deteccion oportuna y precisa del
agente infeccioso es de vital importancia para el control, tratamiento y prevencion de
la enfermedad (Luo et al., 2010).

1.1.3. Farmaco-resistencia en TB.

La TB farmaco-resistente (TB-DR, por sus siglas en inglés) es la evidencia
microbiolégica de que un aislado de M. tuberculosis no muestra sensibilidad in vitro a
uno o varios farmacos (Salud, 2012). La vigilancia reciente en todo el mundo ha
comprobado la existencia de cepas de M. tuberculosis que presentan resistencia a al
menos un medicamento. Este fendmeno ha alcanzado niveles alarmantes en algunos
paises provocando que se extienda con gran velocidad en el mundo. Segin la OMS, la
TB-DR constituye un problema de salud publica de primera magnitud, que amenaza el
éxito de la lucha contra la TB en todo el mundo (OMS, 2016), y su clasificacion se

describe en la Tabla 1

La TB-DR surge principalmente en zonas donde los programas de lucha contra la TB
son deficientes; debido a la mala utilizacion de los medicamentos, ya sea a través de
su prescripcion incorrecta por el personal de atencion de salud o al hecho de que no
se aseguren de que el paciente siga el tratamiento hasta el final. Por otra parte, los
farmacos deben alcanzar concentraciones in situ por encima de la concentracion
minima inhibitoria (MIC) para M. tuberculosis. Sin embargo, se ha observado
variaciones sustanciales en los niveles sanguineos circulantes de farmacos contra TB
en los pacientes a pesar de consumir la misma dosis. Ademas de que concentraciones
suboptimas de farmacos estan relacionadas con la adquisicion de resistencia lo que
da resultados desfavorables al tratamiento; por lo que los clinicos deben adaptar las

concentraciones de los farmacos individualmente (Olaru et al., 2016).

Otro factor que afecta es que en algunos paises siguen dependiendo de la

baciloscopia de esputo para diagnosticar la TB. Este método consiste en el examen



microscopico para detectar la presencia de la micobacteria. Sin embargo, la
microscopia solo detecta la mitad de los casos de TB y es incapaz de determinar si hay

farmaco-resistencia.

La aparicion de cepas resistentes ha despertado un interés para entender las bases
moleculares de la TB-DR (Cade et al., 2010). Hasta hoy, se han identificado 84 genesy
19 regiones intergénicas asociadas a la TB-DR en este organismo. S6lo una docena de
estos genes y su asociacion a farmaco-resistencia han sido confirmadas en diversos
estudios, el resto esta en bibliotecas virtuales y representa una lista incompleta de
posibles biomarcadores o de blancos especificos para el desarrollo de nuevos

medicamentos (Zhang et al., 2013).

La disponibilidad de métodos fiables y oportunos para la deteccion de cepas
resistentes a los medicamentos ha sido insuficiente. Las pruebas basadas en cultivo,
con duracion de 6-8 semanas, son actualmente el estandar para identificar pacientes
con resistencia a farmacos y requieren una infraestructura de laboratorio que no esta
disponible de manera general en todas las regiones de los paises con una alta carga
de TB (Torres et al., 2015). Por ello la deteccion ha evolucionado hacia las pruebas
moleculares sencillas que confirman la presencia del patégeno y su resistencia a al
menos un medicamento en pocas horas. Estos avances se dan han dado gracias al
conocimiento de la secuencia del genoma de M. tuberculosis que alberga casi 4 mil
genes (Cole et al., 1998; Soberon, 2014).

El uso de la prueba rapida Xpert MTB/RIF® se ha ampliado considerablemente desde
el 2010, cuando la OMS recomendd su empleo por primera vez como prueba de
diagnostico inicial en todas las personas con sintomas de TB. La prueba detecta de
forma simultanea la TB y la resistencia a la RIF, que constituye uno de los farmacos
mas importantes contra esta enfermedad. Este método permite obtener un
diagnostico en el plazo de dos horas y por ahora es el Unico método disponible para el
diagnostico de la TB pediatrica. La OMS recomendd en el 2016, ademas de Xpert
MTB/RIF, tres nuevas pruebas para detectar la resistencia a farmacos de primera y
segunda linea. Asi, en un futuro cercano sera posible diagnosticar al paciente en unas

cuantas horas y al mismo tiempo determinar para cuales farmacos podria presentar



resistencia, con el fin de proporcionar un tratamiento con altas probabilidades de éxito
(Olaru et al., 2016; OMS, 2016).

Monorresistencia Xpert MTB/RIF®

primera linea.

Polifarmacoresitencia Resistencia a mas de un medicamento  Xpert MTB/RIF®
(TB-PDR) de primera linea pero no a INH o RIF. y cultivo liquido

Resfls.t’enma a ma§ de unp de IO.S'. Xpert MTB,/RIF®
antibidticos de primera linea utilizados cultivo liauido
o bien a INH y RIF simultaneamente. y 9

Multifarmacorresistencia
(TB-MDR)

Resistencia a INH, RIF, a cualquier
Resistencia extensiva o quinolona y por lo menos a uno de los Xpert MTB/RIF®
extrema (TB-XDR) inyectables de segunda linea y cultivo liquido
(capreomicina, kanamicina, amikacina)

Tabla 1. Clasificacion de la TB-DR, su resistencia y el diagnostico recomendado.

La aparicion de la TB-MDR, ha agravado la situacion, dificultado el tratamiento ya que
estas cepas no responden a INH y RIF, los dos medicamentos de primera linea mas
utilizados y eficaces; siendo una enfermedad dificil de tratar y potencialmente
transmisible con una tasa de mortalidad del 50-80%; requiere una terapia de larga
duracion (hasta dos anos de tratamiento) con farmacos de segunda linea; sin
embargo, estas opciones de tratamiento son mas costosos, menos efectivos y

presentan mas reacciones adversas (Pym et al., 2002).

En algunos casos, se pueden alcanzar grados adn mas preocupantes de farmaco-
resistencia. La TB-XDR es una de las formas mas graves que no responde a los
medicamentos de segunda linea mas eficaces, lo que deja a muchos pacientes sin
opciones de tratamiento. Cabe senalar que no se han desarrollado farmacos de
tercera generacion desde hace 40 anos y los pacientes con TB-XDR tienen un
promedio de sobrevivencia de 16 dias (OMS, 2016).

A nivel mundial, en el 2015 se estimd que 480 000 personas desarrollaron TB-MDR. El
7.5% de estos casos son TB-XDR (aprox. 34 mil casos anuales en el mundo). Apenas el
52% de los enfermos con TB-MDR y el 28% de los enfermos con TB-XDR reciben

actualmente un tratamiento eficaz (OMS, 2016).



En México, entre el 18-27% de los casos anuales son resistentes a un farmaco. Y entre
1.6-3.0% de ellos son resistentes a mas de uno (CENAPRECE, 2014). Desde el ano

2000 ha habido un crecimiento constante de casos de TB-MDR (Gréafica 3).
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Grafica 3. Nimero de casos de TB-DR notificados por afio. Fuente: CENAPRECE, 2014.

Aproximadamente el 7% de todos los casos resistentes a multiples farmacos son
practicamente no tratables; la prevalencia y la gravedad de la TB resistente a los
farmacos estan en ascenso (CENAPRECE, 2014).

1.2. Aplicacion de la Medicina Personalizada.
1.2.1. Descripcion.

La observacion de que los pacientes no son igualmente sensibles a los efectos
benéficos de los farmacos ni igualmente susceptibles a eventos adversos motiva un
paradigma a nivel de la medicina especifica del paciente. La medicina personalizada
se puede describir como: proporcionar "al paciente adecuado el medicamento

adecuado, la dosis adecuada, en el momento adecuado" (Browne et al., 2017).

El comportamiento farmacologico individual deriva, en buena medida en la
individualidad de la secuencia genética que, aunque es idéntica entre humanos en un
99.9%, el 0.1% restante, responsable de las diferencias, corresponde
mayoritariamente a polimorfismos Ilamados SNPs (polimorfismos de un sélo
nucle6tido). Existen también pequenas inserciones/deleciones y secuencias repetitivas

(variaciones en el numero de copias conocidas como CNV). Tales variaciones genéticas



contribuyen, frecuentemente de manera definitiva, a explicar la falta de eficacia o las
reacciones secundarias de los medicamentos, y su conocimiento permitira, de manera
creciente, evitar cambios innecesarios en la terapia, tales como detener el farmaco,

cambiar a otro, aumentar las dosis y su posible toxicidad (FDA, 2013).

La medicina personalizada se centra, mayoritariamente, en torno al cancer debido a su
mayor prevalencia en los paises ricos. Sin embargo, el principio fundamental de la
medicina de precision, es aplicable a otras areas como el caso de las enfermedades
infecciosas (Mahon & Hafner, 2017); donde es necesario colectar informacion
molecular basada en la secuencia gendmica del paciente, comparando grupos de
origenes étnicos similares para evitar sesgos, y la del patoégeno, para la

implementacion efectiva de biomarcadores personalizados.

Es indudable que aln existen muchos retos y obstaculos para poder reemplazar la
medicina tradicional por una medicina mas precisa (Ginsburg & McCarthy, 2001). Sin
embargo, los desarrollos recientes en gendémica y bioinformatica tienen el potencial de
dar lugar a un efecto sinérgico que conduce al desarrollo de un protocolo rapido
basandose en la genética, factores ambientales, sociales, culturales, mecanismos
biolégicos, anatomicos y fisioldégicos caracteristicos de cada paciente, para su
estratificacion en grupos de predisposicion genética antes de iniciar la terapia (Betsou
et al., 2011; FDA, 2013).

Actualmente, el cuello de botella es el analisis de una gran cantidad de datos de
secuencia de ADN generados, por lo cual las nuevas herramientas bioinformaticas se
han desarrollado casi exclusivamente para el analisis de estos datos, identificando
rapidamente las mutaciones en genes asociados a padecimientos (Swaminathan et
al., 2016), y trasladar los resultado a la clinica para proporcionar un diagnostico
oportuno y asi administrar los medicamentos adecuados en dosis Optimas (Bryant et
al., 2016).

1.2.2. Aplicacion de la medicina personalizada para la TB-DR.

La situacion actual crea la necesidad de contar con un método para detectar

rapidamente la resistencia e iniciar un tratamiento personalizado inmediato y efectivo



para cada paciente, con el fin de prevenir la transmision de la TB-DR (Swaminathan et
al., 2016). Esto ayudaria a disminuir costos relacionados con la estancia prolongada
en el hospital, el aislamiento del paciente y la cantidad de farmacos, siendo imposibles

de soportar para los paises de bajos ingresos.

En este contexto, el uso de la medicina personalizada conducird a regimenes
terapéuticos individualizados mas cortos, mas tolerables y mas eficientes en los casos
dificiles de tratar, como los causados por TB-MDR y TB-XDR. Con ello se tendran
mejores resultados que los observados actualmente y mejoraran la calidad de vida de

los afectados por esta enfermedad (Olaru et al., 2016).

En los dltimos anos, las pruebas moleculares mediante sistemas de
amplificacién/hibridacion han permitido la deteccion rapida de mutaciones de M.
tuberculosis que estan asociadas con la resistencia a farmacos especificos (Olaru et
al., 2016). Sin embargo, la prediccion molecular de la resistencia a todos los farmacos
contra TB es dificil. Ademas de que la utilizacion de estos avances técnicos se ve
cuestionada por el hecho de que el patégeno tiene que ser cultivado durante varias
semanas con el fin de obtener cantidades suficientes de ADN para la secuenciacion
(Swaminathan et al., 2016).

El Proyecto “Prediccion de Resistencia Integral para la Tuberculosis: un Consorcio
Internacional” (CRyPTIC, por sus siglas en inglés) pretende la secuenciacion de todo el
genoma de M. tuberculosis a partir de expectoraciones para generar datos a gran
escala de todo el mundo, explorar la genémica de M. tuberculosis, comprender varios
mecanismos subyacentes y determinar el perfil de resistencia a los farmacos para
elegir la combinacion correcta de farmacos para un tratamiento eficaz. Tales esfuerzos
ayudaran a desarrollar una biblioteca refinada de mutaciones para explicar la
resistencia a los medicamentos con mayor precision (Swaminathan et al., 2016). Por lo
tanto, las muestras de los donantes infectados (expectoraciones) son elementos clave
para la caracterizacion precisa del ADN del microorganismo para su secuenciacion y

consecuente desarrollo de biomarcadores (Betsou et al., 2011).

Los expertos consideran que los resultados del analisis de las secuencias de M.

tuberculosis son comparables a las pruebas fenotipicas de resistencia a farmacos; por
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ello el interés mundial en utilizar la fuerza de la secuenciacion. Estos resultados junto
con un equipo multidisciplinario incluyendo inmundlogos, especialistas en
enfermedades infecciosas, microbidlogos, bidlogos moleculares, terapeutas
ocupacionales, farmacéuticos, farmacologos, fisioterapeutas, psicologos, trabajadores
sociales y cirujanos, tendra un impacto significativo en la clinica de la TB en un futuro

proximo (Swaminathan et al., 2016).

1.2.2.1. Importancia clinica de la resistencia a INH.

Aunque M. tuberculosis ha desarrollado resistencia a varios medicamentos utilizados
para su tratamiento, la resistencia a INH mostré un aumento mayor en comparacion
con los otros farmacos (Nachega & Chaisson, 2003). La tasa de casos de TB resistente
a INH esta aumentando globalmente y plantea un reto para el tratamiento de la TB a

nivel mundial (Cattamanchi et al., 2009).

Recientes revisiones han demostrado que la mono-resistencia a INH esta asociada con
una menor probabilidad de éxito en el tratamiento estandar y un mayor riesgo de
generar farmaco-resistencia adicional (Menzies et al., 2009). Por lo tanto, es
importante conocer qué tipo de resistencia se presenta para aumentar la probabilidad

de éxito del tratamiento y evitar la aparicion de TB-MDR (Jenkins et al., 2011).

La elucidacion del mecanismo de resistencia a cada medicamento es crucial para el
desarrollo de estrategias para combatir a M. tuberculosis y evitar la farmaco-

resistencia (Vilcheze & Jacobs, 2007).

1.3. Propiedades de INH.

En 1945, investigadores europeos descubrieron que la vitamina B3 (nicotinamida)
mostraba actividad contra TB. Para aprovechar esta informacion, los quimicos
comenzaron a crear nuevas moléculas sintéticas basadas en la estructura de la
nicotinamida. Sorprendentemente, uno de los intermediarios, la hidrazida del acido
isonicotinico (INH), tenia una actividad extraordinariamente alta contra la TB, muy
superior a cualquier otro compuesto (Vilcheze & Jacobs, 2007). Con su introduccion
por primera vez a principios de 1950, el tratamiento contra la TB fue considerado
factible (Jena et al., 2014).

11



El INH es, actualmente, un antibiotico de primera linea activo exclusivamente contra
micobacterias de crecimiento lento (con un MIC contra M. tuberculosis de 0.05
pug/mL). Es el compuesto sintético mas utilizado para tratar la TB, por lo que tiene una
importancia mundial. Desde su introduccion, sigue siendo uno de los principales
farmacos ya que es eficiente y econd6mico. Sin embargo, la aparicion de M.

tuberculosis resistente a INH esta poniendo en peligro su utilidad (Ando et al., 2010).

El INH es, en realidad, un pro-farmaco de estructura simple (Figura 3). Consiste de dos
componentes: un anillo de piridina y un grupo hidrazida. A pesar de su sencillez, el
mecanismo de accion de INH es muy complejo e implica varios aspectos diferentes
(Jena et al., 2014).

Figura 3. Estructura quimica de INH (Formula: CsH7N30, Peso molecular: 137.139 g/mol). Fuente: Jena
etal., 2014.

1.3.1. Mecanismo de accion de INH.

El INH mata Gnicamente a las bacterias en fase de replicacion activa; no se observa
efecto cuando las micobacterias estan en fase estacionaria o en crecimiento
anaeroébico. La accion del INH es bacteriostatica durante las primeras 24 h de
tratamiento, después la accion es bactericida. INH también induce cambios
morfolégicos en la micobacteria, tales como la pérdida de la estructura interna
(Vilcheze & Jacobs, 2007). Uno de los efectos mas importantes de INH en la
micobacteria es la pérdida de solidez acida, resultante de la inhibicion de la sintesis de
acidos micolicos, a-alquil B-hidroxi acidos grasos ramificados de cadena larga (70 a 90
carbonos de longitud), componente esencial de la pared celular micobacteriana, que

contribuyen a la impermeabilidad de la envoltura celular (Unissa et al., 2016).

Antes del desarrollo de herramientas genéticas, los estudios sobre el mecanismo de
accion de INH fueron escasos; tomé mas de 50 anos en descubrirlo (Vilcheze &
Jacobs, 2007). Y a pesar de numerosos e intensivos estudios, nuestro conocimiento

sigue siendo aln limitado (Figura 4).
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Figura 4. Linea del tiempo del INH. El analisis del mecanismo de accion de INH se vio fuertemente
obstaculizado por la falta de conocimiento del genoma de M. tuberculosis. Una vez que el genoma
estuviera disponible, el mecanismo de accion pudo ser descrito en término de genes y enzimas
especificas. Fuente: Vilcheze & Jacobs, 2007.

Actualmente aln se investigan detalles del mecanismo de accion, pero se tiene un
consenso de como trabaja. Se propone que el INH se difunde pasivamente a través de
la membrana de la micobacteria, dentro del citoplasma es activado por la catalasa-
peroxidasa (KatG) de M. tuberculosis que lo oxida, transformandolo en el radical
isonicotinico, que a su vez se une covalentemente al NAD*. El aducto resultante, INH-
NAD, inhibe la sintesis de acidos micolicos al unirse a la enzima InhA, lo que provoca la

muerte de la bacteria (Figura 5).

1.3.2. El papel de KatG en el mecanismo de accion.

En 1953, Middlebrook cultivo aislados resistentes a INH de M. tuberculosis a partir de
esputos de pacientes con TB que no eran virulentos en cerdos y encontrd que la
mayoria de ellos eran deficientes en catalasa; demostrando la relacion entre la funciéon
de la catalasa y la virulencia. En 1973, Saroja y Gopinathan demostraron que podian
restaurar la sensibilidad a INH en cepas resistentes cuando transferian un locus
genético de katG de una cepa de M. smegmatis. Analisis posteriores de aislados

clinicos de M. tuberculosis resistentes a INH revelaron la presencia de mutaciones
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puntuales y en menor medida deleciones en el gen katG. Estudios bioquimicos
subsecuentes han demostrado que la proteina KatG activa el pro-farmaco INH, dando
como resultado la formacion de radicales libres; ésta fue la primera hipotesis,
propuesta por Winder (1960) (Vilcheze & Jacobs, 2007).
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Figura 5. Mecanismo de accion de INH en M. tuberculosis. INH es activada por KatG a su forma del
aducto INH-NAD. El aducto inhibe a la InhA, una enoil-ACP reductasa, que sintetiza los acidos micolicos

(representacion de 3 clases de acidos micédlicos), resultando la inhibicion de la biosintesis de acidos
micolicos que finalmente conduce a la muerte celular. Fuente: Vilcheze & Jacobs, 2007.

1.3.2.1. Funcion fisiolégica de KatG.

El gen katG codifica una enzima hemo bifuncional de 744 residuos de aminoacidos,
gue exhibe tanto actividad de catalasa (H202> = H20 + %2 0O2) como actividad de
peroxidasa (2AH + H202 = 2A + 2H20) (Johnsson et al., 1997; Nagy et al., 1997).
Pertenece a la clase | de la superfamilia de peroxidasas (plantas, hongos, y bacterias) y
tiene una alta identidad de secuencia con peroxidasas procariotas, incluyendo el
citocromo ¢ peroxidasa (CCP) de levadura y la ascorbato peroxidasa de plantas,
aunque KatG es dos veces mayor, lo cual se debe a la duplicacion del gen (Chouchane
et al., 2000). Sin embargo, también presenta actividad de catalasa equivalente a la de
una catalasa monofuncional a pesar de tener baja identidad de secuencia con estas
dltimas (Ghiladi et al., 2005).
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En M. tuberculosis, que reside dentro de los macréfagos, la funcién propuesta de la
enzima KatG es proteger a la micobacteria de moléculas toxicas (radicales libres)
(Bertrand et al.,, 2004); por tanto, KatG es un factor de virulencia importante
responsable de la supervivencia de la micobacteria. Se ha demostrado por estudios
genéticos que KatG es la Unica catalasa que puede desintoxicar especies reactivas de
oxigeno (02) convertidas en peroxido de hidrégeno (H202), un oxidante abundante de

los macroéfagos (Johnsson et al., 1997; Zhao et al., 2006).

1.3.2.2. El cofactor hemoy los residuos cataliticos de KatG.

La estructura cristalina de la proteina KatG de M. tuberculosis (Figura 6) muestra que
es un homodimero y que cada subunidad consta de 2 dominios (Bertrand et al., 2004).
El dominio N-terminal contiene un sitio de unién al grupo hemo que esta rodeado por
la cavidad proximal (compuesto por H270 y W321) y la cavidad distal (W107 y H108),
mientras que el dominio C-terminal carece de esta funcion (Brossier et al., 2016), pero
contribuye significativamente a la funcion enzimatica por su alto contenido de tirosinas

y tript6fanos ya que permiten la formacion de radicales (Saint-Joanis et al., 1999).

Figura 6. Representacion de la estructura global del homodimero de KatG de M. tuberculosis. La
subunidad 1 esta en color rosa (el N-terminal en rosa claro y el C-terminal en rosa fuerte). La subunidad
2 esta en color azul (el N-terminal en azul claro y el C-terminal en azul oscuro). El grupo hemo esta de
color gris. Fuente: Bertrand et al., 2004.

El grupo hemo es accesible al solvente a través de un estrecho canal que conecta
hacia el exterior. Una caracteristica estructural (nica de enzimas KatG es la presencia
de dos enlaces covalentes de las cadenas laterales de los aminoacidos W107, Y229 y
M255 en la cavidad distal, que se requiere para la actividad de catalasa, pero no para

la de peroxidasa (Brossier et al., 2016).
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A nivel cinético, se han propuesto varios mecanismos para la activacion del INH. Como
KatG es capaz de utilizar el H2O2 para catalizar la oxidacién de diversos compuestos,
se ha propuesto que oxida a INH de una manera similar. Dos electrones oxidan a la
KatG en un intermediario denominado Compuesto | (radical porfirina ferrilo) y un
electron en una forma oxidada llamado Compuesto Il. Los Compuestos | y I, son
especies intermediarias en el ciclo de tradicional de las peroxidasas, mientras que el
Compuesto | es el intermediario clave en el ciclo tradicional de catalasa. El Compuesto
[ll, también se ha propuesto como un compuesto intermediario critico en KatG
vinculado a la activacion INH y la susceptibilidad. Las especies del grupo hemo, puede
formarse in vivo sobre la union del superéxido en el hemo del sitio activo de KatG, por
la adicion de dioxigeno a la forma ferrosa de la enzima, o por la adicion de un gran

exceso de peroxido de hidrégeno al centro férrico hemo (Figura 7) (Cade et al., 2010).
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Figura 7. A) Propuesta del mecanismo catalitico de la oxidacién del INH por KatG. En la primera etapa
(etapas 1y 2) se forma el radical isonicotinico, que se piensa reacciona con la hidrazina liberada para
formar el producto primario isonicotinamida. B) Se proponen los residuos del sitio activo de KatG que
estan implicados en el mecanismo catalitico de la oxidacion de INH. Las posibles interacciones
estabilizadoras se muestran como lineas punteadas, y el hemo se representa como un rombo. Se cree
que Asp-137 de KatG desempena un papel principal en la estabilizacion del intermedio catalitico de la
oxidacion de INH. Adaptacion de: Njuma et al., 2014 y Metcalfe et al., 2008.
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1.3.2.3. La expresion de KatG y su regulacion.

La expresion de KatG en M. tuberculosis es inducible con H202, regulacion similar a la
observada en la catalasa-peroxidasa de E. coli. Pero a diferencia de ésta, en donde el
elemento regulador es OxyR, en M. tuberculosis OxyR esta inactivo porque presenta
multiples deleciones (Unissa et al., 2016). Por lo tanto, la expresion KatG es
independiente de OxyR. También se sabe que furA regula negativamente la expresion
de KatG, y la expresion es dada por elementos promotores situados arriba de furA, que

inhiben su transcripcion y la de KatG (Pym et al., 2002).

1.3.3. El papel de InhA en el mecanismo de accion.

El gen inhA codifica a la enzima InhA, una enoil-ACP (proteina acarreadora de grupos
acilo) reductasa dependiente de NADH perteneciente al sistema de la sintasa de
acidos grasos de tipo Il (FASII), que participa en la biosintesis de los acidos micélicos

de la pared celular de M. tuberculosis (Vilcheze & Jacobs, 2007).

La cristalizacion de InhA permitié descubrir que el INH no se une directamente a ésta,
sino que es la union del aducto INH-NAD el que la inhibe. Se han caracterizado varias
mutantes que tienen afectado el sitio de unidén al NADH (Vilcheze & Jacobs, 2007).
Recientemente, se ha demostrado la existencia de un complejo enzima-inhibidor 1:1
estable (Jena et al., 2014). La afinidad es alta (K4, 0.4 nM) y consistente con la

susceptibilidad mostrada por M. tuberculosis a INH (Lei et al., 2000).

La inhibicion de InhA con el aducto INH-NAD da como resultado una pared celular
micobacteriana debilitada, lo cual permite que el microorganismo sea susceptible a la
accion de radicales de oxigeno reactivos y a otros elementos externos de respuesta del

huésped; que generan la muerte del patégeno (Ghiladi et al., 2005).

1.3.4. Papel de NAT en el mecanismo de accion.

La enzima N-acetil transferasa de arilamina (NAT), codificada por el gen nat de M.
tuberculosis, inactiva a INH al acetilarla (Figura 8). Se ha demostrado que es capaz de
conferir niveles bajos de resistencia a INH en M. smegmatis cuando se sobre-expresa.
Algunos estudios han correlacionado el aumento de la actividad de NAT con una mayor

supervivencia de M. smegmatis expuesto a INH (Unissa et al., 2016).
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Si la afinidad de NAT es mayor que la de KatG, daria como resultado la inactivacion del
INH mediante la formacion de acetil-INH (Figura 8), produciendo resistencia a INH. Por
otra parte, si la afinidad de KatG es mayor que la de NAT, en principio provocaria la

activacion del INH y por lo tanto susceptibilidad a INH (Unissa et al., 2016).

1.3.5. Papel de NAT2 en el mecanismo de accion.

En humanos, la enzima N-acetil transferasa de arilamina tipo 2 (NAT2) localizada en el
higado y la mucosa intestinal reduce las concentraciones terapéuticas de INH por N-
acetilacion, usando acetil Coenzima A (CoA) como donador del grupo acetilo (Unissa et
al., 2016).

No todos los pacientes tienen la misma capacidad para eliminar INH por esta via,
muchos estudios indican que su eficacia y toxicidad se relacionan con la actividad de
esta enzima. INH causa dano al higado, sobretodo en combinacion con RIF, mezcla
tipica en el tratamiento contra la TB. Existen reportes que asocian polimorfismos
genéticos funcionales de NAT2 con lesiones hepaticas (Olaru et al., 2016). Treinta y
ocho polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) se han identificado en la region

codificante del gen (Unissa et al., 2016).
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Figura 8. Acetilacion del INH catalizada por la enzima NAT. Fuente: Unissa et al., 2016.

En los acetiladores rapidos, >90% del farmaco se excreta como N-acetil INH, mientras
que en los acetiladores lentos solo el 67% del farmaco se excreta. Los acetiladores
lentos tienen mayor riesgo de desarrollar hepatotoxicidad en comparacion con

acetiladores rapidos. La hepatotoxicidad, es el efecto adverso mas relevante del INH, y
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se genera en aproximadamente 10% de los pacientes que recibieron la dosis estandar

del farmaco (Unissa et al., 2016).

Por lo tanto, la identificacion de pacientes con polimorfismos genéticos en NAT2 podria
ser Util para predecir reacciones adversas en pacientes con TB que reciben un régimen

basado en INH.

1.4. Mecanismos moleculares de resistencia a INH.

Cuando se utilizd INH en monoterapia, poco después de su introduccion, la resistencia
se hizo evidente (Middlebrook, 1952). La aparicion creciente de infecciones de TB
resistentes a INH en todo el mundo ha conducido a un mayor interés en explorar los

origenes de la resistencia (Zhao et al., 2006).

No fue hasta hace cuarenta anos que las bases moleculares de esta observacion
empezaron a ser entendidas. Sin embargo, todavia hay mas por descubrir acerca de
este fendmeno (Vilcheze & Jacobs, 2007). Ahora se sabe que el mecanismo de
resistencia a INH es complejo e implica mutaciones en varios genes. Informes de
diferentes regiones del mundo ha detectado mutaciones principalmente en katG e
inhA, aunque para algunas cepas también se encuentran mutaciones en kasA, ndh, la
region intergénica oxyR-ahpC, y varios otros genes. Sin embargo, entre todos los genes
implicados en la resistencia a INH, las mutaciones en katG parecen ser las mas

comunes, relacionadas con el 60% de las cepas resistentes (Unissa et al., 2016).

Estudios de los mecanismos de resistencia a INH ha proporcionado las pistas

necesarias para dilucidar el mecanismo de accion de INH (Vilcheze & Jacobs, 2007).

1.4.1. Mutaciones de la proteina KatG.

El gen katG esta situado en una region altamente variable del genoma de M.
tuberculosis que contiene secuencias de ADN repetitivas; esta puede ser la razén de la
inestabilidad de la region y la alta frecuencia de mutaciones (Unissa et al., 2016). La
presencia de mutaciones o deleciones en este gen juegan un papel prominente en la
resistencia y se ha relacionado con el 60% de las cepas de M. tuberculosis resistentes
a INH.
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Varios investigadores de todo el mundo han caracterizado numerosas variantes de la
proteina KatG. El descubrimiento de la estructura cristalina de la proteina KatG
(Bertrand et al., 2004) proporcion6 un gran avance en la comprension del mecanismo
molecular de resistencia. Con la disponibilidad de la estructura, el efecto de una serie
de mutaciones puntuales que ocurren en el sitio de union a INH (bolsillo distal) podria
entenderse. Se ha reportado que el residuo H108 es importante para generar una
mayor resistencia a INH. Se propone que este residuo esta implicado en la unién y
activacion de INH a través de interacciones con el grupo hidrazida del farmaco. Su
sustitucion con acido glutamico/glutamina reduce la afinidad de la enzima por INH
debido a que éste tiene grupos donadores y aceptores de enlaces de hidrégeno que

permiten que INH se una en el bolsillo distal (Unissa et al., 2016).

La sustitucion de A110V asociada con resistencia a INH puede ejercer su efecto
alterando la conformacion local de H108, que a su vez alteraria la capacidad para unir
y/o activar a INH (Bertrand et al., 2004)

El residuo D137 parece ser un donador de protones especifico de la enzima para
catalizar la activacion. Las mutaciones en la posicion 137 alteran drasticamente la

capacidad de la enzima para funcionar como catalasa.

Recientemente, un informe confirmd 23 mutaciones nuevas en KatG asociadas con
resistencia a INH. De éstas, 14 eran mutaciones individuales (Y64S, Y95C, P131T,
A139P, D142G, A162V, G269D, T306P, R385W, D387G, T394M, Q439P, F483L y
A541D), y adicionalmente 9 mutaciones (G32D, V47Q, D194G, A256T, N596S, Y597H,
M624V, T667P) en combinacion con el cambio S315T (Torres et al., 2015).

1.4.2. La mutante S315T.

La variante mas comun en aislados clinicos de M. tuberculosis resistentes a INH es la
sustitucion de Serina con Treonina en el codoén 315, representado como S315T (AGC a
ACC), que resulta en un aumento de 200 veces el MIC. El predominio de esta
sustitucion en el gen katG en aislados clinicos ha sido apoyada por varios informes a
nivel mundial, y la estimacion de su presencia oscila entre el 25% y el >90% de los

casos de resistencia registrados (Unissa et al., 2016).
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Existe un interés considerable en la comprension de los efectos de este cambio en la
estructura y la funcion de KatG (Wengenack et al., 1997), porque se sabe que
disminuye la capacidad para producir radicales de INH, afectando la formacion de INH-
NAD y que conserva la actividad de catalasa, que es un factor de virulencia. Estudios
estructurales (c6digo PDB-2CCD) sugieren que la adicion de un grupo metilo a la serina
estrecha el canal de acceso del INH al grupo hemo (de 6 a 4.7 A) lo que podria afectar

la unién (Unissa et al., 2016).

1.4.3. InhA.

Ademas del importante papel de KatG en la resistencia a INH, mutaciones en inhA

confieren baja resistencia a INH (>10%) en M. tuberculosis.

Los datos moleculares de aislados clinicos sugieren que la estrategia genética mas
comun en M. tuberculosis, ademas de las mutaciones en el sitio de union al aducto, es
la sobreproduccion de InhA que se da por la adquisicion de mutaciones puntuales en
su region promotora, especialmente C(-15)T, T(-8)G/A, A(-16)G, que conducen a la
sobre-expresion de la proteina, generando resistencia a niveles bajos de INH

comunmente (Unissa et al., 2016).
1.4.4. OxyR-AhpC.

En M. tuberculosis, el gen oxyR, que codifica a una proteina reguladora positivamente
de la expresion de genes asociados con estrés oxidativo, es inactivo porque presenta
multiples mutaciones, inserciones y deleciones. Al estar inactivo no permite la
expresion del gen ahpC, cuyo producto, la enzima AhpC (alquil hidroperoxidasa) que
lleva a cabo la reduccion de peroxidos, pero no la activacion de INH (Unissa et al.,
2016).

Por esto se ha propuesto que mutaciones en la region de oxyR que activen la
expresion de la AhpC podrian compensar la pérdida de la KatG y por lo tanto generar
resistencia. Esto a pesar de ser posible no se ha aceptado ampliamente (Unissa et al.,
2016).
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1.4.5. NADH-deshidrogenasa.

El gen ndh, que codifica la NADH-deshidrogenasa de la cadena respiratoria juega un
papel importante en la resistencia a INH en M. smegmatis. Esto se debe a que las
mutaciones en ndh que disminuyen la velocidad de oxidacion de NADH e incrementan
el radio intracelular de NADH/NAD+*, generando una mayor cantidad de NADH. Esto
puede prevenir la formacion del aducto INH-NAD o evitar la unién del aducto a InhA. Se
ha encontrado que la sustitucion R268H es la mas comun, esta presente en siete de
cada ocho aislados resistentes (87.5%) que tienen mutaciones en este gen (Unissa et
al., 2016).

1.4.6. Mecanismo de resistencia a INH asociada a genes humanos.

A diferencia de los mecanismos complejos de resistencia a INH en M. tuberculosis, la
resistencia a INH asociada a genes del huésped parece ser mas simple. Los que
poseen el alelo NAT2*4 son acetiladores rapidos, estos puede generar resistencia ya
que bajan la concentracion de INH disponible en los pulmones y otros tejidos
afectados. Esto genera baja exposicion de M. tuberculosis al farmaco lo que puede dar
como resultado la resistencia. Por lo anterior los acetiladores rapidos pueden no

responder a un tratamiento con INH eficazmente (Unissa et al., 2016).

2. ANTECEDENTES.

2.1. Secuenciacion de genes que generan resistencia a INH.

En México, el Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN) tiene como objetivo
la investigacion de aplicaciones gendmicas para mejorar la atencion de la salud en el
pais, estudiando los genes que intervienen en el metabolismo de farmacos mediante
métodos bioinformaticos. La emergencia mundial de TB-DR, es un ejemplo para
demostrar como las herramientas de la medicina personalizada podrian incrementar el
control, prevencion, individualizacion y diagnéstico oportuno de las enfermedades

infecciosas, segln las caracteristicas genéticas del paciente y del agente infeccioso.
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Es por ello que el INMEGEN busca, por un lado, identificar la presencia de mutaciones
en el genoma de pacientes mexicanos que informen sobre la posible susceptibilidad,
sensibilidad o toxicidad a medicamentos contra la TB; y por el otro lado, investigar las
caracteristicas genéticas de M. tuberculosis que le confieren farmaco-resistencia
(Soberon, 2014).

Recientemente, se identifico la presencia de mutaciones en muestras clinicas
provenientes de pacientes mexicanos con TB-DR (muestras de expectoracion); y en
cepas de M. tuberculosis cultivadas en colaboracién con el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER), haciendo uso de Secuenciacion de Nueva
Generacion. En este analisis, ademas de identificar mutaciones ya conocidas, se
encontraron nuevas, que no han sido reportadas y que podrian estar contribuyendo al

desarrollo de resistencia a farmacos en México.

Dentro de este estudio se obtuvieron algunas mutaciones en el gen katG, no
caracterizadas, las cuales seran objeto de estudio (Tabla 2) para determinar una
correlacion entre la respuesta a INH en los pacientes y el cambio en la secuencia de la
proteina. El efecto de los cambios fueron predichos como deletéreos por métodos
bioinformaticos. Para corroborar estas predicciones es necesario la caracterizacion de
las proteinas codificadas por el gen katG mutado. El estudio de estas proteinas
permitira saber como estos cambios afectan su estructura, sitio activo, y actividad
(Lahti et al., 2012; Soberon, 2014).

Tino d Mutaciones que confieren otr
Identificador Ocupacion ipoce resistencia a INH d

Resistencia Enfermedad

KatG Adicional
282/12 Y, Cocina PDFF‘,Z(':;H y $315T No Diabetes
H Campesino  MDR (INH, RIF)  A256T g No
P ' (-15 C>T)
Vendedor en MDR (INH, RIF, furA .
“ d mercado PZA) =l (444 C>A) Plizlersiies

5763/10 H Estilista MDR (INH, RIF)  L333V No D'a'{’/ﬁes y
Resistente a

Tabla 2. Mutaciones encontradas en muestras analizadas por INMEGEN e INER (datos no publicados).
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2.2. Caracterizacion de la KatG.

Los intentos por purificar KatG para estudios detallados se vieron obstaculizadas por el
lento crecimiento de M. tuberculosis y su naturaleza patégena. La expresion
heteréloga de proteinas en E. coli ofrece varias ventajas. En el caso de KatG, se
expresa en cantidades adecuadas para su estudio y elimina la necesidad de utilizar
preparaciones virulentas. Existen muchos estudios de la expresion de KatG de M.
tuberculosis en E. coli; y reportes de algunas de las propiedades cataliticas de la
enzima. Por ejemplo se ha demostrado que es una catalasa eficiente, con una Kkcat /Km
de 2 x 106 M1 sl Sin embargo, es importante mencionar que KatG no tiene un
comportamiento tipico Michaelis-Menten (falta de un complejo enzima-sustrato
detectable), por lo que las constantes cinéticas reportadas son valores aparentes
(Ghiladi et al., 2005; Johnsson et al., 1997).

Sélo unos pocos reportes han estudiado la relacion entre la resistencia a INH con la
actividad de catalasa y peroxidasa. Estos han concluido que no existe una
correlacionan directa de una pérdida o ganancia de actividad de catalasa o peroxidasa
(las dos funciones enziméaticas inherentes de KatG) con la resistencia a INH (Brossier
et al., 2016; Wei et al., 2003).

Recientemente, se reportd que la generacion del aducto INH-NAD se puede monitorear
espectrofotométricamente, ya que tiene una absorbancia caracteristica a una longitud
de onda de 326 nm, en mezclas de reaccion que contengan KatG, el farmaco y el
cofactor. En este estudio se midieron las tasas de generacion del aducto INH-NAD con
altas y bajas concentraciones de INH para KatG-WT y S315T. La tasa de formacion del
aducto INH-NAD es aproximadamente 20 veces mayor en KatG-WT que la de la
variante. La baja actividad de la variante S315T se debe a una baja afinidad, la
actividad se recupera al aumentar la concentracion de INH. Se requiere
concentraciones de INH cientos de veces mas altas que las que la WT para producir el
aducto INH-NAD a tasas apreciables (Zhao et al., 2006).

En un estudio mas reciente, se identificaron 16 variantes nuevas ademas de la S315T
a partir de aislados clinicos de M. tuberculosis. Las actividades enzimaticas de KatG

(catalasa, peroxidasa, produccion de radicales libres y formacion de INH-NAD) se
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determinaron para todas las variantes y se correlacionaron con su ubicacion espacial
en la estructura. Las variantes asociadas generalmente con un nivel mas alto de
resistencia a INH fueron caracterizadas por una reduccion drastica de la actividad
catalasa y una disminuciéon marcada de las actividades de activacion INH. Ademas se
observd que la actividad de las proteinas KatG-WT y la variante S315T no ve afectada
al agregarles una etiqueta de 6 histidinas en el extremo amino, lo cual es importante

ya que asi es posible purificarlas rapidamente (Brossier et al., 2016).

3. JUSTIFICACION.

En este trabajo se plantea caracterizar variantes nuevas de la enzima KatG
encontradas por el INMEGEN en aislados clinicos de pacientes mexicanos resistentes
a INH. Hasta ahora, y a pesar de que se conoce la estructura tridimensional de la
enzima KatG, no es aun posible predecir con certeza el efecto que ocasiona un cambio
de aminoacido sobre la resistencia a INH. Una mayor comprension de la interaccion
entre el cambio y las consecuencias sobre el mecanismo de la activacion del INH
ayudara a poder hacer estas predicciones exactas, con el consecuente impacto en la
toma de decisiones clinicas. Ademas, la informacion que se obtenga ayudara a
entender el mecanismo de activacion de INH por KatG y ayudara a comprender como

opera esta enzima.

4. HIPOTESIS.

Las variantes de KatG seleccionadas tendran diferentes parametros cataliticos a los

de la WT, los cuales se asociaran con la resistencia a INH que presentan.
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5. OBJETIVOS.
5.1. Objetivo general.

Validar experimentalmente la alteracion en la funcion de variantes de la proteina KatG

asociadas a resistencia a INH en pacientes mexicanos.

5.2. Objetivos especificos.

+ Seleccionar algunas mutaciones en katG que generen resistencia a INH, para
Su caracterizacion experimental.

+« Construir por mutagénesis sitio dirigida las variantes seleccionadas de KatG
resistentes a INH.

+ Sobre-expresar en E. coli y purificar por columna de afinidad las proteinas
silvestre y variantes seleccionadas.

+ Caracterizar la actividad de catalasa, peroxidasa, la produccion de radicales
libres y la formacion del aducto INH-NAD de las variantes seleccionadas.

+ Analizar in silico la estructura de KatG para tratar de explicar, a nivel molecular,

como afectan la funciéon los cambios.

6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Variantes seleccionadas.

Para este estudio, se utilizaron 4 polimorfismos de nucleétido simple (SNP), es decir
cambios de un solo nucleétido que generan un cambio de aminoacido en KatG. Estas
fueron identificadas por el INMEGEN utilizando Secuenciaciéon de Nueva Generacion a
partir de aislados clinicos farmaco-resistentes. Los cambios seleccionados son nuevos
y especificos de la poblacion mexicana. Estos mostraron ser deletéreos a la funcion o
estructura de la proteina de acuerdo a predicciones bioinformaticas. Se incluyeron 2
controles, KatG-WT como control sensible y la variante S315T, la cual ya ha sido
reportada, como control resistente. Algunas de las muestras presentaron otras

mutaciones que pudieran estar involucradas en la resistencia a INH (Tabla 3).
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Mutacion a estudiar Mutacion Resistencia a

Identificador

Gen katG Codén de KatG adicional INH
- WT WT - Sensible
282/12 994 G>C S315T No Resistente
16 776 G>A A256T inhA (-15 C>T) Resistente
28 1221 G>T E287K furA (444 C>A) Resistente
5763/10 997 C>G L333V No Resistente
42 1666 G>T A556S - Resistente

Tabla 3. Variantes usadas para este estudio, reportadas por el INMEGEN.

6.2. Amplificacion y secuenciacién Sanger de katG de aislados clinicos.

El INMEGEN proporciond muestras de ADN de M. tuberculosis purificado de esputo o
de cultivo. Este material se usé para comprobar que la mutacion detectada por
Secuenciacion de Nueva Generacion en el gen katG estaba presente, dado que la

certeza de la presencia de las mutaciones es critica para este estudio.

Para amplificar el gen katG se utilizaron los oligonucle6tidos KatG-5" y KatG-3'de la
Tabla 4, disenados en base a la secuencia del gen reportado en la literatura; estos se
mandaron a sintetizar a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN del Instituto de
Biotecnologia/UNAM. Cuando no fue posible amplificar todo el gen, se utilizaron los
oligonucleédtidos KatG-5 y KatG-6 en combinacion con los anteriores para amplificar
solo una parte del gen (aproximadamente el 50% del gen katG donde la mutacion se

encuentra al centro del producto amplificado).

Oligonucleétido Secuencia
KatG-5’ 5" GAAACAGAATTCATATGCCCGAGCAACACCCA 3’
KatG-3’ 5" AAACAGAAGCTTCAGCGCACGTCGAACC 3’
KatG-5 5" AACGACGTCGAAACAGCGG 3’
KatG-6 5" GCGAACTCGTCGGCCAATTC 3’

Tabla 4. Oligonucleétidos empleados para amplificar el gen katG.

La Secuenciacion Sanger se realizd en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN

del Instituto de Biotecnologia/UNAM.
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6.3. Construccion de los plasmidos de expresion.

La muestra 282/12 se utilizd como molde para amplificar por PCR la region
codificante del gen katG que corresponde a la variante KatG-S315T; con los
oligonucledtidos KatG-5’, que incorpora un sitio de restriccion EcoRl y cambia el codén
de inicio GTG (traducido como Val) de la micobacteria a ATG (Met), y KatG-3’ que
introduce un sitio de restriccion Hindlll después del codén de terminacion TGA. Se
utilizé la polimerasa PFU, para generar un fragmento de 2223 pb que codifica la
variante KatG-S315T. El producto de PCR se digirid6 con las enzimas de restriccion
EcoRl y Hindlll (Tabla 5). La digestion se ligd en los sitios EcoRI y Hindlll del vector de
expresion pKK223-3 para producir el plasmido pKK-KatG-S315T (Figura 9).

ENZIMA : SITIO DE CORTE
_ 5. AVAGCTT...3’
Hindlll 3’ TTCGAVA...5’
5. GYAATTC...3’
EcoRlI 3'..CTTAAYG...5’

Tabla 5. Enzimas de restriccion utilizadas para digerir el plasmido pKK-KatG y los productos de PCR.

La cepa MC1061 AbioH/pREP4 de E. coli se transformé con el producto de la ligacion.
Las células transformadas fueron crecidas en placas de agar Lysogenic Broth (LB) con
200 pg/mL de ampicilina. Se purificd el plasmido (kit Roche) de algunas colonias
transformadas para corroborar por patron de restriccion la presencia del gen katG.

(6778 .. 23) Olign Kat3-5" EcoRI (A784)
(6725 ., 6749} Oligo pkK-5° \\

Olign KatG-5 (INMEGEM] (777 .. 795)

pkk223-3-kat

S HindIII (2228)

Oligo KatG-3' (zz1z .. zz39)
Oligo pkk-3' (2293 ., 2322)

Figura 9. Plasmido pKK223-3-KatG usado para la expresion del gen katG de M. tuberculosis en E. coli.
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El ADN se mand6 a secuenciar a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN para
corroborar que la secuencia era la correcta. Para secuenciar se utilizaron los

oligonucledtidos universales PKK-5" y PKK-3’ (Tabla 6).

El plasmido PKK-KatG-S315T se us6 como molde en la amplificacion del gen katG-WT
en una PCR usando un megaprimer que incorpora en la posicion 944 el nucle6tido

silvestre (Tabla 6).

Oligonucleétido Secuencia
PKK-5’ 5" ATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGA 3’
PKK-3’ 5" CGCCAGGCAAATTCTGTTTTATCAGACCGC 3’
Mut-S315TaWT 5" TAAGGACGCGATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTAT 3’

Tabla 6. Oligonucleétidos empleados para secuenciar la variante y para la construccion del gen silvestre.
6.3.1. Mutagénesis sitio dirigida para la construccion de las variantes.

Las 4 variantes restantes: A256T, E287K, L333V y AS56S se obtuvieron por
mutagénesis sitio dirigida usando el plasmido PKK-KatG-WT como molde para
incorporar las mutaciones por el método de megaprimer, usando los oligonucleétidos

listados en la Tabla 7; el cambio esta remarcado en negritas y subrayado.

Oligonucleétido Secuencia
Mut-A256T 5" TTCGGCGCATGACCATGAACGACGTCGAA 3’
Mut-G287S 5" GGAGCAGCCTCGGGTTTGGGGCCGACCAGATCG 3’
Mut-L333V 5" AGCCGTACAGGATCTCGACGAAACTGTTGTCCCATTTC 3’
Mut-A556S 5" GCCGCCATAGAGAAAGCATCAAAGGCGGCTGGCCA 3’
KatG-5'H6 5" GAAACAGAATTCATATGCACCATCACCATCACCATCCCGAGCAACACCCA 3

Tabla 7. Oligonucleétidos empleados para construir el gen katG con las mutaciones seleccionadas
previamente, los nucleétidos cambiados se encuentran resaltados en negritas.

Con el fin de facilitar la purificacion, se produjeron derivados de las variantes
construidas con una etiqueta de 6 histidinas en el N-terminal de la proteina. A todas
las variantes se les incorpord la secuencia resaltada con el oligonucle6tido KatG-5’'H6

de la Tabla 7 la cual introduce los 6 codones de las histidinas.

6.4. Expresion de variantes de KatG en E. coli.

Los plasmidos etiquetados con 6 histidinas fueron introducidos por electroporacion en

células de E. coli MC1061 AbioH/pREP4, las células transformadas fueron cultivadas
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en placas de LB con 200 yg/mL de ampicilina y 50 yg/mL de kanamicina y crecidas
durante toda la noche a 30°C. Se prepararon pre-indculos (3 mL de LB con 200 ug/mL
ampicilina y 50 pg/mL kanamicina) con una Unica colonia y se incubaron toda la noche
a 30°C. Cada pre-indculo se utilizé para inocular 100 mL (1:100) de medio minimo M9
que contenia 200 pyg/mL de ampicilina'y 50 ug/mL de kanamicina. La adicion al medio
de 30 mg/L de cloruro de hemina (de sangre bovina), disuelta en 0.2N NaOH, asegura
la incorporacion estequiométrica del cofactor hemo durante la sobre-expresion en E.
coli (Cade et al., 2010). La expresion se indujo con isopropil B-D-1- tiogalactopiranésido
(IPTG) a una concentracion final de 0.5 mM, cuando los cultivos tenian una DOsoonm de
0.6 y se dejaron creciendo 3 horas adicionales. Las células se colectaron por
centrifugacion, se resuspendieron en buffer 50 mM Na2HPO4/NaH2PO4 (pH 7.5) y se
lisan por sonicacion. Los restos celulares se sedimentaron a 10,000 rpm durante 20
min, resultando en un extracto crudo de color marrén cuando se adiciona cloruro de

hemina e incoloro cuando no se agrego.

6.5. Purificacion de las proteinas.

Los extractos crudos se utilizaron para purificar cada una de las 6 variantes, haciendo
pasar el extracto por una columna con resina Ni-NTA (una para cada variante para

evitar contaminacioén) y siguiendo las instrucciones de purificacion del fabricante.
6.6. Analisis de las proteinas puras.

6.6.1. Concentracion de proteina.

La concentracion de las proteinas se determiné mediante el método de Bradford y la
concentracion del grupo hemo por absorbancia a 407 nm utilizando el siguiente

coeficiente de extincion €407nm = 100 mM-1 cm-1.

6.6.2. Ensayos enzimaticos.

La caracterizacion catalitica se realizd6 por medicion espectrofotométrica de las
actividades enzimaticas en un espectrofotometro UV-visible Beckman Coulter DU 730.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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6.6.2.1. Actividad de catalasa.

La actividad de catalasa se determind espectrofotométricamente mediante la
disminucion en la concentracion de H202 a 240 nm (€240nm = 0.0435 mM-1 cm1). La
mezcla de reaccion contenia buffer NaoHPO4/NaH2PO4 (pH 7.5) 50 mM, H202 (25 mM)
y KatG 30 nM. La actividad especifica de catalasa correspondié al consumo de 1 mmol
de H202/min/mg de proteina. Las reacciones se iniciaron mediante la adicion de KatG
a la mezcla de reaccion (Brossier et al., 2016). Para calcular los parametros cataliticos

se vario la concentracion del H2O» de 0.5 mM hasta 25 mM.

6.6.2.2. Actividad de peroxidasa.

La actividad de peroxidasa se determiné espectrofotométricamente mediante la
medicion de la velocidad de oxidacion de 0.1 mM de O-dianisidina a 460 nm (€460nm =
11.3 mM1 cm1) en presencia de hidroperéxido de terbutilo (tBHP) 23 mM, buffer de
acetato de sodio 50mM (pH 5.5) y KatG 100 nM. La actividad especifica de la
peroxidasa se definié como la oxidacion de 1 mmol O-dianisidina/min/mg de proteina
(Brossier et al.,, 2016). Para calcular los parametros cataliticos se varid la

concentracion de O-dianisidina de 12 yM a 100 uM.

6.6.2.3. Produccion de radicales libres.

La produccion de radicales libres se detectd espectrofotométricamente siguiendo la
reduccion del nitroazul de tetrazolio (NBT), dependiente de INH, a 560 nm a la forma
mono- y di-formazan (essonm = 15,000 M1 cm1 para monoformazan). La mezcla de
reaccion consistié en NBT 0.2 mM, buffer Tris HCI 50 mM (pH 8.5), que contiene INH
(7.5 mM)y la enzima (70 nM y hasta 200 nM para las proteinas con baja actividad). La
reaccion se inicid por la adicion de H202 (500 uM). La actividad especifica de
produccion de radicales libres se definio como 1 nmol de NBT reducido a
monoformazan/min/nmol de hemo (Brossier et al., 2016). Para calcular los

parametros cataliticos se vario la concentracion de INH de 0.5 mM a 7.5 mM.

6.6.2.4. Formacion del aducto INH-NAD.

La tasa de formacion del aducto INH-NAD se determind espectrofotométricamente a

326 nm utilizando el coeficiente de extincion (€326nm = 6,900 M-1 cm-1). La reaccion se
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llevd a cabo en buffer NagHPOs/NaH2P04 50 mM (pH 7.5), utilizando KatG (1 uM),
NAD* (240 uM), INH (200 uM) en presencia de un flujo constante de H202 generado
por un sistema de glucosa/glucosa oxidasa (G/Gox), con concentraciones de 16.7 mM
y 66.6 mU/mL respectivamente (Wei et al., 2003). La celda de referencia contenia
todos los componentes excepto NAD* para corregir la actividad de fondo, tal como se
describié anteriormente (Brossier et al., 2016). La generacion del aducto fue iniciada
por la adicion de INH. La actividad especifica de formacion de INH-NAD se definio
como la produccion de 1 nmol de INH-NAD/min/nmol de hemo. Para calcular los

parametros cataliticos se vario la concentracion de INH de 6 uM a 200 pM.

7. RESULTADOS Y DISCUSION.
7.1. Analisis estructural y de secuencia de las variantes.

Se pueden distinguir tres dominios en KatG (Figura 10): el primer dominio es pequeno
(1-54 aminoacidos), contiene una cisteina conservada (Cys 20 en M. tuberculosis). Los
primeros 23 residuos del dominio no se observan en la estructura dada su alta
flexibilidad conformacional (Bertrand et al., 2004). Esta fue una de las razones por lo
que la etiqueta de histidinas se puso en el N-terminal. Enseguida se encuentra el
dominio catalitico (residuos 55 - 423) que lleva la region de union al grupo hemo vy,
finalmente, el dominio C-terminal (residuos 424-740), cuya funcidbn no esta bien
definida.

Muchas cepas de M. tuberculosis resistentes a INH presentan cambios puntuales en el
dominio catalitico de KatG. Varios cambios asociados con niveles de resistencia altas
mapean en esta region. Esto podria deberse a que pueden afectar el sitio activo y asi a
los procesos de activacion del INH por el grupo hemo (es decir, la oxidacion a los
compuestos |, Il, o lll). Los cambios que mapean en el dominio C-terminal estan
asociados con una baja resistencia o no tienen efecto (Saint-Joanis et al., 1999). Sin
embargo, para entender los mecanismos moleculares de la resistencia a INH de
manera mas profunda es necesario mas estudios que describan mutaciones puntuales
en todos los dominios de KatG (Cade et al., 2010).
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N-terminal  Sitic activo/hemo C-terminal
(1-54) (residuos 55 - 423) (residuos 424-740)

Figura 10. Representacion esquematica de la estructura de KatG de M. tuberculosis, se muestran los 3
dominios que la componen.

Por lo anterior, nosotros seleccionamos variantes en diversas zonas de la proteina,
buscando identificar zonas importantes dentro de la estructura que estén involucradas
en la resistencia a INH (Figura 11). Ademas usamos un criterio de conservacion
basado en un alineamiento multiple de KatGs. La variante S315T fue incluida como un
control resistente en este estudio. En el dominio catalitico se seleccionaron 3
variantes: A256T, que corresponde a una alanina conservada (83%) y en ningln caso
se encuentra una treonina en esa posicion; E287K, que es una posicion que no tiene
un aminoacido conservado, pero donde el residuo de lisina no esta presente en ningun
miembro del alineamiento; y L333V, que tampoco es una posicion conservada, pero el
residuo de valina no esta presente en ningin miembro del alineamiento. Para el
dominio C-terminal solo seleccionamos el cambio A556S, por ser una posicion

altamente conservada en la familia (93%).

Figura 11. Localizacion de las variantes caracterizadas en este estudio en la estructura de KatG.

Se calcularon las distancias de cada mutacion con respecto al grupo hemo para
determinar si podria verse afectado por el cambio, el resultado presentado es el

promedio de 3 mediciones para 3 carbonos de cada variante (Tabla 8). EI cambio
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S315T es el mas cercano al grupo hemo, como ya se ha reportado, y afecta el canal de
acceso del sustrato al grupo hemo. Las demas variantes utilizadas no estaban tan
cerca del grupo hemo en comparacion con la S315T. Sin embargo, la variante L333V
podria afectar el enlace de la H270 con el grupo hemo porque aunque no estan
relativamente cerca (alrededor de 9 A) y el cambio de leucina a valina no representa
un cambio drastico en términos de las propiedades fisicoquimicas de la cadena lateral

hay interacciones hidrofobicas cercanas de las hélices que podria afectar la union,

estabilidad o bien cambiar el ambiente del grupo hemo (Figura 12).

Mutacion Conservada Localizacion Status
WT - - Control sensible
Sitio activo Control resistente
S315T 98% Canal de acceso al sustrato: (Caracterizada)
9.474 A del hemo
Sitio activo (Cavidad proximal) Reportada
[0)
A256T 83% 17.738 A del hemo (Torres et al. 2015)
No (no se encontrd Cavidad proximal
G2s7L L en la posicion) 20.568 A del hemo Nueva
1333V No (No se encontr6 Sitio activo (Cavidad distal) Reportada
V en la posicion) 14.745 A del hemo (Juarez et al. 2016)
A556S 93% Dominio C-terminal Nueva

(56.732 A del hemo)

Tabla 8. Caracteristicas de las variantes seleccionadas para este estudio.

Las secuencias de las variantes A256T y L333V se reportaron por otro grupo durante
el curso de este estudio, pero no fueron caracterizadas enzimaticamente, por lo que

siguieron siendo de nuestro interés.

» ' 2
Y < /. | y '
Figura 12. Distancia del cambio L333V con respecto a la H270, resaltados en rojo.
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La variante L333V fue recientemente reportada en un estudio realizado en México
(Juarez-Eusebio et al., 2016), lo que le da una mayor importancia porque la mutacion
podria ser exclusiva de la poblacion mexicana, ya que no se ha reportado en otro lugar.

Sin embargo, se reportdé una frecuencia baja en aislados de cepas resistentes a INH.

Aunque las mutaciones fueron seleccionadas para proporcionar una correlacion
directa entre el cambio y el fenotipo de resistencia a INH, es importante tener en
cuenta que en algunas muestras existian otras mutaciones en el organismo que han

sido relacionadas con resistencia y por lo tanto afectar el resultado.

7.1.1. Secuenciacion Sanger de los aislados.

El analisis de la secuencia por el método Sanger de las variantes confirmé la
sustitucion del nucleétido reportado por el INMEGEN, asi como la ausencia de otras
mutaciones en el gen, usando como molde la secuencia reportada en el GenBank
(GBM21516). Es importante mencionar que no en todos los casos fue posible

secuenciar la variante de las muestras de ADN de los aislados clinicos (Tabla 9).

e Cambio de .
Mutacién " Secuencia
nucleétido
930 940 950 960 970
B e A P I e e
KatG-WT GGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACCAG(IGGCATCGAGGTCGTATG
S315T G994C RAEG-S . nnomonoss R
2 o i C_ ................
760 770 780 790 800
S T T e e o I I |
KatG-WT ACGTTTCGGCGCA! CATGAACGACGTCGAAACAGCGGCGCTGATCGT
A256T G776A KatG-5'" ............. l N
KatG-6  ...ivivnnnnnns -
E287K - Muestra no proporcionada
S70 380 39590 1000 1010 1020
S e e S I I I e |
L333V C997G e -
KatG-6  titiveicncnnnnannnnonsnsnnonsnsnnss L
A556S - *

Tabla 9. Secuenciacién Sanger de un fragmento del gen katG resaltando el cambio reportado por
Secuenciacién de Nueva Generacion. *EI ADN del aislado clinico no pudo ser amplificado.

Las muestras de las variantes A556S y E287K no pudieron ser comprobadas, ya que
en la primera no se pudo amplificar la region del gen y en la segunda el ADN estaba
degradado. Sin embargo, estas variantes se construyeron por mutagénesis sitio
dirigida.
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7.1.2. Alineamientos de la secuencia de las proteinas construidas.

A continuacion se muestra el alineamiento de la secuencia de ADN y aminoacidos
obtenidas de las 6 variantes construidas por mutagénesis sitio dirigida, solo se
muestra las zonas donde esta el cambio y la adicién de los 6 codones que codifican
las histidinas (Tabla 10).

Codones de Codon 256 | Codon 287 | Codon 315 | Codon 333 | Codon 556
Variante histidinas /nucleétido | /nucleétido | /nucleédtido | /nucledtido | /nucledtido
784 877 962 1015 1684
WT CACCATCACCATCACCAT GCC GAA AGC CTC GCA
H H H E S L
CACCATCACCATCACCAT ACC
S3 15T H H H - - T - -
CACCATCACCATCACCAT ACC
A256T H H H T - - - -
CACCATCACCATCACCAT AAA
E287 K H H H - K - - -
CACCATCACCATCACCAT GTC
L333V H H H - - - A\ -
CACCATCACCATCACCAT TCA
A556$ H H H - - - - S

Tabla 10. Secuencias de las variantes caracterizadas. Solo se muestran los codones cambiados y la
secuencia que introduce la etiqueta de 6 histidinas en el extremo 5'.

7.2. Purificacion y cuantificacion de las proteinas.

7.2.1. Produccién y purificacion de las variantes.

Los plasmidos construidos (pKK-KatG) permitieron expresar las proteinas
recombinantes en una cepa de E. coli obteniéndose niveles elevados de expresion,
incluso sin la induccion con IPTG (datos no mostrados). Se purificaron las 6 proteinas

con etiqueta His6 (KatG WT y las variantes S315T, A256T, E287L, L333V, A556S).

Inicialmente las variantes de la proteina KatG se purificaron a partir de los extractos
crudos de cultivos crecidos en medio M9 sin la adicion de cloruro de hemina; las
soluciones con las proteinas purificadas eran incoloras y su analisis en SDS-PAGE
mostraban una banda ~80 KDa (Figura 13).

El analisis de estas proteinas purificadas mostré que una fraccion importante de ellas
eran deficientes de grupo hemo (ver mas adelante como se calcula este valor).
Aparentemente la sobre-expresion de las proteinas recombinantes excede la
capacidad de biosintesis del grupo hemo de las bacterias que expresan las variantes,

como ha sido observado en otros trabajos (Chouchane et al., 2000).

36



M 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 13. Purificacion de proteinas KatG en columna de afinidad sin la adicion de cloruro de hemina.
Carril M: marcador de peso molecular; el carril 1: KatG WT fraccién soluble; carril 2: KatG WT lavado de
columna; carril 3: KatG WT elucién, proteina pura; carril 4: KatG S315T parte soluble; carril 5: KatG
S315T lavado de columna; carril 6: KatG S315T elucion, proteina pura; carril 7: KatG A256T parte
soluble; carril 8: KatG A256T lavado de columna; carril 9: KatG A256T elucion, proteina pura; el carril
10: KatG E287K fraccion soluble; carril 11: KatG E287K lavado de columna; carril 12: KatG E287K
elucion, proteina pura; el carril 13: KatG L333V fraccion soluble; carril 14: KatG L333V lavado de
columna; carril 15: KatG L333V elucion, proteina pura; el carril 16: KatG A556S fraccion soluble; carril
17: KatG A556S lavado de columna; carril 18: KatG A556S elucion, proteina pura. SDS-PAGE al 10%.

Por lo anterior se adicion6 cloruro de hemina para asegura la incorporacion del grupo
hemo durante la sobre-expresion en E. coli. Esto generé mejores rendimientos de
proteina con grupo hemo de acuerdo a la relacion de pureza optica (Tabla 11). Ademas
también se observd una mayor cantidad de proteina pura en comparacion a cuando no
se agrego el cloruro de hemina (resultados observados en SDS-PAGE y Bradford). Lo
anterior podria indicar que la proteina es mas estable cuando presenta el grupo hemo

(Figura 14). La pureza de las proteinas purificadas fue mayor al 90 %.

M 1 2 3 4 5 6

Figura 14. Purificacién de las variantes de KatG por columna de afinidad de cultivos con cloruro de
hemina. Carril M: marcador de peso molecular; el carril 1: KatG WT; carril 2: KatG S315T; carril 3: KatG
A256T; carril 4: KatG E287K; carril 5: KatG L333V; el carril 6: KatG A556S. SDS-PAGE al 8%.
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7.2.2. Concentracion de las proteinas y grupo hemo.

La concentracion de proteina se determind utilizando el método de Bradford y la
concentracion de grupos hemo fue determinada por la absorbancia del pico Soret a
407 nm. Para determinar la cantidad de grupos hemo por proteina se toméd en cuenta
que KatG es un dimero que contiene un equivalente de 2 grupos hemo por dimero (en
la forma de holoenzima). La division de la concentracion de grupos hemo entre la

concentracion de proteina nos dice cuantos grupos hemo hay por mol de proteina.

Las enzimas purificadas en ausencia de cloruro de hemina mostraron menores
relaciones Aao7/A280 y un menor rendimiento de proteina en comparacion con las

enzimas purificadas de cultivos con cloruro de hemina (Tabla 10).

Variante Relacion Concentracion Relacion Concentracion

e hemo/dimero (pg/uL) #ami hemo/dimero (ug/uL)

0.137 0.4 0.116 0.862 2 0.227

S315T 0.052 0.2 0.145 0.880 2 0.203
0.069 0.2 0.133 0.841 2 0.210

E287K [BOXo¥{s 0.2 0.173 0.769 1.9 0.223
L333V 0.056 0.2 0.030 1.255 3 0.054
A556S 0.105 0.3 0.066 1.013 2 0.180

Tabla 11. Concentracion de proteinas puras y relacion de pureza optica.

La relacion molar hemo/dimero muestra que las proteinas puras tenian dos grupos
hemo por dimero; excepto para la variante L333V donde se observan tres. Se optd por
utilizar las proteinas purificadas de cultivos con cloruro de hemina, para los

experimentos, los espectros de absorcion de las proteinas se muestra en la Gréfica 4.

Podemos observar que la variante L333V fue la Gnica que mostré un comportamiento
diferente, la absorcion en la region Soret (407 nm) es mayor que la absorbancia a 280
nm. Esto indica que tiene 3 grupos hemos por dimero, mayor al tedrico que es de 2.
También mostré un pico de absorcion adicional cercano a 430 nm. El espectro de
absorcion del cloruro de hemina libre en el buffer de purificacion muestra que absorbe
a esta longitud de onda (Anexo 2). Lo anterior indicaria que la variante L333V libera el

grupo hemo o bien que el grupo hemo tiene un ambiente diferente; sin embargo, no
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existen reportes de variantes con este pico. Se observd que este pico comienza a
aparecer en las otras variantes, incluida la WT, pasado un mes desde la purificacion,
por eso se piensa que la variante L333V esta liberando el grupo hemo, inclusive mas

rapido que las demas (Anexo 2).

Espectro de absorcion
0.6
0.5
© 04 em— \\/ T
c
© S315T
2 03
) A256T
o)
< 0.2 —F267K
0.1 e | 333V
A556S
0
200 300 400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Gréafica 4. Espectro de absorcion de las variantes purificadas de cultivos con cloruro de hemina.

7.3. Ensayos de las actividades enzimaticas.

Se realizaron ensayos bioquimicos para determinar la actividad de catalasa,
peroxidasa, la formacion de radicales libres y, finalmente, la formacién del aducto INH-
NAD con un flujo de peroxido de hidrégeno, para cada variante de KatG, y de esta

manera poder correlacionar qué actividad se modifica al generarse resistencia.

Antes de estudiar las actividades enzimaticas de las variantes, se normaliz6 la
concentracion de la proteina de acuerdo a la cantidad de proteina con grupos hemo
(activa) que se utilizaria en los experimentos. Esto es para que la proteina sin grupo
hemo (no activa) no afecte los resultados. La caracterizacion cinética fue medida

espectrofotométricamente y todos los ensayos se realizaron por triplicado.

7.3.1. Actividades especificas.

La actividad de catalasa se midié siguiendo la disminucién en la concentracion de
H202 a pH 7 (Gréafica 5), en condiciones de saturacion. Para las variantes mas activas

se observo la formacion de burbujas en la celda de reaccion.
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Actividad de catalasa
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Gréafica 5. Actividad especifica de catalasa de las variantes. Solo se muestra la reduccion de la
absorbancia.

La actividad de catalasa de KatG contribuye a la proteccion contra el estrés oxidativo
ocasionado por H202 cuando la micobacteria reside en los macrofagos durante la
infeccion. Es por ello que esta actividad es importante ya que tiene una funcion

fisiologica y su disminucion puede afectar su sobrevivencia (Zhao et al., 2006).

La actividad especifica de catalasa para la variante S315T fue similar a la de la KatG-
WT, esto ya se ha reportado; sin embargo, las variantes A256T y E287K muestran
actividades menores y la A556S mantiene una actividad parecida a la WT. Solamente
la variante L333V aumenta la actividad cerca de un 200%, por lo que quizas para esta

variante este aumento en actividad podria estar relacionado con la resistencia.

La actividad de peroxidasa se determiné siguiendo el cambio de absorbancia para el
sustrato O-dianisidina (Grafica 6), se observé la aparicion de un color anaranjado en
las variantes mas activas. Los valores de actividad especifica de peroxidasa de las
variantes se parecian a los de la KatG-WT, solo la variante A556S presenta un

aumento en la actividad.
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Gréfica 6. Actividad especifica de peroxidasa de las variantes. Se muestra el cambio de la absorbancia
con respecto al tiempo.

La actividad especifica de produccion de radicales libres se determiné por la reduccion
del sustrato NBT (Gréafica 7) que genera un cambio de color amarillo a azul en el buffer

de reaccion, el cual se hace evidente en las variantes mas activas.

En esta medicion se determina la activacion de INH por la enzima, indirectamente por
la reduccion del NBT a formazan (Wei et al., 2003). Sin embargo estudios anteriores
(Brossier et al., 2016), reportaron la existencia de absorbancia residual en la celda
control, ya que existen diversas formas reducidas del NBT y cuya absorciéon podria

alterar la medicion.

Tres variantes tienen aumentada esta actividad: A256T, E287K y A556S. La variante
L333V no presenta un aumento notorio de la actividad. La medicion de esta actividad
esta acoplada con la formacion de radicales libres de INH, por lo que indica que las
variantes producen mas farmaco activo, algo dificil de explicar porque no correlaciona
con la resistencia fenotipica que presentan las cepas resistentes. Esto podria deberse
a que las propiedades cataliticas de las variantes (Km Y Kcat) €stan modificadas y al ser

una medicion indirecta se genere ruido de fondo alto.
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Gréafica 7. Actividad especifica de formacion de radicales libres de las variantes. Se muestra el cambio
de absorbancia con respecto al tiempo.

Finalmente, se comprobd la oxidacion de INH mediante un ensayo espectrofotométrico
que mide directamente la formacion del aducto INH-NAD en presencia de un flujo
constante de H20, (Gréfica 8). La formacion del aducto en ausencia de KatG fue

indetectable con el sistema generador de H202 (G/Gox).
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Grafica 8. Actividad especifica de formacion del aducto de las variantes. Se muestra el cambio de
absorbancia con respecto al tiempo.

La actividad especifica de formacion del aducto de la KatG WT es siete veces mas alta
que la de la variante S315T. Estos valores concuerdan con los valores reportados

anteriormente (Brossier et al., 2016). Las demas variantes solo disminuyen entre un
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10%-30% la formaciéon del aducto. Ninguna de las variantes obtuvo valores semejantes
a los de la variante S315T. Las cinco variantes tienen habilidad de producir el aducto a
niveles cercanos a los de la KatG-WT (Wei et al., 2003). La resistencia observada en
las variantes no se puede explicar con estos resultados. Por ello determinamos los
parametros cataliticos aparentes de las variantes, en un intento por profundizar si

existe un efecto o no de las variantes en la resistencia observada.

La Grafica 9 muestra una comparacion de las cuatro actividades especificas medidas
en este estudio, convertidas en porcentaje, asumiendo la actividad de la KatG-WT
como 100%. Todos los valores de estas actividades especificas se muestran en la
Tabla 12, en donde podemos observar que los controles WT y S315T correlacionan con

los valores reportados en la literatura (Brossier et al., 2016; Saint-Joanis et al., 1999).
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Grafica 9. Comparacion de las cuatro actividades especifica de las variantes en porcentaje asumiendo
que la WT es el 100% para cada actividad.

Casi todas las variantes tienen afectada la capacidad para formar el aducto INH-NAD a
la vez que retienen actividades significativas de las otras actividades que van desde
50% hasta 500% en el caso de la actividad de la peroxidasa, y del 10 al 200% para la
actividad de catalasa (Brossier et al., 2016). La reduccion del 10% en la formacion del

aducto de varias variantes no puede explicar la resistencia.
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Actividad especifica
Actividad de Actividad de | Produccion de | Formacion del
. catalasa peroxidasa radicales libres | aducto (nmol
Variante (Mol H202 (mmol O- (nmol INH-
/min/mg dianisidina/min/| monoformazan/ | NAD/min/nmol
proteina) mg prot) min/nmol hemo) hemo)
WT 2326 + 0.943 + 4.90 + 0.713 +
306 0.089 1.52 0.01
1477 + 0.500 + 1.25+ 0.0801 +
S315T 187 0.046 0.49 0.013
264 + 1.79 + 7.26 + 0.679 +
A256T 22 0.14 0.55 0.016
1089 + 0.781 + 8.58 + 0.671 +
E287K 42 0.072 0.90 0.014
4542 + 2.12 + 119 + 0.678 +
L333V 167 0.11 0.9 0.041
2264 + 4.88 + 6.01 + 0.560 +
AS56S 201 0.48 0.50 0.029

Tabla 12. Actividades especificas de las variantes determinadas en este estudio.

7.3.2. Parametros cataliticos.

Los parametros cataliticos (Km, Vmax, Keat y la eficiencia catalitica, kcat/Km) para la
actividad de catalasa de las variantes de KatG se determinaron variando la
concentracion de H202 (Tabla 13). Las constantes cinéticas son “valores aparentes” ya

que el mecanismo de reaccion de la KatG no es el tipico de Michaelis-Menten.
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Grafica 10. Eficiencia catalitica de la actividad de catalasa de las variantes.
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Todas las variantes de KatG exhibieron actividad de catalasa bajo condiciones
saturables (Anexo 3). Ninguna de las variantes exhibid una eficiencia catalitica de
catalasa mayor que la de KatG-WT (Gréfica 10), debido principalmente a que tuvieron
una menor keat €n comparacion con KatG-WT, esto elimina cualquier mejora en la Kn
(Cade et al.,, 2010). Los parametros cataliticos obtenidos para la KatG-WT son

parecidos a los reportados en la literatura (Wengenack et al., 1997).

La actividad de peroxidasa se determiné variando la concentracion del sustrato O-
dianisidina (Anexo 3). Ninguna de las variantes exhibié una eficiencia catalitica mayor
que la KatG-WT, lo que indica que tanto las variantes del dominio catalitico como las
del dominio C-terminal tienen alterada la funcion de peroxidasa (Grafica 11). Los
parametros cataliticos obtenidos para la KatG-WT correlacionan con los reportados en

la literatura.
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Grafica 11. Eficiencia catalitica de la actividad de peroxidasa de las variantes.

Los parametros cataliticos para la actividad de produccion de radicales libres se
determiné variando la concentracion del INH (Anexo 3) y se presentan en la Tabla 13.
Todas las variantes exhibieron una eficiencia catalitica mayor que la de KatG-WT
(Gréfica 12). La evaluacion del radical INH puede proporcionar informacion Gtil sobre la
resistencia a INH, pero esta medicion es de manera indirecta, la reduccion esta
acoplada con otro reactivo. Esto puede generar variaciones; por esto las variantes no

mostraron una correlacion de la actividad con la resistencia a INH (Ando et al., 2010).
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La alta actividad de las variantes con INH sugiere que las variantes no deberian
generar resistencia y, probablemente, que esta no estaria asociada a KatG. Sin
embargo, al ser el ensayo acoplado a otra actividad, se pueden generar datos
incorrectos. Esto queda evidenciado ya que la variante S315T presenta la actividad
aumentada, a pesar de que ya se ha reportado que si da resistencia. Indicando que

este método para medir la formacion de radicales de INH no es el adecuado.

Eficiencia Catalitica Radicales Libres
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Gréfica 12. Eficiencia catalitica de la produccion de radicales libres de las variantes.

La actividad de formacion del aducto se determind variando la concentracion del INH
(Anexo 3) y midiendo la formacién del compuesto INH-NAD, es decir la formacion del

farmaco activo. Los valores de los parametros cataliticos se presentan en la Tabla 13.

Todas las variantes exhibieron una eficiencia catalitica menor que la de KatG-WT,
excepto la variante L333V que tiene una eficiencia catalitica idéntica (Grafica 13); sin
embargo, esta variante tiene incrementada la Kn un 20 %. Esto indica que requiere
concentraciones altas de INH para realizar su funcion. Esta concentracion
probablemente no se logre con la dosis que se toma normalmente de INH para tratar

la infeccion. Esto generaria que el organismo fuera resistente.

Sin embargo, se ha reportado que altas concentraciones de INH inhiben la funcién de

la proteina (Wengenack et al., 1997); existe la evidencia de que la activacion del INH
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podria conducir a la formacion de aductos proteina-INH que interfieren con la funcién
de la proteina (Cade et al., 2010).
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Gréafica 13. Eficiencia catalitica de la formacion del aducto INH-NAD de las variantes.

El dominio C-terminal ha sido considerado inactivo, debido que no une el cofactor
hemo, sin embargo nuestro estudio demuestra que un cambio en su secuencia
(A556S) si afecta las actividades de la proteina. Este dominio puede desempenar un
papel en la estabilidad, en la formacion de redes de enlaces de hidrégeno o en la
transferencia de electrones que afectan la actividad de la proteina cuando se
modifican (Cade et al., 2010).

Cabe senalar, que los resultados obtenidos deben ser interpretados con precaucion
porque las condiciones in vivo dentro de la micobacteria son diferentes a las
condiciones tipicas de un ensayo in vitro lo que podria afectar lo que observamos
(Johnsson et al., 1997).
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Actividad de Catalasa

Actividad de Peroxidasa

Sustrato: Peroxido

Sustrato: O-Dianisidina

Variante
Km Vmax ] k.cat kcat/ Km Km (|JM) Vmax . k.cat kcat/ Km
(mM) |(mM/min)[ (min31) (Mt/s-1) (umol/min)| (mint) | (M1/s1)
WT 1.28+| 1.21 2.2x107 | 2.8x108 | 2.76 0.980 7110 | 4.3 x 107
0.04 | +0.01 |+1.0x105(+2.2x107( +0.87 | +0.067 +1 |+7.7x10°
S315T 144 +| 2.62 1.7x107 | 2x108 6.25 2.64 8597 | 2.3 x 107
0.12 | £+0.05 |+5.4x105|+4.4x107( +2.11| +0.21 +2 | +1x108
A256T 3.71 0.23 3.9x108 | 1.8x107 | 2.43 0.515 1732 | 1.2 x 107
+0.54| +0.01 |[+1.1x104[ +2x105 | +0.86 | +0.038 +4 |+4.4x105
E287K 1.21+| 1.38 9.9x108 | 1.4x108 [ 2.99 1.65 5893 | 3.3x 107
0.07 | £+0.02 |+1.9x104(+2.7x107[ +0.65| +0.07 +72 [+1.1x108
1333V 1.32+| 0.50 2.2x108 | 2.8x107 | 1.60 0.665 585.1 | 6.1x 108
0.21 | £+0.02 |+1.9x104(+9.1x10% +0.47 | +0.032 | +0.3 [+6.8x104
AB56S 1.17 +| 3.05 1.8x107 | 1.8x108 | 3.85 0.399 2301 | 9.9x 108
0.09 | +0.04 |+4.2x105(+4.8x107( +1.17 | +0.026 | +26 [+2.2x104
Produccién de radicales libres Formacién de aducto
Variante Sustrato: INH Sustrato: INH
Km Vmax Kcat kcat/ Km Km Vimax Kcat kcal;/ Km
(mM) [(mol/min)[ (min?) | (M1/s?) (MM)  |(mM/min)[ (min) | (M1/s?)
WT 2.36 6.20 6.2 43.7 5.70 0.208 | 208.4 | 6.1x 105
+0.56 [ +0.58 +0.6 +1.1 +1.85 | +0.017 | +0.1 | +9x 102
S315T 0.37 3.34 3.3 152.1 21.9 0.135 | 134.6 | 1.0x 105
+0.07 | +0.12 +0.1 +1.6 +39 |[+0.008| +0.1 | +2x102
AD56T 1.05 13.5 13.5 215.1 23.6 0.441 | 441.2 | 3.1x108
+0.15 +0.6 +0.6 +3.6 +57 [+0.039| +0.1 | +7x102
E287K 0.732 7.93 7.9 180.6 12.9 0.302 | 302.4 | 3.9x108
+0.029( +0.08 +0.1 +2.6 +29 +0.02 | +0.1 | +7x102
1333V 0.519 3.56 3.5 114.1 38.6 1.54 1539 | 6.6 x 105
+0.026( +0.04 +0.1 +1.4 +105 | +0.18 | +18 |[+1.7x103
AB56S 0.938 14.2 14.2 251.7 6.93 0.118 | 117.7 | 2.8 x 105
+0.132( +0.5 +0.5 +4.1 +1.88 | +0.008| +0.8 | +4x102

Tabla 13. Parametros cataliticos aparentes calculados para cada una de las actividades.

7.4. Andlisis global de la resistencia de las variantes.

Con el reciente descubrimiento de multiples mutaciones en katG que confieren

resistencia a INH, se ha generado una preocupacion sobre el uso de los diagnosticos

moleculares existentes que son basados en la secuencia de las variantes, ya que a

estos les faltan

los datos de mutaciones nuevas. Es necesario estudios que

caractericen nuevos cambios e incorporen estos datos para poder detectar los casos

de resistencia (Torres et al., 2015).
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7.4.1. Variantes con una mutacion adicional.

La variante A256T tiene reducida la capacidad de formacion del aducto, pero también
sus otras actividades lo que puede afectar la supervivencia de la micobacteria durante
la infeccion (Grafica 14); aunque también es posible que baja actividad de catalasa
sea suficiente para la supervivencia. La mutacion adicional en esta variante, se
encuentra en la region promotora de la enzima InhA, lo que le permite sobre-expresar
la proteina y al existir mas InhA, no se disminuye la sintesis de los acidos micélicos.

Estas 2 mutaciones asociadas podrian estar contribuyendo a la resistencia observada.
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Gréafica 14. Comparacion de las eficiencias cataliticas de las variantes con una mutacion adicional en
genes asociados con resistencia y los 2 controles, asumiendo a la KatG-WT como 100%.

La variante E287K, que cambia el acido glutamico por lisina se ha propuesto que
reduce la afinidad de la enzima por INH (Bertrand et al., 2004). Ademas este cambio
no compromete la supervivencia porque mantiene sus actividades de catalasa y
peroxidasa con una reduccion del 50% y 20%, respectivamente, en comparacion con la
KatG-WT (Gréafica 14). El cambio adicional que presenta la micobacteria es en furA, un
regulador negativo de la expresion de KatG, lo que promueve una expresion débil de

KatG y posiblemente una menor formacion del aducto.
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7.4.2. Variantes sin mutacion adicional.

Un ejemplo bien estudiado de la resistencia a INH en KatG es la variante S315T que
posee actividades significativas de catalasa y peroxidasa, y reduce drasticamente la
funcién de activacion de INH (Grafica 15) (Cade et al., 2010). Es probable que las
cepas con este cambio en KatG tengan una ventaja selectiva, porque generan
resistencia y sus actividades de catalasa y peroxidasa no estan afectadas
significativamente por lo que deberian ser capaces de soportar las especies de
oxigeno reactivo producidas por los macréfagos (Saint-Joanis et al., 1999). Lo anterior

explica porque es la mas comun en los aislados de cepas resistentes.
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Gréfica 15. Comparacion de las eficiencias cataliticas de las actividades en las variantes sin mutacion
adicional, asumiendo a la KatG-WT como 100%.

La variante L333V tiene un espectro de absorcion diferente a las demas variantes, que
se podria explicar por una pérdida del grupo hemo a una mayor velocidad, es decir una
menor afinidad. Esta inestabilidad de una proteina importante para sobrevivir ante el
estrés oxidativo podria explicar la resistencia observada en las cepas. Por otro lado,
disminuye las actividades fisioldgicas de KatG mientras que mantiene la formacion del

aducto, contrario a lo esperado (Grafica 15).

Se ha reportado que el rango normal minimo y maximo de INH en la sangre debe de
serentre 3y 6 ug/mL (21 y 43.7 uM), respectivamente, para que el farmaco tenga una

buena efectividad. Pinheiro et al. observaron que la concentracion de INH en la sangre
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de los pacientes que recibieron una dosis estandar del farmaco, variaba entre cada
uno y, que ademas, la mayoria de ellos no alcanza el rango minimo, sin embargo la
concentracion se encontraba en el rango del MIC necesario para matar a la

micobacteria (Grafica 16).
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Grafica 16. Distribucion de los niveles séricos de INH, después de 2 horas de ingestion de 400 mg de
INH en 18 pacientes con TB. Fuente: Pinheiro et al., 2006.

La variante L333V al aumentar la Km para INH en la formacion del aducto, pierde la
afinidad de tomar la INH si el paciente no tiene una concentracion mayor que la Km
seria resistente (Grafica 17). Otro factor que contribuiria a la resistencia de esta
variante es que podria estar asociada a pacientes que son metabolizadores rapidos, es
decir, que tienen concentraciones menores de INH en la sangre. Sin embargo es

necesario hacer otros estudios para poder valorar esta propuesta.
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Gréfica 17. Comparacion de las Km para la formacion del aducto de todas las variantes.
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7.4.3. Variantes en el dominio C-terminal.

La variante A556S demuestra que el dominio C-terminal esta involucrado en la funcién
de la proteina a pesar de no unir el grupo hemo. Este cambio no compromete
gravemente las actividades fisiologicas de KatG, por lo que no afectaria la
supervivencia de la micobacteria. En la Grafica 18 se puede observar como el cambio
A556S tiene un efecto parecido a la variante S315T por la disminucion de la eficiencia

en la formacion del principio activo (Cade et al., 2010).
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Gréfica 18. Comparacion de las eficiencias cataliticas de las actividades en las variantes del dominio C-
terminal y 2 controles, asumiendo a la KatG-WT como 100%.

8. CONCLUSION.

Se validé por secuenciacion de Sanger la presencia de las mutaciones detectadas por
secuenciacion de nueva generacion en el gen katG de M. tuberculosis presente en

cepas resistentes a INH de pacientes mexicanos.

Se construyeron 6 plasmidos (pKK-KatG) para expresar las variantes en E. coli, 5 de

los cuales son mutantes del gen katG que generan sustituciones de aminoacidos
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sencillas las cuales fueron encontradas en aislados clinicos resistentes a INH. Estas se

produjeron por mutagénesis sitio dirigida.

La produccion de las variantes fue adecuada cuando se agregd cloruro de hemina al

medio de cultivo donde se crecieron las bacterias.

La variante L333V muestra una absorbancia relativa Soret diferente a las otras
variantes, esto posiblemente debido a una baja afinidad al grupo hemo que genera la

liberacion del grupo.

Se observd que las variantes S315T, E287K y A556S mantienen gran parte de la
actividad de catalasa y peroxidasa, pero disminuyen la actividad de formacion del

aducto INH-NAD (principio activo).

La variante A256T reduce la eficiencia catalitica de la actividad de catalasa lo que
podria comprometer la supervivencia de la micobacteria en ambientes aerobicos, a la
vez que disminuye la eficiencia catalitica para la formacion del aducto, perdiendo la

capacidad de activar el principio activo.

La variante L333V es la Unica que no reduce la eficiencia catalitica de la formacién del
aducto, sin embargo, si muestra reduccion de las otras actividades. La resistencia se
podria explicar por un aumento en la Ky hacia INH. Si los valores determinados in vitro
son similares a los que se encontrarian in vivo, la concentracion en sangre del farmaco
esta por debajo de la Km, por lo que en un principio perderia su capacidad de activar

INH para formar el principio activo, lo que daria como resultado la resistencia.

Los resultados de este estudio representan un primer paso hacia un trabajo
interdisciplinario. De este modo, conociendo cualquier variable, los tratamientos
especificos pueden ser adaptados al paciente que presenta un aislado clinico de M.
tuberculosis definido, con el objetivo final de una comprension de las causas de la
resistencia de cada persona o cada mutante, asi se pueden disenar nuevas terapias
con medicamentos especificos para fortalecer el control de la TB-DR. El conocimiento y
comprension sobre las bases moleculares asociadas con la resistencia a la INH

ayudaran a la utilizacion de métodos simples, rapidos y de bajo costo.
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9. PERSPECTIVAS.

Demostrar si la introduccion del gen katG de las variantes caracterizadas
confieren un fenotipo de resistencia a INH in vivo en cepas de M. smegmatis
que no porten el gen cromosomal de katG, ya que tiene una mayor tasa de
crecimiento y es de naturaleza no infecciosa. Se podria usar la cepa M.
tuberculosis H37ra, que es avirulenta y de esta manera tener un modelo mas
aproximado a la realidad. La eleccion de la cepa dependera de cual sea mas
facil de obtener.

Cristalizar la variante L333V y obtener su estructura tridimensional para
determinar si existe un cambio conformacional local. Esto nos ayudaria a
explicar como el cambio altera la union del grupo hemo.

Hacer una caracterizacion de la estabilidad (temperatura, sensibilidad a
proteasas, vida media, etc.) de las variantes para determinar si la resistencia
también se debe a que existe una menor cantidad de proteina en la célula.
Caracterizar mas variantes resistentes de pacientes mexicanos para poder
encontrar un elemento que nos permita poder predecir la resistencia.

Estudiar si en un modelo animal (ratén, conejo o cobayo) el aumento de la dosis
de INH cura la infeccion causada una cepa de M. tuberculosis que porte el gen
de katG de la variante L333V.
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11. ANEXOS.

Anexo 1. Procedimiento de purificacién de proteinas por columna de afinidad.

Materiales.

1.

2.

Se preparan las siguientes soluciones madre:

- Fosfatos de sodio 1 M (Na2HPO4/NaH2PO4) pH 7.5.

- Imidazol 1 M.

- Cloruro de Sodio 5 M.

Se preparan los siguientes buffers:

- Buffer de carga: 50 mM de NiSOa.

- Buffer de unién: 5 mM imidazol, 0.5 M NaCl, 50 mM fosfatos de sodio.

- Buffer de lavado: 35 mM imidazol, 0.5 M NaCl, 50 mM fosfatos de sodio.

- Buffer de elucion: 300 mM imidazol, 0.5 M NaCl, 50 mM fosfatos de sodio.

Procedimiento.

1.

Se deja un creciendo un cultivo de 2 mL de LB-amp/km toda la noche de una

colonia de la clona a 30°C con agitacion.

. Se inocula con 300 uL del cultivo anterior, un matraz con 30 mL de medio

minimo M9-amp/km y se deja creciendo a 30°C en agitacion.
Cuando el cultivo esta a una DOesoonm de 0.6 se le agrega IPTG (concentracion

final de 0.5 mM) y se deja creciendo bajo las mismas condiciones 3:30 horas.

4. Se colectan las células a 6000 rpm por 10 minutos a 4°C.

5. Resuspender las células en 2 mL de buffer de unién y sonicarlas.

6. Centrifugar a la maxima velocidad durante 20 minutos (se pueden pasar a

8.
9.

tubos de 1.5 mL). El sobrenadante se guarda en hielo.

. Cargar 1 mL de la resina Ni-NTA en la columna, lavar con 3 mL de aguay 3 mL

de buffer de carga.
Lavar la columna con 3 mL de buffer de unién.

Tomar el sobrenadante y cargarlo en la columna.

10.Lavar con 10 mL de buffer de union.

11.Lavar con 6 mL de buffer de lavado.
12.Eluir con 1 mL de 300 mM imidazol (Buffer de elucion).
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Anexo 2. Espectro de absorcion del cloruro de hemina.

El espectro de absorcion del cloruro de hemina en buffer de fosfatos de sodio se

muestra a continuacion, teniendo un maximo de absorcion a 430 nm.

Espectro de absorcién cloruro de hemina
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Gréafica 19. Espectro de absorcién del cloruro de hemina.

Ademas se muestra el espectro de absorcion de las variantes control (WT y S315T) y la
variante L333V, pasado 2 meses después de la purificacion. Se nota que aparece un
segundo pico a 430 nm, por lo que podria explicar la liberar del grupo hemo a una

menor velocidad con respecto a la variante L333V.
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Grafica 20. Espectro de absorcion de las variantes control (WT y S315T) y la L333V, donde se muestra la
aparicion del segundo pico a 430 nm.
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Anexo 3. Curvas de Michaelis-Menten.
Para calcular los parametros cataliticos de la actividad de catalasa se determinaron
las velocidades iniciales a diversas concentraciones de H20o, y todas las variantes de

KatG exhibieron actividad de catalasa bajo condiciones saturables (Grafica 21).
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Gréafica 21. Curvas de Michaelis-Menten para la actividad de catalasa.

De igual manera para calcular los parametros cataliticos de la actividad de peroxidasa
se determinaron las velocidades iniciales a diversas concentraciones del sustrato O-

dianisidina, y todas las variantes tienen un hombro en la curva formada (Grafica 22).
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Gréafica 22. Curvas de Michaelis-Menten para la actividad de peroxidasa a diferentes concentraciones
del sustrato O-dinaisidina.
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Los parametros cataliticos de la actividad de produccion de radicales libres se
determinaron con las velocidades iniciales a diversas concentraciones del INH (Grafica
23).
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Gréafica 23. Curvas de Michaelis-Menten para la actividad de produccion de radicales libres a diferentes
concentraciones de INH como sustrato.

Y finalmente, los parametros cinéticos de la actividad de formacién del aducto se
determinaron con las velocidades iniciales a diversas concentraciones del INH. En la

Grafica 24 se observan los datos de la curva de Michaelis-Menten.
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Grafica 24. Curvas de Michaelis-Menten para la formacion del aducto a diferentes concentraciones de
INH como sustrato.
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