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1. ABREVIATURAS

ACC acetil CoA carboxilasa

ACP Proteina transportadora de acilos
ADN Acido desoxirribonucleico

ADS Albumina-Dextrosa-NaCl

AGI Acidos grasos insaturados

AGS Acidos grasos saturados

ARN Acido ribonucleico

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

C Carbono

CIM Concentracion Inhibitoria Minima
CoA Coenzima A

cpm Centelleos por minuto

CV cristal violeta

Des desaturasa

DMDS dimetil-disulfuro

DO Densidad Optica

EDTA Acido etilén-diamino-tetraacético
FAD flavina adenina dinucleotido
FAMESs Metil Esteres de Acidos Grasos
FAS Acido graso sintasa

Fd ferredoxina

FNR ferredoxina-NADP+ dxidoreductasa
GC-MS cromatografia gaseosa acloplada a espectrometria de masas
GT Glicerol + Triton

H,Od Agua Destilada

Hig Higromicina

HTH helix turn helix (hélice vuelta hélie)
I1SO Isoxil

IVN isovaleronitrilo

Kan Kanamicina

Kb kilo base

Abreviaturas



kV KiloVoltio

LAM Lipo Arabino Manano

LM mipomanano

LB Luria Bertani

MAMES Metil Esteres de Acidos Micolicos
NADH nicotinamida adenina dinucledtido
NADPH nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
Nov novobiocina

OADS Acido Oleico-Albtimina-Dextrosa-NaCl
ONPG orto-nitrofenilgalactopiranosido

PADS Acido Palmitoleico-Alblimina-Dextrosa-NaCl
pb Pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PIM fosfatidil inositol manésido

rpm Revoluciones por minuto

RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
Rif rifampicina

SDS Dodecil sulfato de sodio

Succ succinato

TAC Tiacetazona

TBHA hidrdxido de tetrabutil amonio

TDM dimicolato de trehalosa

TMM monomicolato de trehalosa

TLC Cromatografia en capa delgada

Abreviaturas
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2. INTRODUCCION

2.1.1 El género Mycobacterium. Generalidades

El género Mycobacterium pertenece al Phylum y Clase Actinobacteria, Orden
Actinomycetales y es el Unico género de la familia Mycobacteriaceae. Las micobacterias son
microorganismos aerobios estrictos, inmdéviles, de morfologia variable (bacilar o cocoide), que no
forman esporas y no poseen flagelos ni capsula. Las especies de este género presentan ademas un
elevado contenido de G+C (61-71%) en su ADN. Poseen una pared celular de estructura Gram
negativa con un elevado contenido lipidico que supone el 60% del peso seco de la misma. Esta
composicion de la pared le confiere a las micobacterias la caracteristica acido-alcohol resistencia
que permite su visualizacion microscopica mediante la tincion de Ziehl-Neelsen pero no mediante
la tincidon de Gram, ademéas de una escasa permeabilidad celular, que es responsable, entre otras
cosas, de la ineficacia de miultiples agentes antimicrobianos. Dentro  del
género Mycobacterium se han descrito mas de 100 especies que pueden clasificarse de
multiples maneras, por ejemplo, segin la velocidad de crecimiento, la morfologia y
capacidad de pigmentacién de las colonias en medios solidos. Asi, se establecieron
diferentes grupos: micobacterias de crecimiento lento y rapido (segun requieran mas o
menos de 7 dias, respectivamente, para producir colonias visibles en un subcultivo sélido
con un in6culo diluido); no cromaogenas, escotocromogenas y fotocromaogenas (segin no
produzcan pigmentos o lo hagan en ausencia o presencia de la luz, respectivamente).
También se agrupan segin sean especies saprofitas (como M. smegmatis, M. gordonae, M.
aurum y otras), patdgenas oportunistas (M. avium, M. kansasii, M. abscessus) Yy

patdgenas estrictas (como M. bovis, M. tuberculosis, M. africanum, M. leprae) [5], [6]

2.1.2 La envoltura celular de las micobacterias

La envoltura celular de las micobacterias es una estructura compleja compuesta por un gran
porcentaje de lipidos y le confiere a estos organismos tanto una baja permeabilidad como asi

también la caracteristica de acido alcohol resistencia como se menciond anteriormente. Esta gran
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cantidad de lipidos explica ademas la tendencia de las micobacterias de crecer formando grumos en
medio liquido.

Esta envoltura consiste en dos partes estructurales: la membrana plasmatica y la
membrana externa. La estructura basica de la membrana plasmatica micobacteriana no difiere
sustancialmente de la membrana de otras bacterias, de acuerdo con su ultraestructura, composicion
quimica y funciones metabodlicas [7-9]. Los lipidos polares estdn compuestos por cabezas
hidrofilicas y acidos grasos tanto saturados como insaturados y mono-metil ramificados de longitud
menor a 20 atomos de carbono. Los principales acidos grasos en la membrana de las micobacterias
son acido palmitoleico (C16:1), acido oleico (C18:1) y acido tuberculostearico (C18:0 CHs). Entre
los fosfolipidos mas abundantes se encuentran fosfatidilinositol mandsidos (P1Ms),
fosfatidilglicerol, cardiolipina y fosfatidiletanolamina [10].

La membrana externa es una macromolécula quimicamente compuesta por tres
constituyentes unidos covalentemente: pétidoglicano, arabinogalactano y acidos micdlicos. [7, [11,
12]. También se encuentran asociados diferentes lipidos denominados extraibles (0 no unidos
covalentemente). Entre ellos se encuentran fosfatidilmioinositol mandsidos (PIMs) y lipoglicanos
(Lipoarabinomananos-LAM- y lipomananos -LM-) [12-14]. Ademas del rol estructural que
cumplen estos ultimos lipidos, se puede mencionar su rol en la modulacién de la respuesta inmune

del hospedador durante procesos infecciosos [15],[16] (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de la envoltura celular micobacteriana: 1) Lipidos extraibles, 2)
Acidos Micélicos, 3) Arabino-Galactano, 4) Peptidoglicano, 5) Membrana Citoplasmatica, 6)
Lino Arabino Manano. 7) Fosfatidil Inositol Mandsido 8) Pared celular

Los acidos micdlicos constituyen los componentes mayoritarios y mas especificos de la
envoltura de las micobacterias y juegan un rol crucial en su exquisita arquitectura e
impermeabilidad. Quimicamente son a-alquil B-hidroxi &cidos grasos de cadena de 90 o mas
atomos de carbono que pueden encontrarse libres, como ésteres de trehalosa (dimicolato de
trehalosa TDM o monomicolato de trehalosa TMM), o glicerol, o bien, en su mayoria esterificados
al esqueleto de arabinoglactano-péptidoglicano [17], [18], [19]. Su estructura molecular consta de
una cadena principal, denominada &cido meromicélico (C50-C60), con una cadena de alquilo en
posicion a (con una longitud de entre C22 y C26, dependiendo de la especie micobacteriana) y un

grupo hidroxilo en posicion B.

Si bien se ha estudiado intensamente la biogénesis de las distintas moléculas que forman
parte de la envoltura celular, se sabe mucho menos de su organizacion fisica y se han planteado
diversos modelos para la organizacion de la misma [20], [21]. Recientemente, se analiz6 la
organizacion fisica de los lipidos de la envoltura de M. smegmatis y M. bovis utilizando una técnica
de tomografia crio electronica, confirmando que las micobacterias poseen una membrana externa en

forma de bicapa lipidica, constando de una capa externa moderadamente fluida, constituida por los

5
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lipidos extraibles, y de una capa interna de extremadamente baja fluidez, donde se localizan los
acidos micdlicos y otros lipidos apolares [22].

2.2 Biosintesis de acidos grasos en bacterias

2.2.1 Consideraciones generales

Los lipidos son constituyentes fundamentales de todas las células por ser componentes
estructurales de las membranas. Ademas, constituyen una fuente de reservas de carbono y energia.
Una célula puede hacer muchos tipos diferentes de lipidos, algunos de los cuales se sintetizan s6lo
bajo ciertas condiciones o tienen funciones especializadas. En consecuencia, la biosintesis de
lipidos constituye una de las vias de sintesis principales en todas las células [3].

La biosintesis de acidos grasos es el primer paso en la formacién de los lipidos de membrana
y es esencial para todas las células, excepto para las Archeas, cuyos lipidos de membrana estan
compuestos por éteres de glicerol con cadenas isoprenoides [23].

En Escherichia coli, los &cidos grasos se sintetizan a partir de unidades de dos atomos de
carbono mediante la ayuda de una proteina transportadora de acilos ACP (de su sigla en inglés Acyl
Carrier Protein) [3]. El primer paso consiste en la carboxilacion de una molécula de acetil-CoA
mediante una acetil-CoA carboxilasa (ACC) para formar malonil-CoA, que quedaréa disponible para
las demas enzimas de la via una vez que se convierta en malonil-ACP por la malonil-CoA:ACP
transacilasa (FabD). Los pasos de elongacion posteriores consisten en series sucesivas de adicién de
unidades de dos carbonos a la cadena acilo creciente que se encuentra unida covalentemente a ACP.
El primer paso en la elongacion comienza por una condensacion de tipo Claisen de malonil-ACP
con acetil-CoA catalizada por la enzima condensante B-cetoacil-ACP sintetasa 11l o FabH para
formar B-cetoacil-ACP. Los ciclos adicionales de elongacion de la via son catalizados por las
enzimas condensantes FabF-FabB, que condensan malonil-ACP con la cadena acil-ACP de a dos
carbonos en cada ciclo. Este paso es irreversible y por lo tanto un punto importante de regulacion de
la via. El ciclo se completa con la reduccion, deshidratacion y nueva reduccion del grupo B -ceto
mediante tres enzimas: la p-cetoacil-ACP reductasa, nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH) dependiente (0 FabG), B-hidroxiacil-ACP dehidratasa (FabZ o FabA) y enoil-ACP
reductasa (dependiente de NADPH o NADH, Fabl o FabL, respectivmente). Cuando se completa
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cada ciclo, la cadena acilada es transferida a la ceto-sintetasa para recomenzar el proximo ciclo [24]
(Figura 2).

bicarbanato acetd-CoA rhalenil-CoA

o o
HCO; + H,C-G-SCoA ;9-&—- DOC-CH,-&-SCoh FabD
& A
ATP  ADP+R ACP
it it
HiC —C—ACP HOOC—CH,—C—ACP 4 CoA
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COy
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1 I
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Figura 2. Biosintesis esquematica de palmitato (Cys). La condensacion de acetil-ACP y malonil-ACP forma aceto-
acetil-ACP. Cada adicion sucesiva de una unidad acetilo proviene del malonil-ACP. Se esquematizan los pasos de

reduccion, deshidratacion, reduccion del grupo B-ceto en la via de sintesis de &cidos grasos catalizados por las enzimas
FabG. FabZ/FabA v Fabl/FabL. respectivamente 21 [31.

Sin embargo, aunque el paradigma de E. coli provee informacion soélida para diferentes
sistemas de estudio, los detalles bioguimicos de cada via de sintesis de lipidos en particular no

pueden ser inferidos a partir de este sistema. Asi, por ejemplo, existen diferencias relevantes entre
E. coli y actinomicetes [25].

2.2.2 Las Sintetasas de Acidos grasos

En base a las caracteristicas estructurales y funcionales de las proteinas que componen las

sintetasas de &cidos grasos (denominadas de aqui en mas FAS, por su sigla en inglés Fatty Acid
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Synthetase), estos sistemas se clasifican en tipo | o tipo Il (FASI y FASII). FASII consiste en un
sistema formado por enzimas disociadas altamente conservadas codificadas por genes separados.
Este sistema se encuentra en bacterias y parasitos y también en mitocondrias y cloroplastos de
células eucariotas y es capaz de sintetizar acidos grasos de novo (excepto en bacterias productoras
de &cidos micolicos) a partir de acetil-CoA [26, 27]. El sistema FASI tipico consiste en una proteina
multifuncional que contiene todos los dominios cataliticos en un polipéptido. Este sistema es tipico
de eucariotas [28] (pero no de plantas) y también se encuentra en procariotas actinomicetes
productores de &cidos micolicos [29].

Los sistemas FASI pueden ser sub-divididos de acuerdo a la organizacién de sus dominios y
al estado de oligomerizacion , [30]. FASI de Mycobacterium y Corynebacterium es un hexamero
con una distribucion de dominios que difiere de la de FASI de animales [28]. Ademas FASI de
animales libera acidos grasos libres mediante un clivaje hidrolitico catalizado por una tioesterasa,
mientras que FASI de micobacterias y corinebacterias (también de levaduras), utiliza una actividad
malonil/palmitoil transferasa para realizar una transacilacién de palmitato (u otro producto final)
hasta ACP. Estos Acil-ACP ingresaran luego a FASII para ser elongados y proseguir en la via de
sintesis de los acidos micélicos [31] [32] (Figura 3). La elongacion de los acil-CoAs por FASI tiene
un comportamiento bimodal, es decir, produce acidos grasos C16-C18 (que serviran de precursores
para FASII y para la sintesis de fosfolipidos) y C22-C26 (que formaran la ramificacion en o del

acido micolico). Esta es una caracteristica exclusiva de FASI de micobacterias [33, 34].



Introduccion

" T
- n=14-20 .
- H‘"‘\
/ . \
o o
= NH
o F-ceto acl W . Enoll-ACP I
Ve WCC-" "\\ WM — acoanmea n sACP "\\ reductasa (ima) e
V n+2 \ [HasAE) ns2 \ -
o o o o o <
gl AL Fasd W HUL FASI W .
T Cod n CoA n SACP T SACP
\ oH O 4 oH O /}
\ cotn ac
e w _,./ Fce W B _ [F-nidroxiact
- n Ced ﬁcpazd;ﬁmasa n SACP ACP gehidratasa
[Mana) (HalAB/HadEC)
| DesA1?
| DesA2?
| CSAMS
1

Cadenao (C26) Acioo Meromicolcd (C5E)

PE513

cmra

mMmg'um_Mﬁu'mM r.av»._,auh_,ww\_,-\ro:‘l

W,
e e e i o oy B

Figura 3: Biosintesis de &cidos micdlicos y &cidos grasos en micobacterias. La contribucion de FASI y
FASII en la sintesis de acidos micolicos se muestra en rojo y azul, respectivamente. El sitio de inhibicion de

FASII de distintos compuestos antimicobacterianos se encuentra resaltado en violeta.

En M. tuberculosis, la enzima -cetoacil-ACP sintasa I1l, MtFabH (Rv0533c) conecta FASI y
FASII, catalizando la condensacion de los acil-CoAs provenientes de FASI con malonil-ACP [35].
De esta manera, el sustrato inicial de FASII es un B- cetoacil-ACP de cadena mediana. Luego este
sustrato es reducido por la B-cetoacil-ACP reductasa MabA (Rv1483), deshidratado por las
hidroxiacil-ACP deshidratasas HadAB (Rv0635-0636) y HadBC (Rv0636-0637) y reducido por la
enoil-ACP reductasa InhA (Rv1484) [36] [37, 38]. Las B- cetoacil-ACP sintasas KasA (Rv2245) y
KasB (Rv2246) catalizan la condensacién con unidades de malonil-ACP para continuar con la
extension [39, 40]. Una vez sintetizado el acido meromicolico la enzima Pks13 (Rv3800c) es la
encargada de realizar la condensacion de éste con un &cido graso de 22C-26C (dependiendo de la
especie) proveniente de FASI dando como producto un intermediario B-cetoacil &cido graso [41]

que luego es reducido por la reductasa CmrA (Rv2509) para dar el &cido mic6lico maduro [42] que
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posteriormente serd transportado a la pared y transferido a un aceptor final como el arabino
galactano o la trehalosa.

2.2.3.Acidos grasos insaturados. Vias de sintesis

Las membranas biolégicas forman una barrera que permite una compartimentalizacion de los
procesos bioquimicos de las células [43]. Para mantener sus funciones activas, las bicapas lipidicas
deben mantener un estado dindmico adecuado, ain ante cambios ambientales que pueden alterar su
fluidez correcta [44]. Esto se logra mediante una reestructuracion de la composicion de los lipidos
que la componen. A través de la sintesis de una combinacion adecuada de cadenas aciladas y
cabezas polares, los organismos pueden mantener los lipidos de membrana en un estado lamelar
cristalino y evitar la formacion de un estado lamelar en gel [45]. Una de las adaptaciones mas
relevantes ante los cambios de temperatura, pH, actividad de agua, concentracion de oxigeno y
otros factores ambientales, es la proporcién de insaturaciones en los acidos grasos [46]. Otra
adaptacion importante para mantener un desorden molecular en las membranas biolégicas es la
ramificacion de los acidos grasos como en B. subtilis, o Listeria monocytogenes [47-53].

Los &cidos grasos insaturados (AGI), usualmente en configuracién cis [54], tienen una
temperatura de transicion mucho menor que los acidos grasos saturados (AGS) debido a que
producen un impedimento estérico provocado por la torcedura que genera la cadena que contiene el
doble enlace cis, lo que lleva en Gltima instancia a un empaquetamiento menos rigido de las cadenas
aciladas de los fosfolipidos y en consecuencia a una mayor fluidez. Por lo tanto, ademas de su rol
estructural, los AGI son moléculas clave en la regulacion de la fluidez de membrana y ademas
resultan cruciales en procesos de sefializacion celular desde bacterias hasta humanos. [55].

La mayoria de los organismos (a excepcion de algunas bacterias) tienen FAS que s6lo pueden
producir acidos grasos saturados. Para la sintesis de AGI existen dos mecanismos mayoritarios:
muchos procariotas, incluyendo a E. coli, sintetizan AGI por una via anaerdbica mientras que otros
organismos utilizan una via de desaturacion dependiente de oxigeno [56].

La via anaerdbica de E. coli requiere de dos enzimas clave: FabA y FabB. FabA es una -
hidroxi decanoil deshidratasa/isomerasa que introduce dobles enlaces cis en un intermediario de 10
carbonos. FabB es una 3-cetoacil ACP sintetasa que cataliza la elongacion del acido graso en
sintesis mediante la adicion de unidades de dos carbonos, derivados de acetil Coenzima A [57, 58].

E coli tiene tres enzimas de este tipo: FabB, FabF y FabH [59] . La ausencia de FabB produce
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auxotrofia para AGI, por lo tanto, esto indica que esta enzima cataliza un paso en la via de sintesis
gue no puede ser catalizado por FabF (ni por FabH, que sintetiza solamente acil-ACPs de cadena
corta) [60]. FabB, entonces, elonga el producto de FabA hasta producir un intermediario de 12
carbonos, mientras que FabF se requiere para la sintesis de especies de 16 y 18 carbonos de longitud
[61, 62] (figura 2).

Con el advenimiento de la secuenciacion genémica se descubri6 que los genomas que tenian
genes con homologia a FabA y FabB de E. coli estaban restringidos a las o y y-proteobacterias. La
ausencia de estos genes en algunos genomas se podia explicar por la ausencia de AGI en aquellos
organismos. Sin embargo, en otros casos parecia que estos genes se habian perdido de los genomas,
como en el caso de varios clostridios [63]. Existen casos particulares como el de Streptococcus
pneumoniae que posee una isomerasa que carece de actividad dehidratasa (FabM) [64], mientras
que Enterococcus faecalis posee homélogos funcionales de FabA y FabB que se parecen mas en
secuencia a FabZ y FabF que a los anteriores [65]. Por lo tanto, parece que las diferencias con el

modelo de E. coli radican mas en el tipo de proteinas que en la quimica de las reacciones.

La via de sintesis aerdbica es llevada a cabo por desaturasas de &cidos grasos. Las
desaturasas son proteinas que contienen un centro di-hierro no heminico y comprenden una familia
de enzimas que se encuentran en todas las células eucariotas [66-68], asi como también en
procariotas como cianobacterias, micobacterias y pseudomonas [63, 69, 70]. La reaccion catalizada
por estas enzimas es una desaturacion dependiente de oxigeno de la cadena completa de un AGS
(ya sea que ésta se encuentre como un acil-tioéster o como un &cido graso de un fosfolipido) y

requiere una cadena de transporte de electrones especifica, ademas de un donador de electrones.

2.2.4 Desaturasas.

2.2.4.1.Clasificacion. Generalidades.

Las desaturasas han evolucionado a partir de dos linajes diferentes dando origen a dos grupos
definidos [71]: desaturasas de acidos grasos esterificados a ACP o acil-ACP desaturasas; enzimas
solubles que se localizan principalmente en el estroma de plastidios de plantas superiores y
desaturasas integrales de membrana que reconocen cadenas aciladas que se encuentran esterificadas

a Coenzima A o a fosfolipidos, denominadas respectivamente acil-CoA o acil-lipido desaturasas.
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Este grupo de enzimas se encuentra ampliamente distribuido y se localiza en sistemas de
endomembranas en eucariotas y también en procariotas [72].

La disponibilidad de estructuras cristalogréficas de acil-ACP desaturasas, como la 18:0 A°
desaturasa de Ricinus communis [73, 74] y la desaturasa bifuncional de Hedera hélix [75, 76],
permitio el estudio de estructura-funcion de estas proteinas. Las acil-ACP desaturasas son proteinas
homodiméricas con cada monémero plegado en un Gnico dominio compuesto por nueve hélices. El
sitio activo di-hierro se encuentra inmerso en un bolsillo cubierto por cuatro hélices y un canal
hidrofébico estrecho en el cual se acomoda el sustrato. Las desaturasas llevan a cabo una reaccion
que es altamente estereo y regioselectiva .

Debido a las dificultades técnicas que conlleva la obtencion de cantidades significativas de
una proteina de membrana pura para su analisis, el entendimiento de las acil-CoA y acil-lipido
desaturasas es comparativamente menor con respecto a las desaturasas solubles. Es por ello que los
enfoques genéticos han sido de mayor utilidad que los enfoques bioquimicos en el estudio de estas
enzimas [72]. Asi, el andlisis de la secuencia de aminoacidos correspondiente a genes de estas
proteinas, muestra la ausencia del motivo de union a hierro encontrado en las desaturasas solubles.
En cambio, se encuentran varias histidinas conservadas en posiciones equivalentes en los dominios
transmembrana. Este grupo de ocho histidinas conservadas comprende un motivo tripartito HXs.
yHX7-ayHX 25HHX 61189 (H/Q) X 2-5HH que se ha identificado en la mayoria de las desaturasas
de membrana. Experimentos de mutagénesis sitio dirigida han demostrado que estas histidinas son
esenciales para la catalisis [77-79]. Debido a la esencialidad de estos aminoécidos y a su
localizacién en la cara citoplasmatica de la membrana, es que se ha propuesto gque estas histidinas
estan involucradas en la coordinacién del centro de metal del sitio activo [78-80]. Un grupo de ocho
histidinas conservadas se ha identificado también en dos monooxigenasas de Pseudomonas, AlkB y
XylM, enzimas que median la hidroxilacion de alcanos y xilanos, respectivamente [78, 81]. La
identificacion de este motivo conservado en diferentes proteinas implica que estos grupos estan
evolutivamente relacionados y se podria esperar que compartan mecanismos quimicos. Por ejemplo,
Lesquerella fendleri posee una 12-hidroxilasa bifuncional, que act(a parcialmete como desaturasa y

parcialmente como hidroxilasa [82].
En cuanto al reconocimiento de un sustrato especifico, las desaturasas tienen la habilidad de

detectar tanto el nimero de carbonos como la posicion donde se insertara el doble enlace. En este

sentido, cada desaturasa tiene una especificidad diferente para la longitud de cadena de su sustrato.
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Por ejemplo, las A®-18:0-ACP desaturasas son aproximadamente 100 veces mas activas con 18:0-
ACP que con 16:0-ACP, aunque también son capaces de reconocer a este sustrato [83-87].

En relacion a la posicion del doble enlace, existen tres tipos de regioselectividad que es la
caracteristica que define la posicion de la insaturacion [4, 88]. Las desaturasas con regioselectividad
Ax introducen el primer doble enlace x atomos de carbono desde el extremo carboxilo terminal del
acido graso. Las desaturasas Ay, insertan un doble enlace en una posicidn y respecto del extremo
metilo de la cadena acilada. Finalmente, las desatuasas v+z requieren de un doble enlace
preexistente como punto de referencia (v) y generan un nuevo doble enlace z &tomos de carbono
mas alejados en la cadena. Estos modos de regioselectividad no son mutuamente excluyentes; tal es
el caso de varias desaturasas bifuncionales como las A12/ A3 desaturasas de hongos [89-92]. Una
consecuencia interesante de la existencia de desaturasas bi- 0 multi-funcionales es que se presentan
en el organismo con un rango de actividades biosintéticas potenciales segin su expresion en
diferentes tejidos o condiciones de crecimiento o bien segin la disponibilidad de sustratos
diferentes [93]. Ademas, la existencia de desaturasas solubles y/o de membrana no resulta una
condicién excluyente. El alga unicelular Euglena gracilis, constituye un caso particular de estudio
porque posee los dos tipos de desaturasas descriptos y utiliza uno u otro sistema en respuesta a las
condiciones medioambientales. Condiciones de crecimiento fotoaoutotrofico resultan en la
acumulacion de la desaturasa soluble acil-ACP, mientras que el crecimiento heterotrofico favorece
la acumulacion de la acil-CoA desaturasa de membrana [94]. Independientemente de su
localizacién subcelular, ambas desaturasas comparten caracteristicas comunes. Las dos llevan a
cabo una desaturacion estereoespecifica A9 de un sustrato de 18 atomos de carbono [95, 96], ambas
requieren oxigeno molecular [97, 98] y una cadena de transporte de electrones [99]. Ambas

reacciones son inhibidas por cianuro pero no por monoéxido de carbono [100-103].

2.2.4.2. Reaccion de desaturacion

Como se mencion6 anteriormente, las desaturasas son enzimas que llevan a cabo reacciones
de deshidrogenacion que resultan en la introduccion de dobles enlaces en cadenas aciladas. Para
lograr esta reaccion, las desaturasas reclutan y activan al oxigeno molecular utilizando el centro di-
hierro de su sitio activo (Figura 4). El centro di-hierro es comin a otras proteinas como metano

monooxigenasas, ribonucleotido reductasas y otras oxidasas [104].
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Para la formacion de un doble enlace se requieren dos electrones. Estos electrones son
suplidos por dos sistemas de transporte de electrones funcionalmente equivalentes, uno en plastidios
y otro en sistemas de endomembranas (como reticulo endoplasmico). Estos sistemas son especificos
de compartimientos subcelulares pero no de tipo de desaturasa. Durante la reaccion de desaturacion
un par de electrones provenientes de NADPH o NADH son transferidos simultdneamente a una
flavoproteina que actGa como reductora y los libera de a uno por vez hacia una proteina capaz de
transportar solo un electron. Dos moléculas reducidas de esta proteina transfieren luego los
electrones de manera secuencial a la desaturasa para la catélisis. En el caso de las acil-ACP
desaturasas la fuente de equivalentes de reduccion es el NADPH, la flavoproteina es la
ferredoxina-NADP+ oxidoreductasa, y el transportador de electrones es la proteina con centro
2Fe-2S, ferredoxina (Figura 4) [105-107]. Para las Acil-CoA desaturasas de reticulo
endoplasmico, los equivalentes de reduccion son suministrados por el NADH, la flavoproteina es la

citocromo bs reductasa y el transportador de electrones, la proteina heminica citocromo bs [108-

110].
a I o
/WM\QW R
O+ 2H
Das
2H,0
‘,:’ Figura 4. (a) Esquema de una reaccion de
AMJ\J'N\A‘“—R desaturacion dependiente de oxigeno. Se
trata de una deshidrogenacion dependiente
de 2 e y oxigeno molecular en una cadena
red ox d 18:0-ACP .
NADP* FNR 2Fd Dese o acilada, que resulta en un doble enlace en
2 posicion cis [1]. (b) Cadena de transporte
de electrones de una desaturasa A%-18:0-
ACP. FNR: ferredoxina-NADP+
2H,0 oxidoreductasa; Fd"™: Ferredoxina
NADP(H) FNRe 2Fdr Desox 18:1A°-ACP reducida; Fd”™: Ferredoxina oxidada.
Des™: desaturasas reducida; Des™:
b I desaturasa oxidada [44]
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2.3. Regulacion de la sintesis de acidos grasos insaturados en

organismos que poseen desaturasas.

El estudio sobre la regulacion de las acil desaturasas de diferentes organismos converge en
dos conceptos importantes: a) que las propiedades fisicas de las membranas pueden activar vias de
transduccion de sefiales que controlen la expresion de los genes de las desaturasas y b) que los AGI,
producto de estas enzimas actien como moléculas de sefializacion negativas que apaguen el sistema
[55]. A continuacion se describen los modelos regulatorios de tres organismos que poseen

desaturasas: B. subtilis, P. aeruginosa y Saccharomyces cerevisiae.

2.3.1 Sistema DesK-DesR de B. subtilis

B. subtilis posee solo una desaturasa Des codificada por el gen des [111]. Esta desaturasa
cataliza la introduccién de un doble enlace cis en la posicion A5 de un &cido graso saturado
previamente esterificado a fosfolipidos de membrana. La transcripcién de des aumenta en respuesta
a un descenso en la temperatura [111, 112] y su expresién esta regulada por un sistema de dos
componentes canonico gque consta de una histidin quinasa DesK y de un regulador de respuesta
DesR [113]. DesK contiene cinco hélices transmembrana y un dominio citoplasmatico C-terminal
gue contiene el dominio quinasa. Este dominio es capaz de autofosforilarse en una histidina
conservada en posicion 188 en respuesta a cambios en la fluidez de membrana [114]. Cuando
incrementa la proporcién de lipidos ordenados, ya sea por una disminucién de temperatura o por
crecimiento en medios pobres, se favorece el estado quinasa. La quinasa fosforilada transfiere el
grupo fosfato al un aspartato en posicion 54 del regulador DesR, lo que provoca un cambio
conformacional del mismo que expone asi el dominio de unién a ADN (HTH), permitiendo la
interaccién con el promotor de la desaturasa. Entonces, se recluta a la ARN polimerasa activando su

transcripcion y la sintesis de la A5-desaturasa [115, 116].
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2.3.2 Sistema OLE1 de Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae, al igual que B. subtilis posee una Unica desaturasa, Olel que introduce dobles
enlaces en posicion A9 de &cidos grasos esterificados a CoA [117, 118]. Olel se localiza en el
reticulo endoplasmatico (RE), donde se encuentra la mayor parte de la maquinaria de sintesis de
lipidos. En esta organela se desaturan acidos grasos lineales de 16 y 18 carbonos de longitud,
originando como productos acidos palmitoleico y oleico, respectivamente, que luego son
distribuidos a las membranas de los sistemas celulares y comprenden mas del 70% del total de
acidos grasos de la célula. El gen olel se encuentra altamente regulado en respuesta a varias sefiales
medioambientales. Su transcripcién se activa a baja temperatura [118] y bajo condiciones de
hipoxia [119]. Como la reaccion de desaturacion utiliza oxigeno como aceptor de electrones, la
inducciéon de olel bajo condiciones de hipoxia seria una respuesta a una falta de AGI en
condiciones de limitacion se sustratos [120, 121]. Se requieren ademas dos factores de transcripcion
para la transcripcion de olel: SPT23 y MGA2. Spt23p y Mga2p se sintetizan inicialmente como
precursores inactivos, anclados a la membrana del RE mediante un segmento transmembrana en el
extremo C-terminal. Estos segmentos transmembrana son clivados por un proceso dependiente de
ubiquitin/proteasoma y los dominios solubles N-terminales son transportados hacia el nicleo donde
promueven la transcripcion de olel [122-124]. Bajo condiciones de crecimiento dptimas, mutantes
Unicas en ambos genes activan normalmente la transcripcion de olel[125, 126]. Sin embargo,
MGAZ2 es esencial para tal fin bajo condiciones de hipoxia y descenso de la temperatura [120, 126].
Ademas, el procesamiento de Mga2p se induce durante una deplecién de oxigeno [127]. Por otra
parte la transcripcion de olelse reprime en presencia de AGI. El grado de inhibicién aumenta con el
descenso del punto de fusion del 4cido graso agregado [128, 129]. Los AGI también incrementan la
desestabilizacion del ARNm de olel por un mecanismo que involucra la regiéon 5 UTR del ARNm
y que es mediado por el exosoma [130-132]. Es interesante remarcar que el clivaje de Spt23p and
Mga2p y por lo tanto la generacion de los correspondientes factores de transcripcion activos,
también se ve afectado por los AGI. En condiciones normales, la adicion de AGI bloquea casi
completamente el clivaje de Spt23p, mientras que el clivaje de Mga2p se ve menos afectado [122,
127].
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2.3.3 Sistema DesA-DesB de Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa posee la clasica via anaerdbica de sintesis de AGI y ademas dos
desaturasas dependientes de oxigeno para el mismo fin, DesA y DesB. DesA es homologa en
secuencia a las desaturasas de B. subtilis y S. cerevisiae, mientras que DesB solamente encuentra
homologia con la desaturasa DesA3 de M. tuberculosis. Ademas los genes adyacentes a ambas
desaturasas codifican para dxidoreductasas, que se necesitan para el transporte de electrones durante
la reaccion de desaturacion [133].

DesA es una desaturasa A9 de acido palmitico que introduce el doble enlace en la cadena
acilada esterificada en la posicion 2 del glicerol de fosfatidiletanolamina. Por su parte, DesB
funciona como una desaturasa de acidos grasos exogenos, lo que queda demostrado porque el
agregado de AGS de 16 y 18 carbonos de longitud al medio de cultivo de una doble mutante AfabA
AdesA, es suficiente para recuperar el crecimiento de la misma [133]. De esta manera se plantea que
DesA complementa la via FabA/FabB en condiciones de aerobiosis y le permite a la bacteria un
mayor crecimiento. Por otra parte, en presencia tanto de oxigeno, como de AGS, la via DesB
también es funcional, aunque el crecimiento es menor en ausencia de las otras vias [63, 133].

En cuanto a la regulacion de la sintesis de AGI en esta bacteria, corriente arriba de DesC (la
Oxidoreductasa de DesB) se codifica DesT un represor de la familia TetR, que tiene la capacidad de
unirse a una secuencia palindromica de ADN que se encuentra en los promotores de los operones
desBC y fabAB, cuando se encuentra unido a acil-CoAs. La unién a acil-CoAs saturados e
insaturados tiene la misma afinidad, pero cuando DesT se encuentra unido a un AGI-CoA, se une
con mayor fuerza a sus respectivos promotores blanco, reprimiendo la transcripcion de los mismos
[70, 134]. Ademas DesT tiene una mayor afinidad por el promotor de desBC que de fabAB. La
habilidad de DesT de sensar el pool de acil-CoA celular y ajustar la expresion génica en base al la
proporcion de AGI:AGS, proporciona un sistema elegante del balance en la produccion de AGI por

las dos vias disponibles [135].

2.4 Antecedentes sobre sistemas desaturantes en micobacterias.

Se han descripto en la bibliografia tres sistemas desaturantes en micobacterias, en M. plhei

[136-138], en M. smegmatis [139] y en M. tuberculosis [140]. Estos trabajos tienen un enfoque

17



Introduccion

principalmente bioquimico que describe las caracteristicas de los sistemas en general, focalizdndose
principalmente en la naturaleza de los productos obtenidos, en los cofactores necesarios para la
reaccion y en la localizacion subcelular de las enzimas que llevan a cabo dichas actividades
desaturantes. Sin embargo, hasta el momento no se han realizado enfoques genéticos, ni se ha
trabajado con las desaturasas propiamente dichas.

En M. plhei se determiné en primera instancia que el &cido estearico origina el acido oleico y
que este Gltimo da origen al &cido 10-metilestearico o acido tuberculostearico [137]. Luego se
demostrod que esta especie posee una desaturasa que se localiza en la fraccion de membranas y que
utiliza como sustratos palmitoil-CoA vy estearoil-CoA dando como productos los &cidos
palmitoleico y oleico, respectivamente. De esto se deduce la regioselectividad de esta fraccion
enzimatica como A9. Ademas en este mismo trabajo se determina la dependencia de la reaccion de
iones hierro y NADPH como donador de electrones [138]. Mas tarde se report6 la presencia de una
NADPH-citocromo ¢ reductasa dependiente de FAD y un intermediario desconocido y sensible al
cianuro [136].

En M. smegmatis se describio un sistema desaturante soluble compuesto por una desaturasa
de &cidos grasos de cadena larga (principalmente 22C-24C) que introduce una insaturacion en
posicion A15 de C24:0 en presencia de oxigeno molecular y NADPH. Ademéas componen el sistema
una oxidasa dependiente de NADPH y una ferredoxina. Este sistema e inhibe por FMN e iones
hierro [139].

Por ultimo, en M. tuberculosis se determind que la proteina DesA3 es la responsable de la
desaturacién de los derivados de CoA de los acidos palmitico y estedrico para dar como productos
acidos palmitoleico y oleico, respectivamente, siendo entonces una A9 palmitoil/estearoil-
desaturasa. Esta enzima se localiza en la fraccién de membranas y utiliza como 6xido-reductasa la
proteina codificada corriente arriba de la misma que es NADPH dependiente. Sin embargo, en este
trabajo no se determina el donador de electrones [140].

Es interesante remarcar que existe un sesgo en cuanto a la regioselectividad determinada de
las enzimas de los tres sistemas descriptos, debido a que se utilizan acidos grasos puntuales en los
ensayos de actividad enzimatica, dejando abierta la posibilidad de que estas desaturasas sean
capaces de introducir dobles enlaces en acidos grasos de diferentes longitudes de cadena de las

descriptas.
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3. OBJETIVOS

3.1.1 OBJETIVO GENERAL.

e Estudiar las vias de sintesis de &cidos grasos insaturados en Mycobacterium
smegmatis mc?155 y M. tuberculosis y analizar el efecto de factores ambientales
sobre las mismas.

3.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Evaluar el efecto de los cambios de temperatura sobre el crecimiento de M.
smegmatis mc?155.

e Evaluar el efecto de los cambios de temperatura sobre la composicion lipidica de
M. smegmatis mc®155.

e Analizar la expresion transcripcional de las regiones promotoras de los genes
relacionados con la sintesis de acidos grasos insaturados.

e Elucidar la funcion bioldgica de los genes que codifican para desaturasas en el
genoma de M. smegmatis mc?155 y relacionarlo con la desaturasa de M.
tuberculosis.

e Evaluar el efecto de la droga isoxil sobre la fisiologia de M. smegmatis mc?155.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Cepas bacterianas

Las cepas utilizadas en este trabajo de tesis fueron M. smegmatis mc*155 y M. tuberculosis
H37Rv. Para la manipulacién de ADN y construccién de vectores se utilizé la cepa de E. coli DH5a
(F endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG @80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169,
hsdR17(r« mg’), ).

4.2 Medios de cultivo

Para el crecimiento de M. smegmatis mc®155 y sus cepas derivadas y M. tuberculosis H37Rv,
se utilizé el medio Middlebrook 7H9 en tres variantes: 7H9-glicerol 0,5% v/v - ADS/OADS/PADS
10% v/v (albimina, dextrosa, cloruro de sodio/acido oleico, albdmina, dextrosa, cloruro de sodio/
acido palmitoleico, albimina, dextrosa, cloruro de sodio) con o sin el agregado de agar 1,5%.
También se utilizo el medio 7H9-Succinato de sodio 0,2%. Ademas se utilizd el tensioactivo Triton
WR 1339 (0.25 % Vv/v).

Para el crecimiento de E. coli DH5a se utilizo medio Luria-Bertani.

Caldo Middlebrook 7H9, (composicion en g/l)

(NH,4),SO,4 0,50
Na(HPO,) 2,50
K(H.POJ) 1,00
Citrato de sodio 0,10
MgSO, 0,05
CaCl, 0,005
ZnS0O, 0,001
CuSO, 0,001
Citrato férrico amonico 0,04
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Acido I-glutdmico
Piridoxina

Biotina

ADS
Albumina
Dextrosa

NaCl

OADS
Albumina
Dextrosa
NaCl

Acido oleico

PADS
Albumina
Dextrosa
NaCl

Acido palmitoleico

Preparacién de um litro de medio 7H9 ADS sélido:

0,50
0,001

0,0005

5% p/v
2% plv

0,81% piv

5% plv
2% p/v
0,81% plv

0,6% v/v

5% plv
2% plv
0,81% pl/v

10% v/v

Agua destilada

890ml

Materiales y Métodos
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7H9 4,79
ADS 100ml
Glicerol 50% 10ml
Agar 15¢g

El suplemento ADS es agregado al medio base previamente esterilizado por autoclavado.
Para preparar 7TH9 OADS/PADS se reemplaza el ADS por OADS /PADS.

Medio liguido 7H9 ADS Glicerol Tritén WR1339 (7H9 ADS-G-T) (composicién por
litro):

Agua destilada 890ml
7H9 4,79
ADS 100ml
Glicerol 50%  vi/v 10ml
Triton WR1339 25% iml

Los medios suplementados con ADS/OADS/PADS, glicerol y tritén se denominan: 7H9-
ADS-G-T, 7TH9-OADS-G-T y 7TH9-PADS-G-T, respectivamente.

Medio liguido 7H9 Succinato Triton WR1339 (7H9-Succ-T) (composicion por litro):

Agua destilada 890ml
7H9 4,79
Succinato de Na 20% (v/v) 100ml
Triton WR1339 25% Iml
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Luria-Bertani (LB)

Agua destilada 1000ml
NaCl 10g
Extracto de levadura 59
Triptona 10g
Medio GYT

Agua destilada 900ml
Glicerol 100ml
Extracto de levadura 1,25¢
Triptona 2,59

4.3 Antimicrobianos

Se utilizaron los antibiéticos Kanamicina (20 pg/mL para M. smegmatis mc?155 y 50 pg/mL
para E. coli DH5a), Ampicilina (100 pg/mL para E. coli DH5a), Higromicina (50 pg/mL para M.
smegmatis mc?155 y 150 pg/mL para E. coli DH5a), Espectinomicina (100 pg/mL para E. coli
DH5a), Estreptomicina (20 pg/mL para M. smegmatis mc®155), Isoxil (10, 20, 50, 100 y 200
pg/mL para M. smegmatis mc®155), Rifampicina (16, 32, 64, 128, 256 pg/mL para M. smegmatis
mc?155), Cristal Violeta (4, 8, 16, 32, 64 ug/mL para M. smegmatis mc?155), Novobiocina (32, 64,
128, 256, 512 pg/mL para M. smegmatis mc155) y Tiacetazona (10, 20, 50, 100 y 200 pg/mL para

M. smegmatis mc®155).
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4.4 Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (Cl1Mago)

La CIMoo, cantidad minima de droga que inhibe el crecimiento del 99% del in6culo
sembrado, fue determinada sembrando una dilucién (equivalente a 10° células
aproximadamente) de cultivos saturados de las distintas cepas crecidos a 37°C, en medio
solido 7H9-ADS sin antibidticos o suplementado con concentraciones crecientes de los
antibiéticos en estudio. Los resultados fueron leidos luego de incubar las placas por 5-7
dias.

4.5 Vectores de clonado y expresion

Para el clonado de genes se utilizo el plasmido pCR®-Blunt 1I-TOPO® (inVitrogen).

Para la determinacion de actividad promotora se utiliz6 el vector lanzadera pSM128 que tiene
un gen de resistencia a espectinomicina que permite su seleccion en E. coli y uno de resistencia a
estreptomicina que permite lo propio en M. smegmatis. Ademas este vector posee el gen lacZ
corriente abajo del sitio de clonado, lo que permite que este gen se exprese bajo el control del

promotor en estudio. Su expresion se mide mediante un ensayo de actividad B-galactosidasa.

Para la construccion de la cepa delecional en MSMEG_1886 se utilizd el sistema de
“recombineering” [141] que consiste en la recombinacion de un fragmento de ADN lineal (que
contiene dos regiones homdlogas al cromosoma y un cassette de resistencia a higromicina) en la
zona del cromosoma de M. smegmatis donde haya homologia, mediante las proteinas de
recombinacion gp60 y gp61 del micobacteriofago Che9c. Estas proteinas se encuentran codificadas
en el plasmido pJV53, cuya expresién es regulada por acetamida. El vector utilizado para la
construccion del fragmento de recombinacion fue pLITMUS 28.G (New England BioLabs® Inc.).
El cassette de higromicina utilizado para esta construccién fue extraido por corte con enzimas de

restriccion del plasmido pHp45Q.

Los genes de las desaturasas de M. smegmatis mc?155 fueron expresados en el vector
pPLAM12 [141]. Este plasmido permite clonar genes bajo el control de un promotor inducible por

acetamida y posee un cassette de resistencia a kanamicina que permite su seleccion.

Para la construccion de los ARNm antisentido de las desaturasas de M. smegmatis, se utilizo
el vector replicativo pML2031[142]. Este vector posee un promotor inducible por nitrilos y dos

cassettes de resistencia antibidtica, uno de higromicina y uno de kanamicina.
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Plasmido Caracteristicas relevantes Fuente
pCR®-Blunt II-TOPO® | Vector de clonado inVitrogen
pLITMUS G.28 Vector de clonado NEB
pSM128 Vector lanzadera. Contiene el gen LacZ. Serie pJEM [143].
pSMP1886 pSM128 con regién promotora de MSMEG_1886 Esta tesis
pSMP1885 pSM128 con region promotora de MSMEG_1885 Esta tesis
pPSMP1211 pSM128 con region promotora de MSMEG_1211 Esta tesis
pSMP1742 pSM128 conregion promotora de MSMEG_1742 Esta tesis
pSMP1743 pSM128 con region promotora de MSMEG_1743 Esta tesis
pSMP6835 pSM128 con region promotora de MSMEG_6835 Esta tesis
pSMP6836 pSM128 con region promotora de MSMEG_6836 Esta tesis

Contiene las proteinas recombinogénicas del fago Che9 (gp60-gp61) bajo el control
PIV=3 del promotor acetmidasa. [144]
pHP45Q Contiene el cassette de higromicina de Streptomyces hygroscopicusVer especie [145]
pLITA1886 pLITMUS G.28 con fragmento de recombineering para delecionar MSMEG_1886 Esta tesis
pMV306::1886 Vector de expresion de micobacterias conteniendo una copia del gen MSMEG_1886 | Esta tesis
pLAM12 Vector de expresion de micobacterias. Contiene el promotor acetamidasa [144]
pLAM1211 pLAM12 con MSMEG_1211 para sobreexpresion Esta tesis
pLAM1743 pLAM12 con MSMEG_1743 para sobreexpresion Esta tesis
pLAM6835 pLAM12 con MSMEG_6835 para sobreexpresion Esta tesis
pML2031 Vector de expresion de micobacterias. Contiene un promotor inducible por nitrilos. [142]
pML1211AS pML2031 con ARNm antisentido de MSMEG_1211 Esta tesis
pML1743AS pML2031 con ARNm antisentido de MSMEG_1743 Esta tesis

4.6 Oligonucleotidos cebadores utilizados

Sitio
Nombre Descripcion de corte | Secuencia
P1211 For Regién promotora MSMEG_1211 Scal AGTACTCAACCTGATGTCGGCGCCGTTC
P1211 Rev Regién promotora MSMEG_1211 Scal AGTACTGGGGGTCAATTTCGCGTATACCGC
P1886 For Regién promotora MSMEG_1886 Scal AGTACTTTGCCGACGAGGTTCCCGACTG
P1886 Rev Regién promotora MSMEG_1886 Scal AGTACTAGCCATTGGCAACCCTCCTTTC
P1742 For Regién promotora MSMEG_1742 Scal AGTACTGTACCGCAGCGCCGAGG
P1742 Rev Regién promotora MSMEG_1742 Scal AGTACTAATCCGGCGGCGGTCGTT
P1743 For Regién promotora MSMEG_1743 Scal AGTACTCTTCGTGCACAGGCGTTCA
P1743 Rev Region promotora MSMEG_1743 Scal AGTACTTAGGTGGGTGTACTCATCAG
P6835 For Region promotora MSMEG_6835 Scal AGTACTGTAGGCGTGGCTCACAACT
P6835 Rev Region promotora MSMEG_6835 Scal AGTACTGTGCCGTGATGACCATGAG
P6836 For Region promotora MSMEG_6836 Scal AGTACTTTGTCGCGCAGGCATTCC
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P6836 Rev Region promotora MSMEG_6836 Scal AGTACTAGTTGTGAGCCACGCCTAC
Mutante delecional MSMEG_1886

1886 For Up fragmento 5' Xbal TCTAGATGGAAGGCCGCCGGTGTGGGCGAG
Mutante delecional MSMEG_1886

1886 Rev Up fragmento 5' BamHI GGATCCTCCTGACGGATCGCGTCCAGCTCG
Mutante delecional MSMEG_1886

1886 For Dn fragmento 3' BamHI GGATCCCAAGTCGACCGCCAAGGCCAACGCG
Mutante delecional MSMEG_1886

1886 Rev Dn fragmento 3' EcoRI GAATTCGAGAACCAGGCGTACCTAGGCGGC
Chequeo mutacién delecional.

Hig Rev Hibrida dentro del cassette de Hig GCGGTCGGGATCGCCAATCTCTACG

1211 For Sobreexpresion de MSMEG_1211 BamHI GAACCGGGATCCAGGTGGCAATC

1211 Rev Sobreexpresion de MSMEG_1211 EcoRI CCGGACTTAAGCTAGCGCCGAAAGATT

1743 For Sobreexpresion de MSMEG_1743 Pstl CTGCAGATGAGTACACCCACCTACAC

1743 Rev Sobreexpresion de MSMEG_1743 HindllI AAGCTTTCAGTGCGCCAGTGCCAG

6835 For Sobreexpresion de MSMEG_6835 Pstl GATCCTCCTGCAGATGGTCATCACGG

6835 Rev Sobreexpresion de MSMEG_6835 Hindlll TCAGCGGAAGCTTCTCAGTCGTTCC
Para generear ARNm antisentido de

1211 AS For MSMEG_1211 Ndel CATATGCTAGCGCCGAAAGATTCCG
Para generear ARNm antisentido de EcoRV/

1211 AS Rev MSMEG_1211 BamHI GATATC/GGATCCACAGACCGGAATCCAGGTG
Para generear ARNm antisentido de

1743 AS For MSMEG_1743 Ndel CATATGTCAGTGCGCCAGTGCCAG
Para generear ARNm antisentido de EcoRV/

1743 AS Rev MSMEG_1743 BamHI GATATC/GGATCCCTGATGAGTACACCCACCTA
Para generear ARNm antisentido de

6835 AS For MSMEG_6835 Ndel CATATGTCAGTCGTTCCCGCGCGG
Para generear ARNm antisentido de Pacl/

6835 AS Rev MSMEG_6835 BamHI TTAATTAAAGGGATCCTCATGGTCATCA

RT-1211/1743 For | RT-PCR region codificante de 1211y 1743 ATCGAGCACCACCTGTACC

RT-1211 Rev RT-PCR regién codificante de 1211 GTGTGAAGATGATCCGCAG

RT-1743 Rev RT-PCR regién codificante de 1743 GCCAGCCGCACGATCTTG

4.7 Extraccion de ADN para Reaccion en Cadena de la Polimerasa

El ADN de las micobacterias se obtuvo mediante el protocolo descrito por Madiraju [146]:

Se toman colonias de una placa y se pasan a un tubo de microcentrifuga con tapa O-ring que

contiene 100uL de Tris-EDTA pH=8. Se agregan bolitas de Zirconio de 100 pm hasta que quede

una pelicula de Tris-EDTA sobre las mismas. A continuacion:

e Se agita mecanicamente 1min

e Se incuba en hielo 1min
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e Se agita mecanicamente 1min

e Se incuba en hielo 1min

e Se incuba a 95°C 10min

e Se centrifuga a 12.000 rpm 2min
e Se agita mecanicamente 1min

e Se incuba en hielo 1min

e Se centrifuga a 12.000 rpm 2min

e Se traspasa el sobrenadante a tubo eppendorf y se utiliza 1uL para 50pL de mezcla de PCR

4.8 Electroporacion de E. coli

Se inoculan 25 mL de LB con una colonia de E. coli. Se incuba toda la noche a 37°C y se
diluye en 500 mL de LB. Se deja llegar el cultivo a DOgyonm de 0,35-0,4 y se incuba en hielo por 15
minutos. A partir de aqui todas las centrifugaciones se realizan a 4°C y las soluciones utilizadas se
incuban previamente en hielo. Las células se centrifugan 15 min a 1000 g, se resuspenden en agua,
se centrifugan 20 min a 1000x g, se resuspenden en 250 mL de glicerol 10%, se centrifugan 20 min
a 1000x g, se resuspenden en 10 ml de glicerol 10%, se centrifugan 20 min a 1000x g y se
resuspenden en 1ml de medio GYT frio. Se mide la DOgyonm de una dilucién 1 en 100 y se lleva a
una DO=80-120 en caso de ser necesario. Se guardan alicuotas de 40uL a -20°C para su posterior

utilizacion.

Para la transformacion se utilizan cubetas de electroporacion de 0,2 cm (Bio-Rad),
previamente enfriadas, donde se incuban las células con 10 a 100 ng de ADN en un volumen de
2uL. La electroporacién se lleva a cabo en un electroporador MicroPulserTM (Bio-Rad), fijando el
pulso programado EC2 (2,5 kV). Se recuperan agregando 1ml de LB e incubando a 37°C por 1h,

luego de lo cual se siembran 100 pL en placas de LB agar con el antibidtico correspondiente.
4.9 Electroporacion de M. smegmatis

Se crecen cultivos de 20 ml de M.smegmatis mc?155 en medio 7H9-ADS-G-T a 37°C. Una
vez alcanzada una DOgoonm de 0,5-1 se centrifuga el cultivo 15 min a 2000x g y se lava 3 veces con
una solucién de glicerol 10% (v/v) a 4°C. El precipitado es resuspendido en 800 uL de glicerol 10%
(v/v), se agrega el ADN vy se incuba a 4°C por 10 min. Se colocan las células en cubetas de
electroporacion de 0,2 cm (Bio-Rad) y se les da un pulso de 2,5V y 25uF, con una resistencia de

1000Q. Se agrega inmediatamente 1ml de medio 7H9-ADS-G-T, se traspasa a un tubo de 15 ml y
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se deja incubando con agitacion por 2 hs a 37°C. Se centrifuga, se resuspende el pellet en 100uL de
medio y se siembra en placas de 7H9 ADS Glicerol con los antibi6ticos correspondientes. Las
placas se incuban a 37°C por 3-5 dias.

4.10 MANIPULACION DE ADN

4.10.1 Preparacion de ADN plasmidico

La extraccion de ADN plasmidico se realizd segun el siguiente protocolo de lisis alcalina
[147]

Se inocula una colonia de E. coli en 2,5 mL de medio LB en un tubo de 15 ml con el
antibidtico adecuado. Se incuba toda la noche a 37°C con agitacion, se toman 2 mL de la suspension
en un tubo eppendorf y se centrifuga a 12500 rpm por 1 minuto. Se remueve el sobrenadante y se
centrifuga a la misma velocidad por 2 segundos, descartando el exceso de liquido. Se resuspende el
pellet en 200 pL de buffer de lisis (50mM glucosa, 25mM Tris-HCI (pH 8,0), 10mM EDTA y
lisozima 5 mg/mL), se agita mecanicamente por 5 segundos y se incuba a temperatura ambiente por
5 minutos. Se agregan 400 pL de solucion alcalina fresca (0,2 N NaOH, 1% SDS), se mezcla por
inversion 5 veces y se coloca el tubo en bafio de agua helada por 5 minutos. Se agregan 300 L de
acetato de amonio 7.5M frio (pH 7.6) a la solucion anterior, se mezcla por inversion suave 5 veces y
se coloca el tubo en bafio de agua helada por 5 minutos. Se centrifuga la mezcla a 12500 rpm por 5
minutos a temperatura ambiente. Se transfiere el sobrenadante a un tubo eppendorf. Se agregan 0,6
volimenes de isopropanol y se incuba a temperatura ambiente por 10 min. Se centrifuga la mezcla
12500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente y se descarta el sobrenadante. Se agregan 100
UL de acetato de amonio 2M (pH 7,4) al pellet, se agita mecanicamente y se incuba en bafio de agua
helada por 5 minutos. Se centrifuga la mezcla a 12500 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente y
se separa el sobrenadante. Se agregan 100 pL de isopropanol y se incuba a temperatura ambiente
por 10 minutos. Se centrifuga la mezcla 12500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente y se
descarta el sobrenadante. Se lava el pellet con etanol 70%. Se remueve el etanol por centrifugacion

y se deja secar el pellet. Finalmente, se disuelve el pellet en 50 pL de agua destilada.

28



Materiales y Métodos

4.10.2 Tratamiento con enzimas de restriccion, ligasas y fosfatasas

alcalinas

Las condiciones generales para los tratamientos de ADN con enzimas de restriccion,
fosfatasa alcalina y reacciones de ligacién con T4 DN ligasa fueron realizadas mediante métodos
convencionales segun Sambrook [148], y segun las recomendaciones de los manuales de los

laboratorios proveedores de las enzimas utilizadas.

4.10.3 Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de ADN de plasmidos y de fragmentos amplificados por PCR fue realizada
en el servicio de secuenciacién de la Universidad de Maine, ME, USA. El anélisis de las secuencias

se realiz0 utilizando el programa SeqManll (DNASTAR Inc.).

4.10.4 Purificacion de ADN de geles de agarosa

Los fragmentos de ADN obtenidos de las digestiones enzimaticas y de las reacciones de PCR
fueron purificados con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

4.10.5 Clonado de genes

Para el clonado de genes se utilizé en todos los casos la misma estrategia: se utilizaron
oligonucledtidos sintéticos (que poseen sitios de restriccion para clonar en el sitio de multiple

clonado de los plasmidos adecuados) en una reaccién de PCR. La mezcla de reaccion de PCR

contenia:
H,0 miliQ 37,5 uL
Buffer 10X 5pL
dNTPs  (10mM c/u) 1,5 pL
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DMSO 2,5uL
Oligo Fw (20uM) 1uL
Oligo Rv (20uM) 1uL
ADN cromosomal 1pL
Pfx ADN polimerasa (Invitrogen) 0,5puL

Las mezclas fueron sometidas a desnaturalizacion (94°C, 1 min), seguido de 25 ciclos de
desnaturalizacion (94°C, 1 min), anillado (58°C, 30 seg) y extension (68°C, 1 a 2 min de acuerdo a

la longitud del fragmento a amplificar).

Los fragmentos amplificados fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa (0,8%
p/v). Los productos de PCR fueron clonados en el vector pCR®-Blunt I1-TOPO® (Invitrogen) y el

inserto clonado fue confirmado por analisis de restriccion y secuenciacion.

4.11 Curvas de crecimiento

El analisis del crecimiento de las cepas se realizd utilizando cultivos crecidos en medio
liguido 7H9ADS-G-T a 37°C (con el agregado del antibi6tico correspondiente cuando fue
necesario). Cultivos saturados de las cepas en estudio fueron utilizados para inocular medio fresco e
incubadas a la temperatura adecuada hasta una DOgq inicial = 0,1-0,2; en este punto se tomaron
alicuotas de los cultivos a distintos tiempos y se determind la DOgqo, Las temperaturas ensayadas
fueron: 25, 37 y 42°C.

Se realizaron ademas curvas de crecimiento en presencia de los inductores acetamida e
isovaleronitrilo (IVN). En el primer caso se utilizé el medio 7H9-Succ-T-Kan. Para el segundo
inductor se utilizé el medio 7H9-ADS-G-T-Kan/Hig. Cultivos saturados de las cepas en estudio
fueron utilizados para inocular el medio fresco correspondiente e y se incubaron a 37°C hasta una
DOgoonm inicial = 0,1-0,2; en este punto se agreg6 el inductor correspondiente (acetamida a 0,2% v/v

e IVN 1 uM). Se tomaron alicuotas de los cultivos a distintos tiempos y se determiné la DOgoonm
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4.12 Analisis de la sintesis de acidos grasos y acidos micolicos

La sintesis de &cidos grasos y acidos micolicos fue analizada en las distintas cepas mediante
dos metodologias: 1) incorporacion del precursor radiactivo &cido [1-'“C] acético en dichas
macromoléculas seguido de su extraccion, separacion por Cromatografia en Capa Delgada (TLC) y
detecion por autoradiografia y 2) identificacion y cuantificacion de los acidos grasos mediante
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Para ello, cultivos de M.
smegmatis fueron crecidos en 7H9 ADS-G-T hasta una DOgyonm=0,5 a 37°C. En este punto se
dividieron los cultivos en alicuotas que fueron incubadas a la temperatura correspondiente por 30
minutos, luego se agregé &cido [1-**C] acético y se continu6 la incubacién por 3 h a cada
temperatura ensayada. En el caso de los cultivos analizados por GC-MS no se agreg6 el precursor
radiactivo y se incubaron por el mismo tiempo. Luego de la incubacion el procedimiento fue el
mismo para los dos tipos de cultivos: las células fueron colectadas por centrifugacion, lavadas dos
veces con agua y sometidas a hidrdlisis alcalina con hidroxido de tetrabutilamonio (TBAH, Aldrich)
al 15% (v/v) a 100°C por 12hs. Posteriormente se adicionaron 2ml de CH,Cl, y 100pL de CHsl a
cada tubo, mezclandose los mismos por rotacion a temperatura ambiente por 1h. Los metil-ésteres
asi formados fueron obtenidos mediante separacion de las fases acuosa y organica por
centrifugacion a baja velocidad. La fase organica fue recuperada y secada a 55°C bajo atmdsfera de
nitrégeno luego de lo cual se resuspendid en 2 mL de éter etilico. Se dejé decantar por precipitacion
los restos sélidos presentes en la muestra y el sobrenadante, conteniendo los metil ésteres de acidos
grasos y acidos micolicos (FAMEs y MAMEs, de sus siglas en inglés), se traspasé a otro tubo y se

secd a 55°C bajo atmosfera de nitrgeno.

Los MAMEs y FAMEs fueron separados por cromatografia en capa delgada (TLC)
utilizando silica G 60 como soporte. Para la TLC mono-dimensional se utiliz6 éter de petroleo:éter
etilico (85:15 v/v) como fase movil. Las muestras (aprox. 40.000 cpm) fueron sembradas y
desarrolladas tres veces en este sistema. Para las TLC mono-dimensionales con Ag* se impregnaron
las placas con una solucion de AgNO; 10% p/v y se utilizé el mismo sistema de solventes. Para la
TLC bidimensional las muestras (aprox. 100.000 cpm) fueron sembradas en placas de silica
previamente tratadas con una solucion de AgNO; 10% p/v y desarrolladas dos veces en hexano-
acetato de etilo (95:5 v/v) en la primer direccién y tres veces en éter de petréleo-éter etilico (85:15
v/v) en la segunda direccion. En ambos casos la radioactividad presente fue evidenciada por
autoradiografia a -80°C en placas X-OMAT (Kodak). Para la identificacion y cuantificacion de
acidos grasos, los MAMEs y FAMEs fueron analizados por GC-MS en un cromatografo de gases

Shimadzu GCMS QP2010 Plus. Se utilizé una columna capilar (30 m de largo x 0,25 mm de
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didmetro interno x 0,25um de espesor de fase estacionaria) SPB-1(Supelco), 100%
polidimetilsiloxano. Se utilizé helio a 1 ml min™ como gas de corrida y se programd la temperatura
de la columna para subir de a 5°C min™ desde 160 a 320°C. Los resultados fueron analizados
mediante el programa GCMS Postrun Analysis.

La posicion de los dobles enlaces en los AGI se determind mediante GC-MS. Los MEAGs
fueron convertidos en aductos de dimetil-disulfuro (DMDS) por adicién de 4mg de lodo en escamas
y 0,3 mL de DMDS. Se incubaron por 30 min a 35°C. Se le adiciona 1 mL de Hexano:Eter (1:1) y 1
mL de tiosulfato de sodio al 10%. Las mezclas se centrifugaron 5 min a 12000 xg. Los
sobrenadantes fueron secados bajo atmosfera de nitrogeno y luego resuspendidos en 0,5 mL de

hexano para su analisis.

La extraccion de acidos grasos totales se realiz6 mediante tres incubaciones sucesivas de 16
hs con metanol: cloroformo (2:1, 1:1 y 1:2, respectivamente), de los pellets de células de las cepas
de M. smegmatis mc*155, UNRA1886 y UNRA1886C, crecidas en medio 7H9-ADS-G-T a 37°C
hasta una DOg=1. Los extractos fueron evaporados a sequedad bajo atmosfera de nitrégeno. Los
lipidos obtenidos fueron resuspendidos en cloroformo y se sembraron 10 pL de una concentracion
25 mg/mL en placas de silica G. Se corrieron una vez en una mezcla de cloroformo:metanol (9:1) y

se revelaron con a-naftol en H,SO,,

4.13 Determinacion de actividad B-galactosidasa

Para la determinacion de actividad  -galactosidasa, se siguid el protocolo descripto por
Miller [149] con algunas modificaciones. Brevemente, se crecieron cultivos de M. smegmatis
conteniendo el plasmido pMS128 vacio o con las regiones promotoras de los genes MSMEG_1211,
MSMEG_1885, MSMEG_1886, MSMEG_1742, MSMEG_1743, MSMEG_6835 y MSMEG_6836
(pSM1211, pSM1885, pSM1886, pSM1742, pSM1743, pSM6835 y pSM6836, respectivamente) en
medio 7H9 ADS-G-T a 37°C hasta una DOgy = 0,5. En este punto los cultivos se dividieron en
fracciones que fueron incubadas a 25, y 37°C. Se tomaron alicuotas de 3 mL cada 30 minutos hasta
las 3 horas y luego una alicuota final a las 6 horas de crecimiento. Estas alicuotas fueron
centrifugadas a 12000 rpm por 2 min y guardadas a -20°C hasta su andlisis o usadas
inmediatamente. Para ello Se resuspendieron en 800 pL Buffer Z (0.06 M Na,HPO,, 0.04 M
NaH,PO,, 0.01 M KCI, 0.001 M MgSO, 0.005 M [ —mercaptoetanol), se rompieron en un
disruptor de células FastPrep®-24 de MP Biomedicals (Modelo #6004-500), mediante dos pulsos de
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40 seg a 6,5 m/seg y se centrifugaron por 10 min a 19.000 rpm a 4°C. Se trabajé con los
sobrenadantes a los que se les determin6 concentracion proteica mediante el método de Bradford
[150], midiendo la absorbancia a 595 nm en microplaca. La actividad -galactosidasa se determin6

de la siguiente manera:

Una alicuota de extracto se llevé a volumen final de 800 pL con buffer Z + B -
mercaptoetanol.

e Se incubd 5 min en bafio de agua a 28°C.

¢ Se adicionaron 100 uL de ONPG (4 mg/mL) y se mezcld por inversion para
mezclar la suspension.

e Se incubd a 28°C por 10 min.

e Se detuvo la reaccion por adicion de 250 puL de Na,CO; 1 M.

e Se tomaron 200 pL de cada tubo y se traspasaron a una microplaca. Se midid la

absorbancia a 420 nm.

La actividad B-galactosidasa fue expresada en Unidades Miller (nmol ONPG / mg

prot * tiempo = U / mg prot).

4.14 Construccion de una mutante delecional en el gen
MSMEG_1886

La construccion de la mutante delecional en el gen MSMEG_1886 se llev6 a cabo mediante la
técnica denominada “recombineering”. Esta técnica consiste en la recombinacion de un fragmento
de ADN lineal en una zona del cromosoma donde exista homologia con ese fragmento construido,
asistida por las proteinas de recombinacion gp60 y gp6ldel fago Che9, que se encuentran
codificadas en el vector pJV53. El uso de estas proteinas aumenta la eficiencia de recombinacién y
ademas reduce la posibilidad de recombinaciones ilegitimas en otras zonas del genoma distintas a la
de interés [141].

Para la construccion del fragmento recombinogénico se amplificaron por PCR dos regiones
de aproximadamente 500 pares de bases (pb), una corriente arriba y una corriente abajo del gen a
delecionar. Estas regiones contienen 100 pb del gen para favorecer la recombinacion especifica y

evitar posibles efectos polares. Una vez amplificadas, clonadas en pCR®-Blunt 1I-TOPO® vy
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secuenciadas, se sub-clonaron secuencialmente en el vector pLITMUS G.28 y se cloné en medio de
los dos fragmentos un cassette de resistencia a higromicina que se obtuvo por corte con enzimas de
restriccion del vector pHP45Q. Con el fragmento final que se obtuvo por restriccion desde
pLITMUS G.28, se transformé una cepa de M.smegmatis mc?155 (previamente transformada con el
vector pJV53). Esta cepa se crecié en medio de induccidon 7H9-Succ-T-Kan hasta una DOggo= 0,4-
0,5, punto en el que se agreg6 el inductor acetamida (0,2% v/v) para lograr la expresion de las
proteinas gp60-gp61 y se incubo por 3 horas. Se prepararon células competentes como se mencion6
anteriormente en esta seccion y se transformaron con 100 ng del fragmento a recombinar. Se
recuperaron las células en medio 7H9-G-OADS-Trit por 3 hs a 37°C y se sembraron en placas
conteniendo medio solidos 7H9-G-OADS-Hyg-Kan. Las transformantes obtenidas fueron
analizadas por PCR con un oligonucledtido que hibrida dentro del cassette de higromicina y uno
que hibrida por fuera de la zona de recombinacion. Las mutantes obtenidas se utilizaron para

estudios posteriores.

4.15 Sobreexpresion de las desaturasas de M. smegmatis mc®155

Para la sobreexpresion de las desaturasas codificadas por los genes MSMEG 1211,
MSMEG_1743 y MSMEG_6835 se amplificaron por PCR las regiones codificantes de cada uno de
ellos y fueron clonadas en el vector pLAM12. Los vectores asi obtenidos fueron denominados
pLAM1211, pLAM1743 y pLAM6835. Se transformaron las cepas mc®155 y UNRA1886 con estos
vectores y con el vector vacio y se seleccionaron en medio sélido 7H9-ADS-G-Kan. Cultivos
saturados de las cepas en estudio fueron utilizados para inocular el medio 7H9-Succ-T-Kan y se
incubaron a 37°C hasta una DOgonm inicial = 0,1-0,2; en este punto se agreg6 el inductor acetamida

a 0,2% v/v. Se tomaron alicuotas de los cultivos a distintos tiempos y se determiné la DOggonm

4.16 Construccion de ARNm antisentido.

Para la construccion de los ARNm antisentido de los genes de las desaturasas de M.
smegmatis (MSMEG_1211, MSMEG_1743 y MSMEG_6835) se amplificaron por PCR las regiones
codificantes de cada una de ellas y se clonaron en sentido opuesto al de codificacion en el vector
pML2031. Los clones transformantes obtenidos fueron chequeados por PCR y secuenciacion y
cultivos de éstos fueron crecidos a 25, 37 y 42°C hasta una DOgy= 0,5. En este punto se agrego el

inductor Isovaleronitrilo (IVN) (1uM) para lograr la expresion de los ARNm antisentido y se
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incubaron los cultivos a las temperaturas indicadas. En este punto se realizaron dos tipos de analisis:
efecto de la expresion de los ARNm antisentido sobre el crecimiento (se tomaron puntos cada 3
horas y se determind la DOgq) Yy sobre la sintesis de &cidos grasos mediante GC-MS en las cepas M.
smegmatis mc®155 y UNRA1886 (se crecieron los cultivos por 16 hs en presencia o ausencia de
IVN). Para confirmar el silenciamiento de los genes por sus respectivos ARNm antisentido, se
realizd una retro-transcripcion de los ARN totales de cada cepa, seguida de una PCR con
oligonucledtidos que hibridan en la zona codificante de cada gen (RT-PCR).

4.17 Extraccion de ARN total

Se crecieron cultivos de las cepas M. smegmatis mc?155 y UNRA1886 transformadas con los
vectores pML2031, pML1211AS, pML1743AS y pML6835AS (este ultimo solo se trasnformé en
la cepa mc?155) en presencia o ausencia del inductor VN a 37°C O/N, como se menciond en el
apartado anterior. Se centrifugaron los cultivos y se resuspendieron los pellets en 500 pl de Tris-
EDTA, 50 ul de SDS (10% v/v) y 500 ul fenol:cloroformo (1:1). Se les agregd 50 ul de bolitas de
zirconio y se rompieron en el disruptor de células FastPrep®-24 de MP Biomedicals (Modelo
#6004-500), mediante dos pulsos de 40 seg a 6,5 m/seg. Se centrifugaron los tubos 15min a 4°C y
se recuperd el sobrenadante en un tubo limpio. Se realizd una segunda extraccion con fenol:
cloroformo (1:1) de la fraccion conteniendo el ARN y luego dos lavados con igual volumen de
cloroformo. Se les adicion6 1/10 volumen de acetato de sodio 3M y 3 volimenes de etanol absoluto
y fueron almacenados a -20°C O/N. Se centrifugaron los tubos por 20 min a 4°C, se descartaron los
sobrenadantes, se lavaron los pellets con etanol 70% (v/v), se secaron y se resuspendieron en agua
libre de nucleasas. Los ARN asi obtenidos fueron medidos por absorbancia a 260 y 280 nm para
determinar la concentracion y pureza, respectivamente. Los ARNs fueron tratados con ADNasa
libre de ARN, RQ1 RNase-Free DNase (Cat.# M6101) (Promega®) siguiendo las especificaciones

del fabricante.

4.18 Retrotranscripcion seguida de PCR (RT-PCR)

1 ug de ARN total fue utilizado para su transcripcion reversa mediante el kit Transcriptor
First Strand cDNA System version 6.0 (Roche®), siguiendo las especificaciones del fabricante. 4 pl

del cADN obtenido fue utilizado para determinar, mediante PCR, los niveles de expresion de cada
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desaturasa en presencia o ausencia de su respectivo ARNm antisentido. Las condiciones de PCR

fueron las siguientes:

H,0 miliQ 11,5 L

Buffer 10X 2 uL
dNTPs  (10mM c/u) 0,4 pL
DMSO 0,5 uL
Oligo Fw (20uM) 0,4 pL
Oligo Rv (20uM) 0,4 puL
ADNCc 4 pL
Pfx ADN polimerasa (Invitrogen) 0,2 pL

Las mezclas fueron sometidas a desnaturalizacion (94°C, 5 min), seguido de 25 ciclos de
desnaturalizacién (94°C, 1 min), anillado (56°C 40 seg) y extension (68°C, 40 seg).
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5. CAPITULO |

grasos en M. smegmatis me*1S5
5.1.1 Efecto de la temperatura sobre el crecimiento de M.
smegmatis mc“155.

Para evaluar el comportamiento de M. smegmatis mc?155 frente a los cambios de temperatura
de crecimiento se realizaron curvas en medio de cultivo liquido 7H9 ADS-G-T a diferentes
temperaturas (25, 30, 37 y 42°C) (Figura 5).

—o— 25°C
—&— 30°C

DO 600

70

Horas

Figura 5. Curvas de crecimiento de M. smegmatis mc?155.Se crecieron cultivos de M. smegmatis
mc?155 en medio 7H9-ADS-G-T a 25, 30, 37 y 42°C. Se tomaron alicuotas en los tiempos indicados y se
determind la DOgqo. Los valores representan un promedio de tres repeticiones independientes.

Como se aprecia en la figura 5, la velocidad de crecimiento se ve marcadamente afectada

segun la temperatura ensayada. Los tiempos de duplicacién obtenidos fueron de 8 horas a 25°C, 5
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horas a 30°C y 3 horas a 37 y 42°C. En base a este resultado es posible definir un rango de
temperatura de crecimiento 6ptimo para M. smegmatis mc®155 que se encuentra entre los 37 y los
42°C. Asi mismo, el desarrollo de colonias visibles en medio sélido varia entre los 3 dias a 37 y
42°C, 5 dias a 30°C y 7 dias a 25°C.

5.1.2 Efecto de la temperatura sobre la composicion

lipidica de M. smegmatis mc?155.

Para evaluar el efecto de los cambios de temperatura sobre la composicion de lipidos de M.
smegmatis mc®155, se siguieron dos metodologias. Por un lado se estudi6 la sintesis de lipidos de
novo a través de la incorporacion del precursor acido1-[C*] acético en cultivos liquidos a distintas
temperaturas. Se extrajeron los MEAGs y MEAMSs como se describe en Materiales y Métodos y se
resolvieron en una TLC en dos dimensiones (2D). Por otra parte se realizd el mismo procedimiento
de crecimiento y extraccion lipidica pero sin el agregado del precursor radiactivo, para analizar la

composicion lipidica total. Los extractos asi obtenidos fueron analizados por GC-MS.

En la figura 6 (a) se observa una TLC 2D en la que se realizaron corridas en dos dimensiones.
En la primera dimension los lipidos se separan en funcién de su polaridad de acuerdo al sistema de
solventes que se utilice. En la segunda dimension, los lipidos corren en presencia del ion Ag” que se
une a los dobles enlaces y retrasa su corrida. Por lo tanto se separan en funcion de su polaridad,
pero también en funcion de la presencia de dobles enlaces. De esta manera se logra una definicidn
mayor que en una TLC en una dimensién. En la figura, se observa el perfil de lipidos de M.
smegmatis a 25, 30, 37 y 42°C. Como se aprecia, a medida que aumenta la temperatura disminuye
la proporcién de AGI con respecto a la proporcién de AGS. Cuando se realiza una cuantificacion de
las manchas correspondientes a cada fraccion de acidos grasos se observa que la relacion AGI/AGS

disminuye notablemente con el aumento de temperatura (Figura 6(b)).

Con relacion a la composicién de acidos micdlicos, también se puede observar claramente
una modificacién de los perfiles de acuerdo a la temperatura. En la figura se discriminan varias
manchas que corresponden a las diferentes sub-familias de &cidos micolicos. Los &cidos o’-
micolicos disminuyen a medida que lo hace la temperatura, volviéndose casi indistinguibles a 25°C;
los &cidos e-micdlicos se comportan al revés que los anteriores, aumentando con el descenso de

temperatura. Por su parte, los acidos a-micolicos aumentan a 25°C (Figura 6 a).
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Figura 6. Analisis de los lipidos de M. smegmatis mc?155 a diferente temperatura mediante TLC. (a) TLC-2D
de MEAMs y MEAGs extraidos a partir de cultivos crecidos a 25, 30, 37 y 42°C en placas con AgNO3 Se
sembraron 40.000 cpm y se corrieron 2 veces en hexano:acetato de etilo (95:5) en la primer direccion y 3 veces en

éter de petroleo:éter etilico (85:15) en la segunda direccion (en presencia del ion Ag). AGS: acidos grasos

saturados; AGI: acidos grasos insaturados; o: acidos a-micélicos; o’: acidos o‘-micolicos; &: acidos epoxi-

micolicos. (b) Cuantificacion de acidos grasos: Relacion Acidos grasos Insaturados (AGI) / Acidos Grasos

Saturados (AGS) segun la temperatura de crecimiento. La cuantificacion se realizd mediante el software

ImageQuant (version 5.2).

Por otra parte, se analiz6 la composicién de acidos micdlicos a 20 y 37°C mediante

MALDI/MS. Se trabajé con MEAMSs obtenidos por metil esterificacion de los acidos grasos totales

de cultivos crecidos en las condiciones mencionadas. Luego se separaron en una TLC preparativa

desde donde se extrajeron por raspaje las manchas correspondientes a cada subfamilia de acidos

micolicos y fueron analizadas por MALDI/MS (Tabla 1).

Temperatura
Subfamilia 20°C 37°C
o C75yC77 C77yC79
a' C66'y C68 C62y C64
€ C76yCT78 C77yC79

Tabla 1: Perfil de &cidos micélicos de M. smegmatis mc?155 a diferente temperatura. Analisis de MALDI/MS de las

subfamilias de cidos micolicos a, o’ y & de cultivos de M. smegmatis mc?155 crecidos a 20 y 37°C. Se muestran los

acidos micolicos de intensidades mayoritarias (de 60 a 100%).
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A menor temperatura predominan cadenas mas cortas de los acidos o y € micoélicos y éstas se
elongan a medida que asciende la temperatura. Ademas, aumenta el predominio de acidos grasos de
namero impar de carbonos, que se produce por la introduccion de metil-ramificaciones en la cadena
del meromicolato. En el caso de los &cidos o’ micolicos, a 20°C la longitud de cadena es mayor que
a 37°C y ademas predominan las dobles insaturaciones (C66:2 y C68:2 a 20°C vs C62:1 y C64:1 a
37°C). Este fendmeno opuesto que se observa con la longitud de los &cidos o’ micdlicos con
relacion a las otras dos especies presentes, puede ser explicado en base a la presencia de uno o0 mas

dobles enlaces en las cadenas aciladas.

Ademas de la composicion de acidos micélicos, estudiamos la composicion de acidos grasos
de cadena corta-media que forman parte de los fosfolipidos de membrana, de los lipidos de
membrana externa y que constituyen los precursores para FASII. En la figura 7 se representa el

analisis del perfil de dichos acidos grasos a diferentes temperaturas mediante GC-MS.
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Figura 7. Perfil de acidos grasos de cadena corta-media de M. smegmatis mc?155 a diferente temperatura (a) Perfil
de GC-Masa de metil-ésteres de 4cidos grasos de M. smegmatis mc?155de cultivos crecidos a 25, 30, 37 y 42°C. Cultivos
de M. smegmatis mc?155 fueron crecidos a las temperaturas indicadas hasta una D.Ogp=1. Se obtuvieron los MEAGS y
fueron cuantificados por GC-MS. Se muestra un promedio de tres repeticiones independientes. (b) Comparacion de las
proporciones de AGS y AGI a diferente temperatura.

Como ya se habia observado por TLC, la proporcion de AGI totales aumenta a menor
temperatura, variando de 42,97% a 25°C a 16,08% a 42°C. Estas variaciones se corresponden con
un descenso o aumento en el porcentaje de AGS, respectivamente (57,02% a 25°C y 83,91% a

42°C) (Figura 7b). En la figura 7a, se puede destacar que los cambios en las proporciones de un
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acido graso en particular mantienen un equilibrio entre sus formas saturada e insaturada. Esto
sugiere que son los AGS quienes dan origen a sus respectivos AGI y por lo tanto es indicativo de
que existe un mecanismo de introduccion de dobles enlaces sobre los AGS completamente
formados. Por ejemplo, el acido oleico (C18:1) varia de 31,82% a 25°C a 11,2% a 42°C y en
concordancia su precursor saturado, &cido estearico, presenta un mayor porcentaje a 42°C (4,16%)
respecto de 25°C (1,27%). En la figura 7 se observa también que el acido lignocérico (C24:0)
aumenta a menor temperatura. En la TLC de la figura 6a se puede apreciar que existe una mayor
cantidad de &cidos mic6licos a 25°C. El &cido tuberculostearico (aC19:0) proveniente de la
metilacion del acido oleico aumenta a medida que lo hace la temperatura y ademas su precursor

C18:1 disminuye.

Se determin6 ademas, la posicién de los dobles enlaces de los AGI mediante GC-MS de los

aductos de los MEAGs obtenidos como se indica en Materiales y Métodos (Tabla 2 y figura 8).

Metil-Esteres ~ Tiempo de L
Fragmentacién lonica (m/z) de los

Aductos de DMDS

de Retencion
Acidos Grasos  (RT) (min)

[M]*  Fragmento o Fragmento A
C16:1A7 20,47 362 173 189
C16:1A9 20,55 362 145 217
C16:1A10 20,64 362 131 231
C17:1A9 22,09 376 159 217
C18:1A9 23,69 390 173 217
C20:1A11 26,55 418 173 245
C22:1A13 29,31 446 173 273
C24:1A15 31,89 474 173 301

Tabla 2. Anlisis de los aductos de MEAGs de M. smegmatis mc?155. Fragmentacion idnica caracteristica de los
derivados de la reaccion de MEAGs con dimetil disulfuro (DMDS) e lodo. Estos aductos se analizaron por GC-MS y se

¥

muestran los iones relevantes. * corresponde al ion molecular segin la longitud de la cadena carbonada. * lones

correspondientes al fragmento que contiene el extremo alifatico de la cadena carbonada. " Jones correspondientes al

fragmento que incluye el extremo carboxilo de la cadena de los &cidos grasos.
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Se encontraron dobles enlaces en diferentes posiciones de las cadenas aciladas. M. smegmatis posee
tres isomeros de C16:1, donde la posicidn del doble enlace varia de la posicion A7 a A9 y A10. Este
resultado sugiere que existirian diferentes actividades enzimaticas que generen estos diferentes tipos
de insaturaciones motivando nuestro interes de analizar genéticamente el fenémeno y revelar sus

identidades.

Abundancia
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Figura 8. Espectro de masa del aducto de DMDS de C18:1 A9. Los iones a m/z 390, 173 y 217 corresponden a M*,
fragmento ® y fragmento A de la molécula, respectivamente. Fuente:

http://lipidlibrary.aocs.org/ms/arch_me/me_to2db/M0381.htm

5.2.1 Analisis genomico de las desaturasas de M. smegmatis

mc2155.

Con el objetivo de determinar la existencia de genes homdlogos con la estearoil-desaturasa
DesA3 de M. tuberculosis, se realizd una busqueda bioinformatica sobre el genoma de M.
smegmatis mc*155, encontrandose que esta especie posee cuatro marcos de lectura abiertos con

homologia a dicha desaturasa. (Tabla 3).
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GEN % ldentidad % Similitud Funcién predicha
MSMEG_1211 46,8 58,7 Desaturasa de cidos grasos
MSMEG_1886 68,6 76,3 Desaturasa de acidos grasos
MSMEG_1743 41 54,3 Desaturasa de &cidos grasos
MSMEG_6835 37,4 53,3 Desaturasa de cidos grasos

Tabla 3. Porcentajes de identidad y similitud de las desaturasas predichas de M. smegmatis mc?155 con DesA3 de
M. tuberculosis. Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Las proteinas codificadas por dichos genes, poseen las caracteristicas cajas de histidina de las
acil-CoA y acil-lipido desaturasas con la disposicion HX3H, HX;HH y QX,HH. Estas cajas de
histidina estarian coordinado un atomo de hierro formando parte del sitio activo de las enzimas
(Figura 9).

Caja1
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Figura 9. Alineamiento de secuencias correspondiente a las regiones de las cajas de histidina de las desaturasas de
M. smegmatis mc?155 y DesA3 de M. tuberculosis. Se utilizaron los programas  ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) y MEME (http://meme.nbcr.net/memey/). Fuente:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

Ademas de la homologia de secuencia, tres de ellas comparten con DesA3 la organizacion
génica, codificandose corriente arriba de los genes MSMEG_1886, MSMEG_1743 y MSMEG_6835
las respectivas Oxido-reductasas hipotéticas OR1885, OR1742 y OR6836, codificadas por los genes
MSMEG_1885, MSMEG_1742 y MSMEG_6836, que participan en el transporte de electrones en la
reaccion de desaturacion. Estas proteinas tienen un porcentaje de identidad con la 6xido-reductasa
de M. tuberculosis (codificada por el gen rv3230c) de 75 y 35% para OR1885 y OR1742 y de 43%
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para OR6836, pero la Gltima proteina solamente se alinea con la porcion C-terminal de la proteina
codificada por rv3230c. Todas ellas son proteinas de union a hierro-azufre con un dominio

flavodoxina-reductasa.

La figura 10 muestra un arbol filogenético de distancias construido a partir del alineamiento
maltiple de secuencias de desaturasas del género Mycobacterium. Se puede observar que la
desaturasa Des1886 comparte un ancestro comun con DesA3. Ademas estaria muy cercana
evolutivamente de la desaturasa Desl de M. phlei (83% identidad de secuencia). Se puede decir
también que todas estas desaturasas pertenecerian a grupos evolutivos diferentes si se consideran las
distancias en el arbol. Si bien Des1886 y Des1211 provendrian de un mismo antecesor, habrian
divergido en el tiempo, lo mismo que Des1743 y Des6835. Tanto Des1211 como Des1743 se
encuentran muy relacionadas con las desaturasas Des2 (70% de identidad) y Des3 (75% de
indentidad) de M. phlei, respectivamente. De esto se desprende que tanto M. smegmatis como M.
phlei poseen tres desaturasas relacionadas evolutivamente que probablemente comparten la mism

funcién bioldgica.
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Figura 10. Arbol filogenético de las desaturasas de acidos grasos del género Mycobacterium. Se realizd un

alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas utilizando el programa ClustalW y se construy6 el arbol de distancias

con el programa MEGAS5 mediante el método de vecinos proximos NJ con un bootstrap de 1000 iteraciones. En recuadros

verdes se resaltan las desaturasas de M. smegmatis mc?155 y en anaranjado DesA3 de M. tuberculosis.
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5.2.2 Andlisis de la expresion transcripcional de las
desaturasas de M. smegmatis mc?155.
Analizando las regiones promotoras tanto de las desaturasas como de sus oxido-reductasas se

encontraron secuencias invertidas repetidas en algunos de los promotores que podrian ser regiones
de reconocimiento de proteinas regulatorias (Tabla 4).

Promotor-Gen Secuencia palindrémica (5'-3")
P1885 (-229) GGTCGCGTTGCGCGACG
pP1741 (-127) CCTGGCGCGCGCGTCGTGGCGCGACC
P1742 (-213) GGTCGAGTTTTCCCGCGCGC
P1743 (-104) TCTCGGCATCCGCGACC
P6835 (-146) GCACGGCGATCGCGACC

Tabla 4. Secuencias invertidas repetidas encontradas en las regiones promotoras de las desaturasas, 6xido-
reductasas y la proteina regulatoria codificada por MSMEG_1741 de M. smegmatis. Se utilizé el programa einverted
de http://emboss.biocinformatics.nl/. La secuencia consenso es GGTCGCG---CGCGACC. Se muestran en negrita las bases

diferentes respecto del consenso en cada secuencia.

En la tabla se observa ademas que la secuencia palindromica encontrada, también se
localiza en la regién promotora del gen MSMEG_1741, que codifica para una proteina reguladora
de la familia TetR.

En base a este andlisis y teniendo en cuenta los cambios que observamos ante las
variaciones de temperatura, nos preguntamos si existiria alguna modificacién en los niveles de
expresion transcripcional de nuestras desaturasas. Por ello se decidid construir fusiones
transcripcionales de los promotores analizados seleccionando fragmentos de entre 500 y 600 pb de

longitud corriente arriba del sitio +1 de los genes correspondientes.
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5.2.3 Efecto de la temperatura sobre la expresion.

Las regiones promotoras de cada desaturasa y su Oxido-reductasa fueron clonadas corriente
arriba del gen lacZ en el vector pSM128, como se detalla en la seccién Materiales y Métodos. Se
crecieron cultivos de estas cepas a 37°C hasta una DOgp= 0,5, se dividieron los cultivos en dos
fracciones. Una de ellas fue traspasada a 25°C y la otra permaneci6 a 37°C. Por ultimo, se tomaron

alicuotas de los cultivos y se midi6 la actividad B-galactosidasa (Figura 11).
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Figura 11. La expresion del operon MSMEG_1885/1886 aumenta a 37°C. Cultivos de las cepas UNRPSM,
UNRP1211, UNR1885, UNRP1886 y UNRP1742 fueron crecidos cultivos a 37°C hasta una DOg= 0,5, se dividieron en
dos alicuotas y una de ellas se traspaso a 25°C permaneciendo la otra a 37°C. Se realizé un andlisis estadistico mediante el

test t-student. Se muestra un promedio de tres repeticiones independientes.

En la figura se grafica la actividad B-galactosidasa como medida de la actividad reportera de
la transcripcién de los genes de las desaturasas y sus 6xido-reductasas de M. smegmatis mc?155.
Las cepas fueron denominadas UNRPSM, UNRP1211, UNRP1885, UNRP1886 y UNRP1742 y
contienen respectivamente el vector vacio o las fusiones transcripcionales de los promotores de los
genes MSMEG_1211, MSMEG_1885, MSMEG_1886 y MSMEG_1742. También se determind la
actividad reportera para los genes MSMEG_1743, MSMEG_6835 y MSMEG_6836, pero dichas
actividades fueron indetectables, lo cual significaria que los mencionados, serian genes que no se

expresan, al menos en las condiciones ensayadas.

Predicciones bioinforméticas realizadas por los programas

http://linux1.softberry.com/berry.phtml y http://operondb.cbcb.umd.edu/cqgi-
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bin/operondb/pairs.cgi?genome_id=609 muestran que cada desaturasa, excepto Des1211 se codifica

en un operdn con su Oxido-reductasa. En estos casos, podrian existir mecanismos regulatorios
diferentes: o bien que las desaturasas se transcriban a partir de su propio promotor y/o a partir del
promotor de la Oxido-reductasa (que seria el promotor del operén); o que las desaturasas se
transcriban solamente a partir del promotor de la éxido-reductasa, es decir que exista solo un
promotor que controle la transcripcion del operon entero. Los casos en los que existen dos
promotores, 0 mas bien un promotor interno que dirija la expresion de las desaturasas, tendrian una
regulacion mas fina y tal vez responderian a diferentes estimulos para lograr una actividad
enzimatica deseada. Entonces, nuestros resultados sugieren que Des1743 solamente seria transcripta
a partir del promotor del operon y Des6835 no estaria siendo transcripta en las condiciones
ensayadas, ni a partir de su propio promotor, ni a partir del promotor del operén. Por su parte,
Des1886 tendria una doble regulacién transcripcional pudiendo expresarse tanto desde su propio

promotor como desde el promotor de su 6xido-reductasa.

En cuanto a la expresion de aquellos promotores activos, ninguno mostré una regulacion por
temperatura como podria haberse esperado. Los datos revelan que, contrariamente a lo esperado,
estos promotores serian mas activos a 37°C que a 25°C, pero solo existen diferencias estadisticas
entre los datos a ambas temperaturas para el promotor de la éxido-reductasa OR1885 (P<0,001).
Probablemente, a 37°C se necesiten mas precursores de todos los componentes estructurales de las
células porque la velocidad de duplicacién es mayor y por lo tanto todas las enzimas en general se

estén sintetizando mas, o al menos aquellas involucradas en sintesis de estos componentes.

5.2.4 Efecto del &cido oleico sobre la expresién transcripcional

de las desaturasas de M. smegmatis mc?155.

Para profundizar en el estudio de la expresién de los promotores de las desaturasas y éxido-
reductasas de M. smegmatis y elucidar si existe regulacién por metabolitos, se decidi6 evaluar el
efecto de la presencia de un &cido graso insaturado en el medio de cultivo sobre la expresion de
estos promotores. Se crecieron cultivos de las cepas reporteras en medio sin acidos grasos hasta una
DOgo=0,5 y se dividieron en dos alicuotas, a una de las cuales se le adicion6 acido oleico en forma
de OADS (Figura 12). Previamente, se ensayaron diferentes concentraciones de &cido oleico
(0,005% vl/v, 0,01% v/v, 0,025% v/v y 0,05% v/v) y se observé una disminucion dosis dependiente

en la actividad reportera. Se muestra la concentracion més alta ensayada (0,05% v/v).
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Figura 12. El &cido oleico regula la transcripcion de MSMEG_1211 a 37°C. Actividad B-galactosidasa a 37°C en
presencia de acido oleico. Se crecieron cultivos de las cepas UNRPSM, UNRP1211, UNR1885, UNRP1886 y UNRP1742
a 37°C hasta una DOgy= 0,5, se dividieron en dos alicuotas y a una de ellas se le adicioné acido oleico al 0,05% en forma
de OADS. Se realizé un andlisis estadistico mediante el test t-student. Se muestra un promedio de tres repeticiones

independientes.

Si bien se puede apreciar un descenso en los niveles de actividad reportera para todas las
cepas ensayadas en presencia de acido oleico, esta disminucion solamente seria estadisticamente

significativa para la cepa UNRP1211.

Cuando se analiza el genoma de M. smegmatis mc?155 se encuentra un homélogo de DesT de
P. aeruginosa, el regulador global de la sintesis de acidos grasos insaturados en esta bacteria. Este
regulador se codifica corriente arriba del operdén DesAB en sentido contrario a estos genes. El gen
MSMEG_1741, es un regulador de la familia TetR que se codifica corriente arriba del operdn
Des1742-1743 y en sentido contrario a este. En la figura 13 se muestra un alineamiento de
secuencia de los dos reguladores mencionados y la organizacion génica de las desaturasas y oxido-
reductasas de ambas especies. Estas proteinas regulatorias tienen un 35,41% de identidad de
secuencia y mantienen la misma organizacion génica, por lo tanto es probable que respondan al
mismo tipo de regulacion (Figura 13 a). Ademas la region promotora de ambos genes se encuentra
solapada con la region codificante de las respectivas 0xido-reductasas, es decir que no existe una

region intergénica propiamente dicha entre los reguladores y las dxido-reductasas (figura 13 b).
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Adicionalmente, se encontrd la misma secuencia palindromica en las regiones promotoras de los
genes de la desaturasa, la Oxido-reductasa y el propio regulador. Por su parte, el genoma de M.

tuberculosis no contiene en la region cercana a DesA3 ninguna proteina con funcion regulatoria.

Con los resultados obtenidos hasta el momento no es posible asignar una funcion especifica a
la proteina codificada por MSMEG_1741, DesR, pero la disminucion en los niveles de expresion de
los promotores analizados en presencia de acido oleico, junto con la homologia de secuencia y
organizacion génica, respecto del modelo de P. aeruginosa, sugieren fuertemente que esta proteina

estaria involucrada en el proceso de regulacion de la sintesis de AGI en M. smegmatis.

a
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Figura 13. Reguladores transcripcionales de P. aeruginosa PAOL y M. smegmatis mc®155. (a) Alineamiento de
secuencias de las proteinas de DesT (P. aeruginosa PAO1) y DesR de M. smegmatis mc®155. Se utilizé el programa
ClustalW. (b) Organizacion génica de las desaturasas, 6xido-reductasas y reguladores transcripcionales de P. aeruginosa
PAO1 y M. smegmatis mc?155. Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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5.3 DISCUSION

Los cambios de temperatura representan un desafio fisioldgico para los organismos
poiquilotermos. Las membranas celulares se componen de una mezcla compleja de especies
moleculares que colectivamente le confieren una naturaleza dindmica fluida a las mismas y que
resulta esencial para el mantenimiento de las funciones de las proteinas embebidas en ellas. Es asi
que los cambios de temperatura ambiente pueden alterar las propiedades fisicas de las membranas

requiriendo un ajuste metabolico rapido para recuperar la fluidez necesaria [151, 152].

Los cambios de temperatura son uno de los factores que mas afectan la composicion lipidica
de las membranas bacterianas, pero también se reflejan en otras caracteristicas fisioldgicas. Por
ejemplo, M. tuberculosis es un patdgeno humano cuya temperatura de crecimiento se limita al rango
de temperatura de su hospedador (alrededor de los 37°C). Por su parte, M. smegmatis es una
bacteria sapréfita ambiental y a pesar de estar genéticamente relacionada a M. tuberculosis, es capaz
de crecer en un rango de temperaturas mucho mas amplio. En cada temperatura ensayada M.
smegmatis muestra diferentes velocidades de crecimiento. Si bien esta especie es capaz de crecer en
un amplio rango de temperaturas, encuentra su temperatura optima entre los 37 y los 42°C. La
capacidad de adaptarse a estas condiciones radica en la posibilidad de modificar la composicién de
su membrana plasmatica pero también de su membrana externa incluyendo los &cidos micolicos
[153]. Cuando se evallan las alteraciones producidas por cambios de temperatura sobre el grado de
desorden molecular de las membranas, se observa que el frio causa una disminucion en la fluidez y
un subsecuente aumento en la rigidez de las mismas, que puede ser compensada por la desaturacién
de los acidos grasos. En forma opuesta, el calor provoca una fluidificacién de las membranas, lo
gue se compensa con la sintesis de proteinas que las estabilicen y con el reemplazo en cantidades
variables de los AGI por AGS sintetizados de novo [154]. De esta manera, un aumento de
temperatura conlleva una elongacion de las cadenas carbonadas, tanto de los &cidos grasos que
forman parte de los fosfolipidos, como asi también de los acidos micdlicos. Ademas implica una
disminucién en la proporcién de AGI. Por el contrario, un descenso en la temperatura de
crecimiento promueve la introduccién de dobles enlaces en las cadenas aciladas de fosfolipidos y de
acidos micdlicos a expensas de la longitud de cadena que disminuye para otorgarle mayor fluidez a

esos acidos grasos.
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Estos cambios en las proporciones de acidos grasos en la membrana de M. smegmatis
concuerdan con el comportamiento observado en M. phlei creciendo en un rango de temperaturas de
23 a 50°C. Las dos especies contienen los mismos tipos de acidos grasos de cadena corta-media
(C14-C19) en su membrana. Aun asi, la tasa de disminucion en la relacion AGI/AGS es diferente
para ambas. Asi, mientras que para M. smegmatis la relacion cambia de 2,83 a 25°C a 2,67 a 30°C,
para M. phlei los valores son 5,7 y 1,2 para 23 y 30°C, respectivamente. Entre tanto, en el rango de
30 a 42°C para M. smegmatis el cambio en la relacion AGI/AGS es de 2,67 a 0,73, respectivamente
y para M. phlei es de 1,2 a 30°C y 0,8 a 40°C. La temperatura éptima de crecimiento de las dos
especies es similar, aunque el tiempo de duplicacion de M. phlei a 23°C es de 18 hs [155]. Esto
refleja que cada especie regula de manera especifica la composicion lipidica de su membrana en
funcién de las condiciones medioambientales y en este sentido se ve reflejado un mayor grado de

adaptacion a una temperatura menor en la velocidad de crecimiento de M. smegmatis.

Existen en la bibliografia numerosos ejemplos de modificacion en la composicion de lipidos
de micobacterias 0 bacterias cercanas a ellas cuando cambia la temperatura de crecimiento. Tales
son los casos de M.phlei [156], M. thermoresistible [157], Nocardia spp.[158], diferentes cepas de
M. smegmatis [153, 159], Rhodococcus spp.[160], Steptomyces griseus, Brevibacterium fermentans
[161]. Sin embargo, estos estudios son meramente analiticos y descriptivos o bien, han sido
realizados con cepas no trazables. Por otra parte, existe un reporte que muestra el analisis del
crecimiento de M. tuberculosis H37Ra a diferentes temperaturas (16, 20 y 25°C) [162]. En este
trabajo, se observa que una disminucién en la temperatura produce un descenso en las proporciones
de acidos micdlicos y AGI de C16 y C19 y un aumento en los niveles de C24-26 saturados relativos
al total de acidos grasos sintetizados. Estos resultados sugieren que M. tuberculosis no es capaz de
regular su composicion lipidica a temperaturas por debajo de los 37°C y por lo tanto no puede
adaptarse y sobrevivir en estas condiciones [162]. Resulta evidente entonces que las bacterias

comparten este mecanismo universal de adaptacion ante cambios en la fluidez de membrana.

Con relacion a las posiciones de los dobles enlaces en las cadenas carbonadas de los AGI se puede
hipotetizar la existencia de diferentes actividades desaturantes de una misma enzima, o bien que
existan diferentes enzimas que introduzcan los dobles enlaces solamente en una posicion. Asi, la
presencia de C16:1 A7, C16:1 A9 y C16:1 A10 puede implicar que haya tres desaturasas diferentes,
0 bien, una actividad isomerasa que cambie la posicion del doble enlace previamente formado. Por
otra parte, de acuerdo a las posiciones de los dobles enlaces encontradas en los &cidos grasos
analizados por GC-MS, se podrian establecer tres actividades desaturantes: a) una que inserte un

doble enlace en la posicion A7 del &cido palmitico y este precursor sea elongado a C18:1 A9, C20:1
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Al1l1, C22:1 A13 'y C24:1 A15; b) una que introduzca un doble enlace exclusivamente en posicion A9
de sustratos de longitudes diferentes (como C16:1 A9, C17:1 A9 y C18:1 A9) y ¢) una actividad
Unica y especifica para C16:1 A10 (Figura 14). Entonces, el acido oleico (C18:1) podria provenir de
dos vias: o de la desaturacién de su correspondiente AGS (C18:0) o bien de la elongacién del acido
7-hexadecenoico (C16:1A7). Por su parte, los AGI con cadenas carbonadas mas largas (C20, C22 y
C24) provendrian de la elongacién de los acidos 7-hexadecenoico u oleico. Esto se puede deducir
de proceso mismo de sintesis de acidos grasos en el que se va adicionando una molécula de acetato
con dos atomos de carbono en cada ciclo de FASI. No se descarta la existencia de una o varias
actividades desaturantes para acidos grasos de estas longitudes de cadena mas extensas. Habiendo
actividades elongantes descriptas en M.smegmatis [163] y M. leprae [164], esta hipétesis tiene

sustento aunque debera comprobarse experimentalmente.
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Figura 14. Posibles actividades desaturantes en M. smegmatis mc?155. Esquema de las posiciones de dobles enlaces en
las cadenas carbonadas de los 4cidos grasos presentes en M. smegmatis mc®155.

La supervivencia de las bacterias depende de la homeostasis de las membranas lipidicas y de
la habilidad de ajustar la composicion de estos lipidos para aclimatarse a diferentes
medioambientes, optimizando asi el crecimiento en estas condiciones. Los componentes de
membrana mas costosos de sintetizar desde el punto de vista energético, son los acidos grasos.
Ademas de su rol estructural, éstos determinan también la viscosidad de las membranas lo cual

involucra muchas funciones asociadas como los transportes pasivo y activo de solutos y también
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interacciones proteicas. Por todo esto, las bacterias han desarrollado mecanismos sofisticados para
controlar la expresion de los genes responsables de la formacion de acidos grasos y para modificar
las cadenas aciladas preexistentes con el fin de ajustar las propiedades biofisicas de los acidos
grasos y mantener las membranas estables [165]. La capacidad de los microorganismos para
adaptarse a diferentes temperaturas depende de la habilidad de un sensor de percibir un cambio en
la temperatura. La membrana, que actla como una interfase entre los medios interno y externo de
las células puede ser uno de los principales sensores. ES necesario que estos sensores tengan la
capacidad de percibir la sefial y transducirla al genoma, llevando en Gltima instancia a la sobre
expresion de los genes involucrados en la adaptacion a este tipo de cambio medioambiental [166].
La induccion de los genes de desaturasas para compensar una disminucion en la fluidez de
membrana es un mecanismo extendido entre casi todos los taxa de organismos poiquilotermos,

desde bacterias hasta, plantas, peces y animales [55, 167, 168].

Aungue existen innumerables ejemplos de organismos (no solo bacterias, sino también
cianobacterias, parasitos, hongos, peces y plantas) que presentan mecanismos de sensado de los
cambios de fluidez de membrana y transduccién de la sefial, este trabajo de tesis no estuvo dirigido
a la busqueda de tales proteinas en M. smegmatis. Se estudid, en cambio, la existencia de un
mecanismo de regulacidn transcripcional de los genes con homologia a desaturasas en esta bacteria,
mediante fusiones transcripcionales de aquellas regiones promotoras al gen lacZ.
Desafortunadamente, no se encontré tal mecanismo, que hubiera sido esperado, dada la amplia
distribucién del mismo en todos los dominios de la vida. Sin embargo, existen claras
modificaciones en la composicion lipidica. Por lo tanto, la ausencia de regulacion directamente a
nivel del promotor no descarta la posibilidad de que las regiones clonadas para los experimentos
realizados, sean err6neas, y que los promotores verdaderos se encuentren corriente arriba de lo
presupuesto. De hecho, los promotores micobacterianos pueden llegar a tener hasta 2 kb de longitud
[169]. Tampoco es posible descartar que existan mecanismos regulatorios en otros niveles, como
por ejemplo estabilidad de la vida media de los ARNm de las desaturasas (nivel post-
transcripcional), como en el caso de S. cerevisiae [170]; o que sea la actividad de las proteinas lo
gue se encuentre regulado, mas que su expresion transcripcional. Por ejemplo, a baja temperatura,
E. coli aumenta la proporcion de C18:1 y reduce la proporcion de C16:0 [171, 172]. FabF, es
requerida en estas condiciones para la elongacion de C16:1 a C18:1 y es independiente de la sintesis
de ARNm y proteina, demostrando que la regulacion de la fluidez de membrana a baja temperatura

en esta bacteria, depende de la actividad de la enzima pero no de su sintesis [57, 173].
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Existen mecanismos alternativos que podrian ser los encargados de sensar los cambios de
temperatura. Por ejemplo, cambios conformacionales o fisico-quimicos en el ADN, ARN vy
proteinas. La conformacion del ADN es importante para la adaptacion al frio. Esto queda
demostrado porque la expresion de muchos genes en bacterias depende de la conformacion del
ADN, lo que a su vez depende de los cambios introducidos por la temperatura en el enrollamiento
del mismo [174, 175]. Por ejemplo, la forma y tamafio de las células de B. subtilis no cambia luego
de un descenso de temperatura, pero este descenso induce una compactacion de los nucleétidos, lo
que a su vez puede ser producido por cambios conformacionales en el ADN [176]. Por su parte, las
moléculas de ARN tienen un gran potencial para actuar como sensores de la temperatura debido a
su habilidad para formar estructuras terciarias [177] e hibridos ARN/ARN [178]. Ejemplos de ello
son las proteinas LcrF de Yersinia pestis (regulador de virulencia) [179] y PrfA de Listeria
monocytogenes (factor de transcripcion activador de la virulencia) [180]. Los ARNm de estas dos
proteinas a 25°C se encuentran formando una estructura secundaria que previene su traduccion. A
elevada temperatura estas estructuras se desarman, permitiendo la expresion de dichos genes. De
esta manera, estos ARNm actuarian tanto como termosensores y mensajeros [179]. Las proteinas
también pueden sufrir cambios conformacionales en respuesta a variaciones térmicas. En
Salmonella typhimurium, la proteina TIpA tiene la capacidad de sensar variaciones de temperatura y
regular la expresion de algunos genes. A 28°C esta proteina puede formar oligdmeros y unirse al
ADN reprimiendo su propia expresion. Pero cuando la temperatura aumenta, la oligomerizacion
disminuye permitiendo la transcripcién. La capacidad sensora de TIpA depende de su estructura de
tipo coiled-coiled, lo que ilustra el sensado de temperatura a través de cambios en la conformacion
proteica [181-183]. También es conocido el mecanismo de sensado de la temperatura de proteinas
que se fosforilan-desfosforilan, como el caso del sensor DesK de B. subtilis descripto en la

introduccion [113].

Todos estos ejemplos alientan la basqueda del/de los mecanismo/s regulatorio/s de la sintesis
de AGI en M. smegmatis, mas alla del nivel transcripcional. Quedaria por determinar si existe
alguna proteina regulatoria de la transcripcion de los genes de las desaturasas y en qué condiciones
actla, o si la regulacion se encuentra en los demas niveles descriptos. La presencia del gen
MSMEG_1741 que codifica para un regulador transcripcional de la familia TetR, permite sugerir
que la proteina producida por este gen podria estar involucrada en algin proceso regulatorio de la
sintesis de AGI. Los miembros de la familia TetR son proteinas reguladoras ampliamente
distribuidas en bacterias que presentan un dominio de unién a ADN HTH. Todas las proteinas de la
familia TetR conocidas hasta el momento son represores y actuarian de una manera similar: la

union a una molécula inductora en un dominio no conservado de estas proteinas produce cambios
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conformacionales en el dominio conservado de union al ADN, resultando en la liberacion del
represor de su operador y permitiendo asi la transcripcion de los genes reprimidos [184]. En general
los reguladores de la familia TetR reconocen secuencias palindrémicas en sus operadores de
aproximadamente 15 pb. Sin embargo EthR, represor de EthA, activador de la droga etionamida de
M. tuberculosis, reconoce una regioén operadora de 55 pb que se organiza como un palindrome
altamente degenerado que contiene pares de secuencias invertidas solapadas y repeticiones en
tandem [185].

La homologia de DesR con el regulador DesT de P. aeruginosa, junto con el hallazgo de
secuencias palindromicas en los promotores de las desaturasas y 6xido-reductasas, e inclusive en la
region promotora del propio DesR, serian indicios de la funcién de esta proteina. Ademas, el hecho
de que este tipo de reguladores actten uniéndose a moléculas efectoras (que en este caso podrian ser
acidos grasos), junto con la represién transcripcional en presencia de acido oleico observada en este
trabajo, sugeririan un posible papel regulatorio para esta proteina. Es importante destacar que esta
ampliamente reportado en la literatura el efecto que tienen los AGI sobre la expresion de los genes
que sintetizan dichos AGI, tales son los casos de S. cerevisiae [186], P. aeruginosa [187, 188], E.
coli [189], entre muchos otros. En general la regulacién de los niveles transcripcionales esta
mediada por una proteina reguladora que es capaz de unirse a AGl 0 AGS y en este estado se une o
se libera, respectivamente, de los promotores de los genes de sintesis de &cidos grasos insaturados,

ya sean de la via aerdbica o anaerdbica [135, 189].
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6. CAPITULO II

6.1 Caracterizacion funcional de Desl€€6

6.1.1 Construccion de una mutante delecional en el ggn MSMEG_1886

Con el objetivo de determinar las caracteristicas funcionales de las desaturasas de M.
smegmatis, y teniendo en cuenta la homologia con la desaturasa DesA3 de M. tuberculosis, se
decidié construir una mutante delecional en el gen MSMEG_1886, que resulta el mas homdlogo de
los encontrados en nuestro modelo de estudio con aquella desaturasa (que por otra parte es la Gnica
presente en el genoma de M. tuberculosis). El entendimiento de la funcionalidad de esta/s enzima/s
permitird comprender y comparar las diferencias fisioldgicas de crecimiento que presentan ambas

especies.

Para la construccion de dicha mutante se utilizo la metodologia desarrollada por van Kessel y
Hatfull denominada recombineering [141], detallada en la seccion Materiales y Métodos (Figura 15
a). La seleccion de clones mutantes se realizd en medio sélido 7H9-OADS-G-Hig y se incubaron
las placas a 37°C por 3 a 5 dias. Luego de obtenidos los clones resistentes a higromicina, la
confirmacidn de la delecion se efectué mediante PCR utilizando oligonucleétidos que hibridan por
dentro de la construccidn insertada y por fuera de la region genémica donde debe recombinar el
fragmento (Figura 15 b). Se eligieron los oligonucléotidos que se indican en la figura para tener la
certeza de que la recombinacion ocurrié en la zona del genoma deseada y descartar asi una
recombinacion ilegitima. Se realizé ademas la complementacion de la mutacién con una copia en

trans del gen salvaje bajo el control de su propio promotor utilizando el vector integrativo pMV306.
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Figura 15. Esquema de la construccion del fragmento recombinogénico utilizado para delecionar el gen
MSMEG_1886. Confirmacion de la delecién. (a) Se construy6 un fragmento lineal con dos zonas homologas a la regién
blanco y un cassette de higromicina en medio de las dos. En la parte inferior se muestra la region genémica con el
fragmento recombinado. Se muestran ademas los olignucle6tidos utilizados para la confirmacién de la mutacion. (b) PCR
de confirmacién de la delecion de MSMEG_1886. Calles: 1: marcador de peso molecular; 2: banda de 1200 pb
correspondiente al fragmento amplificado por los olignucleétidos Forl y Rv1 en la cepa salvaje mc?155; 3: ausencia de
banda obtenida de la amplificacion con los olignucle6tidos Forl y Rvl en la cepa mutante UNRA1886; 4: banda de 974pb
correspondiente al fragmento amplificado por los olignucleétidos Forl y Rv2 en la cepa mutante UNRA1886: 5: ausencia

de banda obtenida de la amplificacion con los olignucleétidos Forl y Rv2 en la cepa salvaje mc®155.

6.2 Caracterizacion fenotipica de la cepa UNRA1886

6.2.1 Crecimiento en medio liquido

Se realizaron curvas de crecimiento en medio liquido 7H9-G-T-Hig utilizando ADS u OADS
como suplementos a 25 y 37°C. Debido a que la cepa mutante fue obtenida en presencia de &cido

oleico, se quiso determinar su capacidad de crecer en ausencia de este acido graso (Figura 16).

La cepa UNRA1886 muestra un marcado retardo en el crecimiento a las dos temperaturas
ensayadas respecto de la cepa salvaje, siendo mas marcado el efecto a 25°C. La fase lag de
crecimiento se extiende hasta las 72 hs a 25°C y hasta las 24 hs a 37°C en la cepa mutante. Una vez
superada la fase lag, la cepa UNRA1886 tiene un tiempo de duplicacién de aproximadamente 14 hs
a 25°C, mientras que la cepa salvaje se duplica cada 8 hs. A 37°C el tiempo de duplicacién luego de

la fase lag es de 5 hs para UNRA1886 y de 3 hs para la cepa mc?155. La complementacion de la
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cepa mutante con una copia salvaje del gen en trans, recupera los niveles de crecimiento de la cepa

mc?155 a las dos temperaturas.

DOGOO
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Figura 16. Curvas de crecimiento de las cepas de M. smegmatis salvaje mc’155 mutante UNRA1886 y
complementada UNRA1886C a 25 y 37°C en presencia de acido oleico. Se crecieron cultivos de las cepas mencionadas
en medio 7H9-G-T-Hig con el suplemento de ADS u OADS a 25 (izquierda) y 37°C (derecha). Se tomaron alicuotas de
cada cultivo a los tiempos indicados y se midio la DOgy. Se muestra un promedio de tres repeticiones independientes.

Se realizaron también curvas de crecimiento en presencia de acido palmitoleico (en forma de
PADS) para evaluar el efecto de este acido graso sobre el crecimiento de la cepa mutante (Figura
17). La figura muestra que el acido palmitoleico, al igual que el &cido oleico es capaz de recuperar
el defecto de crecimiento de la cepa mutante, aungue en menor medida que este. En las figurasl6 y
17 se observa también que todas las cepas analizadas crecen mejor en presencia de los AGI
correspondientes independientemente de la temperatura. M. smegmatis es capaz de incorporar y
utilizar acidos grasos del medio de cultivo. De esta manera, requiere un gasto energético menor para
la sintesis de estos metabolitos y puede asi crecer mas rapidamente. En el caso de la cepa
UNRA1886, ambos acidos grasos permiten una recuperacion del crecimiento tanto a 25 como a
37°C. Este resultado indica, por un lado que el gen MSMEG_1886 es importante para el crecimiento
de M. smegmatis y mas aln a bajas temperaturas. Por otro lado, el hecho de que el defecto de
crecimiento se vea contrarrestado por el agregado de AGI al medio de cultivo, sugiere que el
producto de este gen podria estar implicado en la via de sintesis de los mismos. Es importante
destacar en este punto, que la cepa UNRA1886 es capaz de crecer, aln en ausencia de AGI, lo que

implica que existe alguna via alternativa de sintesis de AGI en esta bacteria.
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Figura 17. Curvas de crecimiento de las cepas de M. smegmatis salvaje mc’155 mutante UNRA1886 y

complementada UNRA1886C a 25 y 37°C en presencia de acido palmitoleico. Se crecieron cultivos de las cepas

mencionadas en medio 7H9-G-T-Hig con el suplemento de ADS o PADS a 25 (izquierda) y 37°C (derecha). Se tomaron

alicuotas de cada cultivo a los tiempos indicados y se midi6 la DOgyo. Se muestra un promedio de tres repeticiones

independientes.

6.2.2 Crecimiento en medio solido

Para continuar con la caracterizacion fenotipica de la mutante en el gen MSMEG_1886, se

analizé su crecimiento en medio so6lido 7H9-G-Hig suplementado con ADS u OADS a 37°C. Las

colonias obtenidas fueron observadas en lupa con aumento 2x (Figura 18).

Coincidentemente con los resultados obtenidos en medio liquido, se observé un defecto en el

crecimiento en medio sélido en la cepa mutante, respecto de la cepa salvaje, tanto en la morfologia

como en el tamafio de las colonias.
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UNRA1886

Figura 18. Crecimiento de las cepas de M. smegmatis mc?155 y UNRA1886 en medio sélido. Las cepas de M.
smegmatis mc®155 y UNRA1886 fueron crecidas en medio sélido 7H9-G-Hig, suplementado con ADS u OADS. Se
sembraron diluciones de cultivos saturados para obtener colonias aisladas. Se incubaron a 37°C por 5 dias y las colonias
fueron observadas y fotografiadas con una lupa Zeiss- Stemi 2000. Aumento 2x.

Las colonias de la cepa UNRA1886 son mas pequefias y compactas que las de la cepa
mc?155. El defecto de tamafio fue parcialmente recuperado con el agregado de acido oleico, pero la
morfologia permanecio alterada, siendo las colonias menos rugosas que las de la cepa salvaje. La
cepa complementada mostré caracteristicas coloniales idénticas a las de la cepa salvaje. Este
defecto de crecimiento planted el interrogante de si se veria afectada la composicion de lipidos de
membrana externa, tanto de acidos micoélicos, como de glicolipidos, quienes son responsables, en
parte, de la morfologia colonial en micobacterias. Ademas se analiz6 la composicion de acidos

grasos de membrana plasmatica mediante GC-MS.

6.2.3 Anélisis de la composicion lipidica

Para analizar la composicion de lipidos de envoltura, se realizaron dos tipos de TLCs: de
lipidos totales, que incluyen los lipidos extraibles o no unidos covalentemente y de MEAGS y
MEAM s obtenidos a partir de cultivos crecidos en presencia de &cido 1-[**C] acético y corridos en

placas impregnadas con AgNO; (Figura 19).
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Figura 19. Perfil de glicolipidos y acidos micélicos de las cepas de M. smegmatis mc®155, UNRA1886 y UNRA1886C.
(a) TLCs de lipidos totales y (b) de MEAGs y MEAMSs. Cultivos de las cepas mc?155, UNRA1886 y UNRA1886C fueron
crecidos en medio 7H9-ADS-G-T-Hig en presencia (b) o ausencia (a) de 4cido 1-[**C] acético. (a) Los lipidos fueron
extraidos con mezclas sucesivas de metanol:cloroformo (2:1; 1:1 y 1:2), corridas una vez en placas de silica G con
cloroformo: metanol (9:1) y revelados con a-naftol en H,SO,. (b) Las células fueron sometidas a hidrdlisis alcalina con
TBAH durante 16 hs, los lipidos fueron metil-esterificados con CH;l y extraidos con CI,CH, y éter etilico. Los metil-
ésteres fueron corridos tres veces en placas de silica G (impregnadas con AgNO3; 10% p/v) con éter de petrdleo:éter etilico
(85:15 v/v). Se sembraron 40.000 CPM vy fueron revelados en placas radiogréficas X-OMAT (Kodak). GL: glicolipidos,
AM: 4cidos micolicos, AGS: cidos grasos saturados, AGI: acidos grasos insaturados.

No se observaron diferencias significativas entre los perfiles de corrida de los lipidos (tanto
totales como MEAGs y MEAMS) de las cepas salvaje, mutante y complementada. Sin embargo, el
hecho de que la cepa mutante revierte parcialmente su defecto de crecimiento con el agregado de
AGlI, sugiere como se mencion6 anteriormente que el gen MSMEG_1886 podria estar involucrado
en la sintesis de dichos &cidos grasos. Teniendo en cuenta ademas que los acidos grasos de cadena
media (C16, C18 y C19), tanto saturados como insaturados, forman parte de la estructura de los
glicolipidos, seria l6gico pensar que la arquitectura de estas moléculas se vea afectada. Por ello, no
se puede descartar la posibilidad de la existencia de diferencias més sutiles a nivel de composicion
que no sean visibles a simple vista. Seria interesante utilizar técnicas de identificacion-

cuantificacion mas precisas para definir si existen diferencias en este nivel.
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A continuacion, se analizé la composicién de lipidos de cadena corta-media mediante GC-
MS (Figura 20 y tabla 5).
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Figura 20. Proporcién de AGS y AGI de las cepas de M. smegmatis mc?155, UNRA1886 y UNRA1886C a 25 y 37°C.
Cultivos de las tres cepas fueron crecidos a 25 y 37°C hasta una D.Ogy=1. Se obtuvieron los MEAGs y fueron
cuantificados por GC-MS. Se muestra un promedio de tres repeticiones independientes.

En la figura 19 se observan las proporciones de AGS y AGI de las cepas salvaje, mutante y
complementada a 25 y 37°C. A 25°C la proporcién de AGI en la cepa UNRA1886 se ve claramente
afectada, respecto de la cepa salvaje, siendo de 17,93%, mientras que en aquella es de 49%, lo que
representa una disminucién en la sintesis de AGI de un 63,4% en ausencia del gen MSMEG_1886.
A 37°C el porcentaje de AGI en la cepa mutante es de 22,8% y en la cepa salvaje del 37,16%, por lo
que la cepa mutante produce 38,8% menos AGI que la cepa salvaje. A 25°C la cepa complementada
produce aproximadamente un 40% mas AGI que la cepa mutante, representando este valor un
77,23% de la actividad de sintesis de la cepa salvaje. Concomitantemente con este descenso en los
niveles de AGI en la cepa UNRA1886, se aprecia un aumento en las proporciones de AGS para esta
cepa en relacion a la cepa mc?155 de 50,19% a 81,45% a 25°C y de 68,43% a 77,16% a 37°C.

En la tabla 5 se detalla la composicién de acidos grasos tanto saturados como insaturados de

las tres cepas estudiadas.
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Acido mc?155 UNRA1886 UNRA1886C
Graso 25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C
C16:0 26,05+ 0,88 36,48 + 2,39 39,61+1,10 37,41+151 36,23 +1,10 41,74 + 1,05

Cl16:1 A7 3,15+0,77 1,08 +£0,31 0,67 £0,15 0,58 £ 0,23 0,52 £ 0,03 0,28 £ 0,03
C16:1 A9 1,18+ 0,44 1,46 £ 0,15 0,14 £ 0,03 0,17 £ 0,04 0,31+0,02 0,32+0,01
C16:1 A10 6,61+ 1,97 6 +£0,59 0,09 + 0,007 0,13+0,01 2,5+0,15 3,08+0,12
C18:.0 1,44 £0,77 1,92 £ 0,07 18,92 + 0,49 17,97 + 3,47 10,08 +0,11 16,18 + 0,26
C18:1 A9 37,06 +1,28 27,49 £ 0,27 12,95+2,9 16,08 + 1,31 27,66 £ 0,93 15,50+ 0,71
C18:0 CH3A9 5,21+ 1,67 9,63+0,65 3,34 +£0,69 2,15+1,34 8,52 + 0,69 4,30+0,28
C24:.0 13,10 + 2,99 10,20 + 1,70 13,74 + 1,77 13,32+ 2,93 5,62 +0,54 9,84 +0,23
C24:1 A15 1,08 £ 0,62 0,43+£0,17 2,77+151 3,67+4,01 4,69+0,44 0,76 = 0,06

Tabla 5. Composicién de 4cidos grasos de las cepas de M. smegmatis mc?155, UNRA1886 y UNRA1886C a 25 y
37°C. Cultivos de las tres cepas fueron crecidos a 25 y 37°C hasta una D.Ogy=1. Se obtuvieron los MEAGs y fueron
cuantificados por GC-MS. Se presentan los &cidos grasos mayoritarios. Se muestra un valor promedio de tres repeticiones

independientes con su desvio estandar.

En la tabla 5 se observa un claro rearreglo en las proporciones de acidos grasos en la cepa
mutante respecto de la cepa salvaje. ElI dato mas relevante es la notable disminucion en la
proporcion de los tres isomeros de C16:1 en la cepa mutante. La cepa UNRA1886 produce un
78,7% menos de C16:1A7, un 88,13% menos de C16:1A9 y un 98,64% menos de C16:1A10 que la
cepa mc?155 a 25°C. A 37°C los porcentajes de disminucién en la sintesis de los isémeros en
posicion A7, A9 y A10 son de 46,29%, 88,35% y 97,83%, respectivamente. En concordancia,
UNRA1886 acumula una cantidad mayor de C16:0 a 25°C (52,05% mas que la cepa salvaje). Sin
embargo, a 37°C la cepa mutante solamente acumula un 2,5% mas de C16:0 que la cepa salvaje.
Por otra parte, también se registran cambios en el contenido de los &cidos estearico-oleico. La cepa
mutante produce un 1200% mas acido estearico y un 65% menos de &cido oleico que la cepa salvaje
a 25°C, mientras que a 37°C la diferencia cambia a un 41,5% de disminucién en la sintesis de acido
oleico y un 835,9% de aumento en la produccion de acido estedrico. El acido tuberculostearico
(C18:0 CHa) disminuye un 35,9% a 25°C y un 77,7% a 37°C en la cepa UNRA1886. El acido
lignocérico (C24:0) no muestra cambios significativos entre las dos cepas, mientras que el acido
tetracosenoico (C24:1A15) aumenta un 175% a 25°C y un 753% a 37°C. En la cepa UNRA1886C

se observa una complementacion parcial de los niveles de acidos grasos.
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Los resultados obtenidos hasta el momento permiten proponer a Des1886 como una
desaturasa de acidos grasos, con especificidad aparente para cadenas carbonadas de 16 y 18 4&tomos
de carbono. Sin embargo, la existencia de tres posibles desaturasas mas que permanezcan activas,
con seguridad genera un rearreglo en el flujo de carbono que no permite afirmar con certeza la

estéreo y regioselectividad de Des1886.
6.2.4 Andlisis del efecto de isoxil (ISO) sobre el crecimiento.

Existe un reporte bibliografico que propone a DesA3 de M. tuberculosis como blanco para la
droga antituberculosa 1SO. Esta hip6tesis se basa en los siguientes hechos: a) la droga inhibe la
sintesis de acido oleico en esta especie (en general de &cidos grasos insaturados), ademas de la
sintesis de acidos micdlicos, b) la sobreexpresion de DesA3 aumenta levemente la resistencia a esta
droga y 3) el agregado de &cido oleico al medio de cultivo alivia ligeramente la toxicidad de 1ISO
[190]. Si se considera que DesA3 es la enzima propuesta para la sintesis de acido oleico [140],
siendo este AGI el mayoritario y esencial, se concluye entonces que el blanco o uno de los blancos
de ISO esté representado por esta enzima. Por otra parte, M. smegmatis es naturalmente resistente a
esta droga con una CIM > 200 pg/mL (mientras que la CIM para M. tuberculosis es de 0,5-
1ug/mL). En base a la homologia de secuencia existente entre DesA3 y Des1886 gue se describe en
este trabajo, y teniendo en cuenta la evidente implicancia de esta proteina en la sintesis de AGI en
M. smegmatis, se decidio evaluar el efecto de la droga ISO sobre la cepa mutante UNRA1886 en

presencia y ausencia de acidos grasos insaturados.

En la figura 21 se aprecia una disminucién en la CIM de 4 veces (de 200 a 50 pug/mL) en la
cepa UNRA1886, respecto de la cepa salvaje, en ausencia de AGI. En presencia de acido oleico se
recuperan, por un lado los valores de CIM de la cepa mc?155 y por otro el tamafio de las colonias.
El agregado de acido palmitoleico recupera solamente la capacidad de crecimiento de la cepa
mutante en presencia de la droga hasta los 200 pg/mL pero el tamafio de las colonias se reduce

notablemente respecto del control sin droga.

Estos resultados muestran, por un lado que Des1886 es responsable en parte de la resistencia
intrinseca de M. smegmatis a ISO, ya que en su ausencia la CIM disminuye notablemente; pero
ademas surge la hip6tesis de que no seria la Gnica proteina que se une v titula esta droga, debido a
que la bacteria es capaz de crecer aun en su ausencia hasta una concentracion de 50 pg/mL de I1SO.
Esto plantea que existe una 0 més proteinas que pueda/n unir droga. Adicionalmente, el efecto de la
droga revierte en presencia de AGI, o bien completamente con &cido oleico, o al menos en parte,

con acido palmitoleico. Entonces, en este caso, la droga se une a su/sus blanco/s pero el crecimiento
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no se ve afectado debido el agregado exdgeno de AGI que suple la falta de sintesis enddgena, ya sea
por inactivacion de la/s proteina/s por efecto de la droga, por la delecién de Des1886 o por la suma
de los dos eventos.

UNRA1886 mc2155 UNRA1886 mc2155 UNRA1886  mc2155

0 pg/mL

20 pg/mL

50 pg/mL

100 pg/mL

200 pg/mL

Figura 21. Efecto de la droga isoxil sobre el crecimiento de las cepas mc?155 y UNRA1886. Diluciones de cultivos
saturados de las cepas mencionadas fueron sembradas en placas de medio sélido 7H9-G suplementadas con ADS, &cido
oleico (OADS) o é&cido palmitoleico (PADS) y en ausencia 0 presencia de concentraciones crecientes de la droga
(indicadas en la figura). Las placas fueron incubadas a 37°C por 5 dias.

En trabajos previos realizados en este laboratorio [191], se evalud el efecto de 1ISO en M.
tuberculosis bajo condiciones de sobreexpresion de DesA3. No se observé una disminucion
significativa en la CIM de la cepa sobreexpresante en relacion a la cepa salvaje. Por lo tanto DesA3
no seria blanco para esta droga en M. tuberculosis [191]. Para determinar el efecto de esta enzima
sobre la sensibilidad-resistencia de 1SO en M. smegmatis se complement6 la cepa UNRA1886 con
DesA3 de M. tuberculosis, bajo el control del pormotor constitutivo hsp60. No se produjo un
aumento en los valores de la CIM para esta cepa, como era esperable. Adicionalmente, la
sobreexpresion de Des1886 en M. tuberculosis no modifico los niveles de sensibilidad a ISO en esta
especie. Por otra parte, no se observaron efectos de 1SO sobre la sintesis de &cidos micélicos ni en
la cepa mc?155, ni en la cepa UNRA1886.
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La delecion en un gen relacionado con la sintesis de componentes de membrana, podria llevar
a hipotetizar que la bacteria puede tener una permeabilidad aumentada a drogas en general y por lo
tanto ser mas sensible a todas ellas. Para determinar si el efecto de ISO estd directamente
relacionado con la ausencia de Des1886 y no con dicho proceso de permeabilidad incrementada, se
realizaron ensayos de CIM para drogas con diferente mecanismo de accion (rifampicina (Rif),
cristal violeta (CV), novobiocina (Nov) y tiacetazona (TAC)).

La figura 22 muestra los valores de CIM de las cepas salvaje y mutante para las drogas Rif,
CV, Nov y TAC. La cepa mutante es mas sensible a todas las drogas ensayadas. Se observan las
siguientes disminuciones en los valores del CIM respecto de la cepa mc?155: Para CV de 16 a 4
po/mL; para Rif de 64 a 32 pg/mL; para Nov de 128 a 32 pg/mL y para TAC disminuye de 200 a
20 pg/mL. Sin embargo la CIM para esta Gltima droga revierte a los valores de la cepa salvaje con
el agregado de &cido oleico. Por lo tanto se puede afirmar que existe una permeabilidad aumentada
a drogas en general en la cepa mutante, pero también se puede observar que solamente la CIM para
TAC revierte en presencia de acido oleico y por lo tanto se puede estimar que tanto para esta droga,
como para ISO, existe un mecanismo de accion relacionado con el metabolismo de AGI. Los
valores de CIM de la cepa complementada, tanto para ISO como para el resto de las drogas

ensayadas, corresponden a los valores de CIM de la cepa salvaje.

250
%155 ADS
B %155 0ADS
200 A [ UNRA1886ADS 200 2@
UNRA1886 OADS
T 150 A
[
> 128
= 100
64
50 A
32 32
16 g
| N
0
Ccv Rif Nov TAC

Figura 22. CIM de M. smegmatis a diferentes drogas. Diluciones de cultivos de las cepas mc?155 y UNRA1886 fueron
sembradas en placas de medio s6lido 7H9-G-T suplementadas con ADS u OADS y en ausencia 0 presencia de
concentraciones crecientes de las drogas indicadas en la figura. Las placas fueron incubadas a 37°C por 5 dias. Se
muestran los valores promedio de CIM de cada droga para cada cepa de tres repeticiones independientes. CV: cristal
violeta, Rif: rifampicina, Nov: novobiocina, TAC: tiacetazona.
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6.3 DISCUSION

El crecimiento bacteriano requiere que una fraccién considerable de las cadenas aciladas de
los lipidos de membrana se encuentre en un estado desordenado. En la mayoria de las bacterias tal
grado de desorden es provocado por AGI que actian compensando la disposicion ordenada y
estrechamente empaquetada impartida por las cadenas lineales de AGS. Algunas bacterias sintetizan
AGI mediante un proceso de desaturacion aerdbica, mientras que otras lo hacen mediante una via
que no requiere oxigeno [192]. Otras, como P. aeruginosa, combinan los dos mecanismos [63].
Independientemente de la via de sintesis de AGI, muchos organismos que son depletados de alguna
enzima de esta via, sélo pueden crecer en presencia de dichos productos. Ejemplos de ello son E.
coli [193], S. pneumoniae, S. mutans [194], S. cerevisiae [128, 195], entre otros. Sin embargo,
existen organismos que pueden sobrevivir en ausencia de estas enzimas si poseen vias alternativas
de sintesis de AGI. Por ejemplo, P. aeruginosa puede crecer en aerobiosis sin el agregado de AGI
en ausencia del gen fabA porque posee dos desaturasas aerébicas alternativas, DesA y DesB, que
sintetizan estos metabolitos en estas condiciones [70].

En este trabajo se demostrd que M. smegmatis es capaz de crecer en ausencia de Des1886,
aun a diferentes temperaturas sin el agregado de AGI. Estos resultados conllevan varias
implicancias: a) por un lado que MSMEG_1886 no es un gen esencial, pero si importante para el
crecimiento de M. smegmatis, sobre todo a bajas temperaturas, lo que queda demostrado por el
marcado defecto de crecimiento que presenta fundamentalmente a 25°C; b) que el producto de
MSMEG_1886 esta implicado en la via de sintesis de AGI en esta especie, ya que el fenotipo
mencionado en el punto anterior revierte parcialmente con el agregado de acido oleico o
palmitoleico y c) que la modificacion de moléculas que forman parte de la estructura de membrana
plasmatica y membrana externa (ya sea de acidos micolicos o de glicolipidos) afectan la morfologia
celular. En este sentido, la carencia de los productos de poduciria una alteracion morfolégica. En
relacién a este Gltimo punto, las diferencias morfolégicas persistentes de las colonias de la cepa
mutante (a pesar de la restitucion del tamafio) en presencia de acido oleico, pueden ser debidas a las
variaciones en la distribucion de los &cidos grasos dentro de la célula. El flujo de metabolitos
provenientes de la sintesis enddgena probablemente difiera de aquel de los metabolitos
incorporados por transporte. Entonces, si bien se le suministra ex6genamente un AGI que la
bacteria es capaz de utilizar, posiblemente no le sea posible acoplarlo a la ruta habitual de transporte
hacia membrana.

En cuanto al rol de los glicolipidos en la fisiologia de las micobacterias, no ha sido

claramente establecido. Sin embargo, en M. bovis, por ejemplo, los PIMs y PI constituyen el 56%
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de los fosfolipidos de pared y el 37% de membrana plasmatica, por lo que han sido considerados
componentes estructurales esenciales de la envoltura de las micobacterias [196]. Los AGI son
moléculas constituyentes de los PIMs, por lo tanto, variaciones en las proporciones de AGI pueden
llevar a modificaciones en la estructura de PIMs. Asi, por ejemplo, ensayos de susceptibilidad a
norfloxacina o cenodeoxicolato en cepas de M. smegmatis y M. tuberculosis afectadas en la sintesis
de PIM, muestran claramente la implicancia de estos glicolipidos en la permeabilidad de la
envoltura celular tanto a moléculas hidrofébicas como hidrofilicas [197-199]. Ademas, en cuanto a
morfologia, se ha demostrado que mutantes deficientes en pimE de M. smegmatis (involucrado en la
transferencia de un residuo de manosa a un PIM en formacién), presentan defectos en la formacion
de septos durante la divisiéon celular. Por lo que los PIMs tendrian un rol en la integridad de la
membrana celular [198]. Por su parte, la modificacion en la sintesis de acidos micolicos también
lleva a alteraciones en la morfologia y en la permeabilidad. Por ejemplo, una mutante en el gen
MSMEG_4722, encargado de la reduccidn final en la biosintesis de acidos micdlicos, presenta una
morfologia alterada y acumulacién de intermediarios de acidos micolicos, asi como una mayor

permeabilidad a drogas lipofilicas [200].

El analisis de la composicion lipidica mediante GC-MS que muestra la abrupta disminucion
en la cantidad de C16:1 y C18:1 (100% y 50%, respectivamente), confirma que Des1886 es una
desaturasa de &cidos grasos con especificidad para cadenas carbonadas de 16 y 18 atomos de
carbono. Teniendo en cuenta que aun ante la ausencia de MSMEG_1886, se sintetiza un remanente
de &cido oleico, se confirma la presuncion de que éste acido graso proviene de dos vias de sintesis
distintas: de la elongacién de C16:1A7 pero también de la desaturacién de C18:0 en posicidén A9,
llevada a cabo en parte por Des1886 y en parte por otra actividad desaturante. Es importante tener
en cuenta que conforme disminuye el &cido oleico, se acumula &cido esteérico en esta cepa, lo que
significa que existe precursor disponible para desaturar pero no actividad desaturante que lo
convierta en acido oleico. Por otra parte, si se analizan los porcentajes de los distintos isémeros de
C16:1 a 25 y 37°C (tabla 5) se aprecia que el nivel de disminucion de los isémeros A9 y A10 no
varia con el cambio de temperatura y es muy cercano al 100%. Sin embargo, el isémero A7
disminuye un 79% a 25°C y un 46% a 37°C, respecto de los porcentajes de la cepa salvaje. Esto
supone que aun existe sintesis remanente de este isémero, y mas adn, que disminuye a mayor
temperatura, por lo que su sintesis esta regulada. Entonces el escenario probable es el siguiente: a)
que Des1886 sintetice uno de los dos isomeros, A9 0 A10 y exista una actividad isomerasa que
produzca el otro a partir del sintetizado en primera instancia; b) que el isomero restante sea

sintetizado o bien por Des1886 (suponiendo en este caso que esta enzima posea una
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regioselectividad flexible) o bien por otra actividad desaturante presente en la célula. Un ejemplo de
este tipo de desaturasas con varias regioselectividades es FAT-2 de Caenorhabditis elegans, que
puede desaturar sustratos de 14, 15, 16, 17 y 18 atomos de carbono de longitud y ademas en
posiciones A12 y A15 [201]. Este nematodo posee ademas seis desaturasas. Tres A9 (FAT-5, FAT-6
y FAT-7), una A15 u ©-3 (FAT-1), una A5 (FAT-4) y una A6 (FAT-3) [202, 203]. Los hongos
filamentosos Fusariun moniliforme y Aspergillus nidulans, poseen desaturasas bifuncionales
Al12/®3. Estas enzimas desaturan C18:1A9 en posicion Al2 para formar C18:2A9,12.
Adicionalmente, desaturan este producto en posicion Al5 para formar el &cido graso ®3
C18:3A9,12,15 [204, 205]. Las cianobacterias también representan ejemplos de organismos con
maltiples desaturasas que se clasifican en 4 grupos: 1) aquellas que introducen dobles enlaces en
posicion A9 de acidos grasos esterificados a glicerolipidos, 2) las que introducen dobles enlaces en
posiciones A9, A12 y A15 en cadenas C18 y A9 en cadenas de C16 esterificados a glicerolipidos, 3)
aquellas que desaturan cadenas esterificadas de C18 en posiciones A6, A9 y A12 y 4) las que lo
hacen en posiciones A6, A9, A12 y Al5 en cadenas C18 esterificadas a glicerolipidos [206]. Se
puede apreciar que las posibilidades de funcionalidad para Des1886 son variadas, pero no es posible
asignar una funcion acotada y definida a esta enzima, ya que en su ausencia adn existen AGI

remanentes, sintetizados por otra actividad enzimatica.

Por lo expuesto anteriormente, es esperable que debido a las alteraciones morfoldgicas
observadas, exista una modificacion en el comportamiento de la cepa UNRA1886, en comparacion
con la cepa mc?155, frente a diferentes drogas. Como se presentd en los resultados, esta cepa es mas
sensible que la cepa salvaje a todas las drogas testeadas, a pesar de ser de naturaleza quimica
diferente y tener diferentes blancos de accion. Se asume entonces que las alteraciones provocadas
por la ausencia de MSMEG_1886 llevan a un aumento en la permeabilidad celular. Sin embargo, el
comportamiento de UNRA1886 frente a TAC e ISO fue particular. En M. tuberculosis TAC actla
inhibiendo la sintesis de acidos micélicos y provocando una consecuente acumulacion de productos
de FASI e ISO inhibe la sintesis de acido oleico y acidos micélicos [191]. Por su parte, en M.
smegmatis mc?155, TAC produce una disminucion en el contenido de C18:1 y C16:1 pero el efecto
sobre el crecimiento no es relevante aun a bajas temperaturas (Mariana Doprado, resultados no
publicados). No obstante lo expuesto, ambas drogas afectan el crecimiento de la cepa mutante
UNRA1886, reduciendo la CIM 4 veces para ISO y 10 veces para TAC. Adicionalmente, el
agregado de &cido oleico al medio de cultivo produce una reversion de la CIM para ambas drogas
(pero no para el resto de las drogas ensayadas) a valores de la CIM de la cepa salvaje. Este resultado

es esperable en el caso de TAC, ya que afecta la sintesis de C18:1 y C16:1 en la célula. Por lo tanto,
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podria esperarse que en la cepa salvaje, 1ISO esté produciendo una alteracion en las proporciones de
AGI, al igual que TAC. Entonces en ausencia de MSMEG_1886, que parece tener un efecto
titulador, los efectos de ambas drogas se manifiestan claramente en la reduccién de los niveles de
crecimiento debido a que el/los blanco/s restante/s queda/n disponible/s para ser bloqueados.

Por todo esto, si bien la cepa mutante presenta una mayor permeabilidad, las drogas ISO y
TAC muestran un efecto especifico y reversible por acido oleico, que se puede relacionar con la via
metabolica afectada por la delecion de MSMEG_1886. De esta manera ambas drogas actuarian en
M. smegmatis mediante mecanismos que involucran la sintesis de lipidos como en el caso de M.
tuberculosis, y mas aun, se puede inferir que MSMEG _1886 estaria relacionado con la resistencia a
estas drogas en M. smegmatis, ya que en su ausencia la cepa mutante se vuelve mas sensible. Es
importante tener en cuenta que ISO no produce alteraciones sustanciales en la sintesis de acidos
micdlicos, como si ocurre en M. tuberculosis. Es por ello que se puede pensar en mecanismos de

accion diferentes en ambas especies.

En la Figura 30, se presenta un posible modelo del modo de accion de ISO y TAC en M.
smegmatis. En ausencia de drogas Des1886 sintetiza C16:1(en sus tres isbmeros) y parte del C18:1.
Cuando se adiciona ISO o TAC al medio, éstas drogas se unen a Des1886 blogueando su actividad
desaturasa, por lo que los niveles de C16:1 y C18:1 disminuyen pero la célula es capaz de crecer
normalmente. Cuando se deleciona MSMEG_1886, desaparece la “proteina tituladora” de estas dos
drogas, por lo tanto ISO y TAC se unen al resto de su/s blanco/s que pueden ser las tres desaturasas
restantes o alguna otra proteina relacionada con la via de sintesis de AGI y la CIM disminuye

drasticamente.
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Figura 30. Modelo de accién propuesto para 1SO y TAC en M. smegmatis. (a) En ausencia de drogas Des1886
sintetiza C16:1 y parte de C18:1. En presencia de ISO o TAC, éstas se unen a Des1886 y se reduce la sintesis de C16:1 y
C18:1 pero la CIM es de 200 pg/mL. (b) En ausencia de Des1886, ISO y TAC se unen a una de las desaturasas restantes
(Des1211, Des1743 o Des6835) o a otro blanco (X). Se reduce la CIM a 50 pg/mL para ISO y a 20 pg/mL para TAC. AT:

acil-transferasa.
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7. CAPITULO Il

7.1 Caracterizacion funcional de Desl2ll, Des1743 y Des6835

Con el objetivo de determinar la actividad enzimatica de Des1211, Des1743 y Des6835, se
tuvieron en cuenta tres enfoques diferentes. Por un lado se quiso investigar la posible funcion
desaturasa de las proteinas Des1211, Des1743 y Des6835 mediante ensayos de complementacion de
la cepa mutante UNRA1886. Por otra parte, se intentd delecionar cada una de las proteinas
mencionadas utilizando recombineering. Por dltimo, se llevaron a cabo experimentos de
silenciamiento de dichos genes a través de la construccion de ARNm antisentido para cada uno de
ellos.

Para comenzar a elucidar la funcion de dichas proteinas se realizé un analisis de la estructura
de las mismas a través del uso de herramientas boinformaticas y la comparacién con proteinas

descriptas en la bibliografia.

7.1.1 Caracteristicas estructurales de las desaturasas de

M.smegmatis.

La mayoria de las acil-CoA y acil-lipido desaturasas de membrana contienen entre 300 y 350
aminoacidos de longitud [207, 208]. Son proteinas hidrofébicas y poseen, en su mayoria cuatro
dominios transmembrana [78, 104]. En este grupo de enzimas la unién al complejo di-hierro es
llevada a cabo por las tres cajas de histidina, cuya estructura puede ser H(X)z4H, H(X).3sHH 6
H/Q(X),sHH [66]. Las acil-CoA desaturasas, aceptan electrones de un sistema de transporte de
electrones compuesto por citocromo bs y una citocromo bs reductasa dependiente de NADH. Se han
descripto actividades desaturantes A5, A6 y A9 [209-211], pero solamente se han clonado y
caracterizado genes de estearoil-CoA desaturasas [207, 208, 211-214]. Por su parte, las acil-lipido
desaturasas de cianobacterias y cloroplastos, utilizan ferredoxina como donador de electrones [215,
216]. Estas desaturasas introducen dobles enlaces en posiciones A6 [217], A9 [218, 219], A12 [219,
220] y w3[221].

Las desaturasas de las micobacterias en general, y de M. smegmatis en particular, poseen

caracteristicas estructurales un tanto diferentes de las desaturasas descriptas en la bibliografia. Esto
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justifica la falta de homologia fuera de las desaturasas del género. De acuerdo a un analisis
bioinformatico, Des1211 posee 363 aminoacidos, Des1743 posee 382, Desl886 posee 418
aminoacidos y Des6835 poses 464 aminoacidos de longitud. En cuanto a localizacién sub-celular,
Des1211 y Des 1886 son proteinas solubles, mientras que Des1743 posee cuatro segmentos
transmembrana y Des6835 posee solamente un segmento transmembrana. Desl743 tiene un
dominio N-terminal de 53 aminoécidos, siendo mas extenso que los descriptos para desaturasas de
membrana. Ninguna de las desaturasas posee dominio de unién a citocromo bs, lo cual es l6gico
porque éste no se encuentra codificado en el genoma de M. smegmatis. Es probable que el donador
de electrones sean las ferredoxinas. Por Gltimo la distancia entre la primera y segunda cajas de
histidina es conservada y es de 30 aminoacidos, mientras que la distancia entre la segunda y tercera
caja es variable entre las desaturasas. DesA3 de M tuberculosis H37Rv es una proteina de 427
aminoacidos con un solo dominio transmembrana y una distancia de 30 aminoacidos entre la
primera y la segunda cajas de histidina. Existen reportes contradictorios en relacion a si DesA3 es
una desaturasa soluble o de membrana. Un grupo de autores determinan actividad estearoil-A9 en
fraccién citosélica [190], mientras que otro la encuentra en fraccion de membranas [140]. Sin
embargo, estos dos grupos coinciden en que DesA3 posee actividad A9 estearoil-desaturasa [140,
190] pero también es capaz de desaturar C16:0 en posicion A9 [140]. Ademas utiliza como
cofactores NADPH y FAD [140]. Es interesante notar que no puede descartarse que DesA3 posea
otras actividades desaturantes, ya que solamente se ha determinado su actividad con dos sustratos
especificos (C18:0 y C16:0).

7.1.2 Complementacion funcional de M. smegmatis UNRA1886 con
las desaturasas Des1211, Des1743 y Des6835.

Para los ensayos de complementacién funcional en la cepa mutante UNRA1886, se clonaron
las desaturasas Des1211, Des1743 y Des6835 en el vector de expresion pLAM12, que contiene un
promotor inducible por acetamida. Se obtuvieron asi las cepas UNRA1886-pLAM, UNRA1886-
C1211, UNRA1886-C1743 y UNRA1886-C6835, conteniendo el vector vacio o el vector con las
desaturasas Des1211, Des1743 y Des6835, respectivamente. Como control se utilizé la cepa salvaje
complementada con cada una de las desaturasas. Asi se originaron las cepas mc®155-pLAM,
mc®155-C1211, mc*155-C1743 y mc*155-C6835. Estas cepas fueron crecidas en medio 7H9-Succ-
T-Kan con o sin acetamida a 25y 37°C (Figuras 23 y 24).
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Figura 23. Curvas de crecimiento de las cepas mc?155 y UNRA1886 complementadas con las desaturasas Des1211,
Des1743 y Des6835 a 25°C. Cultivos de las cepas mc?155-pLAM, mc?155-C1211, mc®155-C1743, mc?155-C6835 (a),
UNRA1886-pLAM, UNRA1886-C1211, UNRA1886-C1743 y UNRA1886-C6835 (b) fueron crecidas a 25°C en medio

7H9-Succ-T-Kan hasta una DOgp=0,1. En este punto cada cultivo se dividié en dos alicuotas y a una de ellas se le

adiciond acetamida SIGMA 0,2% (v/v). Se continu6 la incubacidn y se determiné la DOgq en los tiempos indicados en la

figura. Se muestra un promedio de tres repeticiones independientes. Ace: acetamida

En la figura 23 se observa el crecimiento de las cepas salvaje y mutante complementadas con

las tres desaturasas de M. smegmatis a 25°C en presencia y ausencia del inductor acetamida. Para la

cepa salvaje no se observan diferencias significativas en los niveles de crecimiento en ninguna

condicién, lo cual significa que la sobreexpresion de las desaturasas no provoca un efecto de

toxicidad en esta cepa. Para la cepa UNRA1886 la sobreexpresion de las desaturasas Des1211 y

Des6835 no produce variaciones en el crecimiento, mientras que la sobreexpresion de Desl1743

mejora sutilmente el crecimiento de esta cepa mutante entre las 15 y las 38 horas. A las 24 hs de

crecimiento la DOgqo de la cepa UNRA1886-C1743 es del doble de la correspondiente a la cepa con

el vector vacio. A continuacion se analizé el crecimiento de las cepas anteriores a 37°C (Figura 24).
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Figura 24. Curvas de crecimiento de las cepas mc?155 y UNRA1886 complementadas con las desaturasas Des1211,
Des1743 y Des6835 a 37°C. Cultivos de las cepas mc®155-pLAM, mc?155-C1211, mc155-C1743, mc?155-C6835 (a),
UNRA1886-pLAM, UNRA1886-C1211, UNRA1886-C1743 y UNRA1886-C6835 (b) fueron crecidas a 37°C en medio
7H9-Succ-T-Kan hasta una DOgp=0,1. En este punto cada cultivo se dividié en dos alicuotas y a una de ellas se le
adiciond acetamida SIGMA 0,2% (v/v). Se continu6 la incubacidn y se determiné la DOgq en los tiempos indicados en la
figura. Se muestra un promedio de tres repeticiones independientes. Ace: acetamida

La cepa salvaje y sus respectivas complementaciones no muestran diferencias significativas
de crecimiento a 37°C. Lo mismo sucede con la cepa UNRA1886 y sus complementaciones. Por
ello se puede decir que, al menos a nivel de crecimiento, ninguna de las desaturasas
sobreexpresadas es capaz de complementar a la cepa mutante en MSMEG_1886. En la figura 24
también se observa que la presencia de acetamida en el medio de cultivo produce un incremento en
la DOgo de las cepas inducidas a partir de las 15-18 hs aproximadamente. Este fendmeno se debe a
que la fuente de carbono utilizada para el medio de cultivo es succinato. A medida que éste se
consume, la bacteria es capaz de utilizar la acetamida (que se va agregando cada 24 hs) como fuente
de carbono y seguir creciendo, mientras que los cultivos sin acetamida muestran un arresto en el
crecimiento por agotamiento de la fuente de carbono.

Si bien a nivel de crecimiento no se observaron modificaciones significativas con la
sobreexpresion de ninguna de las desaturasas, se decidié evaluar la composicion lipidica de todas
las cepas mencionadas mediante GC-MS. En la figura 25 se observa el perfil de lipidos de todas las

cepas estudiadas a 37°C en presencia de acetamida (los valores de los cultivos crecidos sin
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acetamida son idénticos a los que se presentan en la figura, por lo tanto para simplificar el analisis
se muestran solamente los datos de cultivos inducidos).
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Figura 25. Composicién de &cidos grasos de las cepas de mc?155 (a) y UNRA1886 (b) complementadas con las
desaturasas Des1211, Des1743 y Des6835 a 37°C. Cultivos de las cepas mencionadas fueron crecidos en medio 7H9-
Succ-Trit-Ace 0,2% a 37°C hasta una D.Ogy=1. Se obtuvieron los MEAGs y fueron cuantificados por GC-MS. Se
presentan los &cidos grasos mayoritarios. Se muestra un valor promedio de tres repeticiones independientes.

No se observaron diferencias significativas entre los perfiles lipidicos de las cepas de mc®155
y UNRA1886 conteniendo el vector vacio o las desaturasas Des1211, Des1743 y Des6835. Este
resultado, junto con el hecho de que no se registraron diferencias en el crecimiento, genera la
pregunta de si estas proteinas realmente se estan expresando. Desafortunadamente, no contamos con
las herramientas para determinar por western blot dicha sobreexpresion. Se analizaron los extractos
proteicos de todas las cepas con y sin acetamida mediante geles desnaturalizantes de poliacrilamida
teflidos con coomasie blue y no se observd la aparicion de ninguna banda diferencial
correspondiente a los pesos moleculares de las proteinas en estudio. Por lo tanto, no pudimos

asignar una funcion bioldgica a estas proteinas mediante la metodologia empleada.
7.2 Construccion de mutantes delecionales

Ante la falta de evidencias contundentes a cerca de la funcion de las proteinas Des1211,
Des1743 y Des6835 arrojadas por los ensayos de sobreexpresion, se decidié construir mutantes
delecionales para los genes que codifican las tres proteinas. Ademds se intentd construir una

mutante nula de M. tuberculosis en DesA3 para definir la actividad enzimética de esta proteina pero
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también para tener un entorno genético sin desaturasas donde expresar los homologos de M.
smegmatis. Se llevo a cabo la misma metodologia empleada para delecionar el gen MSMEG_1886,
pero no fue posible hasta el momento la obtencion de clones resistentes al antibi6tico utilizado para

la seleccion que tuvieran las deleciones esperadas.
7.3 Construccion de ARNm antisentido

Debido a la falla en la construccion de las mutantes delecionales, se llevd a cabo una
estrategia alternativa que consistio en la construccion de ARNm antisentido para cada gen. Para tal
fin, se utilizd6 el vector pML2031. Este vector contiene un promotor inducible por nitrilos, en
particular se utiliza el inductor isovaleronitrilo (IVN). Se clonaron los genes de las desaturasas en
sentido opuesto al de transcripcion habitual bajo el control del promotor mencionado. Los vectores
obtenidos fueron trasnformados en las cepas mc?155 y UNRA1886 y las cepas obtenidas se
nombraron WT-pML, WT-pML1211AS, WT-pML1743AS, WT-pML6835AS, UNRA-pML,
UNRA-pML1211AS y UNRA-pML1743AS. Un punto a tener en cuenta es que el vector pML2031
contiene un cassette de resistencia a higromicina. Debido a que la cepa UNRA1886 contiene una
resistencia cromosomica a ese antibiotico, se clono en el vector un cassette de resistencia a
kanamicina. Hasta ahora, no fue posible construir el gen antisentido de MSMEG_6835 debido a
incompatibilidad de los sitios de restriccion utilizados para clonar este cassette de resistencia. En la
figura 26 se analiza el crecimiento en medio liquido de la cepa salvaje mc?155 conteniendo el
vector vacio o los ARNm antisentido construidos a 25, 37 y 42°C.
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Figura 26. Curvas de crecimiento de la cepa mc?155 conteniendo los ARNm antisentido de las proteinas Des1211,
Des1743 y Des6835. Cultivos de las cepas WT-pML, WT-pML1211AS, WT-pML1743AS y WT-pML6835AS fueron
crecidos en medio 7H9-ADS-G-T-Hig a 25°C (a), 37°C (b) y 42°C (c) hasta una DOgy=0,1. En este punto se dividieron
en dos alicuotas y a una de ellas se le adicion6 isovaleronitrilo (IVN) 1 pM. Se continud con la incubacion, se tomaron
alicuotas a los tiempos indicados y se determind la DOgq. (d) RT-PCR confirmando el silenciamiento de los genes
MSMEG_1211, MSMEG_1743 y MSMEG_6835 en la cepa mc2155. Se utilizo como molde cADN de cultivos de las
cepas WT-pML1211AS, WT-pML1743AS y WT-pML6835AS en presencia y ausencia de IVN y se amplifico utilizando
oligonucleotidos que hibridan en la zona codificante 3” de cada gen. 1 y 2: Productos de amplificacién del cADN del gen
MSMEG_1211 en ausencia y presencia de IVN, respectivamente; 3 y 4: Productos de amplificacion del cADN del gen
MSMEG_1743 en ausencia y presencia de IVN, respectivamente; 5 y 6: Productos de amplificacion del cADN del gen

MSMEG_6835 en ausencia y presencia de IVN, respectivamente.

79




Capitulo Il

Se observa una disminucion en el crecimiento de las cepas que contienen los ARNm
antisentido en presencia del inductor, tanto a 25 como a 37°C. Por su parte, la cepa que contiene el
vector vacio (WT-pML) no muestra modificaciones en su crecimiento independientemente de la
presencia del inductor a ninguna de las temperaturas ensayadas. A 42°C el crecimiento de las cepas
no se encuentra afectado por la sobreexpresion de los ARNm antisentido, ni en presencia ni en
ausencia de INV. Con estos resultados se puede deducir que el efecto observado esta directamente
relacionado con el efecto de sobreexpresion de los ARNm antisentido y a su vez que este efecto se
produce especificamente a 25 y a 37°C, pero no a 42°C, por lo cual, se puede descartar un efecto de

toxicidad producido por la sobreexpresion.

Para evaluar el efecto de la sobreexpresion de los ARNm antisentido en la cepa mutante, se
realizaron curvas de crecimiento a 25 y 37°C de las cepas conteniendo los vectores con los genes
clonados en sentido inverso. Se observo el mismo efecto encontrado en la cepa salvaje. El
crecimiento disminuye como consecuencia de la expresion de los ARNm antisentido en presencia
de I'VN tanto a 25 como a 37°C (figura 27).
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Figura 27. Curvas de crecimiento de la cepa UNRA1886 conteniendo los ARNm antisentido de las proteinas
Des1211 y Des1743. Cultivos de las cepas UNRA-pML, UNRA -pML1211AS y UNRA -pML1743AS fueron crecidos en
medio 7H9-ADS-G-T-Hig a 25°C (a) y 37°C (b) hasta una DOgy=0,1. En este punto se dividieron en dos alicuotas y a
una de ellas se le adiciond isovaleronitrilo (IVN) 1 pM. Se continud con la incubacion, se tomaron alicuotas a los tiempos
indicados y se determind la DOgy. (c) RT-PCR confirmando el silenciamiento de los genes MSMEG_ 1211 y
MSMEG_1743 en la cepa UNRA1886. Se utiliz6 como molde cADN de cultivos de las cepas UNRA-pML1211AS y
UNRA -pML1743AS en presencia y ausencia de IVN y se amplifico utilizando oligonucleétidos que hibridan en la zona
codificante 3” de cada gen. 1 y 2: Productos de amplificacion del cADN del gen MSMEG_1211 en ausencia y presencia de
IVN, respectivamente; 3 y 4: Productos de amplificacion del cADN del gen MSMEG_1743 en ausencia y presencia de
IVN, respectivamente;

Como ocurre con la cepa salvaje, el defecto en el crecimiento de la cepa mutante en presencia
de IVN es mas acentuado a 25°C que a 37°C. Esto puede deberse a que probablemente estos genes
sean necesarios a baja temperatura, asi como lo es Des1886 y si son silenciados, la bacteria crece

con dificultad.
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Para confirmar que se estuviera produciendo el silenciamiento de los genes mencionados, se
extrajo ARN total de los cultivos de las cepas inducidas y sin inducir a 37°C, se retrotranscribid y se
realiz6 una PCR utilizando como molde los cADN obtenidos, con oligonuclettidos que hibridan
dentro de la zona codificante de cada gen. Se obtuvo una disminucion en los niveles de transcripto
de los genes MSMEG_1211, MSMEG_1743 y MSMEG_6835 en las cepas inducidas con VN
(Figura 26 d). Lo mismo sucedidé con los niveles de transcripto que se obtuvieron para la cepa
mutante  UNRA1886 conteniendo los ARNm antisentido de los genes MSMEG_1211 vy
MSMEG_1743. Se observ una reduccion en los mismos en presencia de IVN (Figura 27 c).

Para profundizar el estudio del efecto de la expresion de los ARNm antisentido, se evalué la
composicion de lipidos de las cepas mc?155 y UNRA1886 conteniendo el vector vacio o los genes
antisentido de MSMEG_1211, MSMEG_1743 y MSMEG_6835. Se extrajeron los MEAGs de
cultivos de las cepas anteriores crecidas a 25 y 37°C con o sin el agregado del inductor IVN y éstos

se analizaron por GC-MS (Figuras 28 y 29).

En la figura 28 se aprecia la composicién de lipidos de cadena corta-media de la cepa salvaje
expresando los ARNm antisentido a 25 y 37°C. A 25°C no se observan diferencias significativas
entre el control con el plasmido vacio y las cepas que expresan los ARNm antisentido, ni en
presencia ni en ausencia de VN (Figura 28 a), excepto para los acidos oleico (C18:1) y nervénico
(C24:1) que disminuyen un 24% y un 100%, respectivamente en la cepa que sobreexpresa el ARNm
antisentido de MSMEG_1743. A 37°C, se produce un aumento al doble en el contenido de &cido
oleico en presencia de IVN de un 10,93% a 21,36% para la cepa WT-pML1211AS y de un 12,40%
a 24,9% para la cepa WT-pML1743AS. En el caso de la cepa WT-pML6835AS se aprecia una
variacién menor de 17,24% a 21,22%. Por su parte se observa un comportamiento opuesto para el
control con el plasmido vacio, en el cual este acido graso disminuye de 20,78% a 15,49% en
presencia de VN (Figura 28 b). Es importante destacar que no se ven significativamente afectados
los niveles de ningun isdmero de C16:1. Al igual que a 25°C, el 4cido nervonico se reduce en un
100% en la cepa WT-pML1743AS en presencia de I'VN.
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Figura 28. Composicion de acidos grasos de cadena corta-media de la cepa mc2155 expresando los ARNm
antisentido de los genes MSMEG_1211, MSMEG_1743 y MSMEG_6835. Cultivos de las cepas indicadas fueron
crecidos en medio 7H9-ADS-G-T-Hig a 25 (a) y 37°C (b) hasta una DOgy=0,1. En este punto se dividieron en dos
alicuotas y a una de ellas se le adicion6 isovaleronitrilo (IVN) 1 uM. Se incubaron 16 hs a las temperaturas indicadas y se
obtuvieron los MEAGs que fueron analizados por GC-MS. Se muestra un promedio de tres repeticiones independientes.

En el caso de la cepa UNRA1886, la expresion de los ARNm antisentido, tanto de Des1211
como de Des1743 provoca una acumulacion de cadenas carbonadas mas cortas que las encontradas
habitualmente y con metilaciones en su cadena a las dos temperaturas ensayadas. Particularmente se
observa la aparicion de C15:0 y C15:0 aCHjs en las cepas UNRApML1211AS y UNRApML1743AS
tanto en presencia como en ausencia de IVN, pero no se observan en la cepa conteniendo el
plasmido vacio. Esto significa que aun en ausencia del inductor existe expresion basal de los ARNm
antisentido. A 25°C el efecto es mas pronunciado, acumulandose mayor cantidad de estos acidos
grasos (Figura 29 a) que a 37°C (Figura 29 b). Ademas se aprecia una disminucién en la proporcion
de C16:0 del 40,9% en las dos cepas expresando los ARNm antisentido. También se reduce el
porcentaje de C18:1 del 66,6% y del 71,4% para las cepas UNRApMLI1211AS vy
UNRApML1743AS, pero sin aumento de C18:0. Probablemente esto Gltimo se deba a la carencia de
desaturacion de C16:0. Entonces el C16:1 que se deberia formar no es elongado a C18:1. Los
porcentajes de reduccién de C16:1 son: 81% del isomero A7 respecto de la cepa con el vector vacio
para los ARNm antisentido de Des1211 yDes1743; 93% y 76,6% para el isbmero A9 en las cepas

gue expresan los ARNm antisentido de MSMEG_1211 y MSMEG_1743; 73,3% y 56,6% para el
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isomero A10. Adicionalmente, a 25°C se reduce en un 61,2% y 26,6% respecto de la cepa
UNRApML el porcentaje de C24:1 para las cepas UNRApML1211AS y UNRApML1743AS,

respectivamente, pero este acido graso no se modifica notablemente a 37°C.
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Figura 29. Composicién de acidos grasos de cadena corta-media de la cepa UNRA1886 expresando los ARNm
antisentido de los genes MSMEG_1211y MSMEG_1743. Cultivos de las cepas indicadas fueron crecidos en medio 7H9-
ADS-G-T-Kan a 25 (a) y 37°C (b) hasta una DOgy=0,1. En este punto se dividieron en dos alicuotas y a una de ellas se le
adiciond isovaleronitrilo (IVN) 1 uM. Se incubaron 16 hs a las temperaturas indicadas y se obtuvieron los MEAGs que
fueron analizados por GC-MS. Se muestra un promedio de tres repeticiones independientes.

Los datos obtenidos pueden ser analizados en funcion de la presencia o ausencia de Des1886
pero también en relacion al efecto de la temperatura. El analisis se complejiza al tratar de integrar
los dos factores conjuntamente. Por ello, los resultados obtenidos hasta el momento no han
permitido elucidar con claridad la funcion bioldgica de Des1211, Des1743 y Des6835. Si bien se
observa un silenciamiento de los genes, éste es parcial y por lo tanto los resultados son confusos y
no arrojan luz sobre las actividades especificas de estas proteinas. Sin embargo, se pueden
establecer ciertos patrones de modificacion en la composicién lipidica y claros efectos en el
crecimiento producto de la expresion de los ARNm antisentido de cada desaturasa. Para profundizar
el entendimiento de estas enzimas es necesario obtener cepas delecionales para cada gen para poder

analizar los cambios fisioldgicos que se produzcan.
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7.4 DISCUSION

En base a la secuencia aminoacidica, existen dos grupos de desaturasas no relacionadas
(aungue comparten ciertas similitudes como los cofactores que utilizan y la estereoquimica de la
remocion de hidrégeno). EI primer grupo estd representado por desaturasas solubles que utilizan
ACP como portador de la cadena acilada y se encuentran en plastidios de plantas. Los electrones
requeridos para la desaturacion provienen de ferredoxina y deben llegar al centro di-hierro de la
proteina que se encuentra protegido por una a-hélice. Los aminoacidos involucrados en la union del
complejo di-hierro forman dos motivos caracteristicos D/EXXH [222, 223]. El segundo grupo esta
compuesto por acil-CoA vy acil-lipido desaturasas de membrana, cuyas caracteristicas se describen
en la seccion 7.1.1. En cuanto a las caracteristicas estructurales analizadas bioinformaticamente,
resulta evidente que las desaturasas de M. smegmatis poseen caracteristicas Unicas y no descriptas
hasta el momento. La localizacion sub-celular tipica de las desaturasas que poseen cajas de histidina
es la membrana (ya sea de cianobacterias, bacterias o cloroplastos de plantas superiores). De las
cuatro desaturasas presentes en el genoma de M. smegmatis, solamente Des1743 posee los cuatro
segmentos transmembrana caracteristicos de este grupo de enzimas, mientras que Des6835 (asi
como DesA3 de M. tuberculosis) solo posee un segmento transmembrana y Des1211 y Des1886
son proteinas solubles. Esta caracteristica es claramente diferencial en este grupo de enzimas y
podria relacionarse con diferentes actividades cataliticas o localizacién de los productos. En cuanto
a la composicién de las cajas de histidina, la primera de las tres cajas no se encuentra en otras
desaturasas descriptas, siendo entonces Unica y descripta por primera vez en este trabajo. La
segunda caja se encuentra presente en desaturasas de cianobacterias [217] y la tercera es tipica de
desaturasas de cianobacterias y de plantas superiores [224]. Este andlisis abre la posibilidad de

encontrarnos frente a un nuevo grupo de desaturasas con caracteristicas propias y particulares.

La sobreexpresion de las desaturasas no arrojé indicios a la pregunta sobre las actividades
enzimaticas de las mismas, ni en la cepa salvaje ni en la cepa mutante. No se vieron modificados los
niveles de crecimiento a ninguna de las temperaturas ensayadas, excepto por una leve recuperacién
en la cepa mutante por la sobreexpresion de Des1743. En suma, los perfiles lipidicos analizados por
GC-MS no mostraron diferencias significativas. De todos modos, ante la falta del control de
sobreexpresion por western blot, no es posible afirmar que la sobreexpresion realmente esté
ocurriendo. Un punto a tener en cuenta es que el promotor acetamidasa tiene una tendencia natural a
expresar el gen clonado bajo su control atn en ausencia del inductor [225-227]; entonces, si el nivel

de induccién no es lo suficientemente grande tal vez no sea posible observar diferencias entre
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muestras de cultivos inducidos y sin inducir en un gel de SDS tefiido con coomasie. Por otra parte,
es posible que aungue se esté produciendo la sobreexpresion, ésta no se refleje en los niveles de
crecimiento ni en los perfiles lipidicos por dos motivos: o bien porque en condiciones de
sobreexpresion de una enzima, la bacteria produzca un reajuste metabolicos que mantengan los
niveles totales de acidos grasos constantes y por lo tanto, el crecimiento no se vea afectado. Otra
posibilidad es que simplemente estas proteinas no tengan la funcién biolégica estimada por estudios
de homologia de secuencia. Por esta razén se intentdé construir mutantes nulas para cada gen,
incluyendo DesA3 de M. tuberculosis mediante recombineering. Sin embargo, esta metodologia
fall6 en su propdsito hasta el momento y no fue posible la obtencion de tales mutantes. Si bien esta
técnica nos permitié delecionar a MSMEG_1886 con éxito, no permitio lo propio para los demas
genes evaluados. Una causa posible es que la frecuencia de recombinacién de fragmentos de ADN
doble cadena parece estar limitada principalmente por la baja eficiencia de incorporacion de ADN
de las micobacterias, mas que por los niveles de expresién de las proteinas del sistema utilizado o
por la degradacion del ADN ex6geno por nucleasas. Aln con cepas altamente competentes que
produzcan de 1-5 x 10° transformantes por pg de ADN plasmidico, solamente se puede obtener una
célula viable de cada mil que incorpore el ADN productivamente [228]. Es asi que ante repetidos
intentos fallidos se decidié utilizar la estrategia de silenciamiento de los genes de las desaturasas de

M. smegmatis mediante la construccion de ARNm antisentido para cada gen.

La inhibicion especifica de genes utilizando la expresién de cassettes antisentido ha sido
utilizada en micobacterias [229-233]. El mecanismo de inhibicion de la expresidén génica mediante
la utilizacién de genes antisentido funcionaria mayormente a través de la formacién de complejos
con los ARNm codificantes y el consecuente bloqueo de la traduccion. Luego puede ocurrir una
degradacion de los complejos formados o bien una disminucion en su estabilidad. Naturalmente,
existe una regulacion génica mediada por ARNm antisentido altamente evolucionada gque controla
la replicacion plasmidica, por ejemplo el sistema de muerte hok [234]. El anélisis de nuestros
resultados muestra una reduccién importante en los niveles de ARNm de cada gen analizado, por lo
que el silenciamiento ocurre fehacientemente. Ademas el crecimiento tanto de la cepa salvaje como
de la cepa mutante se ven afectados en presencia de los ARNm antisentido en condiciones de
induccion con IVN, pero solamente a 25 y 37°C. A 42°C el crecimiento de la cepa salvaje es
independiente de la presencia del inductor y por lo tanto del ARNm antisentido. Por otra parte a
nivel de la sintesis de &cidos grasos se observan modificaciones en los perfiles de las cepas en
presencia de los ARNm antisentido. En este punto, es importante recalcar que el comportamiento de

las cepas mc”155 y UNRA1886 fue diferente en condiciones de silenciamiento de las desaturasas y
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segun la temperatura de crecimiento. En la cepa salvaje, el aumento en la proporciéon de C18:1
indica que en ausencia de Des1743 y Des1211 el entorno regulatorio cambia y por lo tanto las
desaturasas restantes, o bien Des1886 trabaja en mayor cuantia para suplir la funcion de la
desaturasa que no esta funcionando en ese momento. En la cepa mutante, en cambio, los &cidos
oleico y palmitoleico (en sus tres isomeros) disminuyen y se produce una acumulaciéon de
intermediarios metilados que puede estar originada por la ausencia de dos actividades desaturantes
al mismo tiempo: Des1886/Des1211 o Des1886/Des1743. La bacteria introduce ramificaciones en
las cadenas carbonadas para mantener la fluidez de membrana aun en ausencia de AGI. Es probable
también que en estas condiciones, se encuentre sobreexpresada alguna metiltransferasa que sea la
responsable de introducir las ramificaciones. En este punto, es interesante aclarar que no se estaria
produciendo una reduccion de los dobles enlaces, ya que en dicho caso deberian acumularse
productos hidroxilados, mientras que se acumulan productos metilados. Por ello, se puede
hipotetizar que se esté utilizando propionil-CoA ademas de acetil-CoA para la sintesis de estos
acidos grasos. También resulta importante resaltar que el acido nervdnico (C24:1) desaparece con la
expresion del ARNm antisentido del gen MSMEG_1743 en la cepa salvaje (tanto a 25 como a 37°C)
y disminuye por la expresién de los ARNm antisentido de MSMEG_1211 y MSMEG_1743 en la
cepa mutante a 25°C. Este dato podria llevar a la conclusion de que una de las dos desaturasas
codificadas por estos genes, o las dos, es capaz de desaturar C24:0. En M. smegmatis se ha
descripto dicho sistema en la fraccion citoplasmatica, el cual estd compuesto por tres componentes:
una desaturasa, una oxido-reductasa dependiente de NADPH y una ferredoxina. Esta fraccion
obtenida es capaz de desaturar acil-CoAs de 24 carbonos mayoritariamente pero también desatura
cadenas de 18, 20 y 22 atomos de carbono con menor afinidad. Por otra parte, la fraccion de
membrana desatura mayoritariamente estearoil-CoA. No se describe la utilizacion de palmitoil-CoA
en ninguna de las fracciones, quedando este &cido graso fuera del estudio [139]. Un segundo
sistema desaturante descripto en micobacterias es el de M. phlei que introduce un doble enlace en
posicion A9 de los acido palmitico y estearico. El sistema esta formado por la/s desaturasa/s, una

citocromo c¢ reductasa dependiente de NADPH y un donador de electrones desconocido [136, 138].

Un detalle a tener en cuenta es que en la mayoria de los casos en que se utiliza como
herramienta un ARNm antisentido se puede observar que el silenciamiento no es total y queda un
remanente de ARNm que puede ser traducido a proteinas [229-232, 235]. Este remanente de
proteina puede generar AGI y entorpecer el andlisis de nuestros resultados. En conjunto, los
resultados obtenidos del silenciamiento de MSMEG_1211 y MSMEG_1743 aportan evidencia solida
para asignar una funcién desaturasa a los productos de estos genes. No es posible adjudicar

actividades especificas para cada una de ellas, pues no se cuenta con un entorno genético en el que
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solo se evalle la actividad de cada una de ellas a la vez. Tampoco es posible asignar una funcion a
MSMEG_6835, ya que los cambios observados no son tan evidentes y se carece de la expresion de
los ARNm antisentido en la cepa mutante. Es necesario entonces la construccion de mutantes

delecionales o su sobreexpresion en una cepa de M. tuberculosis mutante para DesA3.

En relacion a la sintesis de acido oleico, la delecion de DesA3 en M. tuberculosis (M.
Jackson, CSU, comunicacion personal), no produce auxotrofia para este &cido graso. Por el
contrario, el fenotipo de la cepa mutante concuerda con el fenotipo de la cepa UNRA1886. Es decir,
que la cepa ADesA3 muestra un lag de crecimiento muy pronunciado a 37°C, luego del cual
comienza a crecer con una velocidad menor a la de la cepa salvaje H37Rv. Esta cepa se ve afectada
en la sintesis de acidos grasos de la misma manera que UNRA1886, produciendo menor cantidad de
acidos oleico y hexadecenoico en sus tres isomeros. Por todo esto, de acuerdo a los resultados
obtenidos en este trabajo y a la comparacion de datos con la mutante en DesA3, y teniendo en
cuenta que M. tuberculosis solamente posee una desaturasa en su genoma, es posible inferir que
existe una via alternativa de sintesis de acido oleico en micobacterias que no es mediada por
desaturasas. Sin embargo, no se encuentran homologos de proteinas como FabA de E. coli [236],
mientras que existen numerosos homdlogos de FabM de S. pneumoniae [237], tanto en el genoma
de M. tuberculosis como en el de M. smegmatis. En particular, el gen MSMEG_1739, localizado en
la cercania de Des1743 codifica para una hidratasa/isomerasa homéloga de FabM (29% identidad).
Esta proteina podria ser un candidato para la sintesis alternativa propuesta, pero se carece de

evidencias que lo afirmen.

Las caracteristicas estructurales diferenciales que muestran las desaturasas de M. smegmatis
en particular y de micobacterias en general, plantea la existencia de desaturasas no descriptas hasta
el momento. Se puede pensar en una divergencia evolutiva que haya hecho que se diferencien del
resto de las desaturasas convencionales. El entendimiento de la relacion estructura-funcion de estas
enzimas, asi como el conocimiento de todos los elementos constitutivos de estos sistemas es
sumamente interesante y permitira comprender no solamente el sistema en si, sino también quizas

las diferencias de crecimiento entre M tuberculosis y M. smegmatis.
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8. CONCLUSIONES

Los cambios de temperatura producen modificaciones en la velocidad de crecimiento de
M. smegmatis mc?155. Cuando disminuye la temperatura también lo hace la velocidad de
crecimiento.

Los cambios de temperatura afectan la composicion lipidica de M. smegmatis mc?155. A
menor temperatura aumenta la cantidad de AGI y se acortan las cadenas carbonadas.

La composicion de &cidos mic6licos se modifica en funcion de la temperatura de
crecimiento. A menor temperatura disminuye la proporcién de la subfamilia o’y aumentan
la proporciones de las subfamilias o y €. Ademas, predominan cadenas carbonadas mas
extensas y con insaturaciones.

El genoma de M. smegmatis mc®155 codifica para cuatro homélogos de la desaturasa
DesA3 de M. tuberculosis. Los cuatro comparten elevada homologia de secuencia, la
distribucion de cajas de histidina y ademas poseen la misma organizacion gendmica,
codificandose corriente arriba de cada desaturasa (excepto para Des1211) una Oxido-
reductasa, que se transcribe junto con cada desaturasa.

Los promotores de las desaturasas y las dxido-reductasas descriptas poseen regiones
palindromicas que podrian ser zonas de union para reguladores transcripcionales.

Las desaturasas de M. smegmatis mc®155 no se encuentran reguladas por temperatura a
nivel transcripcional, pero OR1885 muestra una regulacion por temperatura, por lo que no
se descarta una regulacién del operon MSMEG_1885/1886.

Des1211 se encuentra regulada por acido oleico a nivel transcripcional, reduciéndose los
niveles de actividad reportera en presencia de este acido graso.

En el genoma de M. smegmatis mc®155 se codifica un regulador de la familia TetR,
corriente arriba del operon OR1742-Des1743, que comparte homologia con el regulador
del operon DesBC de P. aeruginosa PAO1 (DesT). Esta proteina podria regular la
transcripcién del oper6n mencionado y tal vez del resto de las desaturasas de esta bacteria.
El genoma de M. tuberculosis no posee ningn homdélogo de DesT.

La cepa UNRA1886 presenta un defecto de crecimiento, tanto en medio liquido como en
medio solido. En medio liquido muestra una fase lag mas extensa que la cepa salvaje. En
medio sélido presenta alteraciones morfolégicas y reduccion del tamafio de las colonias,
respecto de la cepa salvaje. Ademas, recupera parcialmente el defecto de crecimiento en

medio liquido y solido por el agregado de AGI al medio de cultivo. La complementacion
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con una copia en trans del gen MSMEG_1886, revierte el fenotipo de la cepa mutante a
niveles de la cepa salvaje.

La cepa UNRA1886 no muestra alteraciones en los perfiles de acidos micdlicos y
glicolipidos, al menos por la metodologia empleada, mientras que presenta alteraciones en
los perfiles de &cidos grasos de cadena corta-media. Disminuyen las proporciones de
C16:1y C18:1y se acumulan C16:0 y C18:0. Esto permite asignarle a Des1886 la funcion
de desaturasa con especificidad para cadenas de 16 y 18 carbonos de longitud.

La cepa mutante nula en MSMEG_1886 presenta sensibilidad aumentada a diferentes
drogas de diferente naturaleza quimica, incluyendo ISO y TAC. La reduccion de la CIM
para estas Ultimas drogas revierte a valores de la cepa salvaje por el agregado de acido
oleico. Por ello, se deduce que Des1886 es responsable de parte de la resistencia natural
de M. smegmatis a estas drogas.

La complementacion de la cepa UNRA1886 con el resto de las desaturasas no produjo
modificaciones ni del crecimiento ni del perfil de lipidos de esta cepa. Sin embargo, no se
pudo confirmar la sobreexpresion fehaciente de tales desaturasas.

La expresion de los ARNm antisentido produjo disminucion del crecimiento de las cepas
salvaje y mutante a 25 y 37°C, mientras que no produjo modificaciones en la cepa salvaje
a42°C.

La expresion de los ARNm antisentido produjo alteraciones en los perfiles lipidicos de las
cepas salvaje y mutante. En la primera, se produjo una disminucion de C18:1 a 37°C por
la expresion de los ARNm antisentido de MSMEG_1211 y MSMEG_1743 y un descenso
en la proporcion de C24:1 a 25 y 37°C por la expresion del ARNm antisentido de
MSMEG_1743. En la cepa mutante debido a la expresién de los ARNm antisentido de
MSMEG_ 1211 y MSMEG_1743, se acumularon especies mas cortas, y ramificadas
(C15:0 y C15:0 aCHy), tanto a 25 como a 37°C. Ademas, a 25°C se redujo la proporcion
de C24:1.

Estos resultados sugieren que Des1211 y Des1743 serian desaturasas de acidos grasos,
probablemente con especificidad para C18:0 y tal vez para C24:0.

Existe una via alternativa de sintesis de acido oleico en M. smegmatis mc?155, ya que adn
en ausencia de dos desaturasas existe un remanente de este acido graso. Ademas una cepa
mutante en DesA3 de M. tuberculosis sigue sintetizando &cido oleico, en ausencia de otros

homologos de esta desaturasa.
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9. RESUMEN

El género Mycobacterium estd compuesto por organismos aerobios, no esporulados, con
elevado contenido de G+C en sus genomas y con una estructura de pared celular muy particular y
rica en lipidos, constituyendo estos componenetes mas del 60% del peso seco de la bacteria. La
envoltura celular de las micobacterias es una estructura compleja compuesta por la membrana
plasmatica y la membrana externa. La membrana plasmatica no difiere de la membrana de otras
bacterias, mientras que la membrana externa es una macromolécula quimicamente compuesta por

tres constituyentes unidos covalentemente: pétidoglicano, arabinogalactano y acidos micélicos.

Los lipidos son constituyentes fundamentales de todas las células por ser componentes
estructurales de las membranas. La biosintesis de acidos grasos es el primer paso en la formacion de
los lipidos de membrana y es esencial para las bacterias. Estos componentes son sintetizados
mediante sintetasas de acidos grasos (FAS) que pueden ser de dos tipos FASI y FASII. La
composicion lipidica de las membranas biol6gicas varia segun las condiciones ambientales, por
ejemplo ante cambios de temperatura. Una disminucién en la misma produce un aumento en la
rigidez de las membranas que requiere la presencia de AGI para recuperar la fluidez necesaria de
aquellas. Sin embargo FAS solamente pueden sintetizar AGS. La sintesis de AGI en bacterias se
lleva a cabo mediante dos mecanismos: uno anaerébico y uno dependiente de oxigeno, catalizado
por enzimas denominadas desaturasas. Las desaturasas reclutan y activan el oxigeno molecular para

modificar enlaces carbono-hidrégeno en una cadena acilada, dando como producto un AGI.

Por ello, en este trabajo, se decidié analizar el efecto de los cambios de temperatura sobre la
fisiologia de M. smegmatis. Para ello se llevaron a cabo diferentes tipos de andlisis. Se realizaron
curvas de crecimiento a diferentes temperaturas y se analizé ademas la composicion lipidica (a
través de TLC y GC-MS) en estas condiciones, tanto de &cidos grasos de cadena corta-media, como
de acidos micdlicos. Ademas, se realiz6 un analisis transcripcional de las regiones promotoras de
las desaturasas y sus Oxido-reductasas a diferentes temperaturas y en presencia de acidos grasos
insaturados. Se determind que una disminucion en la temperatura produce una reduccion en la
velocidad de crecimiento, un aumento en la sintesis de AGI y un aumento en la proporcién de
acidos o y € micolicos, en tanto que una reduccion en la cantidad de &cidos o’ micoélicos. La
actividad transcripcional de las desaturasas no se vio afectada por el descenso en la temperatura,

pero se redujo en presencia de AGI.
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El genoma de M. smegmatis codifica para cuatro enzimas con homologia a la estearoil-
desaturasa DesA3 de M. tuberculosis. Para determinar la funcion de estas enzimas se utilizaron
diferentes estrategias. Por un lado se delecioné el gen MSMEG_1886 mediante recombineering y se
caracterizo fenotipicamente a la mutante UNRA1886. Se determind que esta cepa presenta un
defecto severo tanto en el crecimiento en medio liquido y s6lido, como en la sintesis de AGI,
principalmente C16:1 y C18:1. Para determinar la funcion del resto de las desaturasas se realizaron
ensayos de complementacion de la cepa UNRA1886 con cada desaturasa, bajo un promotor
inducible por acetamida. Sin embargo, mediante esta metodologia no se obtuvieron resultados
satisfactorios. Por ello se silenciaron las desaturasas mediante ARNm antisentido, tanto en la cepa
salvaje mc®155 como en la cepa UNRA1886. Se analizd el crecimiento en medio liquido y la
composicion lipidica mediante GC-MS. Las cepas que expresan los ARNm antisentido presentaron
una disminucion en la velocidad de crecimiento y una alteracion en los perfiles de lipidos. Se
determind que los genes MSMEG_1211 y MSMEG_1743 podrian ser desaturasas de acidos grasos,
mientras que no se encontrd evidencia suficiente para asignar una funcion a MSMEG_6835. Es

necesario entonces, delecionar estos tres genes para definir la funcidn exacta de cada uno de ellos.

Ademas se evalud el efecto de la droga antituberculosa isoxil sobre el crecimiento de las
cepas mc?155 y UNRA1886, determinandose que la CIM para esta dorga disminuye cuatro veces en
la cepa mutante respecto de la cepa salvaje. El efecto sobre el crecimiento en la cepa mutante
revierte por el agregado de AGI al medio. Por ello, se postula a MSMEG_1886 como uno de los

blancos posibles de isoxil en M. smegmatis.
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