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RESUMEN

En esta tesis se estudia la catalasa — peroxidasa (KatG) de Mycobacterium
tuberculosis. M. tuberculosis es una micobacteria que se distingue por la complejidad
de su envoltura celular, es un patégeno obligado y tiene como principal blanco de
ataque los pulmones en humanos. Este microorganismo es responsable de la
tuberculosis, una enfermedad que se calcula esta presente de manera latente en una

cuarta parte de la poblacion mundial.

Para combatir la tuberculosis existen medicamentos de primera linea, tales como la
isoniazida. Este farmaco actla inhibiendo la biosintesis de acidos micalicos, el principal
componente de la envoltura celular de M. tuberculosis, y se ha demostrado que el

medicamento es activado por la KatG.

A través de los anos, se han encontrado mutaciones en KatG como la L3333V, la cual
hace a la bacteria resistente al farmaco. Para conocer cOmo esta mutante es resistente
a la isoniazida es importante conocer su estructura tridimensional y uno de los métodos

mas utilizados para conocer dicha estructura es la cristalografia de rayos X.

En este proyecto se expreso, purificO y se obtuvieron cristales de la enzima MtKatG
L333V. Con los cristales se colectaron datos de difraccién de rayos X a una resolucion
de 2.1 A.

Xl



1. INTRODUCCION

1.1. Mycobacterium tuberculosis

Las micobacterias son microorganismos Gram positivos no flagelados, aerobios
estrictos, cuya principal caracteristica es la complejidad de su envoltura celular. Consta
de varios compuestos como lo son &acidos micdlicos, arabinogalactano (AG),
peptidoglicano (PG), polisacaridos y glucolipidos fendlicos propios de cada especie
(Martinez et al.,1999).

Mycobacterium tuberculosis, descrita por Robert Koch, es un bacilo patégeno obligado,
puede estar de manera latente en el hospedero y esta presente en una cuarta parte de
la poblacion mundial (OMS, 2018). La tuberculosis es la enfermedad que provoca esta
micobacteria, y ha sido la segunda causa de muerte mas comun ocasionada por un
solo agente infeccioso (Angala et al., 2014). El blanco de ataque de M. tuberculosis son
los pulmones, donde el bacilo es ingerido por macréfagos alveolares. Se piensa que
esta fagocitosis es importante para la diseminacion bacteriana, lo que le permite
colonizar otros érganos como rifiones, cerebro, corazon y huesos (Philips et al., 2012).

M. tuberculosis posee una envoltura celular Unica y se divide en la membrana
plasmética y la pared celular. La membrana plasmética consiste de una variedad de
glucolipidos y lipoproteinas, algunos glicosilados. La pared celular estd compuesta por
PG unido covalentemente a AG, que a su vez esta esterificado en sus extremos no
reductores a acidos micdlicos. La pared celular es esencial para la viabilidad y el sitio
de resistencia a muchos medicamentos contra tuberculosis (Angala et al., 2014). Las
vias biosintéticas de la pared celular micobacteriana son el blanco de los
medicamentos actuales para la tuberculosis; por ejemplo, la isoniazida y etionamida
inhiben la sintesis de acidos micdlicos y el etambutol se dirige a la sintesis de

componentes de AG (Zhang et al., 2013).



1.2. Tuberculosis

La tuberculosis (TB), causada por M. tuberculosis, es una enfermedad infecciosa que
afecta principalmente a los pulmones. La infeccion se transmite de persona a persona
por via aérea y se estima que en el lapso de un afio una persona enferma de TB,
puede infectar entre 10 y 15 personas por contacto directo. En personas sanas, la
infeccion es asintomética dado que el sistema inmune forma una barrera contra la
bacteria. En personas enfermas, los principales sintomas son tos (en algunos casos
presenta hemoptisis), dolores toracicos, fiebre, debilidad, pérdida de peso y sudoracion
nocturna (OMS, 2018).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) informé6 que, en el afio 2017, 10 millones
de personas enfermaron por TB y 1,6 millones de personas murieron a causa de esta
enfermedad, de los cuales, 230 000 eran nifios y 0.3 millones eran personas que
padecian VIH. Actualmente se calcula que M. tuberculosis estd en un cuarto de la
poblacion mundial de manera latente (personas que estan infectadas por la bacteria,
pero no se han enfermado y no pueden transmitir la infeccién). En personas con VIH, la
TB es una de las principales causas de muerte. A nivel mundial, se estima que la
incidencia de TB esta reduciéndose un 2% (OMS, 2018).

A nivel mundial, la TB es un grave problema de salud, donde las poblaciones
vulnerables estan en paises en vias de desarrollo, principalmente en areas de Asia
Sudoriental, Africa y el Pacifico Occidental, donde los nifios, adultos en afios
reproductivos, personas fumadoras de tabaco y por supuesto, personas infectadas con
VIH son los afectados (Figura 1) (OMS, 2018).

Existen métodos preventivos para la TB, entre ellos, la vacunacion. En muchos paises
se aplica la vacuna BCG (bacilo Calmatte — Guérin), la cual consta de bacilos
atenuados de Mycobacterium bovis. Aunque esta vacuna no ofrece una alta proteccién
contra M. tuberculosis, ha sido, por mucho tiempo, la vacuna mas utilizada en el

mundo.

Para el diagnostico de TB, desde el 2010 la OMS recomendé el uso de la prueba

rapida Xpert MTB/RIF®. Esta prueba detecta de forma simultanea la TB y la resistencia



a rifampicina (uno de los farmacos mas importantes contra esta enfermedad). Sin
embargo, para identificar la TB asociada a VIH, TB multirresistente y TB

ultrarresistente, el método utilizado resulta complejo y costoso.
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Figura 1. Incidencia estimada de la TB, 2017. Fuente: (World Health Organization, 2018).
1.2.1. La farmacorresistencia

Existen tratamientos farmacologicos que actian contra la TB y el tratamiento con éstos
debe administrarse en un periodo de 6 a 9 meses, segun sea la gravedad del caso.
Actualmente, la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en
Inglés) considera aprobados 10 farmacos antituberculosos. Entre los medicamentos de
primera linea estan la isoniazida (INH, hidrazida de acido isonicotinico), rifampicina
(RIF), etambutol (EMB) y pirazinamida (PZA). Desafortunadamente, el bacilo de M.
tuberculosis ha evolucionado con el paso del tiempo, ocasionando la resistencia a

estos farmacos.

Se ha comprobado la existencia de cepas de M. tuberculosis que presentan
farmacorresistencia (TB — DR, por sus siglas en Inglés) por al menos un medicamento

antituberculoso. Esta farmacorresistencia surge a partir de la mala utilizacién de los
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tratamientos, ya sea por prescripcion incorrecta, mala calidad de los farmacos o
interrupcion del tratamiento. Tan solo en 2017, segun las estimaciones de la OMS,
hubo 558 000 nuevos casos de resistencia a rifampicina, de los cuales el 82%
padecian TB — MDR (multirresistente) y 8.5% de este total presentaban TB — XDR
(ultrarresistente) (Tabla 1). A nivel mundial, apenas el 55% de los enfermos con TB —
MDR reciben actualmente un tratamiento eficaz (OMS, 2018).

La TB — MDR es particularmente dificil de tratar y tiene una tasa alta de mortalidad, de
50 a 80% dentro de los 4 meses posteriores al diagnostico. Por lo tanto, a medida que
aumente la prevalencia y la gravedad de la TB — DR, se necesitaran nuevos esfuerzos
para comprender las bases moleculares fundamentales de la resistencia a los

medicamentos (Cade et al., 2010).

Tabla 1. Tipos de resistencia a farmacos antituberculosos.

Monorresistencia Presentan resistencia a un solo farmaco
de primera linea

Polirresistencia Resistencia a mas de un farmaco de
primera linea diferente de rifampicina e
isoniazida

Multirresistencia (MR) Resistencia a mas de uno de los

farmacos de primera linea o a isoniazida
y rifampicina simultaneamente

Ultrarresistencia (XR) Multirresistencia sumada a la resistencia
de alguno de los tres antituberculosos de
segunda linea, asi como la resistencia a
cualquier fluoroquinolona

1.2.2. Tuberculosis en México

En nuestro pais, la TB sigue presente, aun cuando el porcentaje de muertes ha
disminuido mas de 45%. De acuerdo con la Secretaria de Salud (SS), las entidades
federativas con el mayor numero de casos y muertes por TB son: Baja California,

Veracruz, Guerrero, Sonora, Tamaulipas, Chiapas, Nuevo Ledn y Tabasco (SS, 2016).



El CENAPRECE (Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de
Enfermedades) en su Direccion del Programa de Micobacteriosis, es el responsable del
disefio, coordinacién y supervision de las estrategias nacionales para el registro,
tratamiento y contencién de la TB y TB — DR. También se encarga de identificar
factores de riesgo, focos de infeccion y posibles métodos de solucién, esto mediante el
analisis de datos nacionales (CENAPRECE, 2017).

En 2018, la OMS proporciono los reportes de las estadisticas de mortalidad, incidencia
y éxito de tratamientos de TB y TB/VIH respecto a una poblacion de 129 millones en
2017 (Figura 2). Estos datos muestran que, al menos en México, la incidencia de TB
en hombres a cualquier edad es mayor que en mujeres. Efectivamente hay una
disminucién de la mortalidad en los Ultimos 18 afios segun la tendencia y en 2017 se
registraron 2-2.1 mil muertes. En 2017, el nUmero de casos nuevos notificados de TB
incluyendo a pacientes con VIH fue de 28 mil y la incidencia Unicamente de TB/VIH fue
de 3500. También, en 2016 hubo un aumento en el porcentaje de éxito de los

tratamientos suministrados a pacientes con TB.
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Figura 2. Graficos estadisticos de TB en México*. a) Tasa de mortalidad de pacientes con
TB excluyendo a los portadores de VIH. En 2017, hubo una disminucion aproximada del 45%.



b) Tasa de incidencia del 2000 al 2017. En verde, se muestra el total de casos nuevos
notificados incluyendo pacientes con VIH. En negro esta el total de casos nuevos y recaidas.
En rojo, Unicamente la tasa de los casos nuevos de TB/VIH. ¢) Casos notificados por grupo de
edad. d) Porcentaje de éxito de tratamientos administrados a pacientes nuevos, recaidas,
pacientes VIH positivos, pacientes multirresistentes y ultrarresistentes.

*Datos reportados a la OMS. Las estadisticas de TB son estimadas por la OMS en

consulta con los paises.

Diversos estudios realizados en pacientes resistentes a antituberculosos de primera
linea, especificamente de la INH, han demostrado que el 60% de las cepas resistentes
estan relacionadas con la presencia de mutaciones o deleciones en el gen katG, el cudl

codifica a la catalasa-peroxidasa, MtKatG (Uribe, 2017).

Se ha reportado que la INH interfiere con la biosintesis de los &cidos micolicos, acidos
grasos esenciales a-alquilados y B-hidroxilados largos que se encuentran en la pared
celular micobacteriana. A nivel molecular la INH se comporta como un profarmaco que
requiere una activacion oxidativa por la catalasa-peroxidasa MtKatG que generara el
radical isonicotinoilo. Este radical reacciona covalentemente con el dinucleétido
adenina de nicotinamida (NAD) celular (Chollet, et al,. 2015).

1.3. Generalidades de las catalasas—peroxidasas

Las catalasas—peroxidasas (CPs) pertenecen a la clase 1 de la superfamilia de
peroxidasas de plantas, hongos y bacterias. Son enzimas bifuncionales, generalmente
homodiméricas, con un grupo hemo por subunidad (Bertrand et al., 2004). La primera
catalasa-peroxidasa purificada fue la de Escherichia coli (HPI) en 1979 y en 1988 se
obtuvo la secuencia de su gen, katG. Filogenéticamente las CPs estan relacionadas
con la superfamilia de peroxidasas de bacterias, hongos y plantas. Estas enzimas
aparentemente evolucionaron mucho mas tarde que las catalasas mono funcionales y
estan presentes principalmente en las bacterias aerobias y de manera limitada en
algunas arqueas y hongos, probablemente como resultado de la transferencia lateral de

genes (Diaz et al., 2012).



Aproximadamente el 40% de las bacterias posee genes katG. Se piensa que
probablemente esta superfamilia evolucioné a partir de un ancestro de KatG y la
reconstruccion filogenética sugiere que es el resultado de varias transferencias
laterales ademas de eventos de duplicacion (Figura 3). El andlisis filogenético muestra
dos Clados definidos. El Clado 1 abarca las CPs desde bacterias hasta eucariotas. En
esos ultimos se clasifican como intracelulares (KatG1) que estan presentes en hongos
no patdogenos. Las CPs extracelulares (KatG2) solo se encuentran en hongos
patdgenos, que ademas presentan una KatG intracelular. El Clado 2 esta representado

por las CPs de arqueas y algunos protistas. (Zamocky et al., 2012).

La actividad de estas enzimas se distingue por llevar a cabo dos reacciones: actividad
de catalasa (2H202 — 2H20 + O3) y actividad de peroxidasa (H202 + 2AH2 — 2AH +
2H20) donde AH2 es un donador de un electrén (Zamocky et al., 2012).

a

Figura 3. Arbol filogenético de las KatGs. Se observan los dos Clados. La separacion entre
ambos clados sugiere que evolucionaron por ramas distintas.



El mecanismo de reaccién de catalasa se lleva a cabo en dos pasos. En el primer paso,
el hemo se oxida por una molécula de peroxido de hidrégeno formando un
intermediario llamado Compuesto I. EI compuesto | se caracteriza por tener un grupo
ferroxilo (Fe'V=0) y un radical catiénico de porfirina (Por**). En el primer paso de la
reaccion se produce una molécula de agua. En el segundo paso de la reaccion, el
Compuesto | es reducido por otra molécula de peréxido de hidrogeno regresando la
enzima a su estado inicial y produciendo una molécula de dioxigeno y otra de agua. La
actividad de peroxidasa utiliza el Compuesto | para oxidar ciertos sustratos donadores
de un electrén (Vidossich et al., 2012). El sustrato transfiere un electron en dos
reacciones secuenciales formando un compuesto intermediario llamado Compuesto |l
(Garcia, 2015). EI Compuesto Il después es reducido por una segunda molécula del

mismo sustrato regresando la enzima a su estado basal (Figura 4).

Las catalasas-peroxidasas son las Unicas peroxidasas que presentan una actividad
eficiente como catalasa y como peroxidasa (Garcia, 2015). Sin embargo, a pesar de
muchos afios de estudio, el sustrato de peroxidasa in vivo de las CPs no se ha
identificado (Carpena et al., 2003).

En micobacterias, la importancia fisiologica de la actividad de catalasa es que
contribuye a la proteccion contra estrés oxidativo ocasionado por H202 cuando la
micobacteria reside en los macréfagos y cuando esta actividad no es suficiente puede
afectar su supervivencia (Zhao et al., 2006). Por otro lado, la actividad peroxidatica de
KatG es fundamental para la accion de INH, ya que activa el pro-farmaco en una

molécula bactericida activa in vivo (Zhao et al., 2013).
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Figura 4. Esquema de la reaccidon catalitica de las catalasas-peroxidasas. En rojo, se
muestran las dos reacciones de la actividad de catalasa. En azul, se muestra la actividad de
peroxidasa.

Durante la dultima década, se han investigado exhaustivamente las catalasas-
peroxidasas de procariotas, incluida la determinacion de las estructuras cristalogréficas
de una CP de arquea y tres enzimas bacterianas. También se han realizado estudios
bioquimicos de catalasas-peroxidasas fungicas, principalmente de Neurospora crassa
(NcKatG) y de Magnaporthe grisea (MgKatG2). De esta Ultima al determinar la
estructura cristalografica se dieron cuenta que, ademas de las claras similitudes con las
KatG procariotas, MgKatG2 presenta varias caracteristicas estructurales que parecen
ser comunes en las todas las KatG secretadas por hongos patégenos, como la

presencia de un puente disulfuro entre subunidades (Zamocky et al., 2012).

Actualmente se han determinado las estructuras cristalograficas completas de CPs (en
su estado nativo) de seis organismos y la determinacion del dominio C-terminal de la

KatG de E. coli (Tabla 2). Las estructuras cristalograficas revelaron que las KatG



poseen enlaces covalentes Unicos formados entre las cadenas laterales de tres

residuos localizados del lado distal del hemo (Biology et al., 2014).

Tabla 2. Estructuras cristalogréficas de las catalasas-peroxidasas

1ITK HmKatG Haloarcula 2002 2.00
(Yamada et al., 2002) marismortui

1MWV BpKatG Burkholderia 2002 1.70
(Carpena et al., 2003) pseudomallei

1uUB2 SeKatG Synechococcus 2003 2.40
(Biology et al., 2014) elongatus

1U2J KatG (dominio Escherichia coli 2004 2.30
(Carpena et al., 2004) C terminal)

1SJ2 MtKatG Mycobacterium 2004 2.40
(Bertrand et al., 2004) tuberculosis

3UT2 MgKatG2 Magnaporthe 2012 1.55
(Zamocky et al., grisea

2012)

SWHS NcKatG Neurospora 2018 2.60
(Vega-Garcia et al., crassa

2018)

1.3.1. Estructura de las catalasas-peroxidasas

Las CPs normalmente son homodimeros tanto en estructura cristalografica como en
solucion. Cada subunidad es de aproximadamente 750 residuos (aproximadamente 80
kDa de masa molecular) y presentan una superficie de contacto extensa. Estas
subunidades se organizan en dos dominios globulares, el dominio N-terminal y C-
terminal, cada uno aproximadamente de 40 kDa. Ambos dominios son similares con las
peroxidasas como la ascorbato peroxidasa de plantas y la citocromo ¢ peroxidasa de
hongos, lo que sugiere que estos dominios resultaron de un evento de duplicacion
génica y su posterior fusion. El dominio C-terminal no une al grupo hemo y entonces no
es activo. El dominio C-terminal es necesario para formar el dimero de la enzima

(Baker, et al., 2004). Solo en el dominio N-terminal se encuentra unido el grupo hemo
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(Figura 5 A). El dominio N-terminal difiere de las peroxidasas de plantas en una
extension de aproximadamente 60 residuos de los cuales 30 estan desordenados, lo
gue parece indicar una gran flexibilidad. Las CPs presentan también tres asas de mas

de 30 residuos que contribuyen para formar la cavidad del hemo (Diaz et al., 2012).

Figura 5. Estructura de la catalasa-peroxidasa. Estructura del dimero de la CP de
Burkholderia pseudomallei. A) En rojo se muestra el grupo hemo de cada subunidad, en los
colores azul y amarillo claro se representa el dominio C-terminal, en azul y amarillo intenso el
dominio N-terminal. B) Sitio activo con la presencia del aducto covalente en el lado distal del
hemo (tomada de Diaz et al., 2012. PDB-ID 1IMWV)

En las catalasas-peroxidasas el grupo hemo divide el dominio N-terminal en dos
regiones, el lado proximal y el lado distal. El hemo no esta unido covalentemente a la
enzima, se encuentra siempre en la misma orientacién y en su estado de reposo
contiene un hierro férrico que esta coordinado con el atomo Ne de una histidina del lado
proximal (His279 en BpKatG). Una caracteristica Unica de las CPs es la presencia de
un aducto covalente en el lado distal del hemo, en el que una tirosina esta unida en sus
posiciones orto a una metionina por un lado y un triptéfano por el otro (Met264, Tyr238,
Trpl111 en BpKatG) (Figura 5 B). En el aducto formado es probable que la metionina
lleve una carga positiva lo que podria ocasionar una salida de electrones por el aducto.

Este sitio también tiene relacion con una arginina mévil conservada que puede adoptar
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dos conformaciones dependiendo del pH y se ha demostrado que estos cuatro residuos
(Met, Tyr, Trp y Arg) son esenciales para la reaccion de catalasa, pero no para la
reaccion de peroxidasa (Diaz et al., 2012). La sustitucion del Trp o la Tyr evita la
formacion del enlace, mientras que el intercambio de Met no impide la formacion del
enlace covalente entre el Trp y la Tyr (Smulevich, et al., 2006). También se ha
demostrado que si se muta la metionina o la tirosina que forman el aducto covalente,
ocasiona que se pierda la actividad catalasa sin modificar la actividad peroxidasa
(Garcia, 2015).

Otra caracteristica de las KatGs es la presencia de tres grandes asas denominadas
LL1, LL2 y LL3. LL1 y LL2 se encuentran altamente conservadas y estas conforman el
canal de acceso del H202 en el lado distal del grupo prostético. En el asa LL1 se
encuentra la tirosina que forma parte del aducto covalente. LL3 estd lejos del sitio
activo y su papel aun no se ha definido (Smulevich, et al., 2006).

1.4. INHy laKatG de M. tuberculosis

Se ha demostrado que la CP de M. tuberculosis (MtKatG) activa la INH, por ello ha sido
objeto de muchos estudios. La especie activada parece ser un radical acil
isonicotinoilo, que se une a NAD+ / NADH formando un aducto de isoniazida — NADH
(INH-NADH), que finalmente confiere la actividad antituberculosa (Cade et al., 2010).

La identificacién del sitio de union a INH en la MtKatG es de gran importancia para
comprender tanto el proceso de activacion del farmaco como la importancia de las
mutaciones de la KatG, las cuales pueden ser directamente las responsables de la
resistencia a INH (Bertrand et al., 2004). Sin embargo, hasta ahora no hay una

estructura de MtKatG en complejo con el farmaco.

Se descubrié que INH (un compuesto aromatico que consta de un anillo de piridina y un
grupo hidrazida) es un potente inhibidor de InhA cuando se forma el aducto covalente
INH-NADH por la KatG (Figura 6). InhA es una enzima reductasa acarreadora de enoil-

acil involucrada en la biosintesis de acidos micolicos. Ademas, que las mutaciones en
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KatG pueden dar lugar a la resistencia a INH debido a su incapacidad para activar el

profarmaco (Cade et al., 2010).

El mecanismo de accién de INH aun no esta totalmente entendido debido a que no hay
un complejo de la KatG de M. tuberculosis con INH. Sin embargo, se ha informado que
en dicho mecanismo se generan una variedad de compuestos altamente reactivos,
como lo son, superoxido, peroxido, radicales hidroxilo y 6xido nitrico, asi como también

especies organicas reactivas (Jena, et al., 2014).
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Figura 6. Mecanismo propuesto para la activacién de INH por la KatG. La INH (en azul)
interacciona con la actividad peroxidatica de la KatG formando el radical acil isonicotinoilo. Este
radical interacciona con NAD* que esta en su forma oxidada formando el aducto INH-NADH el
cual es inhibidor de la enzima InhA involucrada en la biosintesis de acidos micdélicos. (Tomada
y modificada de Cade, et al., 2010).
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Como en todas las CPs, cada monomero de MtKatG consta de dos dominios que son
principalmente a-helicoidales, donde en el dominio N-terminal est4 el sitio activo de la
enzima (Figura 7 A). Con la determinacion de la estructura cristalografica de esta
enzima se identificaron también cuatro moléculas de agua bien ordenadas en el lado
distal del hemo y a diferencia de la estructura de BpKatG, en MtKatG no hay ninguna
molécula del agua coordinada al hierro (Figura 7 B) (Bertrand et al., 2004).

Figura 7. Estructura del dimero de MtKatG vy el sitio activo. A) En rosa y azul se muestran
las dos subunidades, los colores claros indican el dominio N-terminal donde se encuentra el
grupo hemo, en color gris. B) Secuencia conservada de los residuos que forman el aducto
covalente (Met255, Tyr229, Trp107), la His270 en coordinacién con el hierro del del hemo del
lado proximal. En rojo, las cuatro moléculas de agua.

La estructura de MtKatG se determind por reemplazo molecular utilizando la estructura
de BpKatG (Bertrand et al., 2004). Las CPs de BpKatG y SeKatG han sido las Unicas
estructuras en complejo con INH. Esto ha permitido identificar los posibles sitios de
unién de INH en otras catalasas-peroxidasas (Carpena, et al.,, 2003; Kamachi, et al.,
2015). En MtKatG, el posible sitio de unién a INH se encuentra en el asa conservada
de la superficie (los residuos del 278 al 312), especificamente en el lado distal del
hemo (Bertrand et al., 2004).
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Gracias a la determinacion de las estructuras cristalograficas de BpKatG:INH y de
SeKatG-INH, y al modelo de HRPC-INH (peroxidasa C de rabano picante) por RMN
(resonancia magnética nuclear) (Pierattelli et al., 2004), se han postulado, por
acoplamiento, dos posibles sitios de uniéon de INH en MtKatG (Figura 8) (Bertrand et
al., 2004). También se sabe que los posibles sitios de unién que se encuentran cerca
de la cavidad del hemo son los sitios mas probables para la activacion de INH
(Srivastava et al., 2017).

Figura 8. Posibles sitios de unién de INH en MtKatG. En verde, la INH. INH1 indica el sitio
de union basado en HRPC, INH2 indica el sitio de uniéon basado en BpKatG. En rosa atomos de
carbono, en azul atomos de nitrégeno, en gris el grupo hemo y en rojo las moléculas de agua.

1.4.1. Mutantes de MtKatG

Las CPs ganaron notoriedad significativa en 1992 cuando se confirmd que las
mutaciones en la MtKatG eran mayormente responsables de la resistencia a INH
(Carpena, et al., 2003). En los ultimos afos se han observado diversas mutaciones en
aminoacidos ubicados, en su mayoria, cerca del sitio activo, lo cual parece interferir con
la union de la enzima al farmaco provocando la resistencia. Estas mutaciones se han

clasificado en tres categorias (Tabla 3).
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Tabla 3. Clasificacion de las mutantes de la KatG (tomada y modificada de Carpena
et al., 2003).

Categorial Son mutaciones que afectan especificamente a la reaccion de INH. La
Unica mutante que se conoce es S315T.

Categoria 2 Mutaciones que afectan la actividad en general de peroxidasa, ya que
pueden alterar la distribucion espacial del sitio activo.

Categoria 3 Generalmente son mutaciones que tienen un mecanismo incierto y la
enzima puede verse afectada en su plegamiento.

De todas las mutaciones encontradas en aislados de pacientes que presentan
resistencia a INH, son pocas cuya estructura cristalografica se conoce. Se han
determinado cuatro estructuras de la CP de M. tuberculosis, incluyendo la KatG WT y
las mutantes KatG S315T (principal mutante en pacientes resistentes a INH y principal
modelo de estudio), KatG D137S (no presenta resistencia a INH y tiene una catalisis
mejorada para la activacion de INH comparada con la KatG WT) y KatG R418L (que
carece de actividad de catalasa, pero no presenta alteracion en la activacion de la INH).
Se han realizado andlisis del canal de acceso al sitio activo para ver como las
mutaciones D137S, S315T y R418L (esta ultima no se muestra debido a su baja
resolucion) podrian estar modificando el canal de acceso a sustratos y en qué se ve
modificada la actividad enzimatica. El resultado de los andlisis muestra como en KatG
S315T existe un blogueo estérico creado por el grupo metilo de la treonina lo que
explica una baja cinética de activacion provocando la resistencia a INH. Mientras tanto,
en la mutante KatG D137S se muestra un canal de acceso ampliado, en comparacion
con la KatG WT, resultando en una catalisis de activacion mejorada (Figura 9) (Zhao et
al., 2013).
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Figura 9. Canal de acceso al sitio activo de MtKatG. De izquierda a derecha se muestra la
comparacion del canal de acceso al sitio activo (en verde) en la mutante KatG S315T, WT KatG
y la mutante KatG D137S de M. tuberculosis (Zhao et al., 2013).

En los ultimos afios se han reportado cepas de M. tuberculosis resistentes a INH, pero
solo la variante KatG L333V ha sido reportada en un estudio realizado en México
recientemente. Por lo anterior, se sugiere que esta mutacion podria ser exclusiva de la
poblacion mexicana. Sin embargo, la incidencia de esta mutacién resistente a INH es
baja (aproximadamente ~2%) (Uribe, 2017).

La mutante L333V ya ha sido caracterizada bioquimicamente y se ha visto que
cinéticamente se comporta diferente respecto a otras mutantes resistentes a INH
(A256T, E287K, y A556S) (Uribe, 2017). Por lo anterior, se planteé una aproximacion
para analizar los cambios estructurales en la enzima MtKatG L333V debidos a la
mutacion y que pudieran explicar la resistencia a la INH. La aproximacién consiste en
determinar su estructura tridimensional por cristalografia de proteinas, que es el

método mas utilizado.

1.5. Cristalizacion de proteinas

El detalle en una estructura tridimensional de una macromolécula es importante, por
ejemplo, para el desefio de drogas, para mejorar enzimas con aplicaciones en la
industria, para analizar cambios conformacionales, para analizar la interaccion
proteina-proteina, proteina-acido nucleico y proteina-ligando, entro otras. Existen tres

técnicas principales para la determinacion de estructuras de macromoléculas: la RMN,
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la microscopia electronica y la cristalografia. La cristalografia es la técnica mas exitosa
para determinar la estructura de macromoléculas, pero solo puede ser aplicada cuando

se obtienen cristales adecuados.

La cristalizacion es un paso dificil y representa un cuello de botella en la determinacién

de una estructura cristalografica.

La cristalizacion de proteinas es una herramienta que se desarroll6 en la segunda
mitad del siglo XIX logrando sus primeros objetivos: proporcionar un medio para la
purificacion de proteinas especificas en una muestra y demostrar que una proteina
habia sido purificada (McPherson, 2004). Actualmente la cristalizacion de proteinas es
la base para conocer la estructura tridimensional de una macromolécula y asi entender,

por ejemplo, su funcionamiento.

La palabra “cristal” proviene del griego krustallas que significa “solidificado por
enfriamiento”. Un cristal (Figura 10) esta constituido por millones de unidades idénticas
conocidas como celdas unitarias. Estas celdas estdn empaquetadas junto con otras en
tres dimensiones en forma paralela y el nimero de moléculas por cada celda unitaria

es el mismo en todas las celdas de un cristal (Branden, 1999).

Figura 10. Cristales de proteina. a) taumatina, b) tripsina bovina, c) lisozima tetragonal, d)
lisozima monoclinica, e) catalasa de higado de bovino, f-h) tres formas cristalinas de RNAsa S
bovina, i) beta-lactoglobulina, j) concanavalina (Tomada de McPherson A. 2017).
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Para obtener cristales de una proteina es importante que la proteina esté muy pura
(mas del 97%) y homogénea. Ademas, la proteina debe estar soluble en un solvente,
gue generalmente es una solucion buffer a un determinado pH. La solucién de proteina
debe ser llevada a la sobresaturacion, donde comienzan a formarse pequefos
agregados pre-nucleares en condiciones controladas de pH, fuerza ibnica y

temperatura.

La cristalizacion se desarrolla en dos pasos, la nucleacién y el crecimiento. La
nucleacion puede ser el paso mas dificil ya que representa una transicion de fase de
primer orden, donde las moléculas pasan de un estado completamente desordenado a
uno ordenado, formando ndcleos criticos. Posteriormente los nucleos crecen por la
adicion de moléculas al nucleo (McPherson, 2004). El crecimiento de cristales
generalmente ocurre de manera lenta y solo se formaran cristales bajo condiciones
fisicoquimicas favorables, aunque el empaquetamiento no sea tan estable debido a las

moléculas de agua que llenan huecos (Rudifio-Pifiera, 2010).

Tanto la nucleacion como el crecimiento dependen criticamente de la sobresaturacion
de las soluciones madre que dan lugar a los cristales. La sobresaturacion es una
condicion de no equilibrio en la que cierta cantidad de la proteina excede el limite de
solubilidad, bajo condiciones fisicoquimicas especificas presentes en la solucién. El
equilibrio se restablece mediante la formacion y el desarrollo de un estado sélido, como
los cristales. La base de la cristalizacion de proteinas esta determinada en diagramas
de fases de solubilidad. La solubilidad se divide en una region de baja saturacion y una
de sobresaturacion. La regién de sobresaturacion se divide en las regiones
metaestables y labiles. En la region metaestable, los nlcleos se desarrollan en
cristales, pero no se da la nucleacién. En la region labil pueden ocurrir la nucleacion y
el crecimiento. La region final representa una sobresaturacion muy alta, es la regién de

precipitacion, donde obtener ndcleos es mas probable (Figura 11) (McPherson, 2017).
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Figura 11. Diagrama de fases
para la cristalizacion de
proteinas. La linea morada
representa un equilibrio entre la
fase sodlida y la fase de
moléculas libres (tomada vy
modificada de  McPherson,
2017).

Estable
(bajo saturacién)

Concentracién de proteina ———————pm

Concentracion precipitante

La cristalografia de rayos X constituye la herramienta mas poderosa para el estudio de
la estructura tridimensional de las macromoléculas. Los rayos X interaccionan con la
materia a través de los electrones que la forman y que se estan moviendo a
velocidades menores que la velocidad de la luz. Cuando la radiacion electromagnética
de los rayos X alcanza un electron, éste se convierte en una fuente de radiacion
secundaria. Cuando se incide un haz de rayos X sobre un cristal, éste choca con los
atomos haciendo que los electrones que se encuentren en su trayectoria vibren con

una frecuencia idéntica a la de la radiacién incidente (Rudifio-Pifiera, 2010).

El resultado que se obtiene de difractar un cristal de proteina son los patrones de
difraccion. El patrén de difraccién de un cristal esta directamente correlacionado con su
grado de orden interno y cuanto mayor sea la resolucion a la que se extiende,
estructuralmente habrd méas informacion del detalle de las moléculas en el cristal. La
aplicacion de cristalografia de rayos X depende de cristales de tamafio y calidad
suficiente para una colecta de datos que permita determinar la estructura de una
proteina (McPherson, 2004).
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1.5.1. Técnicas de cristalizacion

Existen diversas técnicas (Tabla 4) para cristalizar una proteina. Por los resultados y la

facilidad, algunas técnicas son mas utilizadas que otras.

Tabla 4. Técnicas de cristalizacion (informacion tomada de Drenth, 2007, Rudifio-
Pifiera, 2010).

Microbatch Es un método simple y muy utilizado. Consiste en mezclar la
solucion de proteina con la solucién de cristalizacion formando una
gota, llevando la solucién a la sobresaturacion. Posteriormente la
gota se cubre con un aceite que evita la evaporacion.

Difusion La solucién de proteina se coloca sobre la solucion precipitante, en

liguido-liquido relacién 1:1 dentro de un poro pequefio para que después entre en
un tubo capilar.

Difusion de La gota se prepara sobre un cubreobjetos siliconado, adicionando

vapor: Gota la misma cantidad de proteina y agente precipitante. El

colgante cubreobjetos con la gota se coloca sobre un pozo con 1 ml de
solucion precipitante. Se cierra al vacio para alcanzar el equilibrio
por difusion de vapor.

Difusion de Suele utilizarse cuando la proteina tiene una baja tension de

vapor: superficie y no puede ponerse sobre un cubreobjetos siliconado.

Gota sentada

Microdialisis La composicion de la solucion es alterada por difusion de
componentes de bajo peso molecular a través de una membrana
semi permeable hasta alcanzar el equilibrio.

Hay dos etapas en la blusqueda de cristales de proteinas para la difraccion de rayos X.
La primera es identificar las condiciones en las que se producen los cristales y la
segunda consiste en optimizar las condiciones, es decir se realiza una variacion

sistematica de las condiciones iniciales para obtener mejores cristales.

2. ANTECEDENTES

En el proyecto de Maestria de la M. en C. Brenda Georgina Uribe Vazquez, realizado

en el |Instituto de Biotecnologia, UNAM, se estudiaron y caracterizaron
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bioguimicamente nuevas variantes de la enzima KatG de M. tuberculosis encontradas
por el Instituto Nacional de Medicina Genomica (INMEGEN) en pacientes mexicanos
enfermos de TB resistentes a INH. Hasta ese entonces, la relacion entre la resistencia

INH con la actividad de catalasa y peroxidasa de la KatG habia sido poco estudiada.

En su proyecto, la M. en C. Brenda Uribe trabajé con 4 nuevos polimorfismos de
nucleotido simple (SNP) que generan el cambio de un aminoacido en MtKatG. Dentro
de estas 4 variantes se encuentra la mutante L333V. Ademas, utiliz6 MtKatG-WT como
control sensible y como control resistente a INH la variante S315T, las cuales ya tienen

sus estructuras tridimensionales determinadas (Zhao et al., 2006).

La metodologia del proyecto consistio en amplificar el gen de katG y realizar
Secuenciacion de Sanger. Posteriormente realiz6 la construccion de plasmidos de
expresion utilizando el vector de expresion pkk223-3 para producir el plasmido pkk-
KatG-S315T. También se realiz6 mutagénesis sitio dirigida para la construccion de las
4 variantes: A256T, E287K, L333V y A556S utilizando el plasmido pKK-KatG-WT. Para
facilitar la purificacion, el vector afiade una etiqueta de 6 histidinas en el N-terminal de
la enzima. Los plasmidos se utilizaron para transformar la cepa MC1061 AbioH/pREP4
de Escherichia coli. Posterior a los métodos de transformacién, expresion y purificacion,
se realizaron los ensayos enziméaticos correspondientes para determinar la actividad de
catalasa, actividad de peroxidasa, produccion de radicales libres y, por ultimo, se

determiné la formacion del aducto INH-NAD.

Se sabe que varias cepas de M. tuberculosis resistentes a INH presentan cambios
especificos en el dominio catalitico de KatG, aunque ninguna de las mutaciones, a
excepcion S315T, esta cerca al grupo hemo. Se encontré que la variante L333V puede
afectar el enlace de coordinaciéon de la H270 con el hierro del grupo hemo. Analizando
la ubicacion de la mutacion generada ésta se encuentra a una distancia de 9.8 A entre
el Ca de laH270 y el Cy2 de la V333 (Figura 12).

Se ha observado durante mucho tiempo que la resistencia a INH en micobacterias
causantes de TB, a menudo se ha relacionado con niveles reducidos de actividad de
catalasa (Bertrand et al., 2004). Al cuantificar la actividad de catalasa, se observo que

para la variante L333V, la actividad aumenta cerca de un 200%, por lo que se piensa,
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podria estar relacionada con la resistencia a INH. Sin embargo, para las otras
actividades (peroxidasa, radicales libres y formacion del aducto) si hay una disminucion
de la actividad mas no de la eficiencia catalitica para el caso de la formacion del aducto
(Uribe, 2017).

Figura 12. Distancia de la mutacion L333V respecto a la histidina que coordina al hierro
del hemo. En rojo, se muestra la valina en la posiciéon 333 y la distancia del Ca de la His270
al Cy2 de la Val333.

2.1. Localizacidon estructural de la mutacién L333V en MtKatG

Previo a obtener la estructura cristalografica de la MtKatG L333V, analizamos la
ubicacion de la mutacion L333V en la MtKatG WT (PDB ID: 1SJ2). Lo que observamos
a continuacion es que la mutacion se encuentra a 14.7 A de distancia del hierro del
hemo (hierro del hemo al Cy2 de la Val333) (Figura 13).

La M. en C. Brenda Uribe, menciona en su proyecto de maestria que, aunque la
mutacion L333V no se encuentra cerca del hemo, la distancia que tiene con respecto a
la H270 esta provocando una afectacion en el enlace de coordinacion de la histidina
con el hierro del hemo. Se piensa que este cambio de aminoacidos provoca que
interacciones hidrofébicas cercanas de las hélices puedan estar afectando la unién, la

estabilidad o puedan estar cambiando el ambiente en que se encuentra el grupo hemo.
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Al analizar el ambiente en el que se encuentra la mutacion, localizamos los residuos
hidrofébicos que son: la F332 en la misma hélice que V333, las L398 y L404 en una
hélice vecina cercana y la V267 en la hélice donde se encuentra la histidina que
coordina al hierro. La V267 y la V333 correspondiente a la mutacion estan a una
distancia de 4.4 A. Y el resto de los aminoacidos se encuentran en un intervalo de
distancias de 3.9y 4.5 A siendo la distancia mas corta entre la V333 y L398 debido a la
orientacion de la Val333 (Figura 14).

P

Figura 13. Localizacion de la mutacion L333V
con respecto al hierro del hemo. La valina se
muestra en rojo.

Figura 14. Residuos hidrofébicos
cercanos a la L333V. En azul se muestra
la L333 y sobrepuesta con la V333 en rojo.

24



Lo que observamos es que el ambiente hidrofébico en la mutante, probablemente se
mantenga sin cambios en general. Aunque habra que analizar con cuidado la
estructura cristalografica de la MtKatG L333V para revisar si hay cambios respecto a la
MtKatG WT.

3. JUSTIFICACION

La resistencia a INH ha ocasionado un problema global en el tratamiento contra la TB.
Este proyecto sera la base para determinar la estructura cristalogréfica de la mutante
KatG L333V de M. tuberculosis, para en el futuro determinar la estructura de la MtKatG
L333V en complejo con INH. La informacibn que se obtenga de la estructura
cristalografica ayudara a conocer la enzima en su forma tridimensional y saber con mas
precision qué cambios esta ocasionando la mutacion en un aminoécido y como es que

se relaciona con la resistencia a INH.

4. HIPOTESIS

Los ensayos de cristalizacion de KatG L3333V de Mycobacterium tuberculosis nos
permitiran obtener cristales de la enzima que difracten para colectar datos de difraccion

de rayos X.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Obtener cristales que difracten de la KatG L333V de Mycobacterium tuberculosis.
5.2. Objetivos especificos

» Expresar y purificar la mutante L333V de MtKatG.

Y

Realizar pruebas de cristalizacién para la enzima mutante MtKatG L333V.
» Optimizar las condiciones de cristalizacion que resulten exitosas para la MtKatG
L333V.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Transformacion

Se prepararon placas Petri de medio LB con 200 pg/mL de ampicilina y 50 pg/mL de
kanamicina (el vector presenta resistencia a ampicilina y la cepa de E. coli es resistente
a kanamicina). Se pipetearon 2 pL (a 89 ng/pL) del vector de la variante L333V de
MtKatG y se adicion6 a 60 pl de células competentes con glicerol al 10% de la cepa
MC1061 AbioH/pREP4 de E. coli. Después las células se pipetearon a una celda de
electroporacion y se electroporaron a 1.8 Volts por 3 ms. A la celda se le adicionaron
980 pl de medio SOB (triptona 2% wi/v, extracto de levadura 0.5% w/v, NaCl 10 mM,
KCI 2.5 mM y MgSO4 20 mM) mas 20 mM de glucosa y 10 mM de cloruro de magnesio.
Se vacioé el contenido en un tubo de ensaye para enzima. Posteriormente se incuboé el
tubo durante una hora a 30° C con agitacion. Por ultimo, en las cajas Petri ya
preparadas se plaquearon 50 pL de las células transformadas y se incubaron a 30° C
durante toda la noche. Al dia siguiente se almacenaron a 4° C.

6.2. Expresion de MtKatG L333V

Para la expresion de la enzima se realizé un cultivo preindculo con 15 mL de medio LB
con 200 pg/mL de ampicilina y 50 pg/mL de kanamicina. El precultivo se inoculd
picando con una punta de micropipeta una colonia de las células transformadas. El
preindculo se incubd a 30 °C durante toda la noche. Al dia siguiente, se preparé un
cultivo de 1 L de medio LB con ampicilina/kanamicina adicionando 30 mg/L de cloruro
de hemina disuelta previamente en NaOH 0.2 N. Este nuevo medio se inocul6 con 10
mL de preindéculo y se incub6 a 30 °C hasta alcanzar una densidad optica (OD) de 0.6 a
600 nm. La expresion se indujo con 0.5 mM de IPTG y se continué incubando durante
3.5 horas. Posteriormente se centrifugaron las células a 4900 rpm por 15 min a 4 °C.

Las células centrifugadas se guardaron a — 70 °C.
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6.3. Purificacién

La pastilla de células de la enzima MtKatG L333V se resuspendio en 15 mL de buffer A
con fosfato de sodio 50 mM, pH 7.5 con NaCl 0.5 M e imidazol 5 mM para sonicar por
25 s durante 5 ciclos, en hielo. La muestra se centrifug6 a 10000 rpm por 20 min a 4 °C
y se recupero el sobrenadante. Para la purificacion se utilizé una columna de niquel Ni -
NTA de 5 mL y una bomba peristaltica. La columna se equilibré con 15 mL de buffer A,
y después se paso el sobrenadante. La columna se lavd con 50 ml de buffer Ay 30 ml
de buffer B que contenia fosfato de sodio 50 mM, pH 7.5 con NaCl 0.5 M e imidazol 35
mM. La MtKatG se eluy6 con 5 ml de buffer C que contenia fosfato de sodio 50 mM, pH
7.5 con NaCl 0.5 M e imidazol 300 mM, y se colectd la muestra que se distingue por su
color café caracteristico (este protocolo se realizé junto con la M. en C. Brenda Uribe).

Para analizar la pureza de la enzima se realiz6 un SDS-PAGE al 10% y se analizé
también el sobrenadante de la WT como control de expresion. El gel se corrié a 100 V' y
se tifid con azul de Coomassie. Las bandas de MtKatG se observaron a 80 kDa
aproximadamente. Las muestras se dializaron en 1 L de buffer de fosfato de sodio 20
mM, pH 7.5 con 3 mg de cloruro de hemina y 20 mM de imidazol. La enzima se puso
en una membrana de dialisis con corte de 6 — 8 kDa y se dializaron a 4 °C con agitacion
durante toda la noche. Se realiz6 una segunda didlisis con 1 L de buffer de fosfato de
sodio 20 mM, pH 7.5 con 3 mg de cloruro de hemina sin imidazol por 3 h. Después de
la didlisis se realizo otro SDS-PAGE al 10%.

También se realizé una segunda purificacion, para un nuevo sobrenadante, con el
equipo BioLogic de Bio Rad utilizando también la misma columna de niquel Ni - NTA de
5 mL y los mismos buffers. La purificacion se realiz6 a una velocidad de 2 mL por
minuto. De esta purificacion se colectaron fracciones de 2 mL y se realizé un

cromatograma.

Se realizé un SDS-PAGE al 10% del sobrenadante y las fracciones colectadas. Se
realizé una unica dialisis durante toda la noche en 1 L de buffer de fosfatos 20 mM pH

7.5 con 3 mg de cloruro de hemina.
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6.4. Determinacion de la concentracién de proteina

La concentracion de la enzima mutante MtKatG L333V se determind por el método de
Bradford realizado en placas de Elisa y midiendo a una longitud de onda de 595 nm.
Una vez determinada la concentracion, se utilizé un centricon Amicon de 15 mL para
concentrar la mutante MtKatG L333V.

6.5. Pruebas de cristalizacion

Para cristalizar la mutante MtKatG L333V se trabajo con la enzima sin ligandos. Se
utilizaron dos métodos de cristalizacion, microbatch y difusién de vapor de la gota
sentada y gota colgante.

El método de microbatch consisti6 en mezclar 1 yL de enzima con 1 uL del agente
precipitante y cubrirlos con 10 pL de parafina para evitar la evaporacion. Este método
se realiz6 manualmente a 18° C en placas de 72 pozos para la mutante MtKatG L333V.
Los kits de cristalizacion que se utilizaron fueron Wizard I-IV de la marca Jena
Bioscience, los kits Index 1-2 y PEG lon-Crystal Screen Cryo de la marca Hampton

Research.

Para el método de difusibn de vapor de la gota sentada se utiliz6 el robot de
cristalizacién “Mosquito LCP” y placas de 96 pozos. Las gotas se formaron con 0.3 uL
de enzima MtKatG L333V y 0.3 ul de agente precipitante. En el pozo se colocaron 40
puL del agente precipitante. Las placas fueron selladas herméticamente. El Gnico Kit
utilizado para poner pruebas con el robot fue Wizard I-1l de la marca Jena Bioscience.
También, de manera manual, se prepararon placas empleando un volumen de 0.8 uL
para la enzima y el agente precipitante para formar las gotas. Los kits utilizados en esta
prueba fueron Wizard IlI-1V, Index 1-2 y PEG lon-Crystal Screen Cryo de la marca

Hampton Research.
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6.6. Optimizacion

De las pruebas de cristalizacion se hallaron condiciones en las que se encontraron
cristales probablemente de la enzima, ya que presentaron color café. Con estos
hallazgos se procedié a realizar matrices de optimizacion de dichas condiciones. El
meétodo de cristalizacion utilizado fue el de difusion de vapor de la gota colgante en
placas de 24 pozos. Este método consistid en pipetear 1 ml del agente precipitante en
cada pozo. La gota se formo6 sobre un cubreobjetos siliconizado mezclando 1 pL de
enzima con 1 pL del agente precipitante. El cubreobjetos se sella con el pozo utilizando
grasa para vacio. En cada optimizacion se varid la concentracion del agente

precipitante y de la sal, dependiendo de la condicion de cristalizacion.

También se realiz6 la optimizacion de una condicion de cristalizacion en una placa de
96 pozos, con el método de difusion de vapor de la gota sentada. Aqui se vario la
concentracion del agente precipitante y el pH. La placa se prepard con el robot de
cristalizacién “Mosquito LCP”.

6.7. Sobreenfriado de cristales, colecta de datos y determinacién de la
estructura

Los cristales se sobreenfriaron de manera individual utilizando loops y haciéndolos
pasar por la solucién Crioprotectora propia de cada condicién para sumergirlos en
nitrégeno liquido dentro de un puck. El sobreenfriado de los cristales lo realizé el Dr.

Enrigue Rudifio Pifiera.

La colecta de datos de difraccion de rayos X y la determinacion de la estructura la

realizé la Dra. Adelaida Diaz Vilchis.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Seleccion de células transformadas

La cepa MC1061 AbioH/pREP4 de E. coli fue previamente construida para seleccionar
clonas con actividad de complementacion de BioH en medio minimo sélido (M9 MM)
con glucosa como fuente principal de carbono y con la introduccion del plasmido
pREP4 (Invitrogen), el cual expresa el represor de lactosa Lacl y le confiere resistencia
a kanamicina (Flores, et al., 2012). Para sobreexpresar la enzima MtKatG L333V en
dicha cepa, se utilizé el vector de expresion pKK223-3 que tiene clonado el gen katG
en los sitios EcoRI y Hindlll. El plasmido, resultado de la ligacion, PKK-KatG-WT, que
también tiene el promotor tac, se utilizO como molde para que, por el método de
megaprimer, se incorporara la variante MtKatG L333V que se obtuvo por medio de
mutagénesis sitio dirigida y que, a su vez, adiciona una etiqueta de 6 histidinas en el N-
terminal de la enzima. Este pldsmido de 6786 pb cuenta también con un gen de
resistencia a ampicilina (Figura 15). La construccion del plasmido con la adicion de la

etiqueta de histidinas la llevé a cabo la M. en C. Brenda Uribe.

Debido a las dos transformaciones de la cepa de E. coli, fue necesario crecer las
bacterias en placas de agar LB con ambos antibiéticos (ampicilina y kanamicina) para
asegurar unicamente la obtencién de las células transformadas con la enzima MtKatG
L333V. La adicion de 0.5 mM de IPTG fue suficiente para conseguir una buena
induccion de la expresiéon de la enzima ya que, el promotor tac es entre 7 y 11 veces
mas eficiente que lac (DeBoer, et al., 1983). Ademas, la adicién de cloruro de hemina

garantiza que E. coli tenga grupo hemo suficiente para la sobreexpresiéon de la enzima.
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3) Oligo KatG-5' EcoRI (6784)
0Oligo pKK-5

Oligo KatG-5 (INMEGEN) (777 ., 795)

Oligo KatG-6 (INMEGEN) (1212 1231)

pkk223-3-katG

6786 bp

HindIII (2228)
mhqul.m,, 3' (2212 2239)
Oligo pKK-3' (2293 322)

Figura 15. Construccion del plasmido pKK223-3-katG (tomada de Uribe, B. 2017).

7.2. Purificacion de MtKatG L333V

Después de obtener el sobrenadante de las bacterias lisadas, se procedié a realizar la
purificacion por cromatografia de afinidad, para lo cual se utilizé6 una bomba peristaltica
donde el flujo se controlé6 manualmente y una columna de afinidad a niguel (Ni-NTA).
La elucion de la enzima se realizé de forma cualitativa, utilizando un buffer de elucion
con una concentracion de imidazol de 300 mM, descartando aproximadamente 1 mL al
comienzo de la aparicion de la enzima en solucién color café, caracteristico de la
enzima y descartando también 1 mL al finalizar la elucién. El color café de la enzima en
solucién se debe a la presencia de un grupo hemo con el Fe3" con una banda de

absorcion alrededor de 400 nm.

La funcion de la baja concentracion de imidazol (35 mM) en el buffer de lavado es para
evitar que se unan proteinas celulares inespecificamente, las cuales no fueron
etiquetadas con histidina. Aumentar gradualmente la concentracion de imidazol

provoca, primero, la selectividad por las proteinas que presentan una etiqueta de
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histidinas y finalmente a una alta concentracién (300 mM) el imidazol desplaza a las

moléculas de histidina y como consecuencia la enzima se eluye de la columna.

Después de la purificacidn se realizé un SDS-PAGE con el extracto de la lisis celular en
comparaciéon con la MtKatG L333V purificada para analizar la pureza (Figura 16). Asi
mismo, se utiliz6 como control el sobrenadante de la MtKatG WT proporcionado por la
M. en C. Brenda Uribe. En el gel podemos observar una banda ancha con una masa
molecular de 80 kDa aproximadamente en cada una de las muestras, que

corresponden al monodmero de las enzimas MtKatG WT y MtKatG L333V.

WT kDa L333V

150 —
120

Figura 16. SDS-PAGE 10% con MtKatG WT y MtKatG L333V. Las bandas azul intenso
presentan una masa molecular aproximada de 80 kDa y corresponden a las enzimas MtKatG
WT y MtKatG L333V. Del lado izquierdo se muestra el sobrenadante de la MtKatG WT y del
lado derecho la MtKatG L333V purificada.

Antes de purificar la enzima, se aprecian otras bandas de menor y mayor masa
molecular, las cuales corresponden a otras proteinas celulares de E. coli contenidas en
el sobrenadante. Aunque después de la purificacion se siguen observando ciertas
bandas, la banda correspondiente a la MtKatG L333V tiene una mayor proporcion que

las otras bandas de proteinas, lo que indica que es la enzima mayoritaria. De este gel
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podemos decir que la enzima se encuentra con la pureza suficiente para realizar las

pruebas de cristalizacion, y la cristalizacion es también un método de purificacion.

Después medimos la concentracion de la enzima por el método de Bradford. El primer
resultado de la cuantificacion nos indicaba una baja concentracion, por lo que se

concentro a 24 mg/mL (Tabla 5) para realizar las pruebas de cristalizacion.

Tabla 5. Concentracion de la enzima MtKatG L333V

MtKatG L333V 4.84 24.2 24.2

7.3. Pruebas de cristalizacion de MtKatG L333V

Todas las pruebas de cristalizacion se realizaron en la misma temperatura (18° C). Se
pusieron un total de 816 condiciones diferentes empleando las técnicas de microbatch
y difusion de vapor por gota sentada (de forma manual y con el robot de cristalizacion).
De estas pruebas, se encontraron cinco condiciones en las que se obtuvieron cristales
(Tabla 6). Estos cristales podian distinguirse de otras formaciones cristalinas (sal, por
ejemplo) debido a que presentan un color café caracteristico de la enzima (Figura 17).

Como se muestra en la figura 17, estos cristales muestran una geometria diferente.

El tiempo en que se encontraron los cristales fue diferente para cada condicién. Lo
anterior pasa porque para que comience el proceso de nucleacion, la concentracion de
proteina tiene que aumentar hasta alcanzar la sobresaturacion. Para los cristales de las
condiciones 1, 2, 4y 5, el tiempo fue de 3 a 6 semanas. Con el paso del tiempo varios
de estos cristales aumentaron un poco su tamafio original. Para la condicién 3 el

tiempo en formarse los cristales fue de aproximadamente 5 meses.
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Tabla 6. Condiciones de cristalizacién.

Numero de Kit Sal Precipitante  Buffer
condicion
1 PEG lon- 0.2 M de acetato de 20% de PEG
Crystal zinc 3350
Screen Cryo
2 PEG lon- 0.16 M de acetato 16% de PEG 0.08 M de
Crystal de magnesio tetra 8000 cacodilato de
Screen Cryo  hidratado sodio, pH 6.5
3 Wizard 3-4 10% de PEG 100 mM de
6000 HEPES, pH 7
4 Wizard 3-4 200 mM cloruro de 30% de PEG 100 mM HEPES,
magnesio 400 pH 7.5
5 Wizard 1-2 200 mM acetato de 10% de PEG 100 mM acetato
zinc 3000 de sodio, pH 4.5

Figura 17. Cristales correspondientes a las condiciones de cristalizacion de MtKatG
L333V. En la parte inferior izquierda de cada panel se muestra el nimero de la condicion del
cristal.
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Con las condiciones de cristalizacion encontradas se realizaron matrices de
optimizaciéon con el método de difusiébn de vapor de la gota colgante para las que
contenian cristales mejor definidos. Lo anterior se hizo con la finalidad de obtener
cristales en mayor cantidad y con mejor calidad para enviarlos a difractar. En las
matrices se variaron las concentraciones de la sal y del agente precipitante (Tablas 7,
8 y 9). Las soluciones se prepararon a partir de reactivos comerciales y no
directamente de los kits de cristalizacion. Las matrices de optimizacion se realizaron
también a 18° C. Después de revisar continuamente las optimizaciones con el
microscopio estereoscopico, no se encontré ningun cristal de proteina adecuado para
difractar (Figura 18). Una posible causa a la que se le puede atribuir el problema es
quizas, por la pureza de los reactivos que se emplearon para preparar las soluciones

de optimizacion, o bien, que desde un principio no eran cristales de proteina.

Tabla 7. Matriz de optimizacién de las condiciones 1y 5

*Las filas A y B corresponden a la condicion nimero 1. Las filas C y D corresponden a la
condicion namero 5, donde el acetato de sodio 100 mM, pH 4.5 se mantuvo constante.

o~ | |

AD1EM
Bo20M

e 1] S e e

C018M
D020M

Tabla 8. Matriz de optimizacién de la condicion 2

o~ | |

A 140 mM
B 160 mM
C 180 mM
D 200 mM
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*En esta matriz, el buffer (cacodilato de sodio 0.08 M, pH 6.5) se mantuvo constante en todos
los pozos.

Tabla 9. Matriz de optimizacion de la condicion 4

o~ | | |

A 160 mM
B 180 mM
C 200 mM
D 220 mM

*El buffer HEPES 100 mM, pH 7.5 se mantuvo constante en todos los pozos.

*Las condiciones estan numeradas en la Tabla 6.

Figura 18. Cristales de optimizacién de la condicion 5. Condicion del kit Wizard 1-2; 200
mM de acetato de zinc, 10% de PEG 3000 y 100 mM de acetato de sodio, pH 4.5.

Hasta este momento no se habia realizado la optimizacion de los cristales en la

condicién numero 3 (Figura 17) ya que tard6 aproximadamente 5 meses en que
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observaramos los cristales. Estos cristales se observaban en su mayoria como placas

multiples con un tamafio de aproximadamente 0.1 x 0.1 x 0.05 mm.

Como de las matrices de optimizacion no se obtuvieron buenos resultados, entonces se
sobreenfriaron utilizando una solucion crioprotectora y se enviaron a difractar los

cristales de las condiciones 3y 4.

7.4. Colecta de datos de difraccion de rayos X de la MtKatG L333V

El cristal de la condicion 4 resultd ser de sal. El cristal de MtKatG L333V de la condicion
3 difractd6 a 2.1 A y se colectaron datos de difraccion de rayos X. La solucién
crioprotectora para la condicion 3 fue 10% de PEG 6000 y 100 mM de HEPES, pH 7.0
gue es la condicion original adicionando PEG 400 30%. Se colectaron 720 imagenes o
frames con una oscilacion de 0.5° en la linea ID19 del sincrotron Advanced Photon
Source, Argonne National Laboratory (Argonne, IL, U.S.A.) con un detector Pilatus 6M
a una longitud de onda de 0.979 A Enla Figura 19 se muestra uno de los patrones de
difraccion de la MtKatG L333V. La estructura cristalografica de MtKatG L333V sera
determinada y afinada por la
Dra. Adelaida Diaz Vilchis,
para después realizar su
analisis y ver los cambios

que esta mutante presenta.

Figura  19. Patron de
difraccion de la enzima
MtKatG L333V. Los puntos
corresponden a las reflexiones
registradas. En la imagen se
observa el primer patron de
difraccién de los 720
colectados.
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7.4.1. Optimizacion de MtKatG L333V condicion 3

Después de colectar los datos de difraccion de rayos X del cristal obtenido en la
condicion Wizard 3-4 (10% de PEG 6000 y 100 mM de HEPES, pH 7.0), se realiz6 una
matriz de optimizacién con la finalidad de obtener mas cristales para remojarlos con
INH. Lo anterior tiene el propdsito de obtener la estructura cristalografica del complejo
de la MtKatG L333V-INH y analizar la interaccién de la enzima con la INH.

Para realizar la matriz fue necesario volver a expresar y purificar la enzima MtKatG
L333V. Se siguid el mismo protocolo, pero ahora, utilizamos un equipo de Bio Rad
modelo BioLogic donde conectamos la columna de afinidad a niquel. Los buffers de
unién, lavado y elucién se utilizaron en las mismas concentraciones. La columna
utilizada fue Ni-NTA de 5 mL. La enzima eluida se colecto en 13 fracciones con 2 mL
cada una. Paralelamente al realizar la elucion se fue obteniendo el cromatograma
donde se mostraba la absorbancia a 280 nm de cada una de las fracciones. La enzima,
de acuerdo con el cromatograma, se recuperod a partir de la fraccion 7, teniendo como
punto maximo 0.4 unidades de absorbancia (Figura 20). Posteriormente se realizé un
SDS-PAGE al 10% con las fracciones de la 7 a la 13. Al tefiir el gel se observé que la
enzima se encontraba en su mayoria en las fracciones 9, 10 y 11. La MtKatG L333V
presenta una masa molecular de aproximadamente 80 kDa por subunidad. Asi mismo,

se puede observar que la enzima tiene un buen grado de pureza (Figura 21).

mSicm
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‘Figura 20. Cromatograma de la purificacion de la enzima MtKatG L333V. En verde se
indica el nimero de las fracciones, la linea azul indica la absorbancia de la enzima a 280 nm y
la linea roja indica la conductancia.
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0 SN kba 7 8 9 10 M 12 13

Figura 21. Purificacion para la optimizacion de MtKatG L333V. SDS — PAGE 10%. De
izquierda a derecha, 0) muestra recuperada que pas6 por la columna de niquel, SN)
sobrenadante de la sonicacion de las células, 7 — 13) fracciones eluidas.

La enzima se eluyd con 300 mM de imidazol, asi que dializamos una sola vez, durante
toda la noche en buffer de fosfatos 20 mM, pH 7.5, con 3 mg de cloruro de heminay en
esta ocasion, ya sin imidazol. La muestra dializada fue la mezcla de las fracciones de la

7 ala 13, con una membrana de dialisis de corte de 10 kDa.

Posteriormente, se realizé la cuantificacion de la enzima por método de Bradford y se
concentrd a un volumen de 150 uL para tener una concentracion final de 15 mg/mL.

Con esta muestra de enzima se procedio a realizar la matriz de optimizacion (condicion
3). Esta vez utilizamos el método de difusién de vapor por gota sentada en una placa
de 96 pozos y utilizando el robot de cristalizacion. En la placa se varié la concentracion
del PEG 6000 y el pH del buffer (Tabla 10). Para cada pozo se mezclaron 0.3 pL de la

enzimay 0.3 pL de la solucién de cristalizacion.
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Tabla 10. Optimizacién de la condicién 3

A

L

HEPES pH 7.0
HEPES pH 7.0
HEPES pH 7.0

Cacodilato de
sodio pH 6.6

Cacodilato de
sodio pH 6.8

HEPES pH 7.2

HEPES pH 7.4

*En la fila A se repitid la condiciéon original (10 % de PEG 6000 y 100 mM de HEPES,
pH 7.0).

Hasta el momento hemos revisado las placas de optimizacion, pero aun no hemos

encontrado cristales.
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8. CONCLUSIONES

» La expresion y purificacion de la catalasa — peroxidasa MtKatG L333V, una
nueva mutante de Mycobacterium tuberculosis que presenta resistencia a INH
permitié obtener buenas cantidades (24 mg/L de cultivo) y una pureza adecuada
(>90%) de la enzima para probar cientos (816) de condiciones de cristalizacion
diferentes.

» Los cristales de la MtKatG L333V permitieron colectar datos de difraccién de
rayos X a 2.1 A de resolucion lo cual indica que fueron cristales ordenados de la
enzima.

> Las matrices de optimizacion realizadas algunas no permitieron obtener cristales
adecuados para difractar, ya que resultaron ser cristales multiples, pero otras

matrices contindan en proceso.
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9. PERSPECTIVAS

» Terminar de afinar la estructura tridimensional de la enzima MtKatG L333V.

» Obtener cristales de la matriz de optimizacion para remojarlos con INH con el fin
de formar el complejo y enviarlos a difractar para posteriormente conocer de qué
manera esta interactuando la INH con la enzima y como es que ocurre la
activacion del farmaco.

» Probar la misma condicion de cristalizacion (Wizard 3-4: 10% de PEG 6000 y
100 mM de HEPES, pH 7.0) con la MtKatG WT y con la mutante MtKatG S315T,
esperando obtener cristales para remojarlos con INH y difractarlos para

determinar sus estructuras tridimensionales.
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/rEthDghxQ0OvZmvXdbXjyvObJjHPTr5VCapZumChsFbniTsY3bOu/zZ8A002gtAPD5E80GMg==

CARLOS DANIEL AMERO TELLO | Fecha:2020-10-13 10:42:07 | Firmante

QP1t3xOMMIgN7LfTUIBRKFh5cATexgfAMaU+1QkpMDM/k1JavpEViO TICmDwWVjwnBYx3gYNANIVDVMgdABLKMDNJ8Sg4eRhDIK TPRy4QasvP{G/fgs 7KdrKQugVIx/1r3Uzjtmry
WBY6PcskchDnvWhy7n3NTuiEO+mA+mjYN/PJIDo60xUOjw8fY+qeWbCqgswSg/z6bhh67/hIBxPd/gjbgUDCYQZGTpStYotSol1d5gz7cUPrimBOMXGYBtUnimcdoMUSg5F7UyBK
Cy/6P5w0s2m1ZbXKTVcT346+ufwFS2V1lhdigBxI10/ZgxPkYbKdLDfJ+Gm8w0o1limU7W7NWqQ==

MARIA EUGENIA NUNEZ VALDEZ | Fecha:2020-10-13 12:44:17 | Firmante
UaJb/aka6t26INkbWnPpUHQaMtpsqQGhv4rPMIBWVv6fo7++AgqqINiwzgrqyQLIrbQXm4NMGrihdXOPUUEPoejVwvecBFd4/mC9ZgpXjtEyEXY2gFN400qiNVdealj2EaC204+gTF
20i6+XY86FLzO1ICSO00EPWOU30j0JfA8Qaz6wfQldM+5ndicPpN9eoSorMOryN4Ina6iONfMeowMEYCXAjsW5kIBY]jd7bs4utlJ8hfu+Zp53QBt/TZrGiDdjj9EXrn9FbzP/NI2Z+Pf89bZ
8uahV1hfzQoxLMtscXNHAQWPtx/r1dG7ScmnePxSODB7IM77ZbkviLmZSSMHBQ==

ADELAIDA DIAZ VILCHIS | Fecha:2020-10-14 13:26:24 | Firmante
cnY54rZUsE7dV+LODOFuyYg3Xn0jxWemHJiyXEk4szBmU5tli+F5fqlSX8c2pWI0al1VZI3OCH3wigC11PugEJCavfYWZv5alxsu60BkJjrCynF+4nm7A8sVLZ3VzPpHrw/x6uZBaPg
EF1YccFMhz05AXJJIKcihLClcQSw2RpeRvix0gw90UGBYKOVOOvsTfsW89XO0IpUisiiD85PbuAPpS53cqhLZGg545W9gBtaun1oFH2VedrXtRUaxNHGBh1+eoWOBbzI/TBbjeSXhN
qWLttpmt9CZ8jAJ8qYON1A6ReIXNRA1zvKDxXx9vbaklOXm+I5TZ7PIzGx4zWaivZrW+zQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

XEg8br

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/1rWDzeDSw8KYsR7Yni6ZYXsd2d1AikRa
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