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RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad pandémica con elevadas tasas de incidencia y
mortalidad alrededor del mundo; las estadisticas muestran que aproximadamente
1/3 de la poblaciébn mundial se encuentra infectada por el bacilo Mycobacterium
tuberculosis, agente etiolégico de la enfermedad. En la tuberculosis latente
(estadio asintomatico para el paciente), M. tuberculosis adopta un estado de
dormancia, consecuencia de las condiciones de estrés a las que es sometido
(inanicion de nutrientes, hipoxia, pH acido, etc.). La literatura reporta que en estas
condiciones el patégeno puede usar los acidos grasos como fuente de nutrientes,
induciendo una respuesta de adaptacion metabdlica, y la expresion diferencial de
genes. Dado el poco conocimiento sobre el comportamiento de la bacteria en
estado dormante, y sobre los mecanismos de expresibn génica que este
microorganismo manifiesta en este estado, el presente estudio se enfocd en
estandarizar la técnica de secuenciacion masiva de RNA (RNA-Seq) acoplada a la
plataforma de lllumina, con el propésito de estudiar el transcriptoma (conjunto de
rRNA resultante de la traduccion del genoma bajo determinadas condiciones) de
M. tuberculosis cultivada en medio rico de acidos grasos y sometida a estrés
celular in vitro, todo esto como una alternativa para determinar biomarcadores
moleculares y blancos terapéuticos. La técnica de RNA-Seq se realizo utilizando
RNA de la cepa H37Rv cultivada en medios Dubos suplementado con acidos
grasos, y sometido a hipoxia; para la construccion de la libreria direccional de
cDNA, se modificaron las etapas de remocion de rRNA y fragmentacion de mRNA,
teniendo en cuenta las caracteristicas gendmicas de M. tuberculosis. La
estandarizacion de todas las etapas asociadas a la técnica permitié determinar la
expresion génica cuando fue visualizada en el programa bioinformatico Artemis,
concluyendo que la técnica puede utilizarse en estudios futuros para el analisis del
transcriptoma del patégeno.



ABSTRACT

Tuberculosis is a pandemic disease with high incidence and mortality around the
world, statistics show that approximately 1/3 of the world population is infected by
the bacillus Mycobacterium tuberculosis, the causative agent of the disease. In
latent tuberculosis, an asymptomatic stage to the patient, M. tuberculosis adopts a
state of dormancy, consequence of the conditions under which it is found. Under
these conditions, in which the bacillus has been subjected to various types of
stress (eg: nutrient starvation, hypoxia and acidic pH). The literature reports that
under these conditions the pathogen can use fatty acids as a source of nutrients,
inducing metabolic adaptive response and differential expression of genes. Given
the limited knowledge about the behavior of the bacteria in dormant state, and the
mechanisms of gene expression that this organism shows in this state, this study
focused on standardizing the technique of mass RNA sequencing (RNA-Seq)
coupled to Illumina platform, in order to study the transcriptome (the set of rRNA
resulting from the translation of the genome under certain conditions) of M.
tuberculosis grown in medium rich in fatty acids and subjected to cellular stress in
vitro, all of this as an alternative to identify molecular biomarkers and therapeutic
targets. The technique of RNA-Seq was performed using RNA from the H37Rv
strain grown in Dubos media supplemented with fatty acids and subjected to
hypoxia, for the construction of directional cDNA library were modified the rRNA
removal step and the fragmentation of mRNA taking into account the genome of M.
tuberculosis. The standardization of the all steps associated with the technique
allowed us to determine gene expression when it was displayed in the Artemis
bioinformatics program, concluding that the technique can be used in future studies
to analyze the transcriptome of the pathogen.
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GLOSARIO

Bead Beater: Homogenizador que permite agitar viales a grandes revoluciones.
Dependiendo de las perlas que se adicionen en los viales, este objeto puede ser
empleado para disgregar células o realizar rompimiento de paredes celulares.

cDNA: DNA complementario sintetizado a partir de rRNA

DNAsas y RNAsas: Enzimas encargadas de degradar DNA y RNA
respectivamente.

Estado de Dormancia: Estado no replicativo del microorganismo en el cual se
mantiene baja actividad metabdlica.

Expresion génica o genética: Niveles de expresion de genes transcritos en un
estado o condicion fisiologica celular.

Fagolisosoma: Es una fusion del lisosoma primario con una vesicula procedente
de la fagocitosis, denominada fagosoma.

Genoma: Hace referencia a toda la informacion genética de un organismo.

Granuloma: Estructura conformada por una capa periférica de linfocitos y una
capa interna de macrofagos que controlan la diseminacion de la infeccion de
Mycobacterium tuberculosis y en el cual se pueden encontrar bacterias en
dormancia.

lllumina: Tecnologia de secuenciacion por el método de sintesis quimica, puede
secuenciar muchos fragmentos a la vez.

Libreria direccional: El conjunto de transcritos individualizados con secuencias
conocidas a los extremos 5" y 3°.

Macrofago: Célula del sistema inmunitario que se encargan de fagocitar todos los
cuerpos extrafios que se introducen en el organismo como las bacteriasy
sustancias de desecho de los tejidos.

Microarreglo: Conjunto ordenado de genes en una pequeia superficie,
considerado como una herramienta en biologia molecular para determinar la
expresion de ciertos genes.

MICROBEXxpress: Kit empleado para la remocion de la fraccion rRNA



mRNA: Acido ribonucleico que contiene la informacion genética procedente del
DNA para utilizarse en la sintesis de proteinas.

NanoDrop: Espectrofotometro para medir micro volimenes, empleado para
determinar la absorbancia de acidos nucleicos y proteinas.

PCL1: Promotor de un gen ribosomal de Mycobacterium tuberculosis

PCR: Técnica molecular que permite amplificar una o varias moléculas de DNA de
variada magnitud, generando miles de millones de copias de la secuencia de DNA

Q-PCR: Reaccion de PCR en tiempo real, en la que se puede monitorear la
expresion de los genes determinando su concentracion.

RNA-Seq: Método empleado para cuantificar y mapear el transcriptoma
empleando tecnologias de secuenciacion de nueva generacion

rRNA: Molecula en las células que forma parte de los organelos que sisntetizan
proteinas conocidos como ribosomas y que ayuda a traducir la informacién de
MRNA a proteinas

Secuenciacion: Conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya finalidad es la
determinacion del orden de los nucleétidos(A,C,GyT) en wuno o
varios oligonucleétidos de ADN.

SOLID: Plataforma de secuenciacion de nueva generacién que soporta un gran
rango de aplicaciones relacionadas con la secuenciacion.

SYBR Green: Agente intercalante utilizado en la tincion de DNA para el analisis por
electroforesis de productos de PCR, o como fluorocromo utilizado como medio de
visualizacioén directa de los productos de la PCR en tiempo real.

Transcriptoma: El total de un conjunto de transcritos de RNA, en una poblacién
celular bajo condiciones especificas.

Tuberculosis latente: Estado de la infeccion en la cual Mycobacterium tuberculosis
se encuentra en estado de Dormancia, el individuo no presenta sintomas de la
enfermedad y es positivo a la prueba inmunoldgica de la tuberculina.



ABREVIATURAS

AC: Albumina — Catalasa

Ac. Gr.: Acidos grasos

CoA: Coenzima A

cDNA: Acido desoxirribonucleico complementario
CETAB: Cetil trimetil amonio bromuro

DEPC: Dietilpirocarbonato

DNA: Acido desoxirribonucleico

DO: Densidad optica

DTT: DL-Ditiotreitol

EST: Fase estacionaria

H37Rv: Cepa de referencia de Mycobacterium tuberculosis
LOG: Fase Logaritmica

min: minuto

MQ: Agua bidestilada y desionizada

ml: Mililitros

MPM: Marcador de peso molecular

MRNA: RNA mensajero

Mtb: Mycobacterium tuberculosis

NGS: Secuenciacion de nueva generacion

nm: Nanometros

NRP: Estado no replicativo

OADC: Acido oleico — Albumina — Dextrosa — Catalasa
ORF: Marco abierto de lectura

Pb: Pares de bases

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
g-PCR: PCR cuantitativa

RNA: Acido ribonucleico

RNA-Seq: Secuenciaciéon de RNA

rpm: Revoluciones por minuto

rRNA: RNA ribosomal

RT-g-PCR: PCR cuantitativa con retrotranscriptasa
seg.: Segundo

SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido

TAE: Tris-acetato-EDTA

Th: Tuberculosis

TBE: Tris-borato-EDTA

TCA: Ciclo de los acidos tricarboxilicos

TE: Tris-EDTA

TG: Tiozianato de Guanidina

UE: Unién Europea



UFC: Unidades Formadoras de Colonia
UV: Luz Ultravioleta

VBNC: Viable pero no cultivable

Hg: Microgramos

pl: Microlitros



INTRODUCCION

La tuberculosis (Tb) humana es considerada una enfermedad infecciosa
epidémica global que ha tenido gran prevalencia a través de la historia,
presentando elevadas tasas de mortalidad e incidencia en varias poblaciones
(Russell, 2001). La enfermedad presenta dos estadios a los que se asocian dos
estados del patégeno Mycobacterium tuberculosis (Mtb), agente etioldgico de la
enfermedad: un estado replicativo asociado a la Tb activa y un estado dormante
en la Tb latente, en donde el paciente no desarrolla sintomatologia (Shleeva et al,
2010). En este segundo estado el bacilo infecta el macrofago alveolar y modula
una respuesta inmunoldégica que involucra la formacion del granuloma, una lesién
de células linfoides y macréfagos. El estrés al cual esta sometida la bacteria en
esta estructura, parece conferirle a Mtb resistencia fenotipica a antimicrobianos,
ademas de que le impide que sea cultivable, dificultando el rastreo por técnicas
convencionales de microbiologia (Barry et al, 2009). La interaccion Mtb-macréfago
en la Tb latente da como resultado una adaptacion del patdégeno a tolerar los
diferentes tipos de estrés celular generados por el fagolisosoma, tales como:
acidificacion del pH, disminucion en la entrada de nutrientes y oxigeno, y
resistencia al ataque de moléculas microbicidas como el 6xido nitrico, radicales
libres y péptidos antimicrobianos (Shleeva et al, 2010).

Los estudios actuales con Mtb han demostrado que el bacilo emplea como fuente
de carbono y energia los acidos grasos (Ac. Gr.), después de sobrevivir al
ambiente intracelular generado en el fagolisosoma (Alvarez et al, 2009; Deb et al,
2009 y Shleeva et al, 2010). La combinacion de factores como la fuente de
nutrientes a base de Ac. Gr., el estrés generado por el fagolisosoma y la
modulacién del sistema inmunitario del hospedero, desarrollan en Mtb una
respuesta adaptativa que involucra cambios en el metabolismo, los cuales son el
reflejo de la expresion diferencial de genes en las distintas etapas de la infeccién
(Rachman et al, 2006; Rustad et al, 2008; Haller et al, 2009 y Keren et al, 2011).

Actualmente se han desarrollado diferentes tipos de técnicas para determinar la
transcripcion de los genes de Mtb bajo el sometimiento de condiciones de cultivo
gue asemejan un grado de dormancia. Entre estas técnicas estan: las de
amplificacion como la retrotranscripcion y reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (RT-g-PCR), la cual puede determinar la expresion de uno o pocos
genes, midiendo su concentracion (Shi et al, 2010); por otro lado, las técnicas de
hibridacion como Norther Blotting y los microarreglos, se puede cuantificar la
expresion de muchos transcritos que se codifican bajo determinadas condiciones
fisiologicas y ambientales en las que se encuentra una celula (transcriptoma)
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(Jang et al, 2009). Sin embargo, el inconveniente con estas técnicas, es la
necesidad de un conocimiento a priori del genoma (Malome y Oliver, 2011). Con el
advenimiento de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS, por
sus siglas en inglés) el espectro de deteccidon se ha ampliado y la limitante del
conocimiento a priori ha sido superada, permitiendo analizar la expresion
molecular de un modo mas preciso y adecuado (Illumina, 2008 y Metzker, 2010).
Bajo este contexto, es importante resaltar que son escasos los reportes
bibliograficos completos en el momento sobre el estudio del transcriptoma de Mtb
empleando tecnologias NGS.

El conocimiento del comportamiento de Mtb en estado dormante, es una
necesidad para mejorar las estrategias que permitan un mejor tratamiento de la
Th. En relacion a lo anterior actualmente existen diversas instituciones que
financian la investigacion dirigida al patégeno con propdésitos a su deteccion y
erradicacion, entre estas se encuentra la Unién Europea (UE). La rama ejecutiva
de la UE y la Comision Europea busca fomentar la investigacion interdisciplinar, en
torno a temas prioritarios como calentamiento global y salud publica, propuso un
proyecto multilateral que estda siendo actualmente ejecutado por un consorcio
internacional de 7 instituciones, de Europa y Latinoamerica, en el cual esti
participando la Corporaciéon Corpogen. El proyecto titulado LATENT
TUBERCULOSIS: New Tools for Detection and Clearance of Dormant
Mycobacterium tuberculosis, conocido con el acronimo de StopLATENT-Tb, tiene
como objetivo, analizar la actividad basica de Mtb durante la Dormancia, y los
cambios de dicha actividad en presencia de farmacos
(http://www.latentuberculosis.com/).

En este contexto, Corpogen tiene como objetivo especifico el disefio de un modelo
in vitro que simule el estado no replicativo de Mtb en un medio enriquecido con Ac.
Gr.. El proposito final es la determinacion de la expresién génica en dichas
condiciones. Teniendo en cuenta lo anterior la presente investigacion, tiene como
objetivo estandarizar la técnica de RNA-Seq para el estudio del transcriptoma de
Mtb cultivada en medio rico de Ac. Gr. y sometida a estrés celular in vitro.
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1. MARCO DE REFERENCIA
1.1 PATOGENO Mycobacterium tuberculosis:

1.1.1 Caracteristicas celulares. Mtb es un bacilo Gram variable, aerobio
facultativo, posee un alto contenido de lipidos en la pared adquiriendo la
caracteristica de acido alcohol resistente y por tanto positivo para la tincion Ziehl-
Neelsen; debido a que su pared es altamente hidrofobica, en medios de cultivo
liquido, tienden a crecer en agregados o en filamentos. Es de crecimiento lento,
con una tasa de replicacion de 20 a 22 horas y sus condiciones Optimas de
crecimiento se dan a 37°C y pH de 7.0 a 7.2 (Madigan y Martinko, 2004).

La composicion quimica de la pared celular evidencia una proporcion elevada de
acidos micalicos, ceras complejas y glicolipidos (Figura 1). Los acidos micélicos
contienen cadenas laterales que se unen a una molécula de acido muramico del
peptidoglicano a través de enlaces fosfodiésteres y a arabino-galactanos por
uniones de glicolipidos. Otros componentes importantes son los dimicolatos de
trehalosa y los sulfolipidos, involucrados en el proceso de virulencia, igualmente el
constituyente lipo-arabino-manano (L.A.M.) también contribuye al proceso de
patogénesis (Brennan, 2003).
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Figura 1. Estructura y composicion quimica de la pared celular de

Mycobacterium tuberculosis
Fuente: Varki et al (2009)
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1.1.2 Caracteristicas gendémicas. El genoma de Mtb presenta una longitud
aproximada de 4.411 kb, con un contenido de G + C de 65.6%, es rico en DNA
repetitivo (cerca del 10% del genoma), secuencias particulares de insercion,
familias multigénicas y genes housekeeping duplicados. A lo largo de su genoma,
se han identificado 3.924 marcos abiertos de lectura (ORF), denotando un 91% del
potencial de codificacion (Tabla 1) (Cole et al, 1998).

Cerca de 250 genes de Mtb codifican para enzimas del metabolismo de Ac. Gr.,
esto equivale a aproximadamente el 6% del total del genoma; de los cuales cien
de ellos estan fuertemente implicados en la 3-Oxidacion de estas moléculas (Cole
et al, 1998 y Smith, 2003).

Tabla 1. Clasificacion general de los genes de Mycobacterium tuberculosis

Funcién N° de Porcentaje  Porcentaje de Capacidad
Genes del Total (%) Cadificante (%)

Metabolismo de Lipidos 225 5.7 9.3
Sefializacion Intracelular 207 5.2 6.1
Procesos Celulares y Pared Celular 517 13.0 15.5
Estabilidad de RNA's 50 1.3 0.2
Elementos IS y Bacteriofagos 137 3.4 2.5
Proteinas PE* y PPE* 167 4.2 7.1
Metabolismo intermediario y Respuesta 877 22.0 24.6
Proteinas Reguladoras 188 4.7 4.0
Virulencia, Detoxificacion y Virulencia 91 2.3 2.4
Funciones Hipotéticamente Conservadas 911 22.9 18.4
Proteinas de Funcion Desconocida 607 15.3 9.9

* ** Proteinas acidas ricas en glicina
Fuente: Smith (2003)

A nivel molecular las micobacterias presentan una baja tasa de transcripcion y
muy bajo contenido de RNA por unidad de ADN (Blanco, 1998), por lo cual el
crecimiento replicativo es muy lento en comparacion con otras bacterias. Hoy se
acepta que estas diferencias no pueden ser atribuidas Gnicamente a una inherente
baja actividad de la RNA polimerasa de las micobacterias, sino principalmente a la
estructura de las regiones promotoras, como las del ribosoma (Blanco, 1998).

La tasa de crecimiento de las micobacterias también es consecuencia de la
estructura de las regiones promotoras del operon ribosomal 16s, denominado rrn.
En el caso de Mtb se reporta un solo operon rrn con dos promotores P1y PCL1,
separados por 77 pb (Figura 2) (Gonzalez et al, 1997).
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Figura 2. Promotores del operdn rrn de Mycobacterium tuberculosis
Fuente: Gonzales et al (1997).

1.1.3 Mecanismo de infeccion. La infeccion de Mtb depende de dos parametros
fundamentales: la virulencia de la bacteria y la resistencia del hospedero frente a
la misma. El proceso de infeccion consta de pasos secuenciales: primero los
bacilos son inhalados de la atmdésfera en la que se encuentra el hospedero, luego
en el pulmodn, las bacterias son fagocitadas por los macréfagos alveolares; en este
paso se induce una respuesta localizada proinflamatoria que conduce al
reclutamiento de las células mononucleares de los vasos sanguineos, cercanas a
la localizacion del foco de infeccion. Estos macrofagos son los bloques de
construccion para el granuloma, estructura que se compone de un nucleo de
macrofagos infectados, rodeado de macrofagos foamy (macrofagos de aspecto
esponjoso) no infectados y una capa de linfocitos que delimitan la periferia de la
estructura (Figura 3) (Russell, 2001).

Figura 3. Patogénesis de Mycobacterium tuberculosis
Fuente: Russell (2001)
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Esta respuesta del tejido tiene como fin controlar la diseminacién, mas no logra la
eliminacion de todos los bacilos; estas bacterias entran en estado de dormancia,
constituyendo la fase de latencia de la infeccion, en la cual no hay signos
manifiestos de la enfermedad; es también en este estado que el hospedero no
puede transmitir la infeccion a otras personas. La latencia finaliza después de un
cambio en el estado inmunitario del hospedero, que suele ser consecuencia de la
vejez, la desnutricion, la infeccidn por virus o bacterias e inmunosupresion. En
tales circunstancias, el centro del granuloma sufre calcificacién y se produce la
salida de los bacilos viables, produciendo la enfermedad infecciosa en las vias
respiratorias, lo cual es sintomatico para las personas que la padecen. La bacteria
reanuda su actividad metabdlica normal y sale del estado dormante en el que
estaba, entrando en un estado replicativo. Esta nueva fase promueve el desarrollo
de una tos productiva que facilita la diseminacion de los bacilos infecciosos a la
atmosfera (Russell, 2001).

Un escenario mas detallado explica que en los alveolos bronquiales se activa la
respuesta inmune comenzando con las células dendriticas, quienes a su vez
estimulan a las células T, las cuales mediante interleuquinas como las citoquinas
llaman a los macréfagos hacia el sitio de infeccién. Lo mas sorprendente de este
curso clinico es que los individuos infectados albergan las dos poblaciones del
patégeno, en estado replicativo y no replicativo, por tanto cuando se suministra
antibidticos que atacan a los patdgenos en replicacion, se dejan de lado las
poblaciones persistentes de Mtb dormante (Figura 4) (Young et al, 2008).
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Figura 4. Curso clinico de la tuberculosis
Fuente: Young et al (2008)
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1.2 ESTADO DE DORMANCIA DE Mycobacterium tuberculosis.

El estado dormante de Mtb es entendido como un estado reversible, en el cual la
bacteria presenta baja actividad metabdlica, que le permite sobrevivir por un largo
tiempo sin entrar en fision binaria (Alvarez et al, 2009). El patégeno en estado
dormante en condiciones in vivo, adopta una morfologia particular con la
disminucion del diametro y engrosamiento de la pared celular (Alvarez et al, 2009).
Estos cambios son el resultado de la interaccion con el fagolisosoma en donde
Mtb tolera el estrés celular mencionado anteriormente (Alvarez et al, 2009 y
Shleeva et al, 2010).

El conocimiento sobre las condiciones particulares en las cuales Mtb se encuentra
en dormancia ha permitido el diseiio de modelos in vitro, en los cuales se ha
abordado estudios desde la gendmica (Gonzales et al, 1997; Cole et al, 1998;
Bacon et al, 2004; Manabe et al, 2005 y Shi et al, 2010), transcriptomica
(Schnapinger et al, 2003; Kendall et al, 2004; Jang et al, 2008 y Haller et al,
2009), proteémica (Sinha et al, 2002) y metabolémica (Carvalho et al, 2010).
Especificamente, se han estudiado los niveles de expresion de genes esenciales
gue se activan en modelos de estrés in vitro; por ejemplo se ha encontrado que en
el patégeno bajo la reduccién gradual de oxigeno en condiciones in vitro (modelo
de Wayne - hipoxia), eleva los niveles de expresion de los genes de un programa
transcripcional denominado DosR, en el cual se expresan los genes dosS y dosR,
guienes codifican para un sistema de respuesta de dos componentes, esencial
para la supervivencia del patégeno (Shleeva et al, 2010).

Estos resultados son congruentes con la investigaciéon de Bacon y colaboradores
(2004) quienes determinaron la expresion de genes en un cultivo quimiostéatico de
Mtb bajo condiciones de saturacion de oxigeno al 1% (microaerofilia). Los
resultados de este estudio reportaron la expresion de 77 genes, de los cuales 33
eran parte del programa transcripcional DosR.

Los estudios actuales muestran que en condiciones in vitro el patbgeno no adopta
todas las caracteristicas anteriormente mencionadas que las adquiere in vivo, sin
embargo en la investigacion de Deb y colaboradores (2009) donde se imit6 las
condiciones in vivo mediante la aplicacion de una combinacién de cuatro factores:
baja saturacion de oxigeno (5%), alta concentracion de CO, (10%), baja emision
de carbono y de nutrientes como nitrogeno y pH acido (5.0), presentando
resultados de multiple estrés, Mtb adquirié la totalidad de las principales
caracteristicas de la dormancia in vivo.
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1.3 CARACTERISTICAS METABOLICAS DE Mycobacterium tuberculosis.

1.3.1 Metabolismo del carbono a partir de acidos grasos. El metabolismo del
carbono en Mtb es un determinante significativo de la habilidad del bacilo para
persistir en estado dormante. Los Ac. Gr. son sustratos para el ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA) y la gluconeogénesis, ciclos involucrados en la produccion de
energia y de biomasa, respectivamente. Cuando se da la produccion de biomasa
Unicamente con la fuente de Ac. Gr., las células tienen que evitar la pérdida de
carbono en forma de CO; durante la oxidacion del ciclo TCA. Esta preservacion
del carbono se realiza con el ciclo del glicoxilato, el cual convierte isocitrato a
succinato y glicoxilato a través de la isocitrato liasa y la malato sintasa. La enzima
isocitrato liasa es codificada por los genes icll e icl2, los cuales se expresan en
condiciones in vivo. Esta enzima también funciona como una metilisocitrato liasa,
la cual se ve involucrada en el metabolismo del propionil-CoA, a través del ciclo
metilcitrato produciendo piruvato (Marreroa et al, 2010).

1.3.2 Metabolismo de Lipidos. Dado que los lipidos son importantes en la
sobrevivencia y virulencia del bacilo en la enfermedad latente, es fundamental
entender el metabolismo de este componente celular. EI genoma de Mtb contiene
cerca de 36 acetil-CoA sintasas y una familia de 36 enzimas relacionadas con el
primer paso de la catalisis de la degradacion de Ac. Gr., que tiene lugar en la via
del glicoxilato (Figura 5). Existen 21 enzimas homologas a la superfamilia de las
isomerasas hidratasas CoA, las cuales rehidratan el producto de las
deshidrogenasas acetil-CoA; 4 enzimas que convierten el extremo 3-hidroxi de los
Ac. Gr. a 3-ceto y 5 enzimas que ayudan en el ciclo de la tiolisis de la B-
cetoésteres (Cole et al, 1998).

En el metabolismo de los Ac. Gr. estan involucrados dos tipos de sistemas de
enzimas, el sistema FAS | y FAS Il. El sistema FAS | (Rv2524, fas) es un solo
polipéptido con actividad multi-catalitica que genera varios esteres CoA y
probablemente crea los precursores para la elongacion de otros Ac. Gr. y sistemas
polipéptidicos (Figura 6). El sistema FAS Il contiene componentes de enzimas
disociables que actian sobre un sustrato de proteinas acilo (ACP), este sistema
elonga las proteinas ACP hasta la obtencion de Ac. Gr. de 24 a 56 carbonos en
longitud (Cole et al, 1998)
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1.4 PLATAFORMAS DE SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION (NGS)

Las tecnologias NGS permiten secuenciar miles de megabases de DNA en poco
tiempo. Entre las técnicas, mas utilizadas se encuentran: la pirosecuenciacion de
454 Roche, SOLID Applied Biosystem e lllumina, sin embargo, el empleo de cada
una de estas es consecuente con la aplicacion y ventajas que presentan (Metzker,
2010); la técnica de 454 es considerada una técnica de alto rendimiento, sin
embargo, una gran cantidad de aplicaciones no son practicas debido a su alto
precio por nucleoétido.

Las tecnologias de NGS, son adecuadas para la investigacion de varios
fendmenos en el genoma, incluyendo el polimorfismo de un solo nucleétido (SNP),
eventos epigenéticos, copia de variantes numeéricas, expresion diferencial y
splicing alternativo (Metzker, 2010).

Tabla 2. Diferencias entre las técnicas Illlumina y SOLID (Shendure y Ji, 2008;
http://seq.molbiol.ru/).

Parametro lllumina SOLID
Rendimiento =
Principal Longitud del transcrito =
Calidad ++ +++

Preparacion de librerias =
Preparacion de la superficie y secuenciacion =

Precio

Fragmentos de las librerias =

Librerias Mate pair < 600 pb +++ Imposible sobre las perlas
. Librerias Mate pair > 600 pb =
Procedimientos — & - p
Preparacion de la superficie ++ -
Secuenciacion +++ +
Bioinformatica =
Desarrollo de Librerias ++ -
la técnica en Preparacion de la superficie - ++
laboratorio Secuenciacion AFF +
(fuera de la
empresa) Procesamiento de datos =
Kits +++ -
L Equipamiento adicional =
Organizacion 9 p. - -
Estabilidad del sistema ++ +
Servicio y soporte + +++

+. cumple el pardmetro; ++: cumple adecuadamente el pardmetro; +++: cumple muy
adecuadamente el parametro; =: cumplen similarmente el parametro
Fuente: http://seq.molbiol.ru/
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Las NGS SOLID e lllumina, se diferencian principalmente en la construccion de
librerias para secuenciar las dos hebras, esto hace referencia al namero de
iniciadores empleados para la secuenciacion, ya sea single end read (cuando se
emplea un solo primer y se secuencia en una direccion) 0 pair end (dos lecturas
del mismo fragmento, cada una a partir de un extremo diferente). Las librerias
mate pair son unicamente posibles con lllumina, debido a que este tipo de librerias
necesitan un ciclo de recircularizacion entre fragmentos modificados y posterior
digestion con enzimas de restriccion, esta recircularizacion es imposible con una
longitud menor de 600 pb lo que no se puede lograr con SOLID, por esta
caracteristica lllumina es considerada una técnica de gran cobertura y precision.
Aun cuando esta es la principal diferencia, existen otros puntos a considerar
dependiendo de la aplicacion que se le quiera dar al experimento (Tabla 2)
(http://seq.molbiol.ru/).

1.5 SECUENCIACION MASIVA DE RNA (RNA-Seq)

Una de las aplicaciones de estas NGS es la llamada secuenciacion masiva de
RNA (RNA-seq), que permite secuenciar, mapear, y cuantificar una poblacion de
transcritos (Langmead et al, 2010). Comparada con los analisis convencionales de
aproximacion al transcriptoma, RNA-Seq ofrece varias ventajas claves. Primero,
cuantifica los niveles mas bajos de expresion génica, es muy sensible y puede
detectar un gran rango dinamico de niveles de expresion, a diferencia de los
microarreglos, en los cuales la sensibilidad se reduce para la expresion de genes
con tasas de transcripcion bajas. RNA-Seq supera la necesidad de tener un
conocimiento a priori de la expresion de genes, como se necesita en
microarreglos. Finalmente, los experimentos de RNA-Seq son altamente
reproducibles para replicas técnicas y replicas bioldgicas. Igualmente la técnica
permite revelar mucho mas preciso el conjunto de regiones transcritas hasta la
resolucion de un solo nucle6tido, ademés de detectar RNAs reguladores
pequefios, confirmar la anotacién de los genes y el inicio de la transcripcion de los
mismos (Wang et al, 2009).

La técnica requiere de fragmentacion de todo el RNA en pequefios segmentos, los
cuales son retrotranscritos (Oshlack et al, 2010). Posteriormente se le pegan
secuencias adaptadoras, a partir de las cuales se lleva la secuenciacion de los
fragmentos. La informacion obtenida son millones de lecturas de fragmentos entre
50y 150 pb, que son alineados al genoma de referencia de la bacteria que se esta
trabajando; de esta manera se determina cuales son los genes transcritos. La
limitacibn que se ha presentado con este procedimiento para determinar qué
cadena de DNA se deriva el transcrito, ha sido superada por muchos autores que
sugieren la ligacion directa de adaptadores sobre la molécula de RNA; asi esta
cadena puede ser identificada al final de la secuenciacion (Wang et al, 2009).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

La diseminacién de la Tb humana en el hospedero se ve alterada cuando el bacilo
Mtb entra en estado dormante disminuyendo su actividad metabdlica, alterando su
morfologia y deteniendo su replicacion, lo que conduce a un estadio de Tb latente
(Alvarez et al, 2009; Deb et al, 2009 y Shleeva et al, 2010). Estos cambios del
patdgeno son el producto de la exposicion a diferentes factores, dentro de los
cuales se nombra, el estrés celular generado al interior del macrofago alveolar
(Shleeva et al, 2010) y la modulacién de la respuesta inmunoldgica del hospedero
en beneficio del patéogeno (Behar et al, 2010). La tolerancia a las anteriores
condiciones dan como respuesta una adaptacion metabdlica en Mtb, relacionada
con el empleo de Ac. Gr. como fuente de carbono y energia (Russell, 2001; Daniel
et al, 2004; Alvarez et al, 2009; Deb et al, 2009; Carvalho et al, 2010 y Shleeva et
al, 2010), y que a nivel molecular se ve asociada con una expresion diferencial de
genes (Madigan y Martinko, 2004).

En consecuencia a la necesidad de conocer los niveles de expresion de los genes
del bacilo en condiciones in vitro que simulen la dormancia, es fundamental para el
entendimiento del estado fisioldgico del bacilo en este estado.

Teniendo en cuenta que el estudio del transcriptoma de Mtb no ha sido abordado
con las técnicas NGS, y considerando que a pesar de existir resultados de
estudios en el estado de dormancia de Mtb, es poco el conocimiento respecto al
estado fisiolégico y los mecanismos moleculares que permiten que la bacteria
sobreviva en este periodo empleando los Ac. Gr. como fuente de carbono y
energia (Alvarez et al, 2009 y Deb et al, 2009), el presente estudio se plante6 con
el fin de estandarizar la técnica de secuenciacibn masiva de RNA acoplada a la
plataforma de lllumina. Este es el primer paso requerido para el estudio del
transcriptoma de Mtb H37Rv cultivada en medio rico en Ac. Gr. y sometida a
estrés celular in vitro.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Es posible estandarizar la técnica de RNA-Seq para el estudio del transcriptoma
de Mtb cultivada en medio rico de acidos grasos y sometida a estrés in vitro?
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4. HIPOTESIS DE TRABAJO

En la Tb latente, Mtb se adapta al estrés celular generado al interior del fagosoma
(por ejemplo, pH acido, moléculas microbicidas, radicales libres, etc.) (Russell,
2001; Daniel et al, 2004; Alvarez et al, 2009; Deb et al, 2009; Carvalho et al, 2010
y Shleeva et al, 2010), igualmente, el patdgeno modula la respuesta inmunolégica
del hospedero a su beneficio (formando el granuloma) (Behar et al, 2010). Esta
adaptacion evidencia, a nivel molecular, en una expresion diferencial de genes.
Teniendo en cuenta lo anterior se manej6é la hipotesis de que: Estudiar el
transcriptoma de la bacteria en condiciones in vitro, como el cultivo en un medio
rico de acidos grasos y bajo estrés celular, se puede determinar el
comportamiento molecular por el cual opta la bacteria para sobrevivir en estado de
dormancia.

Teniendo en cuenta que mediante el empleo de la secuenciacion masiva de RNA
(RNA-Seq) se puede evaluar de manera precisa el transcriptoma, la hipotesis en
especifico de esta investigacion se centro en si la estandarizacion de la
preparacion de las genotecas para RNA-Seq, permitirda obtener resultados de
calidad que reflejen la expresién de genes de la bacteria cultivada in vitro.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Estandarizar la técnica de RNA-Seq para el estudio del transcriptoma de
Mycobacterium tuberculosis cultivado en medio rico de acidos grasos y sometido a
estrés celular in vitro

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estandarizar el protocolo de extraccion de RNA de Mycobacterium
tuberculosis

e Mejorar la remocion de rRNA de Mycobacterium tuberculosis para la
construccion de librerias de cDNA

e Optimizar la fragmentaciéon de mRNA de Mycobacterium tuberculosis para la
construccion de librerias de cDNA en la técnica de RNA-Seq

e Optimizar la construccion de librerias direccionales de cDNA para determinar
la direccion de los transcritos
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6. JUSTIFICACION

La Tb es una de las enfermedades infecciosas que causa mayor namero de
muertes en el mundo. Aproximadamente 8 millones de personas estan presentado
Tb tipo activa, y casi se calcula que 1/3 de la poblacion mundial padece la forma
latente de la enfermedad (Alvarez et al, 2009). Esta Tb latente recibe especial
interés, debido a que la recurrencia de Tb activa es causa de una pequefia
fraccion de personas que han tenido el patdgeno dormante durante afios o
décadas (Russell, 2001). Estas estadisticas incrementan en paises
tercermundistas, en los cuales existen condiciones de saneamiento insuficientes, y
una mala alimentacion de la poblacion, incrementando los factores de riesgo de la
enfermedad. Colombia es uno de los paises donde la enfermedad tipo activa se
presenta en dos formas: Th pulmonar y extrapulmonar, con 5885 y 1352 casos
anuales acumulados respectivamente, reportados para septiembre del 2011 (INS,
2011). Por este motivo, la Tb constituye un importante problema de salud publica y
un foco de interés en investigacion con fines a la deteccidén del patégeno Mtb y
tratamiento de la enfermedad.

Para un control eficaz de la Tb, es necesario desarrollar herramientas con las que
se pueda detectar la infeccion latente. Desafortunadamente, no se han encontrado
biomarcadores del hospedero asociados con el estado de latencia de la
enfermedad (http://www.biomarkers-for-tb.net/), y por otro lado, hay un
desconocimiento muy grande sobre el estado fisioldégico del bacilo durante este
estado de la infeccidn. Los estudios hasta ahora realizados, indican que el bacilo
debe encontrarse en un estado dormante no replicativo con un metabolismo
reducido (Carvalho et al, 2010), sin embargo, se sabe muy poco sobre la
regulacion génica de este mecanismo y los genes involucrados en ella. Teniendo
en cuenta lo anterior, se hace necesario el analisis del transcriptoma del bacilo en
estado dormante, con el fin de entender los mecanismos que le permiten a Mtb
adaptarse a estas condiciones de estrés y, con este conocimiento, poder encontrar
nuevas dianas para el desarrollo de nuevas estrategias de diagndstico y control de
la enfermedad.

La aplicacion de NGS al estudio del transcriptoma (RNA-Seq) esta revolucionado
la vision de la expresion y regulacion de los genes de una célula, por lo cual, el
uso de estas técnicas sera de gran valor en el estudio de la expresion génica del
bacilo dormante, arrojando nueva informaciéon que con otros métodos no es
posible obtener (Auer y Doerge, 2010).
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7. ANTECEDENTES

La corporacion Corpogen, tiene antecedentes especificos con relacién al proyecto
de StopLATENT-TB, demostrado que Mtb puede tener un mejor crecimiento en un
medio suplementado con la mezcla de tres Ac. Gr. de cadena larga (acido oleico,
acido estérico y acido palmitico), en una mezcla con concentracion de 0.001%.
Este medio tiene fue construido con el suplemento de albumina y catalasa sin
dextrosa, esta caracteristica se la tomo en cuenta, para establecer el efecto de la
fuente de carbono sobre el crecimiento y la expresiéon de genes. Por otro lado, la
corporacion ha estandarizado la técnica para el monitoreo de la cinética de
crecimiento del bacilo en medio de cultivo liquido.

Por otro lado, Corpogen, ha participado con la estandarizacion de las condiciones
de extraccidbn de RNA por ruptura de membrana con un método de lisis fisico-
guimica y el empleo de Bead Beater.

La metodologia de RNA-Seq ha sido aplicada para el desciframiento del
transcriptoma de diferentes organismos, entre los que se nombran la levadura
(Nagalakshmi et al., 2008), el humano (Cloonan et al., Morin et al., Marioni et al.
2008), el ratébn (Mortazavi et al., 2008), Arabidopsis (Lister et al.,, 2008), la
mariposa (Vera et al., 2008). En cuanto a bacterias se tiene reportes de
Mycoplasma pneumoniae, Pseudomonas syringae, Helicobacter pylori, Salmonella
enterica Typhimurium (Croucher y Thomson, 2010)
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8. METODOLOGIA

8.1 CULTIVO DE Mycobacterium tuberculosis

8.1.1 Activacion de la cepa H37Rv. En esta investigacion se utilizd la cepa de
referencia H37Rv. Para la activacion de esta cepa, se siguid la técnica
estandarizada en Corpogen, realizando inoculos de 100 ul de la cepa en 3 ml de
medio 7H9 OADC. Los cultivos se mantuvieron a 37°C en constante agitacion a
100 rpm en agitador orbital por un periodo de 15 dias hasta obtener una densidad
optica (DO) de 0.2 a 0.3 a 600 nm.

8.1.2 Escalado del In6culo. Los cultivos de 3 ml en medio 7H9 OADC se utilizaron
para inocular 50 ml de los mismos medios estériles en un frasco shott en las
mismas condiciones de cultivo descritas anteriormente. Una vez alcanzada la
densidad 6ptica de 0.25, los 50ml de medio se centrifugaron a 4000rpm a 4°C y
todo el pelet se ultilizé6 para inocular 500ml de medio Dubos ADC o de medio
Dubos AC suplementado con Ac.Gr.: acido palmitico, acido estérico y acido oleico
a una concentracion de 0.01%.

8.1.3 Construccion de tratamientos para el estrés in vitro. Los resultados
presentados en este documento solo llegaron hasta la inoculacién en 50 ml en el
procedimiento de escalado, sin embargo se describe los tratamientos de las
condiciones in vitro, como parte de la técnica propuesta por Corpogen.

Con base en lo anterior Corpogen realiza una recomendacion puntual: “que con
tres cultivos de 400 ml se pueden construir 6 curvas en las cuales se reproduciran
las dos condiciones de estrés in vitro, en las que se monitoreara la cinética de
crecimiento cada 5 dias y se realizara la extraccion de RNA de Mtb cuando se
encuentre en fase log y estacionaria. Las curvas evaluaran el efecto del pH y la
falta de nutrientes. Para ello se utilizaran los siguientes medios: Dubos ADC,
Dubos Ac. Gr., Dubos Ac. Gr. pH acido y PBS para cultivar las bacterias en
inanicion en el medio. Los medios de Ac.Gr. seran suplementados con un mix de
Ac.Gr.: acido palmitico, acido estérico y acido oleico a una concentracion de
0.01%
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8.1.4 Cinética de crecimiento. La cinética de crecimiento se monitore6 cada 5 dias
por un periodo de aproximadamente 40 dias. Esta se registr6 en dos momentos,
antes de la disgregacion celular y después de esta:

8.1.4.1 Cinética antes de disgregar células. Se tomé 1 ml del cultivo, y se lo
agrego en una celda para la medicion de absorbancia a 600 nm. Las mediciones
se efectuaron por triplicado.

8.1.4.2 Cinética después de disgregar ceélulas. Se agregdé 1 ml de cultivo
bacteriano a un tubo tapa rosca, que contenia 100 pug de perlas de vidrio de
0.1mm. Posterior a la centrifugacion a 5000 rpm por 2 min. a 4°C, se eliminé el
sobrenadante, y se agregé 1 ml de Tween 80 al 0.05%. La solucién se incub6 a
37°C durante 30 min. Finalizado este tiempo se sometié a Bead Beater por 1 min.,
para posterior medicién de absorbancia a 600 nm. Igualmente se tomaron 100 pl
del tubo de disgregacién para realizar diluciones seriadas hasta 10, de las cuales
100 pl fueron sembrados con rastrillo en agar 7H10.

Los datos de DO se registraron después de cada medicion y el recuento de
unidades formadoras de colonia (UFC) se determin6 30 dias después de realizada
la siembra.

8.2 EXTRACCIONES DE RNA DE Mycobacterium tuberculosis CULTIVADA EN
UN MEDIO RICO DE ACIDOS GRASOS

8.2.1 Extraccién de RNA por lisis fisico-quimica empleando Bead Beater. Se
transvasd 20 ml de la bacteria crecida en medio liquido en un tubo falcén y se
centrifugdb a 8.000 rpm durante 15 min.. Posteriormente, se eliminé el
sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 3 ml de la mezcla Tween 80 al
0.05% con SDS en relacion 1:1, este falcon fue nuevamente centrifugado.
Seguidamente, se descart6 el sobrenadante y se realizaron 2 lavados con AGUA
DEPC, para la inhibicion de RNA-sas el primero con 5 ml y el seg. con 1 ml.

Se adicionaron 500 pl del pellet resuspendido (en 1ml de agua DEPC) a un tubo
gue contenia: 200 pl de perlas de Zirconio-Silica 0.1mm, 500 ul de solucién
detergente (detergente comercial, acetato de Na 500 mM y agua libre de RNAsas),
500 pl de fenol acido (equilibrado con acetato de Na 500 mM a pH 4) y 100 pl de
cloroformo alcohol isoamilico 24:1. Esta mezcla se realizé en un tubo tapa rosca
de 2 ml; el cual fue sometido a agitacion por Bead Beater durante 1 min., este
procedimiento por Bead Beater con perlas de Zirconio-Silica permitio fraccionar las
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paredes celular, por el movimiento del Homogenizador; posteriormente se
centrifugé a 13.000 rpm por 5 min.. Las etapas siguientes se realizaron en un
cuarto especial para extraccion de RNA.

Se extrajo nuevamente la mayor parte de la fase acuosa con 1 volumen de
cloroformo alcohol isoamilico 24:1, este procedimiento se realizé en un ependorff
de 1.5 ml, el cual se sometié a vortex y a centrifugacion a 13.000 rpm durante 5
min.. Al finalizar se observaron 2 fases, la fase superior se deposité en otro
ependorff que contenia 1 volumen de isopropanol (acidificado con acetato de Na
3M a pH 4), el cual se dejé a -80°C toda la noche.

Pasado este tiempo se centrifugd a 13.000 rpm durante 30 min., posteriormente se
descarto el sobrenadante, y al pellet se le adicioné 300 pl de etanol al 75%, se
centrifugdé a 13.000 rpm durante 5 min. Finalmente se descarté el sobrenadante
(etanol), el pellet se dejé secar a temperatura ambiente y se resuspendio en 35 pl
de Agua DEPC.

Las muestras de RNA y DNA se mezclaron con rojo cresol en proporcién 1:1y se
corrieron en un gel al 1% de agarosa en TAE 1X con Sybr Safe (Invitrogen). Las
condiciones de corrida en camara de electroforesis horizontal fueron de 80 V con
amperios variables por 30 min.. Al finalizar la corrida se visualizé el gel en un
transiluminador Gel Doc de Bio Rad, con luz ultravioleta (UV).

8.2.2 Extraccion de RNA empleando otros métodos.

8.2.2.1. Extraccion por CETAB. Los pellets de los cultivos de 10 ml, fueron
congelados a -80°C por 3 horas y luego incubados en 1ml de solucion de lisis
(CETAB al 2%, SDS al 3%, 200mM Tris-HCI, 25mM EDTA) a 65°C por 2 horas.
Posteriormente se continud el protocolo de fenol acido, detergente y cloroformo
gue se menciona arriba.

8.2.2.2. Extraccion por Tiozianato de Guanidina. Se centrifugaron 20 ml del cultivo
de Mtb (Para M. smegmatis se emplearon 10 ml y para E. coli se emple6 1.5 ml) a
8000 rpm por 15 minutos a 4°C. Posteriormente, el pellet fue lavado con 1 ml de
TE 1X y centrifugado a 5000 rpm por 15 minutos, finalmente el pellet fue
reconstituido en Tiozianato de Guanidina a una concentracion final de 0.8 M.
Posteriormente se continué el protocolo de fenol acido, detergente y cloroformo
gue se menciona arriba.

8.2.2.3. Extraccion por otros métodos. Se emplearon otros métodos de extraccion

de RNA, los cuales se encuentran referenciados en la tabla 3. Todos los métodos
se realizaron partiendo de un volumen inicial de cultivo de 10 ml.
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Tabla 3. Técnicas probadas para la extraccion de RNA de Mycobacterium tuberculosis H37Rv crecida en medio Dubos AC

acidos grasos y Dubos ADC

No.

Pretratamiento

Rompimiento celular

Denaturacion del complejo
nucleproteinico y remocion de
proteinas y DNA

Concentracion
de RNA

Eliminacién de isopropanol

Se agregaron 10 ml
de TE-DEPC 1X
posteriormente se
centrifugo a 8000
rpm por 15 min, (se
elimino el
sobrenadante) y se
resupendio en 1 ml
de TE-DEPC 1X

Se agreg6 500 ul de muestra en un tubo de
lisis que contenia 200 ul de perlas de
Zirconio-Slica de 0.1 mm, 500 ul de

solucién detergente, 500 ul fenol acido y
100 ul de cloroformo alcohol isoamilico
(24:1). La mezcla anterior fue sometida a
Bead Beater

Se centrifugdé a 13000 rpm por
10 min, el sobrenadante se
transfirié a un eppendorf con 1
volumen de cloroformo alcohol
isoamilico (24:1)

Se agreg6 500 ul de muestra en un tubo de
lisis y se sometié a Bead Beater

Se centrifugd a 13000 rpm por
10 min, se tomo el
sobrenadante y se transfirié a
un tubo criogénico con 500 ul
de fenol acido y 100 ul de
cloroformo alcohol isoamilico
(24:1), posteriormente se
centrifug6 a 13000 rpm por 10
min, se tomo el sobrenadante y
se transfirié a un tubo criogénico
con 1 volumen de cloroformo
alcohol isoamilico (24:1)

Se llev6 a -80°C
por una hora,
posteriormente se
descongelo a 65°C

Se agreg6 500 ul de muestra en un tubo
que contenia 500 ul de solucién de lisis
(SDS-EDTA) caliente y 40 ul de mercapto
etanol, se llevo todo el tubo a 65°C por 2
horas, posteriormente se trasfirieron 500 ul
a un tubo de lisis que fue sometido a Bead
Beater

Se agreg6 500 ul de muestra en un tubo de
lisis que fue sometié a Bead Beater

A 20 ml de un
cultivo se le
agregaron 500 ul
de RNA later, se
llevd a -80°C por 3
horas

Se agreg6 500 ul de muestra en un tubo
que contenia 500 ul de solucién de lisis
caliente se llevo todo el tubo a 65°C por 1
hora, se trasfirieron 500 ul a un tubo de lisis
y se sometié a Bead Beater

Se agreg6 500 ul de muestra en un tubo
gue contenia 200 ul de AGUA DEPC, se
trasfirieron 500 ul a un tubo de lisis y se

sometié a Bead Beater

Se centrifugd a 13000 rpm por
10 min, el sobrenadante fue
transferido a un tubo criogénico
con 1 volumen de cloroformo
alcohol isoamilico (24:1)

Se centrifugd a
13000 rpm por 5
min y se
precipité con 500
ul de
isopropanal,
posteriormente
se incubo a -
80°C por tres
horas

Se centrifugd a 13.000 rpm por
30 min., el sobrenadante se
descarto y el pellet fue tratado
con 300 ul de etanol al 75%.
Posteriormente se centrifugé a
13000 rpm por 5 min. Se
descarto el sobrenadante y el
pellet fue resuspendido en 35
ul de agua DEPC

Fuente: Esta investigacion
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8.2.3 Cuantificacién y purificacion de RNA. ElI RNA fue cuantificado por
espectrofotometria en NanoDrop 2000/2000c Thermo Scientific a 260nm y 280nm,
tomando como base los parametros de Sambrook y colaboradores (1993). Para la
determinacién de contaminacion por DNA se tuvo en cuenta los resultados del gel
y una reaccion de g-PCR amplificando un gen ribosomal. En los casos en los que
se determind contaminacién se someti®é a un tratamiento con DNAsa libre de
RNAsa, empleando 1 U de la enzima por cada pg de RNA en la muestra, con una
temperatura de reaccién de 37° C por 10 min e inactivacion a 65°C por 10 min con
1 pl de solucién de DNAsa Stop incluido.

8.3 EXTRACCIONES DE RNA DE Mycobacterium tuberculosis CULTIVADA EN
UN MEDIO RICO DE ACIDOS GRASOS BAJO CONDICIONES DE HIPOXIA

Las extracciones de RNA de este tratamiento se realizaron en los laboratorios de
la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional de
México. La cepa de referencia H37Rv fue cultivada en dos medios de cultivo:
Dubos ADC y Dubos AC Ac. Gr., bajo dos 2 tratamientos: condiciones normales
de crecimiento y sometimiento a deplecion de oxigeno por el modelo de Wayne, el
cual consiste en dos estados NRP1 (condicién microaerofilica) y NRP2 (condicién
anaerobia), en las fases de crecimiento logaritmica (LOG) y estacionaria (EST), al
finalizar se obtuvieron los tratamientos: LOG Dubos, EST Dubos, NRP1 Dubos,
NRP2 Dubos, LOG Dubos Ac. Gr., EST Dubos Ac. Gr., NRP1 Dubos Ac. Gr. y
NRP2 Dubos Ac. Gr.. Estas muestras de RNA fueron enviadas a Corpogen y
almacenadas a -80°C hasta su procesamiento para la técnica RNA-Seq.

8.4 CONSTRUCCION DE LAS LIBRERIAS DE cDNA PARA RNA-Seq A PARTIR
DE Mycobacterium tuberculosis CULTIVADA EN MEDIO RICO DE ACIDOS
GRASOS BAJO CONDICIONES DE HIPOXIA

Cuando se realiza la extraccion de RNA bacteriano se extraen todas las fracciones
de RNA (rRNA, mRNA, sRNA y tRNA), lo cual dificulta la construccion de las
librerias gendmicas. Por este motivo se han empleado estrategias para remover el
RNA ribosomal y asi asegurar un menor sesgo en la técnica de RNA-Seq.

8.4.1 Flujo de trabajo para la construccion de las librerias de cDNA. Se desarrollé
el siguiente flujo de trabajo (figura 7):
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Enriquecimiento de la fraccion mRNA

Fragmentacion de la fraccion mRNA

Ligacion de colas poli-A a los fragmentos

Reparacion del extremo 5™ (defosforilacion y
refosforilacion)

Ligacion de un iniciador hibrido (DNA-RNA) al extremo
5

Retrotranscripcion a DNA

Enriquecimiento de las muestras de cDNA

Adicion de adaptadores (con barcodes incluidos) a los
extremos de las muestras de cDNA mediante PCR

Secuenciacion por la plataforma de lllumina

Procesamiento de la informacion

Figura 7. Flujo de trabajo en la construccion de la libreria direccional de
cDNA.
Fuente: Esta investigacién

8.4.2 Remocion de RNA ribosomal (rRNA). Se empled el Kit MICROBEXxpress
para la remocion de rRNA con perlas magnéticas que hibridan y separan las
fracciones 16S y 23S. La reaccion se efectud con 3 ug de RNA purificado. EI RNA
fue anillado con una mezcla de oligonucleétidos (4 pl) en 200 ul de Buffer Binding,
la mezcla fue precalentada a 70°C por 10 min. y la reaccion fue incubada a 37°C
por 15 min..

La captura fue efectuada con 50 ul de oligo perlas magnéticas a 37°C por 15 min.,
posteriormente se separaron fracciones con ayuda de un iman, y el RNA libre fue
recuperado y eluido con 100 ul de la solucién de lavado precalentada a 37°C. El
MRNA obtenido se precipitdé con etanol al 75% con la modificacién de la adicion de
glicégeno, finalmente el pellet fue resuspendido en TE 1X disuelto en Agua DEPC.
8.4.3 Construccion de cDNA a partir de mRNA. Se empleé un volumen de
reaccion de 20 pl, con 2 pl de mRNA, 1 yl de dNTP’s 10mM, 1 ul de iniciadores
random 50 ng/ul y 12 pl de Agua tipo MQ, el anillamiento se efectu6 a 65 °C por

40



10 min., posteriormente a 4°C se agregaron: 4 pul de Buffer, 1 ulde DTT 0.1 My 1
ul de la enzima Sdper Script Ill. Las reacciones fueron corridas en un
termociclador con el programa de 25°C/ 5 min, 55°C/1h, 72°C/15 min vy
4°C/indefinido, por un ciclo.

8.4.4 g-PCR del gen PCL1 para determinar la remocién del RNA ribosomal 16S.
Para realizar la reaccion de g-PCR se empleé el sistema QuantiTect SYBR Green
RT-g-PCR de Quiagen. El volumen final de la reaccion fue de 15 pl, de los cuales
6 ul fueron de mRNA, 3 pl de la mezcla ya preparada de la casa comercial Roche
Applied Science (enzima Tag-Polimerasa, MgCl2, Buffer y dNTP’s), 3 pl de los
iniciadores forward PCL1 y reverse PCL1 (5 mM) y 3 ul de agua MQ. El programa
de corrido se llevé a cabo en el equipo de Lygth Cycler (Tabla 4).

Tabla 4. Programa de corrido de la g-PCR para determinar la concentracion
del promotor ribosomal PCL1

Programa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos Velocidad (°C/s)
Denaturacion 95 10 min. 1 10
95 15s
s 60 10s
Amplificacion 75 20s 40 20
85 00 s
95 00 s 20
Extension 60 55s 1
95 00 s 0.1
Enfriamiento 4 30s 1 20

Fuente: Esta investigacion

Las mediciones g-PCR se efectuaron previa normalizacion de las muestras a un
volumen igual, y se llevaron a cabo empleando cuantificacion absoluta con dos
curvas patron de diluciones seriadas de un DNA plasmidico.

8.4.5 Construccion de la libreria direccional de cDNA. EI mRNA obtenido fue
tratado con el buffer de fragmentacién de Ambion, empleado 2 — 10 ug de RNA de
muestra, la reaccién fue estandarizada probando diferentes temperaturas y
tiempos (tabla 5). Los diferentes tratamientos de fragmentacion fueron
visualizados en un gel denaturante de poliacrilamida al 10% coloreado con SYBR
Green disuelto en TBE 1X. El gel tuvo un pre-corrido de 100V a 30 min. y las
muestras fueron corridas en iguales condiciones posteriormente. Este mRNA
fragmentado fue purificado y concentrado con el Kit de Zymo Research, la
purificacion fue realizada en columnas de Spim-Zymo™. Al finalizar se
reconstituyé el mRNA con 6 ul de agua DEPC.
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Tabla 5. Temperaturas y tiempos empleados en la fragmentacion de mRNA
mediante el Kit de Ambion

No. Temperatura Tiempo
(°C) (min.)
70
70
70
70
95
95
95

o N|o|~ | wN|-
2=
olw|u|o|u(5|5

Fuente: Esta investigacion

Los fragmentos de mRNA purificados y concentrados fueron poliadenilados con el
Kit de poly-A polimerasa de E. coli de New Englad Biolabs (NEB), este
procedimiento se realiz6 para determinar la direccion de los transcritos. La
reaccion se realizd en un volumen de 20 pl en condiciones de 37°C por 10 min.
Seguidamente los extremos 5” de los fragmentos fueron reparados con el Kit de la
fosfatasa antértica de NEB, la reaccion se llevé a cabo a 37°C por 10 min., con
una inactivacion enzimatica a 65°C por 5 min.

Posteriormente los extremos 5 defosforilados fueron tratados con el Kit de la
guinasa T4 polinucleotidica de NEB, las condiciones de reaccion e inactivacion
fueron las mismas que para la fosfatasa antartica. Estos extremos reparados y
refosforilados se trataron con el Kit de ligasa T4 de RNA para la ligacion de un
oligonucledtido hibrido (DNA-RNA).

Posteriormente los fragmentos con extremos 3" y 5" modificados fueron pasados a
través del Kit AgenCourt RNA Clean XP de Beckman. Seguidamente se construy6
la primera hebra de cDNA con Superscript Il RT e iniciadores especificos a los
extremos. Consecutivamente se realizé un primer enriquecimiento de las muestras
empleando dos iniciadores, el primero en direccion forward que hibrido contra la
region donde estaba el oligonucleotido hibrido y el segundo en direccion reverse
que hibrido con la secuencia del iniciador poli-A. Posteriormente, las muestras
fueron enriquecidas y dos adaptadores fueron adicionados en los extremos
(mediante reacciones de g-PCR hasta el inicio de la fase estacionaria), uno de
estos iniciadores contiene en su secuencia una region de reconocimiento “cédigo
de barras” (secuencias de 6 nucleétidos ubicados), la cual permite identificar cada
uno de los tratamientos en el proceso de secuencia. Estos dos enriquecimientos
fueron realizados mediante dos reacciones de g-PCR por cada muestra.
Finalmente el cDNA fue purificado con el Kit de AgenCourt AMPure XP SPR1. Una
vez construidas las librerias, estas fueron enviadas a Ambry Genetics en Estados
Unidos, para realizar la secuenciacion en dos direcciones, por la plataforma de
lllumina.
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La secuenciaciobn se realiz6 con tres iniciadores, el primero ligé contra el
adaptador ubicado hacia el extremo 57, el segundo ligd contra un sitio de
reconocimiento ubicado antes del “cédigo de barras” del adaptador ubicado al
extremo 37, y el ultimo iniciador ligd contra una secuencia complementaria al sitio
de reconocimiento para el segundo iniciador, de esta forma se asegurd la
secuenciacion en las dos hebras y el “cédigo de barras”.

Para determinar la reproducibilidad de la técnica de RNA-Seq con las muestras
tratadas en este experimento, se realizaron dos replicas biolégicas de la misma
muestra.

8.5 VERIFICACION DE LA CALIDAD DE SECUENCIAS Y TRATAMIENTO DE
LOS DATOS DE RNA-Seq

El tratamiento de los datos fue llevado a cabo por el grupo de bioinformética de la
Corporacion Corpogen, el cual es descrito en términos generales a continuacion:
El archivo de Illumina en formato fastaq, fue analizado para la determinacion de
calidad de las secuencias y posterior eliminaciéon de regiones poliA y poliT.
Seguidamente se convirtio el archivo a formato SAM y las lecturas fueron
mapeadas sobre el genoma de Mtb, empleando el programa de Bowtie y
ensamblado mediante el programa Cufflinks. Finalmente se visualiz6 la cobertura
de los transcritos por el programa Artemis.

8.6 FLUJOGRAMA DE TODA LA INFORMACION

Totas las etapas presentadas en la metodologia, se resumen en los siguientes
flujogramas (figura 8y 9).
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Figura 8. Flujograma 1 de las etapas presentadas en la metodologia. Cultivo de
H37Rv, Extracciéon de RNA, Remocion de rRNA, Fragmentacion de mRNA y Reparacién de
extremos y construccién de cDNA

Fuente: Esta investigacion
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 CULTIVO DE Mycobacterium tuberculosis.

La cuantificacion por espectrofotometria a 600nm del inOdculo bacteriano de Mtb
cultivado hasta el dia 40, oscil6 entre dos rangos 0.014 - 0.041 (antes de disgregar
las células) y 0.050 - 0.110 (después de disgregar las células); igualmente el
recuento de UFC en las cajas 7H10 OADC fue < 100 UFC/ml, estos resultados
indican que durante el tiempo monitoreado, El crecimiento de M. tuberculosis
(H37Rv) no fue el esperado detectado mediante los dos métodos empleados.
Teniendo en cuenta que en la mayoria de los articulos cientificos la cinética de
crecimiento de Mtb muestra que el patdgeno entra en fase logaritmica cuando
presenta una densidad Optica mayor a 0.2, por esta razén, debido a que la
densidad optica no fue la ideal no se pudo realizar los experimentos de
sometimiento a estrés. Estos resultados son consecuencia probablemente de que
la bacteria entré en un estado viable pero no cultivable (VBNC).

Existen varias hipotesis especificas para la explicacion al estado VBNC de Mtb. La
primera es referida a los cambios fisiolégicos que la bacteria adopta por los
repigues en los medios de cultivo. Andreu y Gibert (2008), mencionan sobre la
adquisicién de mutaciones in vitro a causa de los continuos repiques en medios de
cultivo, probablemente por la tasa de mutacidn que ocurre a lo largo de las
diferentes generaciones (Madigan y Martinko, 2004). Por otro lado, el proceso de
escalado empleado en este experimento podria estar afectando en este cambio
fisiolégico. En esta etapa se empledé dos medios de cultivo 7H9 OADC y Dubos
AC, los cuales difieren en la fuente de carbono. Los estudios de Carvalho y
colaboradores (2010), demostraron también que los cambios metabdlicos,
dependientes de la fuente de carbono, son factibles de suceder en Mtb.

Otra hipétesis se encuentra relacionada con el efecto que el medio de cultivo
Dubos ejerce sobre las bacterias. En estudios anteriores se ha comprobado que el
medio Dubos dejado en reposo por varias semanas sin utilizarlo (como sucedio en
este estudio), podria generar una interaccion del componente polisorbato 80 con la
fraccion de albumina (incluidos en la formulacién del medio) liberando sustancias
toxicas con actividad lipolitica (Davis y Dubos, 1948; Glover, 1952 y Lyon et al
1963;). Como resultado de esta interaccion se puede liberar una molécula lipidica
soluble e hidrolizada (acido oleico) que puede adquirir propiedades inhibidoras del
crecimiento para Mtb (Cutinelli, 1942; Dubos, 1947; Saz, 1949; Seiji, 1953 y
Youmans y Youmans, 1953).
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Igualmente la estabilidad del componente polisorbato 80 también puede tener un
efecto sobre el crecimiento de Mtb. EI compuesto puede someterse a auto
oxidacion, que resulta en la formacion de hidroxiperoxido y acidos de cadena corta
como el &cido férmico, caracterizados como compuestos inhibidores del
crecimiento bacterial (Kerwin, 2007). Esta reaccion puede ser el resultado de la
exposicién del medié a la luz, por ello las condiciones de almacenado del medio
Dubos siempre involucran 2 — 8 °C en oscuridad, asegurando estabilidad del
surfactante (BD, 2006). En esta investigacion el almacenaje del medio Dubos no
fue efectuado con todas las recomendaciones, puesto que la condiciones de
oscuridad no fueron monitoreadas durante todo el proceso de almacenaje.

Otra hipotesis que permite explicar la no evidencia de crecimiento se encuentra en
la calidad del agua utilizada en la preparacion del medio de cultivo. El agua tipo
manantial, adquirida de forma comercial, puede tener tratamientos de reduccion o
aumento de minerales segun lo estipula la Norma General del Codex para los
Aditivos Alimentarios (CODEX STAN 192-1995) y los Principios Generales del
Codex para la Adicion de Nutrientes Esenciales a los Alimentos (CAC/GL 9-1987)
(Codex Standard, 2001). Entre estos minerales se encuentra el hierro,
considerado como un metal esencial en varias funciones celulares (Madigan y
Martinko, 2004. Muy probablemente el lote de agua empleada en este
experimento no contenia la cantidad de hierro necesaria para suplir el crecimiento
de Mtb.

9.2 EXTRACCION DE RNA DE Mycobacterium tuberculosis CULTIVADA EN UN
MEDIO RICO DE ACIDOS GRASOS

La extraccion de RNA de la cepa Mtb H37Rv crecida en los medios Dubos AC Ac.
Gr. y Dubos ADC de cultivos mantenidos desde diciembre del 2010 en incubadora
a 37°C, no mostraron bandas de RNA en un gel de agarosa al 1%. Por
consiguiente, se realizaron dos puntos de control en la extraccién: coloracion de
Ziehl-Neelsen, para observar si habia lisis bacteriana y extraccion de RNA de E.
coli como punto de verificacion de las etapas del proceso.

Se realizé la coloracién Ziehl-Neelsen convencional del precipitado de las perlas
de Zirconio-Silica del tubo de lisis después de haber pasado por Bead Beater. Los
resultados esperados eran observar fragmentos celulares, sin embargo en este
experimento se observaron células intactas, lo cual permitié concluir que el
procedimiento no permitia una adecuada lisis celular, en consecuencia, el
protocolo para la ruptura de la pared estaba siendo ineficaz (Figura 10).
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Figura 10. Tincidon Ziehl-Nielsen del precipitado obtenido después de la lisis

mecanica. Imagen observada a través de microscopio con un aumento de 1000X.
Fuente: Esta investigacion

Para determinar que la lisis en Bead Beater era efectiva se decidio realizar el
procedimiento de extraccion con una cepa de E. coli de Corpogen efectuando
diferentes tiempos de lisis (Figura 11 y tabla 6). Debido a que fue posible la
extraccion de RNA, se comprobd que la integridad de esta molécula no se ve
comprometida por el rompimiento mecanico, sin embargo estos resultados no son
comparables con Mtb, debido a las diferencias de la conformacion en la pared
celular. E. coli presenta una pared a base de peptidoglicano (Madigan y Martinko,
2004), cuyos enlaces entre glicanos pueden romperse mas facilmente por accién
del choque con perlas de Zirconio-Silica, a diferencia de Mtb la cual contiene una
proporcion elevada de lipidos en su pared, confiriéndole estabilidad y resistencia
(Brennan, 2003).

123 4 5 6 7 8 91011

Pozo Tiempo (min.)
ly2 0.25
3y4 0.5

6 Control RNA E. coli
- dm 238 8y9 0.75
o @S 10yl 1

Figura 11 y Tabla 6. Extraccion de RNA de Escherichia coli con diferentes

tiempos de agitacion en Bead Beater. Gel de agarosa al 1% corrido a 80 V por 30 min en
camara horizontal en buffer TAE 1X.
Fuente: Esta investigacion
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Se decidi6 realizar 9 variaciones a la extraccion convencional para la obtencién de
RNA, 6 de estas fueron probadas con variaciones en el orden y composicion
guimica de los reactivos empleados, las técnicas se describen en la tabla 5, y 3
procedimientos mas fueron probados con variaciones en el rompimiento mecanico,
mas precisamente con diferentes tiempos de lisis en el Bead Beater. Acoplado a
estos experimentos se realizo tincion Ziehl-Neelsen de las perlas en el tubo de lisis
después del rompimiento mecanico, los resultados muestran que no hay ruptura
celular, igualmente en los geles no se pudo evidenciar ninguna banda de RNA.

La variacion en el protocolo con respecto al empleo de una temperatura elevada,
es considerada como efectiva para la disgregacion de los puentes entre glicanos
del peptidoglicano y de lipidos del arabinomanano, provocando lisis celular, sin
embargo las investigaciones respecto a la extraccion de DNA de M. smegmatis
han concluido que una temperatura adecuada para la lisis celular se encuentra
entre 80 a 90°C (Valente et al, 2009), de acuerdo a esto, es posible una
temperatura menor a 80°C como se empleo en este experimento, no haya
provocado lisis celular.

Por otro lado, se realiz6 un protocolo acoplando CETAB. En este proceso las
bacterias se sometieron a 1 y 2 min de agitacion con Bead Beater, los resultados
indican que hay degradaciéon de acido nucleico (Figura 12 y tabla 7). Aunque este
experimento ayudd a concluir que la lisis de Mtb puede darse en el proceso de
extraccién por accion del surfactante catibnico CETAB ayudando a romper la
membrana, no se decidio acoplarlo debido a que solo se extrajo DNA.

1 2 3 4 5

i
Pozo Tiempo (min.)
I ' " 1 Control RNA E. coli
2y3 1
23S mp 4y5 2

16S mp

Figura 12 y tabla 7. Lisis de Mycobacterium tuberculosis con el protocolo de

CETAB. Gel de agarosa al 1% corrido a 80 V por 30 min en camara horizontal.
Fuente: Esta investigacién
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Por otro lado, en el transcurso de este experimento Corpogen adquirié otro Bead
Beater, por consiguiente se decidio repetir la extraccion con este nuevo Bead
Beater, sin embargo los resultados fueron negativos. Por lo tanto y siguiendo con
el acoplamiento de nuevos métodos, se realizd una extraccion de RNA de E. coliy
M. smegmatis con los dos Bead Beater en diferentes tiempos de lisis y con el
empleo de Tiozianato de Guanidina, variando igualmente el empleo de fenol frio o
caliente para mejorar la solubilizacion de lipidos a nivel de pared celular (Figuras
13y 14 ytablas 8 y 9).

19 2 3. 5 6k 8 O A0 2 #43 Bead Tiempo Agua
ey Beater Al (min'.a) oqI'G

1 Nuevo Frio 1 Agua

2 Nuevo Frio 1 TG

3 Nuevo Frio 1:30 TG

4 Nuevo Caliente 1 Agua

235 5 Nuevo Caliente 1 TG

- — - 6 Ngeyo Callgnte 1:30 Agua
- be-a - 7 Viejo Frio 1 Agua
8 Viejo Frio 1:30 Agua

9 Viejo Frio 1:30 TG

10 Viejo  Caliente 1 TG

11 Viejo  Caliente 1:30 Agua
12 Viejo  Caliente 1:30 TG
13 Control RNA E. coli

Figura 13 y tabla 8. Extracciéon de RNA de Escherichia coli mediante lisis
mecéanica hecha por dos Bead Beater diferentes variando el tiempo de lisis,

utilizando fenol frio o caliente y adicionando Tiozianato de Guanidina. Gel de
agarosa al 1% corrido a 80 V por 30 min en camara horizontal.
Fuente: Esta investigacion

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13  pogo Dead ..  Tiempo Agua

Beater (min) oTG
1 Nuevo Frio 1 Agua

2 Nuevo Frio 1 TG
3 Nuevo Frio 1:30 Agua
4 Nuevo Caliente 1 Agua

5 Nuevo Caliente 1 TG
4 = Bt 6 Nuevo Caliente  1:30  Agua
a5 7 Viejo Frio 1 Agua

8 Viejo Frio 1 TG
....w... 9 Viejo Frio 1:30 Agua
10 Viejo  Caliente 1 Agua

11 Viejo  Caliente 1 TG
12 Viejo  Caliente 1:30 Agua

13 Control RNA E. coli

Figura 14 y tabla 9. Extraccion de RNA de Mycobacterium smegmatis
mediante lisis mecanica hecha por dos Bead Beater diferentes variando el
tiempo de lisis, utilizando fenol frio o caliente y adicionando Tiozianato de

Guanidina. Gel de agarosa al 1% corrido a 80 V por 30 min en camara horizontal
Fuente: Esta investigacién
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Los resultados mas 6ptimos en la extraccidon de RNA de M. smegmatis empleando
la variacion en el tiempo de lisis, el empleo de fenol frio o caliente y el uso de los
dos Bead Beater, fueron probados en un experimento de extracciéon de RNA de
Mtb, esta variacion se puede observar en el pozo 12 de la figura 14 (fenol caliente,
sin Tiozianato de Guanidina y realizando la lisis mecanica en el Bead Beater viejo
en 1 min. 30 segundos); sin embargo estos parametros ajustados al protocolo de
extraccion no evidenciaron fracciones de RNA para Mtb, cuando fueron
observadas en el gel de agarosa.

Al finalizar todos los protocolos ensayados y los puntos de confirmacion
permitieron concluir que la lisis celular no estaba siendo adecuada. Debido a que
el protocolo inicial de extraccion de RNA realizado en Corpogen ya habia sido
estandarizado, una posible hipotesis que permite explicar estos resultados, es la
aparicion de un cambio estructural en la pared celular de Mtbh. En relacion a lo
anterior, la literatura reporta que los cambios mutacionales en Mtb son frecuentes
(Andreu y Gilbert, 2008), los cuales muy posiblemente alteraron el fenotipo de la
pared celular y dificultaron el proceso de ruptura mecénica de las bacterias.

9.3 CONSTRUCCION DE LAS LIBRERIAS DE cDNA PARA RNA-Seq

9.3.1 Remocion de rRNA mediante el Kit de MICROBEXxpress. Se realizaron dos
tratamientos para la remocion de rRNA por MICROBEXxpress, en las cuales se
ejecutaron tres mediciones antes y después de la aplicacién del Kit, estas
incluyeron visualizacion de RNA en gel de agarosa al 1%, cuantificacion por
NanoDrop y reacciones de g-PCR para cuantificar el promotor ribosomal PCL1.

Los resultados por NanoDrop y g-PCR del primer tratamiento, el cual sigue las
indicaciones del Kit, indican un 20% de remocién de la fraccion rRNA (Figura 15).
La explicacién a tales resultados se basa en las caracteristicas genéticas del
genoma de Mth. El patbgeno presenta un genoma rico en G-C (Cole et al, 1998),
el cual es susceptible a formar estructuras secundarias que generan problemas en
la denaturacion del RNA y la consecuente union a las sondas de remocién. Para
solucionar este inconveniente se incrementé la temperatura de denaturacion de
70° a 80°C y la temperatura de anillamiento de las sondas de 37° a 42°C (segundo
tratamiento). Los resultados por NanoDrop indican una remocion de 56.97%, y la
cuantificacion de remocion del PCL 1 comparando los valores CP antes y después
del Kit, indican una remocion del 64% (Figura 16), por lo cual se decidié acoplar
las temperaturas de este segundo tratamiento para la ejecucion de RNA-Seq.
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Cuantificacion de RNA total por Nanodrop en las dos
estandarizaciones

e 65.3

70

60

50

40 +
m Antes del Kit

30 W Daspues del Kit

20 47

Concentracion [ngful] de RNA total

10 17

Primera Estandarizacion Segunda Estandarizacion

Figura 15. Resultados cuantificacion de RNA total de los dos ensayos de
remocion de rRNA

Cuantificacionde PCL1 por g-PCR en las dos
estandarizaciones

m Antes del Kit

W Despues del Kit

Concentracion [ngful] de PCL1

Primera Estandarizacion Segunda Estandarizacion

Figura 16. Resultados de la cuantificacion de PCL1 de los dos ensayos de
remocion de rRNA
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9.3.2 Fragmentacion de RNA usando hidrélisis catalizada por cationes en
Mycobacterium tuberculosis. Como lo menciona la literatura, las librerias de cDNA
en las técnica de RNA-Seq pueden ser construidas de dos formas: la primera es
fragmentando el RNA y luego retrotrascribiendolo a cDNA o se puede efectuar la
transcripcion reversa a cDNA y posteriormente fragmentar esta molécula, sin
embargo para el reconocimiento de la cadena (codificante) de la cual proviene el
transcrito de RNA, es recomendable fragmentar y luego retrotranscribir (Wilhelm et
al, 2010). Por otro lado la fragmentacion de RNA permite reducir las estructuras
secundarias que se formarian intermolecularmente, lo cual resulta en un menor
sesgo en la construccion de la libreria (Wilhelm et al, 2010). Por la anterior razon,
se justifica que en esta investigacion, se decidid realizar la construccion de la
libreria con el primer criterio (fragmentar y luego retrostranscribir). La
estandarizacion de la fragmentaciéon de RNA se realizo con el Kit de Ambion a
base de cloruro de zinc, debido a que el zinc permite el rompimiento de los
enlaces fosfodiester, generando muchos fragmentos de diferentes longitudes.

En la figura 17 A, se puede apreciar que la fragmentacion del RNA de E. coli,
empleando el Kit, tiene resultados reproducibles. Igualmente, se puede valorar que
existen diferencias en la fragmentacion entre el RNA de E. coli y el de Mtb,
probablemente debido a las diferencias gendmicas entre los genomas de las dos
cepas. La principal diferencia que se atribuye es el contenido de GC, el cual en E.
coli corresponde aproximadamente al 50% y en Mtb es el 64%.

Por otro lado, los RNA"s de Mtb, a diferencia de las muestras de E. coli, presentan
una menor intensidad en el color visualizado indicando una menor cantidad de
RNA.

Igualmente, en la figura 15 A y B se puede apreciar que no existe una adecuada
integridad del RNA de Mtb sin tratamiento, sin embargo, el ensayo de
fragmentacion fue realizado variando los tiempos de incubacion y temperatura de
la exposicion con la solucién de Clzn. Al finalizar se escogi6 el tratamiento que dio
como resultado fragmentos entre longitudes de 60 — 200 pb. Se establecié este
rango debido a que son las longitudes de fragmentos admitidas por la
secuenciacion de la libreria de cDNA para la plataforma de Illlumina. El tratamiento
mas adecuado fue 10 min. a 70°C (Figura 17, tabla 10 y 11).
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Gel Pozo Temperatura (°C) Tiempo (min.)
A 1 RNA Mtb con el Kit de fragmentacién sin modificaciones
A 2 RNA Mtb sin fragmentacion
A 4y7 RNAE.colicon el Kit de fragmentacion sin modificaciones
A 5y8 RNA E. coli sin fragmentacion
B 1 70 15
B 2 70 10
B 3 70 5
B 4 70 0
B 6 95 5
B 7 95 3
B 8 95 0
B 9 RNA sin tratamiento
B 10 MPM 100 pb

Figura 17, tabla 10. Fragmentacion de RNA de Mycobacterium tuberculosis

en diferentes tiempos y a diferentes temperaturas con el Kit de Ambion. A:
RNA E. coli y Mycobacterium tuberculosis & B: RNA Mycobacterium tuberculosis. Gel de
poliacrilamida denaturante al 10% corrido a 100 V por 30 min en cdmara vertical

Fuente: Esta investigacion

9.3.3 Preparaciéon de las librerias de cDNA con muestras de RNA de
Mycobacterium tuberculosis bajo hipoxia vs. cultivo aerobio. Las muestras de
RNA provenientes de México fueron cuantificadas por NanoDrop (Tabla 11), y
visualizadas en un gel de agarosa al 1% en el que se estim6 contaminacion por
DNA, por lo cual se les aplico un tratamiento con DNAsa de Promega. Los
resultados evidencian que las muestras correspondientes al tratamiento de Dubos
Ac. Gr. presentan baja concentracion de RNA en comparaciéon con los
tratamientos de Dubos, esto posiblemente esta vinculado con las interferencias
gue los Ac. Gr. y otro tipo de componentes celulares tienen en el proceso de
extraccion.
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Tabla 11. Cuantificacion de RNA total mediante NanoDrop de las muestras de
México antes de la construccion de librerias de cDNA
No. Muestra [ng/ul] A260 A280 260/280

1 LOG Dubos 1345 3.358 1.736 1.934

2 EST Dubos 164.3 4.107 2.076 1.978

3 NRP1 Dubos 1471 3.678 1926 1.910

4 NRP2 Dubos 181.6 7.026 3.457 2.032
5 LOG Dubos Ac. Gr. 120.4 3.011 1.486 2.026
6
7
8

EST Dubos Ac. Gr. 94.7 2.369 1.164 2.035
NRP1 Dubos Ac. Gr. 354 0.884 0.423 2.090
NRP2 Dubos Ac. Gr. 5.3 0.134 0.053 2.028

Posteriormente se realiz6 el proceso de trabajo planteado hasta la construccion de
las librerias de cDNA. El primer enriqguecimiento se monitore6 mediante g-PCR
empleando SYBR-Green | en el equipo de Lyght Cicler, las reacciones fueron
detenidas cuando las muestras mostraban una cinética antes de la fase
estacionaria, asegurando una buena representacion de los transcritos amplificados
(Figura 18). Los resultados observados con respecto a la figura 18 indican que las
muestras de los tratamientos NRP1 Dubos y NRP1 Ac. Gr., a diferencia de los
demas, llegaron mas rapidamente a la fase estacionaria, por otro lado las
muestras que se tardaron mas tiempo en amplificar fueron NRP2 Dubos y NRP2
Ac. Gr. Estos resultados no son congruentes con la concentracion determinada
por NanoDrop, indicando que los procedimientos y técnicas empleadas en la
construccion de la libreria, pueden alterar la concentracion de las muestras.

Igualmente en la figura 18 se observa que las muestras LOG Ac. Gr.y EST Ac. Gr.
no pudieron ser amplificadas, razén por lo cual fueron recuperadas a partir de una
alicuota recogida después del uso del Kit AgenCourt y siguiendo el protocolo
consecutivo hasta este primer enriquecimiento. El resultado de esta recuperacion
permitié concluir que es viable y necesario el almacenamiento de alicuotas
después de cada procedimiento o técnica empleada en la construccion de esta
libreria.
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Historia de Fluorescencia

-l NRP1 Dubos Ac. Gr. (1)
ffmm NRP1 Dubos (1}

NRP1 Dubos Ac. Gr. (2)
- | == \\3p1 Dubos (2)

-affmm EST Dubos (1)

Fluorescencia (530nm)

-uflmm EST Dubos (21
7| wifmm LOG Dubos (1) y (2)

| -=lmm NRPZ Dubos (1) y (2)
EST Dubos Ac. Gr. (1) y (2) mjge -

LOG Dubos Ac. Gr. (1) y (2) :

Control Negativo -l

-flsm NRP2 Dubos Ac. Gr. (1) y (2)

605 801 a57 11:54 14:48 17:42
Tiempo (min.)
Figura 18. Enriquecimiento por g-PCR de las librerias de cDNA. Captura de
pantalla del software para Lygth Cycler, se muestran 17 muestras indicadas en el recuadro azul, el
color de las curvas corresponde al de la muestra referenciada
Fuente: Esta investigacién

Una vez construidas las librerias se determind la integridad de las muestras
amplificando los cDNA con los iniciadores de secuenciacion. Los resultados de las
amplificacion mediante g-PCR, muestran un barrido de fragmentos de cDNA que
oscila entre <100 pb y 300 pb (Figura 19 y tabla 12), indicando que la longitud de
fragmentos esperada se mantuvo durante la construccion de la libreria,
asegurando una 6ptima secuenciacién por la plataforma de lllumina.

Pozo Libreria de cDNA
MPM 100 pb
LOG Dubos
EST Dubos
NRP1 Dubos
NRP2 Dubos

LOG Dubos Ac. Gr.

EST Dubos Ac. Gr.

NRP1 Dubos Ac. Gr.

NRP2 Dubos Ac. Gr.

10 Control negativo

OO (N[O WIN|F-

Figura 19 y tabla 12. Amplificaciéon de las librerias de cDNA con los

iniciadores de secuenciacion. Gel de agarosa al 1% corrido a 80 V por 30 min en camara
horizontal
Fuente: Esta investigacion

56



Los resultados de la cuantificacion por NanoDrop de las librerias de cDNA,
muestran que la cantidad de RNA oscil6 entre 6 y 27,93 ng/ul, y que la relacion de
absorbancia estuvo en un rango de 1,85y 2,10, garantizando una buena calidad y
cantidad necesaria para el proceso de secuenciacion en la plataforma de Illlumina
(Tabla 13). Después del segundo enriquecimiento de la libreria, los resultados
indican que la concentracion de las muestras se normalizo entre los tratamientos
LOG Dubos, NRP1 Dubos, NRP1 Dubos Ac. Gr. y NRP2 Dubos Ac. Gr.,
adicionalmente los tratamientos correspondientes a EST Dubos y NRP2 Dubos, en
relacion con los demas tratamientos, siguen manteniendo una alta concentracion
de RNA, resultado que concuerda con lo observado antes de la construccion de
las librerias (Tabla 13).

Por otro lado, las muestras de los tratamientos LOG. Dubos Ac. Gr. y EST Dubos
Ac. Gr. a diferencia de las otras muestras, son los que presentan una menor
concentracion de RNA, esto es posiblemente debido a que las muestras fueron
recuperadas nuevamente a partir del Kit de purificacion AgenCourt (Tabla 13).

Tabla 13. Cuantificacion de cDNA total mediante NanoDrop de las muestras

de México después de la construccion de librerias
Absorbancia Absorbancia

No. Muestra [ng/ul] 2260 2 280 260/280
1 LOG Dubos 13.70 0.27 0.15 1.85
2 EST Dubos 23.47 0.47 0.25 1.91
3 NRP1 Dubos 14.63 0.29 0.15 2.00
4 NRP2 Dubos 27.93 0.56 0.29 1.90
5 LOG Dubos Ac. Gr. 6.00 0.12 0.06 2.10
6 EST Dubos Ac. Gr. 8.87 0.18 0.09 1.95
7 NRP1 Dubos Ac. Gr. 11.30 0.23 0.12 1.97
8 NRP2 Dubos Ac. Gr. 12.50 0.25 0.13 1.86

Fuente: Esta investigacién

En la plataforma de Illumina, los adaptadores adicionados en la libreria, presentan
secuencias que hibridan por complementariedad a unos oligonucleotidos que se
encuentran pegados a una plataforma solida. Posteriormente, las moléculas
ligadas son amplificadas en puente por ciclos de PCR, resultando en la formacion
de cientos de millones de conjuntos de transcritos, denominados clusters. La
secuenciacion simultanea de estos clusters se lleva a cabo segun la tecnologia de
lllumina.
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9.4 VERIFICACION DE LA CALIDAD DE SECUENCIAS Y TRATAMIENTO DE
LOS DATOS DE RNA-Seq

Las secuencias de las librerias por la plataforma de lllumina se recibieron en
varios archivos en formato Fastq (formato fasta con los archivos de calidad). Este
formato contiene la secuencia, las coordenadas de ubicacion en la celda, el
codigo de barras de la muestra: y los valores gseq de calidad de la asignacién del
nucleotido segun la sefal obtenida (secuencias con los scores de calidad). Se
removieron las colas de poliA de las secuencias y fueron filtradas por calidad,
seleccionando los nucledtidos con un score superior a 25 y cuya longitud fuese
igual o mayor a 50 nucleétidos. Los resultados indican un promedio de 28% de
remocién de lecturas, después del procedimiento por el filtro de calidad.

Igualmente, los resultados de la secuenciacion, después de aplicar el filtro de
calidad, muestran lecturas que oscilan entre 7000000 y 50000000 (Tabla 14). La
muestra No 5, correspondiente al tratamiento de LOG Dubos Ac. Gr. a diferencia
de las demés muestras, es la que menor cobertura tiene. Este resultado es
coherente con lo encontrado por la cuantificacion con NanoDrop, en donde se
indica que esta muestra es la que tiene menor concentracion de cDNA. Esta
comparacion permite concluir que la recuperacion de muestras en la construccion
de las librerias de cDNA, puede afectar el proceso de secuenciacion por la
plataforma de lllumina.

A diferencia de esta muestra No 5, los otros datos de cobertura no presentan
congruencia con la cantidad de cDNA detectado. Adicionalmente, en la tabla 14,
se puede apreciar que los tratamientos NRP1 y NRP2 a diferencia de los de
Dubos, presentan mayor cobertura de lecturas, posiblemente por efectos de la
preparacion de las genotecas y la calidad de RNA inicial.

Tabla 14. Numero de lecturas obtenidas de la secuenciacion por Illumina.
Antes y después de filtrar por calidad
No. de Lecturas

Porcentaje que

No. Muestra Antes del filtro de  Después del filtro
calidad o calidad SRR )
1 LOG Dubos 21157117 16341178 77.24
2 EST Dubos 25300910 19750200 78.06
3 NRP1 Dubos 61106728 47806067 78.23
4 NRP2 Dubos 35358589 26881253 76.02
5 LOG Dubos Ac. Gr. 10251520 7152175 69.77
6 EST Dubos Ac. Gr. 25397117 14960773 58.91
7 NRP1 Dubos Ac. Gr. 34008301 24446431 71.88
8 NRP2 Dubos Ac. Gr. 24289241 16532242 68.06

Fuente: Esta investigacion
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Los resultados de los niveles de expresion fueron analizados en el programa
Artemis (Figura 20). En este programa se puede estimar la direccionalidad de los
transcritos y determinar los niveles de expresion de cada gen analizado. Entre
estos resultados se puede hacer una aproximacion visual: algunos genes estan
probablemente siendo silenciados, como en el caso de Rv2536, en donde se
aprecia la trascripcion de toda la region del gen en ambas direcciones, sin
embargo, el silenciamiento no implica la transcripcion complementaria a toda la
region del gen, sino tambien el silenciamiento de algun promotor dentro del gen,
como posiblemente podria estar sucediendo con Rv2532c. La baja regulacién o
nula expresion de los genes tambien puede darse por la no codificacion de los
transcritos, como se muestra para el gen Rv2529 (Figura20).

Los datos visualizados en Artemis, permiten tambien valorar las anotaciones de
los genes sobre el genoma de referencia de H37Rv. En la figura 20, se puede
determinar que los transcritos que alinean contra el gen aroD inician en la region
intergenica (coloreada de verde) entre los genes aroB y aroD, indicando que
probablemente el gen aroD este mal anotado.

Como se ha demostrado, los resultados en la determinacion de los perfiles de
expresion de los genes que fueron visualizados en el programa Artemis, permitien
responder a la pregunta de investigacion planteada en este estudio. Mediante la
estandarizacion de la técnica de RNA-Seq, es posible estudiar el transcriptoma de
Mtb cultivada en medio rico de &cidos grasos y sometida a estrés in vitro.
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10. CONCLUSIONES

La modificacién de las etapas de remocion de rRNA y fragmentacion de
MRNA, permiti6 estandarizar la técnica RNA-Seq para el estudio del
transcriptoma de Mtb cultivada en medio rico de acidos grasos y sometida a
estrés celular in vitro por hipoxia.

El incremento en la temperatura de denaturacién y anillamiento en la ejecucion
del Kit MICROBExpress, permiti6 optimizar el proceso de remocion de la
fraccion rRNA en la construccion de las librerias de cDNA.

La fragmentacion de RNA para la generacion de fragmentos entre longitudes
60 y 200 pb en la construccion de la libreria, se presento dependiente de la
variacion en los tiempos y temperaturas empleadas por la catélisis a base de
Zinc.

Los problemas generados en el cultivo de Mtb H37Rv en este estudio fueron
causados por cambios en la fisiologia del patégeno, el estrés generado por los
repigues y las condiciones del medio de cultivo empleado.

Los problemas generados en la extraccion de RNA de Mtb H37Rv fueron
causados por cambios estructurales adaptativos de la pared celular del
patdégeno, lo que pudo ocasionar una resistencia en la lisis celular.

Efectuando la fragmentacién de RNA y posterior modificacién de extremos de
cada fragmento, fue posible la construccién de la libreria direccional de cDNA,
con secuencias de alta calidad como fue evidente cuando fueron observadas
en el programa Artemis.

Las etapas de purificacion en la construccion de las librerias de cDNA, son
cuidado minucioso, pues el proceso pueden disminuir significativamente la
cantidad de RNA recuperado. Razén por la cual es viable y necesario, el
almacenamiento de alicuotas remanentes, como una alternativa adicional de
recuperacion.
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11. RECOMENDACIONES

. Se propone la adquisicion de una cepa de referencia H37Rv con el fin de
replicar los datos obtenidos en esta estandarizacion preliminar de la técnica
de RNA-Seq

. Se recomienda protocolos de validacion de la técnica, donde se analice la
reproducibilidad, sensibilidad y especificidad.

. Se sugiere un monitoreo en las condiciones de almacenamiento del medio
de cultivo Dubos, asegurando la estabilidad de los compuestos presentes
en este.

. Se recomienda el monitoreo de los lotes de agua, empleadas en la
preparacion del medio de cultivo Dubos, asegurando que no haya cambio
en las etiquetas del agua embotellada.
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