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Resumen

Objetivo: Predecir, usando métodos bioinformaticos, las vias metabdélicas
preferentemente activas en Mycobacterium tuberculosis (MT), bajo condiciones
de hipoxia. Disefio: Andlisis bioldgico. Lugar: Instituto de Quimica Bioldgica,
Microbiologia y Biotecnologia Marco Antonio Garrido Malo, Facultad de
Farmacia y Bioquimica, UNMSM. Material biolégico: Genes de Mycobacterium
tuberculosis. Métodos: Inicialmente se seleccion6 355 genes de MT H37Ryv, cuya
expresion ha sido demostrada que es inducida bajo condiciones de hipoxia, y
359 cuya expresion es reprimida. Usando la informacion de secuencia de los
genes con expresion inducida y reprimida, se analizé de modo comparativo la
posicion en el genoma de cada grupo de genes, asi como algunas propiedades
fisicoquimicas (punto isoeléctrico y momento hidrofébico) de sus proteinas
correspondientes. Posteriormente, a cada gen se le asigné una via metabdlica o
regulatoria, usando la informacion sobre MT de la libreria de genes y genomas
de Kyoto (KEGG), y el procesamiento de secuencias, empleando el programa
PATH-A. Principales medidas de resultados: Vias metabélicas en genes de
Mycobacterium tuberculosis, bajo condiciones de hipoxia. Resultados: No se
encontré diferencias entre los genes con expresion inducida y reprimida, en
su distribucion en el genoma de MT, asi como en la distribucion de los valores
para las propiedades fisicoquimicas analizadas en sus productos. De los 355
genes con expresion inducida iniciales, solamente fue posible asignar al menos
una via metabdlica a 95, usando KEGG, y 57, usando PATH-A. Conclusiones: El
analisis comparativo de las vias metabdlicas asignadas a los genes con expresion
inducida y reprimida revelé que, bajo condiciones de hipoxia, se encuentran
reprimidos muchos genes relacionados a vias metabélicas que implican gasto
de ATP, encontrandose inducidos algunos genes cuyas proteinas participan en
vias del metabolismo central, tales como el metabolismo del piruvato, glucélisis
y ciclo del acido citrico.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis; hipoxia; latencia; vias
metabolicas.

Abstract

Objective: To predict by using bioinformatic tools Mycobacterium tuberculosis
(MT) metabolic pathways under hypoxic conditions. Design: Biology analysis.
Setting: Instituto de Quimica Bioldgica, Microbiologia y Biotecnologia Marco
Antonio Garrido Malo Biological, Microbiologic and Biotechnologic Chemistry
Institute, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, UNMSM. Biologic material:
Mycobacterium tuberculosis genes. Methods: The study began with the
selection of 355 genes of MT H37Rv whose expression has been shown
by other studies is induced by hypoxic conditions and 359 genes whose
expression was repressed. Up and down expressed genes were comparatively
analyzed, localizing genes of each group within the MT genome and predicting
some physicochemical properties (isoelectric point and hydrophobic moment)
for their protein products. In order to assign a metabolic or regulatory
pathway to each gene, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
and PATH-A sequence analysis tool were used. Main outcome measures:
Metabolic pathways in Mycobacterium tuberculosis genes under hypoxia
conditions. Results: From the initial 355 up expressed genes, it was possible
to assign metabolic pathways to only 95 using KEGG and 57 using PATH-A.
Conclusions: There were no differences between up and down expressed
genes for their genome distribution and values for studied physicochemical
properties of their protein products. The comparative analysis of the assigned
metabolic pathways to down and up-expressed genes revealed that under
hypoxic conditions several metabolic pathways related to ATP spent were
down-expressed, being induced some genes whose proteins participate in
central metabolism pathways such as the pyruvate metabolism, glycolysis
and citric acid cycle.

Key words: Mycobacterium tuberculosis; hypoxia; latency; metabolic
pathways.

INTRODUCCION

El Mycobacterium tuberculosis (MT) es
el agente causal de la tuberculosis, una
enfermedad infecciosa cronica que es la
responsable aproximadamente de 2 a 3
millones de muertes anuales V. Se consi-
dera que un tercio de la poblacion mundial
se encuentra infectado por MT vy de ella
solo 10% llega a presentar la enfermedad
@_En el resto de la poblacion infectada, el
microorganismo se encuentra en un estado
de latencia, el cual le permite al patogeno
sobrevivir, esperando una oportunidad
cuando las defensas inmunologicas de
su hospedero disminuyan, para poder
reactivarse y causar la enfermedad bajo
su forma clinica @. Uno de los modelos
experimentales para el estudio de la la-
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tencia es el estudio de MT cultivado bajo
condiciones de hipoxia, que simula par-
cialmente el ambiente anaerobio, hostil
al patdgeno, en el interior del hospedero,
cuando la bacteria se encuentra latente.
En el presente estudio se hace un analisis
del contexto biologico de la actividad de
las protefnas productos de la expresion
génica bajo condiciones de hipoxia, me-
diante la asignacion de vias metabolicas a
cada uno de sus genes, usando la base de
datos KEGG y programas como PATH-A.
Teniendo en consideracion este conoci-
miento, se plantea un modelo de las vias
metabolicas preferentes bajo condiciones

de hipoxia en el MT.

Este conocimiento es importante,
porque puede ser la base para estudios

posteriores de bsqueda de nuevos
antimicobacterianos especificos para el
patogeno bajo el estado de latencia.

METODOS

La informacion de expresion génica usa-
da provino de los trabajos de Sherman y
col. @, en la Universidad de Washington
(Seattle, WA-USA), y puede ser obteni-
da de la direccion http://schoolniklab.
stanford.edu/projects/tb.html. La dis-
tribucion en el genoma de MT H37Rv
de los genes cuya expresion fue inducida
y reprimida se representd graficamente
usando el programa Genome Pixelizer
2.2.7 ©). Para ello, primero se obtuvo el
archivo GenBank para todos los genes del
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MT H37Rv, del servidor FTP del NCBI.
Posteriormente, usando esa informacion,
asi{ como programas escritos en perl, se
extrajo la informacion de la posicion
gendmica para cada gen cuya expresion
fue reprimida o inducida. Se construyd
con ello el archivo de entrada apropia-
do para el programa Genome Pixelizer,
procediendo entonces a su ejecucion,
obteniendo como archivo de salida el
grafico correspondiente.

Para analizar de manera comparativa
algunas de las caracterfsticas fisicoqui-
micas de los productos de los genes cuya
expresion es inducida o reprimida por las
condiciones de hipoxia, se uso los progra-
mas [EP y HMOMENT del paquete de
programas EMBOSS ©, y las secuencias
de amino4cidos de todas las proteinas
productos de esos genes se obtuvo para
cada una de las protefnas los valores
predichos de punto isoeléctrico (pl) y
momentos hidrofobicos maximos (uH)
M. Las secuencias de aminoécidos fueron
previamente obtenidas del servidor FTP
del NCBI y la extraccion de las secuen-
cias correspondientes solamente a los
genes con expresion reprimida o inducida
se realizd con el programa fastacmd del
paquete de programas NCBI.toolkit ®.
Para la extraccion de la informacion re-
levante de los archivos de salida de estos
programas, se escribi0 varios programas
scripts con el lenguaje perl ©. Se realizd
todas estas operaciones bajo el sistema
operativo Linux.
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Figura 1. Analisis comparativo de genes con expresion inducida y reprimida bajo condiciones de hipoxia.
A. Localizacion en el genoma de MT H37Rv (distancia fisica dentro del genoma en megabases).
B. Distribucion de valores de punto isoeléctrico en las proteinas productos de la expresion génica.
C. Distribucion de valores del momento hidrofobico maximo (Max mH), en las proteinas productos de la expresién génica.

diciones de hipoxia se realizd usando el

programa PATH-A 0V,

RESULTADOS

La localizacién en el genoma de MT
H37Rv de los genes cuya expresion fue
inducida o reprimida se muestra en la
Figura 1A. La distribucion de los genes
expresados e inducidos se da alrededor
de todo el genoma y no se aprecia vi-
sualmente diferencias entre ambos gru-

pos de genes. La distribucion del punto
isoeléctrico y momento hidrofobico
mAaximo para ambos grupos de proteinas
fue semejante (Figuras 1By 1C).

De los 355 genes con expresion
inducida bajo condiciones de hipoxia,
solamente a 95 se les pudo asignar una
via metabdlica de acuerdo a KEGG y 57
usando el programa PATH-A. En la Fi-
gura 2 se presenta un grafico comparativo
de las vias metabolicas asignadas a los
genes de MT, cuya expresion se indujo

La informacién de las vias

metabolicas fue obtenida de

la base de datos KEGG 19,
Los identificadores de vias me-
tabolicas de KEGG fueron
asignadas a cada gen de MTm
cuya expresion fue inducida o

|

ViAS METABOLICAS (KEGG)

- Sistema de dos componentes.

- Transportadores ABC.

- Biosintesis de alcaloides II.

- Biosintesis de ligninas.

- Metabolismo de nitrégeno

- Degradacion de limoneno y pineno.

- Biosintesis de pantotenato y CoA.

- Biosintesis de nicotina y nicotinamida.
- Ciclo reductor del carboxilato.

- Degradacion de etilbenceno.

reprimida bajo condiciones de
hipoxia, para su analisis com-
parativo. Solo las secuencias de
las proteinas de MT productos

@ N° de genes de expresion
reprimida

[ N° de genes de expresion
inducida

- Metabolismo de propanoato.
- Metabolismo de piruvato.

de genes con expresion induci-
da, a los que se le pudo asignar
una via metabdlica, fueron
seleccionadas, para su posterior
procesamiento bioinformatico.

- Metabolismo de glicerofosfolipidos.

- Degradacion de y hexaclorociclohexano.

- Metabolismo de tirosina.

- Biosintesis de valina, leucina, isoleucina.

- Metabolismo de valina, leucina, isoleucina.
- Metabolismo de metionina.

- Metabolismo de pirimidinas.

T

- Fosforilacion oxidativa.

- Biosintesis de ubiquinonas.

- Biosintesis de &cidos biliares.

- Metabolismo de ascorbato.

- Metabolismo de fructuosa y manosa.
- Ciclo de acido citrico.

- Glucdlisis, gluconeogenesis.

El planteamiento de un modelo

de las relaciones entre las vias |
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metabolicas que se presentan
de modo preferente bajo con-

Figura 2. Asignacion diferencial de vias metabdlicas de acuerdo a KEGG, a genes cuya expresion se encuentra inducida y

reprimida bajo condiciones de hipoxia.
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Figura 3. Relaciones entre las vias metabdlicas predichas para proteinas cuyos genes se expresan
bajo condiciones de hipoxia.

o reprimi6 bajo condiciones de hipoxia.
Basado en los resultados obtenidos con
el programa PATH-A, se desarroll6 un
modelo de las relaciones entre las vfas
metabolicas predichas para protefnas
cuyos genes se expresan bajo condiciones
de hipoxia (Figura 3).

DISCUSION

Los datos derivados de los experimentos
de microarrays son una fuente de informa-
cion que puede ser procesada de diversos
modos. La primera hipotesis que mane-
jamos fue la de una distribucion fisica
diferente entre los genes cuya expresion
es inducida y reprimida. Como se observa
en la Figura 1A, la distribucion de los
genes expresados e inducidos se da alre-
dedor de todo el genoma de MT H37Rv
y no se aprecian visualmente diferencias
entre ambos grupos de genes.

Otra hipotesis que se plante6 es que
posiblemente por ser genes cuyas protei-
nas productos de su expresion presentan
entornos fisicoquimicos diferentes, como
el pH vy el potencial de oxidacion; las
propiedades fisicoquimicas de ambos
grupos de protefnas también serfan dife-
rentes. Como ejemplo de cambios en el
entorno fisicoquimico del patogeno en el
transcurso de la infeccion, podemos men-
cionar el hecho de que en el ambiente del
fagosoma, una vez interiorizado el bacilo
en el macrofago, el MT se ve sometido
gradualmente a una acidificacion de su
pH, que va de 6,5 hasta valores menores
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a 5,5 1219, Como se representa en las
Figuras 1By 1C, la distribucion del punto
isoeléctrico (pl) y momento hidrofobico
méaximo (uH Max) para ambos grupos
de proteinas fue bastante semejante;
eso podria hacernos inferir que otros
pardmetros diferentes al pl y al yH Max
u otras estrategias, como la presencia de
chaperoninas ', probablemente podrfan
explicar la adaptacion funcional de
ambos grupos de protefnas a diferentes
entornos fisicoquimicos.

Las variaciones en la expresion génica
estan relacionadas de un modo directo
con cambios en el metabolismo. Cuan-
do los cultivos de MT son sometidos a
condiciones de hipoxia, se ha observado
cambios en la expresion génica. Por ello,
el interés en el presente estudio de pre-
decir a partir del anélisis de esos cambios
los posibles cambios a nivel del meta-
bolismo del patdgeno, que expliquen la
fisiologfa de este. Estudios previos han
demostrado que, cuando los cultivos de
MT son sometidos a la reduccion de
la concentracion de oxigeno, pueden
pasar a un estado de no replicacion y ser
resistentes a los agentes antituberculo-
sos 17 de ello, la importancia de estos
analisis.

En muchos trabajos para el anélisis
de los resultados de los experimentos de
expresion génica, se considera a cada gen
expresado de manera individual o como
parte de un grupo de genes con similares
modos de expresion en varios experimen-
tos. En el presente trabajo se considera
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otra forma de andlisis de los datos de
expresion génica; el analisis no considera
un gen individual o en un solo grupo, sino
cada gen puede formar parte de diferentes
grupos, que ademas son vias metabolicas y
regulatorias, establecidas previamente en
MT, a partir de numerosos trabajos pre-
vios. Esta forma de agrupar a los genes por
vias metabolicas tiene un mayor sentido
biologico, ya que en las células cada gen
puede codificar informacion para una pro-
tefna que puede participar en varias vias
metabolicas a la vez. Para este proposito,
nos fue de valiosa ayuda la biblioteca de
genes y genomas de Kyoto (KEGG) 19
y el programa PATH-A V. En KEGG
se pone a disposicion de los usuarios la
informacion sobre las vias metabolicas
de manera interactiva o a través de un
servidor FTP, donde la informacién se
obtiene como archivos de texto, de los
que se puede extraer la informacion de
interés del investigador, luego de un pro-
cesamiento mediante programas scripts
escritos con ese proposito, siendo PERL
el lenguaje de programacion usado por su
sintaxis apropiada para la manipulacion
de informacion en forma de textos. En
cambio, PATH-A usa de forma directa
informacion de secuencia para predecir
vias metabolicas en base a técnicas de
aprendizaje automatico machine learning
y anélisis de secuencias (SVM, BLAST
y HMM), que permiten primero la
anotacion funcional de las secuencias y
posteriormente su agrupamiento en una
via metabolica determinada. El mayor
nmero de pasos que toma el procesa-
miento de la informacion con PATH-A
respecto a KEGG explicarfa porqué con
esta técnica se realizd asignaciones de
vias metabodlicas a un menor ntimero de
proteinas.

En la Figura 2 se observa que el meta-
bolismo de piruvato es una de las vias en
las que hay una mayor diferencia entre en
ntmero de genes con expresion inducida
y reprimida; ello puede tener relacion
con el hecho de que esta via es un punto
central entre el metabolismo de carbo-
hidratos y lipidos. Se observa también
que, en algunos casos, para una misma
via metabolica hay genes cuya expresion
es inducida y reprimida; esto se explica
porque incluso para una misma funcion
enzimatica se pueden presentar en MT
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dos o mas protefnas (isoformas) cuyos
genes se encuentren diferencialmente
expresados. Respecto a los genes cuya
expresion se reprime bajo condiciones de
hipoxia, se observa que para los transpor-
tadores ABC se asigna un alto niimero de
estos genes; ello se puede explicar porque
forman parte de un sistema de transporte
de sustratos del exterior hacia el citoplas-
ma, que requiere la hidrolisis de ATP (19,
Bajo condiciones de hipoxia, en las que la
disponibilidad de energfa bajo la forma de
ATP se encuentra limitada, la expresion
de esos genes se encuentra reprimida, a
fin de evitarle a MT mayores gastos de
ATP, que los que le son indispensables.

Es necesario agregar que, para el ana-
lisis comparativo de las vias metabolicas
bajo condiciones de hipoxia, solo se ha
considerado a las protefnas cuyos genes
han tenido su expresion inducida o
reprimida; por lo que, algunas vias me-
tabolicas con un aparente bajo namero
de proteinas asignadas, pueden también
incluir protefnas cuya expresion es cons-
titutiva y no varfan ante las condiciones
de hipoxia; esto se aplica sobre todo para
las vias metabolicas troncales, como las
del ciclo del 4cido citrico y la glucolisis/
gluconeogénesis.

Las condiciones de hipoxia en las
que se obtuvo experimentalmente los
datos de expresion génica ¥ simulan en
parte el ambiente anaerobio hostil del
patogeno en el interior del granuloma,
ambiente en el que el patdgeno entra
en un estado de latencia. El desarrollo
de agentes antituberculosos en contra
del patogeno bajo este estado fisiologi-
co serfa valioso, porque evitarfa que el
microorganismo retorne a su fase activa
de crecimiento, donde se manifiesta la
enfermedad y produce sus mas graves
efectos. Por ello, la informacién obtenida
en el presente trabajo sobre las vias me-
tabolicas preferentemente activas bajo
estas condiciones, es importante para un
posterior estudio de seleccion de blancos
farmacologicos especificos para el estado
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de latencia. Un antimicobacteriano di-
sehado para bloquear la actividad de una
protefna, que participa en alguna de estas
vias metabdlicas de un modo indirecto,
no solo podrfa alterar el funcionamiento
de la via metabolica, sino también la
supervivencia del patdgeno en estado de
latencia.
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