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RESUMEN

Introduccion: la tuberculosis sigue siendo un problema en salud publica, causada por el complejo Mycobacterium tuberculosis, por tanto
es importante conocer las caracteristicas genéticas de la bacteria. Objetivo: realizar una revisién bibliografica sobre los principales
componentes del genoma del Mycobacterium tuberculosis, a fin de comprender los mecanismos de patogénesis y la resistencia a
medicamentos. Metodologia de buisqueda: bisqueda de literatura en espafiol e inglés a través Medline, PubMed, SciELO, UniProt,
TuberculList. De 118 publicaciones revisadas solo 93 fueron seleccionados. Resultados: el genoma del Mycobacterium tuberculosis H37Rv
comprende 4 411 529 pares de bases. Gran parte de su capacidad de codificacién esta destinada a la produccién de enzimas envueltas
en la lipogénesis y lipdlisis. Conclusién: las dificultades para manipular las micobacterias genéticamente han hecho de ellas un modelo
dificil de caracterizar genéticamente. El desarrollo de herramientas para la manipulacién genética han facilitado el entendimiento de la
organizacién del genoma, expresion de sus genes y determinacidn fenotipica que influyen en su patogenicidad y resistencia a fdrmacos.
MED.UIS. 2015;28(1):39-51.
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ABSTRACT

Introduction: tuberculosis is a public health problem caused by the Mycobacterium tuberculosis complex, so it is important to know the
genetic characteristics of the bacteria. Objetive: to execute a literature review of the main components of the genome of Mycobacterium
tuberculosis to understand the mechanisms in the pathogenesis and drug resistance. Methodology: a literature review in Spanish and
English using Medline, PubMed, Scielo, Uniprot, Tuberlist. Results: the complete genome sequence of Mycobacterium tuberculosis, H37Rv
comprises 4,411,529 base pairs. A very large portion of its coding capacity is devoted to the production of enzymes involved in lipogenesis
and lipolysis. Conclusion: difficulties to manipulate genetically mycobacteria have made them a difficult model to characterize genetically.
The developments of tools for genetic manipulation have been facilitating the understanding of genome organization, expression of their
genes and phenotypic determination that influence in the pathogenicity and drug resistance. MED.UIS. 2015;28(1):39-51.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis. Genes. Genome. Metabolism. Drug resistance.

¢COmo citar este articulo?: Fontalvo D, Gémez D. Genes del Mycobacterium tuberculosis
involucrados en la patogenicidad y resistencia a antibiéticos durante la tuberculosis pulmonar y
extrapulmonar. MED.UIS. 2015;28(1):39-51.

Articulo recibido el 11 de julio de 2014 y aceptado para publicacion el 15 de diciembre de 2014.



FONTALVO B, GOMEZ D

INTRODUCCION

La Tuberculosis (TB) sigue siendo un problema de
salud publica. La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) para el 2012 reporté 8,6 millones de casos de
TB en el mundo, de los cuales 1,3 millones fallecieron
por esta causa. Su principal agente etioldgico en
el humano es el Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis) bacteria aerdbica facultativa, acido-
alcohol resistente por su resistencia a la decoloracion
de la fucsina basica. Dentro de las caracteristicas del
M. tuberculosis, estdn el crecimiento lento, estado
de latencia, envoltura celular compleja, patogénesis
intracelular y homogeneidad genética'. La pared
celular es rica en peptidoglucano, glicolipidos y
polisacaridos que junto con otros componentes
como los acidos micdlicos, acido micoserdsido,
fenoltiocerol, lipoarabinomananoy arabinogalactano
contribuyen a la longevidad, a la respuesta
inflamatoria y a la patogénesis de la micobacteria®3.

El tiempo de generacion del M. tuberculosis en
medio sintético o en animales infectados es
aproximadamente de 24 horas. Esto contribuye
a la cronicidad de la enfermedad, la necesidad
de tratamientos prolongados y representa un
obstdculo para su aislamiento cuando se tiene como
objeto de investigacién. Las bases moleculares de
latencia y reactivacién permanecen oscuras pero
se presume que pueda ser una condicién genética
y que envuelve mecanismos de sefalizacion
programadas*®. Es por esto, que es importante
conocer el genoma y la replicacién cromosémica,
especialmente su iniciacion y regulacidn. El codén de
iniciacion para el gen dnadA, un sello distintivo para
el origen de la replicacidn, oriC, fue elegido como
el punto de partida para la numeracidn. Se trata de
un genoma rico en DNA repetitivo, especialmente
en forma de secuencias de inserciéon, como Ia
IS6110, de la que se han hallado 16 copias. También
son fuentes de repeticion las nuevas familias
multigénicas y genes housekeeping duplicados.
Pese a que la tasa de duplicacion es similar a la de
otros microorganismos (el 51% de sus secuencias
codificantes han surgido a partir de un proceso de
duplicacién), como Escherichia coli o Bacillus subtilis,
difiere respecto a ellos en el hecho de que el grado
de conservacién es considerablemente superior,
es decir, al proceso de duplicacién no le ha seguido
un fenédmeno de divergencia, lo cual constituye una
evidencia mas que confirma la hipdtesis de que M.
tuberculosis ha surgido de un proceso de especiacién
relativamente reciente, o bien que se halla ante un
bottleneck>57.
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El objetivo de este articulo es presentar una revision
bibliografica de la literatura cientifica actualizada
sobre los principales componentes del genoma del
M. tuberculosis a fin de comprender los mecanismos
de patogénesis y resistencia a medicamentos de esta
micobacteria.

MEeropoLocGia

Serealizd unabusquedade articulos de investigacion,
monografias, revisiones y libros en espafiol e inglés
publicados después de 1994, que cumplian como
criterios de inclusion el estudio de las caracteristicas
del genoma del M. tuberculosis, que estuvieran
relacionadas con su patogénesis y la resistencia a
farmacos antifimicos. Se excluyeron aquellos que
carecian de soporte cientifico. Se realizé busqueda
electrénica en las bases de datos de Medline,
PubMed, Scielo, UniProt, TubercuList, mediante
descriptores MESH presentes en el titulo, el resumen
o las palabras claves, usando la siguiente estructura:
“[(“genome” OR “genome”]) AND (“Mycobacterium
tuberculosis”  OR  (“Mycobacterium”  AND
“tuberculosis” OR “Mycobacterium tuberculosis”
[“All Fields”]). Se encontraron 118 publicaciones, de
las cuales 93 cumplieron con los criterios de inclusién.

ORGANIZACION Y SECUENCIA DEL GENOMA

La secuenciacién del genoma completo del
M. tuberculosis H37Rv fue publicada en 1998
identificando 3974 genes (actualmente 4011). El
genoma comprende 4 411 529 pares de bases (pb)
conun contenido de Guanina+Citosina (G/C) de 65,6%,
estorepresentala segunda secuencia bacteriana mas
grande disponible después de la Escherichia coli*®. El
hecho de que la proporcién G/C sea elevada alo largo
de todo el genoma, de una forma homogénea, no
concentrada en regiones puntuales, denota que se
trata de un genoma que no harecibido el impacto de
la transferencia horizontal de islas de patogenia. No
obstante, se observan regiones con una proporcion
en G/C superior a la media y que son secuencias
pertenecientes a una gran familia de genes que
incluyen PGRSs (polymorphic G+C-rich secuences).

SECUENCIAS DE INSERCION Y PROFAGOS

La Secuencias de Insercién (IS del inglés Insertion
Sequence), son pequefios (<2,5 kilobases) segmentos
de ADN que puede insertarse en una molécula
blanco®. Antes de que se completara la secuencia
del M. tuberculosis H37Rv, se describieron cuatro
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elementos de IS en la micobacteria llamadas 1S61109,
I1S1081%, 1S1547"y el elemento IS-like™. La mayoria
de las secuencias de insercion del M. tuberculosis
H37Rv, se han insertado en regiones intergénicas o
no codificantes, a menudo cerca de las regiones del
ARN de transferencia (ARNt).

En el genoma del H37Rv contiene 16 copias de
secuencias de insercién IS6110, que ha sido utilizado
en gran medida en el estudio de la epidemiologia
molecular de la TB y se han hallado seis copias de
1S1081, el elemento mas estable3. Se han identificado
nuevos elementos deinsercién entre ellos las familias,
IS3, IS5, 1S21, 1S30, 1S110,1S256 y el ISL38. Otra familia
encontrada es la de REP13E12 que estd localizada a lo
largo del genoma del M. tuberculosis y estd presente
solo en los miembros de este complejo>B5 (Ver
Figura 1).

M. tuberculosis

H37Rv
4,411,529 bp

Figura 1. Mapa circular del cromosoma del M. tuberculosis H37Rv.
El circulo exterior muestra la escala en megabase (Mb), donde
el cero (0) representa el origen de la replicacion. El primer anillo
desde el exterior denota las posiciones de los genes de ARN
estables (ARNt son azules, los otros de color rosa) y también
la region de repeticion directa (cubo de color rosa). El segundo
anillo del interior muestra la secuencia de la cadena codificante
de ADN (a la derecha, verde oscuro; a la izquierda verde claro), el
tercer anillo representa el ADN repetitivo (las IS de color naranja,
la familia REP 13E12, de color rosa oscuro, los profagos de color
azul). El cuarto anillo muestra las posiciones de la familia de PPE
(verde), el quinto anillo muestra los miembros de la familia PE
(purpura, excluyendo PGRS) y el sexto anillo muestra las posiciones
del PGRS (color rojo oscuro). El histograma (centro) representa
el contenido de G/C, las que contienen menos de 65% estan de
amarillo y las mayores de 65% en contenido de G/C, en rojo.
Fuente: Cole ST, Brosch R, Parkhill J, Garnier T, Churcher C, Harris D,
et al. Deciphering the biology of Mycobacterium tuberculosis from
the complete genome sequence. Nature. 1998;393(6685):537-44.
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GENES DEL MYCOBACTERIUM TUBERGCULOSIS INVOLUCRADOS EN LA PATOGENICIDAD Y
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS DURANTE LA TUBERCULOSIS PULMONAR Y EXTRAPULMONAR
Se han encontrado al menos dos profagos en el
genomay su presencia puede explicar el por qué el M.
tuberculosis muestra niveles persistentemente bajos
de lisis en los cultivos. Los profagos phiRv1y phiRv2,
ambos tiene 10kb en longitud y estan similarmente
organizados. El sitio de insercion de phiRv1
corresponde a parte de una secuencia repetida de la
familia 13E12 que parece estar integrado al operon de
biotina>",

FUNCION PROTEICA

Se han atribuido funciones precisas en
aproximadamente 40% de las proteinas, con
funcionalidades similares en un 44% y el restante
16% no parecian proteinas conocidas y pueden
estar relacionadas con funciones especificas de las
micobacterias. Fueron identificados 3924 marcos
de lectura abierto ORFs (open reading frames) en
el genoma. Algunos de estos genes parecen tener
mutaciones con cambio o desplazamiento. Tres
genes (dnaB, recA y Rvi1461) han sido invadidos
por las secuencias que codifican inteinas. En
cuanto a la composicidon aminoacidica, predominan
aminoacidos del tipo alanina, glicina, prolina, arginina
y triptéfano, puesto que son los codificados por
codones ricos en G/C3.

ASPECTOS INMUNOLOGICOS Y PATOGENICIDAD

En vista de la alta carga de TB, la vacunacidén
se convierte en una accién prioritaria en salud
publica. Con el conocimiento de los componentes
estructurales y del genoma del M. tuberculosis
se han abordado varias areas del desarrollo de
vacunas que han sido prometedoras, incluyendo la
vacunacion con ADN, el uso de proteinas secretorias
y de componentes inmundgenos de la envoltura
del M. tuberculosis y las recombinantes con la BCG-
Bovis7?. Por otra parte, se encontrd en el genoma
dos grandes familias ricas en glicina, la PE (por las
regla nemotécnica internacional de los aminoacidos
P: Prolina y E: Acido Glutdmico) y PPE (Prolina-
Prolina-Acido Glutdmico), que revisten importancia
inmunoldgica, por presentar abundantes antigenos
potencialmente polimdrficos’.

FAMILA MULTIGENES PROLINA - ACIDO
GLUTAMICO (PE) Y PROLINA-PROLINA-ACIDO
GLUTAMICO (PPE)

Constituyen dos nuevas familias de proteinas que
ocupan aproximadamente el 10% del genoma,
considerados como la mayor fuente de variabilidad
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genética del M. tuberculosis. Las PE (motivos Prolina-
Acido Glutdmico a nivel del extremo N-terminal)
y las PPE (Prolina-Prolina-Acido Glutdmico), se
caracterizan por ser ricas en prolina y acido
glutamico, y por su repetidos en tdndem (MPTRs)
respectivamente, que hacen pensar en ellas como
potenciales antigenos>*™. El elevado grado de
polimorfismo repetitivo de secuencias (PGRSs) y
polimorfismos mayores (10-15 pb-minisatélites)
de la familia PE se compone de 99 miembros que
en el extremo N-terminal contiene un dominio
altamente conservado compuesto por 110 residuos
aminoacidicos que se disponen dando lugar a
una estructura globular, mientras que el extremo
C-terminal varia en secuencia, longitud y ndmero de
repeticiones. Estudios filogenéticos han llevado a
subdividir la familia PE, en dos subfamilias, la de PE
de 34 miembros y la mds numerosa de 65 miembros,
el de las Polymorphic GC Rich Repetitive Sequence
(PGRS), cuyo contenido en glicina supera el 50% y
se distribuye en forma de repeticiones en tandem
del motivo glicina-glicina-alanina (Gly-Gly-Ala) o de
glicina-glicina-asparagina (Gly-Gly-Asn) en el extremo
carboxilo terminal, mientras que el dominio amino
terminal esta conservado3>»*42,

La familia PPE compuesta por 69 miembros, se divide
en cuatro subfamilias con base en los motivos de
aminoacidos que presentan en el dominio C-terminal
de su secuencia de aminoacidos. También tienen un
dominio conservado en el extremo N-terminal que
estd compuesto por 180 residuos de aminodcidos,
seguidos de segmentos C-terminal que varia
marcadamente en composicion y longitud. Estas
proteinas se dividen en cuatro subfamilias, la PPE-
SVP, con 24 miembros, se caracteriza por el motivo
Gly-X-X-Ser-Val-Prol-X-X-Trp (Gly: glicina-X: cualquier
otro aminodcido-Ser: serina-Val: valina- Prol: prolina-
Trp: triptofano), entre la posicion 300-350 en la
secuencia de aminodacidos. La segunda subfamilia
con 23 miembros es la de secuencia mayor de
repeticién en tdndem o MPTR (major polymorphic
tandem repeat), caracterizado por multiples copias
en tdndem de Asn-X-Gly-X-Gly-Asn-X-Gly (Asn:
asparagina). La tercera subfamilia, llamada PPE-PPW,
estd compuesta por 10 miembros, estd caracterizada
por una region conservada de 44 aminoacidos en
el extremo C-terminal de Gly-Phe-X-Gly-Thr (Phe:
fenilalanina-Thr: treonina) y Prol-X-X-Trp. La ultima
subfamilia compuesta por 12 miembros, consiste
en proteinas con bajo porcentaje de homologia en
el extremo C-terminal>*32% (Ver Figura 2). Se ha
encontrado una proteina PE_PGRS33 codificada por
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el gen Rv1818c de M. tuberculosis compuesta por 498
aminoacidos con un 41% de glicina y 20% de alanina
y estd involucrada en la interaccidn de las moléculas
de superficie celular de la micobacteria con los
macréfagos del huésped3247.

PE subfamily

L —
0 to-400 aa

PPE-PPW subfamily

| cmml:
~110 ace

0 to-500 aa ~180 aa

~180 aa ~200 to ~400 aa

PPE-SVP subfamily

~180 aa

~200 to~400 aa

PE_PGRS subfamily

PPE-MPTR subfamili
| L%

e o
~1102a

0 to >1400aa ~180 aa ~200 to >3 500 aa

Conserved C-terminal extension of variable
N-terminal  length containing either unique
PE sequence sequence or PGRS repeat

Conserved  C-torminal oxtonsion of variablo
N-terminal length containing unique sequence,
PPE sequence PPW motif, SVP motif or MPTR repeat

Figura 2. Representacion diagramatica de la
estructura de los miembros de las familias PE/PPE.
Fuente: Gey van Pittius NC, Sampson SL, Lee H, Kim Y,

van Helden PD, Warren RM. Evolution and expansion of the
Mycobacterium tuberculosis PE and PPE multigene families
and their association with the duplication of the ESAT-
6 (esx) gene cluster regions. BMC Evol Biol. 2006;15(6):95.

REGULACI('?N DE LOS GENES Y SENALES DE
TRADUCCION

La regulacion de los genes en procariotas es llevada
por la RNA Polimerasa (RNAP). La purificacion
y caracterizacién bioquimica de esta enzima ha
permitido identificar dos componentes principales:
el nicleo de la RNAP y el Factor Sigma (FS)*. El
nicleo es un complejo multiproteico constituido
por las subunidades a, B, B’y o. El FS se asocia
transitoriamente con el ndcleo de la RNAP y es
responsable del reconocimiento del promotor.
En la codificacidon de los factores sigmas se han
identificado 13 marcos de lectura en la secuencia
del genoma del M. tuberculosis H37Rv (Ver
Figura 3) y mds de 100 proteinas reguladoras que
median la expresion de los genes y el inicio de la
transcripcién32429, El FS contiene muchos, sino todos,
los determinantes de reconocimiento de promotores
especificos para la RNA polimerasa. El FS ha sido
dividido en dos principales familias: sigma 70 (a”°)
y sigma 54 (a54)?*7283°3', Los miembros de la familia
o’ son relativamente raros y no se han encontrado
en las micobacterias, en contraste a la a’° que estd
en el genoma de todas las bacterias. La familia
a’ contiene hasta cuatro regiones conservadas
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(regiones 1, 2, 3y 4) y han sido divididas en cuatro
subregiones (1-4) basados en su relacién filogenética
y estructura molecular. La regién 1, se divide en
1.1y 1.2, comprende esencialmente factores a
Housekeeping que contiene todos los cuatro grupos
conservados. La regién 2 esta compuesta por cuatro
subregiones y tiene los factores mas estrechamente
relacionados. La subregidn 2.4 se requiere para el
reconocimiento de promotores de la region - 10 de
la transcripcién, mientras que el 2.3 estd envuelto
en la fusidn de las burbujas de transcripcion a partir
del nucledtido nimero 10 del ADN molde3. La
region 3, comprende las subregiones 3.0, 3.1y 3.2. El
grupo cuatro tiene factores a que incluye factores
que contienen regiones 4.1 y 4.2. Esta ultima es
responsable del reconocimiento del promotor -35
(Ver Figura 3).
(@)
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Figura 3. Factores sigma del M. tuberculosis.
Fuente: Rodrigue S, Provvedi R, Jacques PE, Gaudreau
L, Manganelli R. The sigma factors of Mycobacterium
tuberculosis. FEMS Microbiol Rev. 2006;30(6):926-41.
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El M. tuberculosis codifica un repertorio de 13 FS,
de los cuales a#, a®y of son representativos de los
grupos 1,2 y 3 de la familia a’®los restantes 10 FS son
parte del grupo cuatro (Ver Figura 3). El factor a* es
indispensable para el crecimiento del M. tuberculosis.
La sobreexpresidon parece ser responsable del
crecimiento intracelular y el incremento en Ia
resistencia a los superdxidos. En el H37Rv, este factor
se mantiene en niveles casi constantes, sin embargo,
se han observado bajas cantidades en las fases con
disminucién en la aireacién y la fase de crecimiento
estacionario®*34, El factor a® también estd relacionado
con el crecimiento de la micobacteria y la respuesta
al estrés. Los mutantes para este factor son mas
sensibles a varios estresores, entre ellos, el de tipo
osmdtico, oxidativo y el choque térmico. El factor
o parece jugar un papel clave en la fase estacionaria
de crecimiento y se ha detectado suincremento enla
deplecién de nutrientes en el M. tuberculosis®*%. Los
mutantes del gen para el factor o, han mostrado ser
mds permeables a solutos hidrofdbicos, sugiriendo
que of regula componentes de la envoltura celular
en la cual se ha relacionado mas con los sulfolipidos y
estos hallazgos podrian explicar por qué los mutantes
del factor af, son mds sensibles a la rifampicina3®.
METABOLISMO  GENERAL, REGULACION
RESISTENCIA MEDICAMENTOSA

Y

Metabolismo en estado de latencia y estado
de anaerobiosis

M. tuberculosis es un aerobio facultativo, del que se
conocen varias rutas metabdlicas de anaerobiosis,
disponibles para que al estar en fase de latencia,
pueda habitar en un microambiente con escasa o nula
concentracion de oxigeno. Cuando se somete in vitro
a bajas concentraciones de oxigeno, segin el modelo
de estudio de Wayne y Hayes*, el M. tuberculosis
presentaba una adaptacién a estas condiciones de
hipoxia, en dos fases que han sido denominadas,
Persistencia No Replicativa 1 y 2 (NRP1 Y NRP2).
La primera comienza cuando la concentracién de
oxigeno en el medio y en el ambiente es de 1% y 72%
respectivamente y se caracteriza por la deteccidn
subita de ADN pero no de ARN. Las bacterias en esta
fase se hacen resistentes a isonizaida, rifampicina y
ciprofloxacina. En el estadio NRP2, la concentracidon
de oxigeno en el medio y en el aire es de 0,06% y 15%
respectivamente, se caracteriza por la disminucién
inicial en la concentracidn global de ATP y se detiene
el aumento del volumen celular?®4°. En el estudio de
la expresidn genética del M. tuberculosis H37Rv, en
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estado de hipoxia y latencia, se ha encontrado que
el sistema de transcripcién de dos componentes
dormancy survival regulator (dos/RS)*, es el principal
mediador de la respuesta a la hipoxia y controla la
sobreexpresion de 52 genes y la represidon de 19
genes.

El M. tuberculosis adapta su metabolismo al ambiente
anaerdbico activando las vias de respiracion del
nitrato, asi como la via del glioxilato a través de
la estimulacion de las enzimas isocitrato liasa y
glioxilato deshidrogenasa (Ver figura 4)*. Esta via,
permite al M. tuberculosis sintetizar carbohidratos a
partir de acidos grasos.

‘:\»\—:‘ .CoA %
S Citrato

sintasa
 Oxalacetato f Citrato
Malato / Aconitasa
deshidrogenasa
Malato
Malato Isocitrato
sintasa
Isocitrato
liasa
Fumarato H —C C —0‘ CO)
Glioxllato
a-<cetoglutarato
Succlnato
Succinil-CoA

Figura 4. Ciclo del glioxilato.
Mathews CK, Van Holde KE, Ahern KG. Procesos

oxidativos:

Fuente:
ciclo del acido citrico y ruta de
fosfato. En: Mathews CK, Van Holde KE, Ahern KGm, editores.

Bioquimica. 3% ed. Espana: Pearson Educacion, 2002. p. 568-71.

las pentosas

METABOLISMO DE LOS LiPIDOS

Aproximadamente el 8% del genoma esta dedicado
al metabolismo lipidico. M. tuberculosis utiliza
preferentemente carbohidratos cuando crece in
vitro y dcidos grasos cuando infecta a su hospedero.
Actualmente, se describen mds de 200 genes
involucrados en el metabolismo de los lipidos y acidos
grasos, entre los cuales estan incluidos entre otros,
la metil malonil CoA epimerasa (mce-1, mce-2, mce-3,
mce-4), enoyl-acyl carrier protein reductasa (inhA),
acyl-CoA synthasa (fad), pantoate-8-alanine ligase/
pantoate aspartate 1-decarboxilase (panC/ panD)3*.

a4
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En el metabolismo de los acidos grasos insaturados,
se produce el propionil- CoA, que debe metabolizarse
adicionalmente antes de que sus a&tomos de carbono
puedan entrar en el ciclo de la acetil-CoA. Luego
del paso de propionil- CoA a D-malonil-CoA, actda
la enzima metilmalonil CoA epimerasa que lo
metaboliza a L-metil malonil-CoA que finalmente
llega a succinil CoA, para seguir la ruta de la Acetil-
CoA (Ver Figura 5)®.

Propionil-CoA ATP + D-Metilmalonil-CoA
AMP + PPi o]
H o Nl
| 7 : . H- t]:—c—c
H-C—C-——C. S-CoA
| H, ''S-CoA H-€
H 222N
coBicale i (o) o
PropionilCoA carboxilasa
Metilmalonil CoA
epimerasa
Metilmalonil CoA
'I' H //O mutasa 'I' H //O
H—C—CGezes H-=C— s
| | (0] - | | (@]
/C H Hi e
7N 7z
O s-CoA 0" 's-CoA
Succinil-CoA L-Metilmalonil-CoA

Figura 5. Ruta del propionil-CoA.

Fuente: Metabolismo de los |lipidos. En: Melo V,
Melo V, Cuamatzi O. Bioquimica de los procesos
metabdlicos. 2° ed. Espana: Reverte, 2006. p. 292-9.

Degradacion de los dcidos grasos

La degradacidn de los lipidos de las células del
huésped es vital en la forma intracelular del M.
tuberculosis. A través de una amplia familia de
enzimas b-oxidativas, codificadas por multiples
copias en el genoma, las membranas celulares
del huésped proveen precursores para muchos
procesos metabdlicos asi como para potenciales
precursores para constituyentes de la pared celular
micobacteriana. Esas enzimas producen acetil CoA, el
cual puede ser convertido en diferentes metabolitos
y ser fuente energética para el M. tuberculosis (Ver
Figura 6a)®.

Al menos dos tipos discretos de enzimas, la sintetasa
de 4cidos grasos tipo | y tipo Il, estdn involucradas en
la biosintesis de acidos grasos en las micobacterias.
Los genes que sintetizan acido micdlico incluyen la
sintetasa de dcidos grasos tipo | conocido como fas
(fatty acid syntethasa) y un sistema de tipo Il, que
consiste en componentes de enzimas disociables
que actla sobre una proteina portadora de acilo
conocida como ACP (acyl-carrier protein). Fas I
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es incapaz de sintetizar acidos grasos de novo,
pero elonga palmitoil ~ACP a los acidos grasos en
24 a 56 carbonos. Algunos componentes de fas Il
pueden ser blanco importante de los medicamentos
antituberculosos como la isoniazida, incluyendo la
enoyl -ACP reductasa (InhA), cetodcil-ACP sintetasa
(KasA) y la ACP-AcpM. El estudio del genoma
muestra que hay tres potenciales cetoacil sintetasa:
KasA y KasB que estdn altamente relacionadas,
agrupadas en sus genes en acpM, mientras que KasC
es de homologjia distante del sistema de las cetoacil-
sintetasa Il (Ver Figura 6b)>44,

El M. tuberculosis sintetiza policétidos por varias vias.
Un sistema modular tipo | similar al de la sintesis de
la eritromicina es codificado por un gran operon, el
ppsABCDE, quefuncionaenlasintesis de fenoltiocerol.
El grupo de genes pps, se produce inmediatamente
aguas arriba, es decir, ubicado a la izquierda del
extremo 5’ del punto de inicio de la transcripcién del
mas, codifica la enzima multifuncional sintetasa de
acido micoserdsido, dado que sus productos tiocerol
y dacido micocerdsido, forman la molécula mas
abundante de la pared celular, el dimicocerosato de
tiocerol® (Ver Figura 6¢).

GENES IMPLICADOS EN LA RESISTENCIA A
FARMACOS

Resistencia a Rifampicina

La rifampicina actda como bactericida interfiriendo
con la sintesis de ARN mensajero al unirse a la
ARN polimerasa, que estd compuesta por cuatro
subunidades diferentes codificadas por los
genes rpoA, rpoB, rpoC y rpoD' Las micobacterias
desarrollan resistencia a rifampicina mediante
mutaciones en una region definida de la subunidad
B de la ARN polimerasa, que es codificada por el
gen rpoB. Estudios comparativos de secuencias
de rpoB, mostraron seis regiones altamente
conservadas (regiones | a VI) y en las cuales se han
encontrado la mayoria de las mutaciones en el gen
relacionadas con la resistencia a la rifampicina*.
Esta estd determinada por mutaciones que incluyen
deleciones, inserciones y sustituciones que estdn
concentradas enunapequefiazonadeungenrpoBde
M. tuberculosis, las cuales generalmente se localizan
en un corto segmento que incluye los codones 507
a 533. Las mas frecuentes son las mutaciones en
codones para asparagina 516, histidina 526 y serina
531 (Ver Figura 7)3 4654,
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GENES DE RESISTENCIA A ISONIAZIDA

La isoniazida, forma hidracida del acido nicotinico, es
una prodroga de gran actividad sobre M. tuberculosis
con una Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)
de 0,05 pg/ml, que al ser captada por la bacteria,
es activada por el sistema catalasa-peroxidasa a la
forma activa, el acido nicotinico, de manera que la
ausencia de actividad catalasa, debido a mutaciones
en el gen katG, codificante de esta enzima, es uno
de los mecanismos de resistencia a la isoniazida. El
mecanismo de accidn es la inhibicidon especifica de
la sintesis de acidos micdlicos, sin afectar la de otros
acidos grasos®.

a
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accD Acetyl-CoA carboxylase, malonyl-CoA synthesis
mabA 3-oxo-acyl-acyl carier protein reductase, reduces KasA/B product
inhA Enoyl-acyl carrier protein reductase

cmaA1
cmaA2

cyclopropane miycolic acid synthase 1, distal-position specific
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Figura 6. Metabolismo de los lipidos en el M. tuberculosis.
Fuente: Cole ST, Brosch R, Parkhill J, Garnier T, Churcher C, Harris
D, et al. Deciphering the biology Mycobacterium tuberculosis from
the complete genome sequence. Nature. 1998;393(6685):537-44.
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A rpoB gene:

B Amplified
Region:

Figura 7. Gen rpoB.
Fuente: Gingeras TR, Ghandour G, Wang E, Berno A, Small

MED. UIS. 2015;28(1):39-51

PM, Drobniewski F, et al. Simultaneous genotyping and species

identification using hybridization pattern recognition analysis of generic Mycobacterium DNA arrays. Genome Res. 1998;8(5):435-48.

KatG es una proteina de 80 KDa, compuesta por 740
aminodcidos, es codificada por el gen katG, que se
encuentra en una regién relativamente inestable,
haciéndolo susceptible de sufrir inserciones,
deleciones y mutaciones. Las mutaciones se
concentran en una regién codificante del gen katg,
que comprende mayormente los codones 300 al
507, siendo las mas frecuentes las sustituciones de
la serina 315 por treonina y el residuo de arginina
463 por leucina. Estas mutaciones explican
aproximadamente el 42-58% de los casos clinicos
resistentes a isoniazida (Ver Figura 8)7.

Gen inhA

La enzima enoil ACP reductasa codificada por
geninhA, estainvolucrada enlos pasos de elongacion
dedcidosgrasosdelM. tuberculosisyse haidentificado
como blanco de accién de la isoniazida. La isoniazida
activada interfiere con la sintesis de dcido micdlico
por inhibicién de la NADH dependiente de la enoil
ACP reductasa. La mutacidn del gen inhA, que la
codifica explica aproximadamente el 25% de los casos
de resistencia a isoniazida. Las mutaciones en el gen
inhA, no solo causa resistencia a la isoniazida, sino

G W Missense mutation
- *,0 Termination mutation
R O Insertion
= @ Deletion
IC
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A E NAEEV I SPNAAALTCx * LRT GTGTTSN R*V C PSVMD PSF PAPPA
A Ad JYYVY) A A A A A A YY)
FAI AHASAERERE A AEMEEA 300 £ A4AHE A0 MY
M D IDGHA MNASDLLSATWY FTPWSWIIA | LWG R QFALG LGL SVAAD
11111911111 1111111222222333333 3 4445555565666 6666 TTVTT
66799011222223344456789015678012335 9 678111226780 1123 01113
1 35149803023568902600208072259058450 3 37613516747 379984 00475
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KatG315
AGC->ACC (Ser->Thr)
AGC->ACA (Ser->Thr)
AGC->AAC (Sar->Asn)
AGC-»ATC (Ser-> llo )
AGC->CGC (Ser>Arg)
AGC->AGA (Ser->Arg)
AGC-»GGC (Ser->Gy)

KatG138
AAC->AGC (Asn->Ser)
AAC->CAC (Aen->His)

g
KatG463

CTG<>CGG (Leu<->Arg)

KatG328
TGG->GGG (Trp->Gly)
TGG->TTG (Trp->Leu)
TGG-»TGC (Trp-»Cys)

Figura 8. Mutaciones en el gen katG.

A: Alanina C: Cisteina D: A- aspartico E: A. glutamico
Asparagina
V: Valina
Fuente: Ramaswany S. Tubercle and Lung Disease. 1998. 79:3-29

F: Fenilalanina G: Glicina H: Histidina I: Isoleucina M: Metionina N:

P: Prolina Q: Glutamina R: Arginina S: Serina T: Treonina W: Tript6fano

ab
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también a la ethionamida. Se han encontrado dos
genes que participan en esta resistencia combinada
de ethionamida - isoniazida, designado como mabA
e inhA para referirse a la ethionamida e isoniazida
respectivamente. La principal sustitucion se da en la
posicidn 94 de la Ser por la A58,

Gen oxyR

En M. tuberculosis, el oxyR, el gen regulador central
en la respuesta al estrés oxidativo y de nitratos, esta
sorprendentemente inactivo y estd representado en
el genoma de la micobacteria, como un pseudogen,
situado entre los marcos de lectura abierto, Rv2427c
y Rv2428. Es conocido que el gen oxyR regula algunos
genes envueltos en la respuesta al estrés oxidativo,
incluyendo, ahpC, katG, gorA, fur, dps y oxyS.

Los genes oxyR y ahpC estdn estrechamente

relacionados, con transcripcién inversa.
Sorprendentemente, el gen oxyR, fue inactivado
naturalmente, por acumulacion de miltiples

alteraciones genéticas, incluyendo mutaciéon con
cambio, mutaciones puntuales y deleciones®'3.

Gen ahpC

La enzima Alkil hidroperoxidasa tipo C (AhpC)
es capaz de detoxificar perdxidos orgdnicos vy
probablemente, también perdxido de hidrégeno.
Esta enzima se hainactivado en M. tuberculosis H37Rv
por recombinacidon homdloga utilizando un plasmido
con el gen inactivado. La mutante obtenida fue tan
virulenta como la cepa original en ratones BALB/c
infectados por via intravenosa. Estos resultados
sugieren que este gen no juega un papel importante
en el inicio de la infeccién. Sin embargo, el hallazgo
de niveles elevados de expresion de AhpC en cultivos
estaticos de M. tuberculosis obliga a definir en el
futuro el papel de esta enzima en niveles posteriores
de infeccion®+®.

La peroxiredoxina AhpC de M. tuberculosis ha sido
expresada, purificaday bien caracterizada, de manera
que se ha descubierto que difiere de otras proteinas
Ahp de la familia a nivel de tres residuos de cisteina
que, mediante estudios de mutagénesis, se sabe
que son esenciales para la actividad catalitica. La
expresion de AhpC estd asociada con la resistencia
a isoniazida y muchas de las cepas resistentes a este
antifimico poseen una mutacién a nivel de la regién
promotora (mutacion promoter-up)®+°7.
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Gen fur

Se encuentra localizado a 471pb corriente arriba del
sitio de inicio del codén del gen katG. El andlisis de las
cadenas de M. tuberculosis revelan que esta region
contiene un marco de lectura abierto que codifica
para el furA, un homdlogo de FUR, un regulador
de la captacién del hierro encontrado en bacterias
entéricas con la E. coli y S. typhimurium y el cual se
ha encontrado envuelto en la detoxificacion de
radicales de oxigeno®¢s,

GENES RESISTENCIA ESTREPTOMICINA (S): rrs y rpsL

La S es un aminoglucdsido bactericida que actda
sobre los ribosomas inhibiendo la sintesis de
proteinas, al unirse a la fraccion 16s rRNA. Cerca de
65-75% de las cepas resistentes a la S son explicadas
por las mutaciones identificadas en los genes rrs
y rpsL, que codifica la proteina ribosomal S12. Las
mutaciones puntuales del gen rrs, se encuentran en
dos regiones, en torno a los nucledtidos®0y 915. La
region 530 del 16S del rRNA es altamente conservada
y esta adyacente a la regiéon 915 en los modelos de
estructura secundaria. La mayoria de las mutaciones
puntuales que producen resistencia a la S ocurren
en el gen rpsL. La mas comun es el coddn 43 donde
se da el cambio de AAG por AGG, como resultado de
una sustitucion de Lisina (Lys) por Arginina (Arg),
menos frecuentemente un AAG por ACG, por una
sustitucion de Lys por Treonina (Tre). Las mutaciones
también pueden ocurrir en el codén 88 y resultaenla
sustitucion de Lys por Arg ( AAG por AGG) o Lys por
Glic ( AAG por CAG)®97,

GENES RESISTENCIA A PIRAZINAMIDA: pncA

La pirazinamida es un andlogo estructural de la
nicotinamida. La accidn bactericida intracelular de
la pirazinamida es debida a la acumulacién de su
derivado activo, acido pirazinoico, al degradarse
por el efecto de la pirazinamidasa de las cepas
sensibles. Actda en un pH acido sobre poblaciones
de micobacterias que estan en estado latente en el
interior de los fagosomas. En los bacilos resistentes
se han identificado interrupciones en el gen pncA,
codificante de la enzima pirazinamidasa, por lo cual
no se podria activar el antibidtico. Se han identificado
entre otras sustituciones en las posiciones Cys63Prol,
GIn138Prol y Asp63His y delecién de un nucledtido
de guanina en las posiciones 162y 2887,
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GENES RESISTENCIA A ETAMBUTOL: embCAB

Es un compuesto sintético que actia como
bacteriostdtico, cuyo mecanismo de accién es inhibir
la transferencia de dcidos micdlicos presentes en la
pared micobacteriana y la inhibicidn de la sintesis
de arabinogalactano y lipoarabinomanano, al
actuar sobre la arabinosil transferasa que media la
polimerizaciéndelaarabinosaenelarabinogalactano.
Las alteraciones génicas identificadas hasta
ahora se concentran en un operon designado
como embCAB, que incluye tres genes codificantes
para arabinosiltransferasas. Las mutaciones en la
region emb se asocian a altos niveles de resistencia
y se han identificado en aproximadamente el 65% de
los aislamientos clinicos resistentes a etambutol. Los
estudios realizados sobre las mutaciones en el gen
embCAB han encontrado alteraciones en su mayorifa
en el coddn 306 con sustituciones de metionina por
valina (Met306Leu), otros hallados son sustituciones
de Fenilalanina porValina (Fen33oVal)ylade Treonina
por Isoleucina (Treo6301s0). Para obtener la genética
molecular de sintesis de arabinano, Belanger y cols,
identificaron dos loci en el gen embAB en M. avium
que codifica la arabinosiltransferasa. Trabajando
en paralelo, Telenti y cols, secuencién genes
codificantes para el emb en M. smegmatis. Tres genes
organizados como un operon fueron identificados y
designados como embCAB. La gran mayoria (89%) de
las cadenas tienen una mutacién en el codén 306, sin
embargo también se han identificado en otros tres:
Fen28sLeu, Fen33oVal y Tre630lle?>7¢(Ver Figura 9).

Lpemba
Avemba
EmbA | Themba

Smemba

Lpembe
EmbC [ Tbembc

Smembc
Lpembb
Avembb
Tbembb
Smembb

EmbB

Figura 9. Mutaciones gen embCAB.

Fuente: Jacobs Jr et al. EmbCab operon of Mycobacteria and
mutants thereof. Estados Unidos patente de EE.UU. 6015890. 2000
18 de enero.

GENES DE RESISTENCIA A FLUOROQUINOLONAS
(FQ): gyrA, gyrB

Se encuentra en este grupo la ciprofloxacina,
ofloxacina, moxifloxacina y gatifloxacina, como

MED. UIS. 2015;28(1):39-51

farmacos utilizados en caso de resistencia a los
medicamentos de primera linea. La actividad de las
fluoroquinolonas tiene lugar a nivel de la DNA girasa
una topoisomerasa de tipo Il que estd compuesta
por las subunidades A y B que estan codificadas por
los genes gyrA'y gyrB respectivamente, interfiriendo
asi con la replicacién del ADN. Un sitio de accidn
secundario es la topoisomerasa IV codificada por los
genes parCy park?.

Las mutaciones asociadas con altos niveles de
resistencia a las FQ se encuentran agrupadas en una
region de 40 aminoacidos en el gen gyrA conocida
como Regién Determinante de Resistencia a la
Quinolona (QRDR, por la sigla del inglés de quinolone
resistance determining region)’®. Se han descrito
polimorfismos en los codones 90, 91, 94 y 95. Las
mutaciones en los tres primeros codones se asocian
con resistencia a la ciprofloxacina, mientras que las
cepas sensibles a este antibidtico se han visto que
carecen estas mutaciones”.

En estudios realizados en pacientes con tuberculosis
multidrogoresistente con resistencia a FQ en
Nueva York, encontraron otras sustituciones de
aminodcidos relacionados con resistencia, hallando
mutaciones en los codones 9o (Ala>Val) y en el 94
(Asp>Ala, Asn, Gly, His, Tir) en el gen gyrA77. Las
mutaciones N538D, E540V y R485C + T539N, han
conferido resistencia a las cuatro FQ, ciprofloxacina,
ofloxacina, levofloxacina y moxifloxacina. Las
mutaciones D500H y D500N se asocian a resistencia
a levofloxacina y ofloxacina, mientras que las
mutaciones N538K y E540D, lo hacen con solo

moxifloxacina’® (Ver Figura 10).
gyrA >‘

— (o >1

A 485 486..500..509..520 521..533..534..537 538 539 540 541 542 543 544 545 546..577
B 457 458..472..481..492 493..505..506..509 510 511 512 513 514 515 516 517 518..549
C 446 447..461..470..481 482..494..495..498 499 500 501 502 503 504 505 506 507..538

Arg Ser Asp Gly Leu Arg Asp Arg Lys Asn Thr Glu Val GIn Ala lle lle Thr Gly

Cys Phe Ala Ala Glu Leu Ala Asp Asn Asp Thr Met His
His Lys Lys Pro Val Val
Asn Ser

Thr
Figura 10. Sustituciones de aminoacidos en el gen gyrB de

M.tuberculosis.

Parte A representa la numeracion de acuerdo a http://genolist.
pasteur.fr/TubercuList. Parte B, sistema de numeracion de acuerdo
a Zhou J et al. Parte C representa el sistema de numeracion con
base a http://tuberculist.epfl.ch/index.html annotation.

Fuente: Malik S, Willby M, Sikes D, Tsodikov OV, Posey JE.

New insights into fluoroquinolone resistance in mycobacterium
tuberculosis: functional genetic analysis of gyrA and gyrB
mutations. PLoS One. 2012;7(6):e39754. Epub 28 Jun 2012.
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GENES DE RESISTENCIA A AMINOGLUCOSIDOS:
KANAMICINA, AMIKACINA, VIOMICINA Y

CAPREOMICINA: rrs, flyA

Los aminoglucdsidos impiden la sintesis de proteinas
por inhibicién de la funcién normal de los ribosomas.
El mecanismo molecular mas comun de resistencia
en kanamicina y amikacina se ha asociado con una
mutacion en el gen rrs que codifica para la subunidad
16S del rARN. Las mutaciones en el gen tlyA que
codifica la 2’-O-metiltransferasa que modifica el
nucledtido C1409 en la hélice 44 de ARNr 16S vy
el nucléotido C1920 en la hélice 69 del ARNr 23S
(subunidad 50S), estd implicado en la resistencia
a la capreomicina y viomicina’. Se han reportado
mutaciones en el gen GidB (glucosa-inhibitol division
protein B) , que podrian explicar el 27% de las
resistencia de la estreptomicina’®.

GENES INVOLUCRADOS EN LAS BOMBAS DE
EFLUJO COMO MECANISMOS DE RESISTENCIA

El resistoma intrinseco se constituye en un fenotipo
antiguo que ha evolucionado en la bacteria y que le
confiere propiedades de resistencia intrinseca y no
adquiridas sin exposiciéon previa a antibidticos®2.
Estaresistencia intrinseca usualmente es el resultado
de la reduccidn en la permeabilidad de la envoltura
bacteriana y de la actividad de las bombas de
eflujo, encargadas de eliminar una gran cantidad
de compuestos del citoplasma de las bacterias®84.
La secuencia del genoma del M. tuberculosis H37Rv
revela la presencia de 13 potenciales proteinas
transmembrana y han sido denominadas MmpL
(mycobacterial membrane proteins large), que por
su naturaleza hidrofébica y la fuerte asociacidn
de cuatro de sus genes con el metabolismo de
los lipidos sugieren que pueden estar envueltos
naturalmente en el transporte de acidos grasos®»%4.
Se ha observado que la sobreexpresién del gen
mmplL7 es la responsable de un alta de resistencia
a la isoniazida®. Otro gen envuelto en resistencia
a este antifimico, es el iniA, que en estudios de
experimentacion se ha encontrado esencial para
la actividad de bombas de eflujo que le confieren
resistencia a la isoniazida y etambutol. Esto sugiere
que este gen confiere resistencia a mudltiples
drogas®. Otros genes involucrados son efpA, pstB
y Rv1258¢®8, La resistencia innata a la rifampicina
se ha descrito en ausencia de mutacién del rpoB,
posiblemente como resultado de alteracién en la
permeabilidad de la barrera celular®79°.Las bombas
de eflujo que estan involucradas son la Rv1258¢,
Rv1410¢, Rv1819c y Rv2136c9%9",
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CONCLUSIONES

Las dificultades para manipular las micobacterias
genéticamente, su crecimiento lento y su
patogenicidad han hecho de ellas un modelo dificil
de caracterizar genéticamente. El desarrollo de
herramientas para la manipulacidon genética han
permitido avances en la investigacion en este campo,
facilitado el entendimiento de la organizacién del
genoma, la expresion de sus genesy la determinacién
fenotipica, que explican los mecanismos de
patogenicidad, estado de latencia y resistencia a
farmacos antifimicos. El genoma del Mycobacterium
tuberculosis comprende una amplia gama de genes
con un alto contenido de G/C que pertenecen a dos
familias de proteinas la PE y PPE, que influye en la
virulencia y son consideradas fuente de variabilidad
genética de gran relevancia inmunoldgica que son de
particular interés para estudios futuros orientados a
buscar tratamientos nuevos para el control de esta
enfermedad.
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