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REVISION DE TEMA

Inactivacion de genes de Mycobacterium tuberculosis y
su potencial utilidad en la prevencion y el control de
la tuberculosis

Ofelia Chacén 2, Teresa Realpe ', Raul Gerardo Barletta 2, Jaime Robledo '23

"Unidad de Bacteriologia y Micobacterias, Corporacién para Investigaciones Biolégicas, Medellin, Colombia.
2 Department of Veterinary and Biomedical Sciences, University of Nebraska, Lincoln, Nebraska, USA.
3 Facultad de Medicina, Universidad Pontificia Bolivariana

El conocimiento derivado del genoma de Mycobacterium tuberculosis, junto con el desarrollo
de sofisticados sistemas para la manipulacion genética del bacilo, ofrece la mayor promesa
para el desarrollo de herramientas nuevas y mas eficientes para prevenir y controlar la
tuberculosis. Se han desarrollado métodos mas eficientes para la inactivacién de genes
micobacterianos que se han convertido en el pilar de la genémica funcional micobacteriana.
La generaciéon de mutantes mediante la inactivacion génica, apoyada directa o indirectamente
por el desciframiento del genoma micobacteriano, ha permitido la generacién de un numero
significativo de mutantes de M. tuberculosis. En algunos casos, el andlisis de estas mutantes
ha establecido relaciones entre los productos génicos y sus funciones en la fisiologia y la
patogenicidad de la micobacteria. En esta revision se describen los estudios mas
representativos basados en dichas mutantes.

Palabras claves: Mycobacterium tuberculosis, inactivacion de genes, gendémica funcional,
mutantes atenuadas.

Gene inactivation in Mycobacterium tuberculosis and its use in tuberculosis control and
prevention

Availability of the M. tuberculosis genome sequence and the development of sophisticated
systems for genetic manipulation of bacilli offer the potential for new and effective tools to
prevent and control tuberculosis. Efficient methods to inactivate mycobacterial genes have
been developed. These methods have become the cornerstone for the application and
development of mycobacterial functional genomics. Specific mutants are generated to establish
the role of targetted genes associated with mycobacterial physiology and pathogenesis. Gene
inactivation, supported directly or indirectly by the deciphering of the mycobacterial genome,
has permitted the generation of large numbers of M. tuberculosis mutants. Analysis of these
mutants has (in some cases) established relationships between gene products and their role in
mycobacterial physiology and pathogenesis.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, gene inactivation, functional genomic, attenuated
mutants.

La identificacion de Mycobacterium tuberculosis
como agente causal de tuberculosis hecha por
Robert Koch en 1882 marc6 el primer hito en el
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estudio de esta enfermedad (1). Estos hallazgos,
seguidos por el desarrollo y refinamiento de las
técnicas de coloracion y cultivo realizadas por
Paul Erhlich, Franz Ziehl y Friedrich K.A. Nielsen
proporcionaron las primeras herramientas para
combatir racionalmente la tuberculosis (2). En mas
de un siglo desde la introduccion de estas
herramientas, se han desarrollado una vacunay
varios agentes quimioterapéuticos. Aun asi, en la
actualidad, la tuberculosis sigue siendo la mayor
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causa de muerte en el mundo debida a un Unico
agente infeccioso (3,4).

Se sabe que casi un tercio de la poblacién mundial
esta infectada con el bacilo tuberculoso, el cual
es la causa de muerte de 2 millones de personas,
aproximadamente, cada ano. Esta situacion ha
empeorado recientemente por factores como la
aparicion de cepas de bacilos multirresistentes a
los medicamentos antes efectivos en el
tratamiento y por la pandemia VIH/sida. De
acuerdo con este panorama, se necesitan nuevas
estrategias para prevenir y controlar eficiente-
mente esta enfermedad.

Las caracteristicas propias de M. tuberculosis
plantean un verdadero reto para los investigadores.
Por ejemplo, M. tuberculosis tiene un tiempo de
replicacién lento, sus requerimientos para el
crecimiento in vitro son exigentes y presenta
dificultades para la manipulacién genética.
Afortunadamente, el conocimiento reciente del
genoma de la micobacteria y el desarrollo de la
tecnologia gendmica han proporcionado
instrumentos para el desarrollo de nuevas
técnicas que permiten la manipulacién genética
del bacilo (5-8). La inactivacion de genes
especificos y el estudio de los efectos que dichas
inactivaciones tienen en las funciones
estructurales y fisioldgicas de la micobacteria,
incluso sus efectos en la virulencia, asi como el
estudio de la esencialidad de los genes que
codifican posibles blancos para agentes
terapéuticos, se han convertido en la piedra
angular de la aplicacion de la gendmica funcional
como disciplina para el estudio de la tuberculosis.

Actualmente, la gendmica funcional esta abriendo
un camino totalmente nuevo en el estudio de la
tuberculosis y su utilizacion, probablemente,
llevara al disefo racional de estrategias para la
identificacién de blancos potenciales para la
intervencion terapéutica, el diagndstico y la
generacion de vacunas.

En esta revision, que no pretende ser exhaustiva
por la imposibilidad de cubrir la totalidad del tema,
se abordan los hallazgos recientes suministrados
por la manipulacion genética y la inactivacion de
algunos genes relacionados con la estructura o el
metabolismo de M. tuberculosis. Se describen
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brevemente las estrategias que se han usado para
inactivar diferentes genes y los posibles papeles
de cada gene en la fisiologia o en el proceso de
patogénesis. Esperamos que esta informacion sea
de utilidad en el entendimiento de la genética
micobacteriana y que sea aplicable en el disefio
y en el desarrollo de nuevas medidas de control y
prevencion de la tuberculosis.

Para un mejor entendimiento de la informacién
proporcionada, se describiran inicialmente algunas
de las metodologias utilizadas para la inactivacion
génica en micobacterias y, posteriormente, varios
estudios en los cuales se han generado mutantes
de M. tuberculosis con el uso de algunas de estas
metodologias. Esto ultimo se presenta clasificando
los genes en: aquéllos relacionados con la
biosintesis de la pared celular - un componente
estructural que es cuantitativa y cualitativamente
importante para la fisiologia micobacteriana - y
sus proteinas asociadas; los relacionados con la
biosintesis, el metabolismo o el transporte de
metabolitos y nutrientes como aminoacidos,
metales y acidos grasos, y los genes involucrados
en procesos complejos que juegan papeles
importantes en la adaptacion micobacteriana a
diferentes factores medio-ambientales como la
regulacién de la transduccion de senales, la
transcripcion y la resistencia a los mecanismos
bactericidas de los macréfagos.

Técnicas utilizadas para
la inactivacion génica de micobacterias

Las micobacterias, especialmente aquéllas de
crecimiento lento como M. tuberculosis, son
microorganismos dificiles de manipular genética-
mente. Los métodos utilizados inicialmente para
generar mutantes de micobacterias se basaron
en el uso de diversos agentes mutagénicos como
la luz ultravioleta y los agentes quimicos (9). Sin
embargo, estos métodos no fueron lo suficiente-
mente efectivos como para permitir un desarrollo
rapido de la genética funcional micobacteriana.
Décadas mas tarde, se aplicaron exitosamente
otras técnicas como el empleo de vectores
adecuados que incluian plasmidos, fagos,
fasmidos y transposones que permiten la
inactivacion de genes por recombinacién
homdloga y la generacién de mutaciones al azar.
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La inactivacién de genes por recombinacion
homologa consiste en la introduccion de una copia
mutada del gen en la micobacteria. Esta copia se
recombina luego por mecanismos de recom-
binacion homdloga con el gen sin mutacion®, el
cual se reemplaza en el cromosoma mico-
bacteriano (figura 1). Mientras que algunos pocos
ensayos han tenido éxito introduciendo el gen
mutado como un fragmento lineal (10-13), la
mayoria de los métodos, como se presenta mas
adelante, se basan en el uso de plasmidos y fagos.

Por ejemplo, un vector suicida, consistente en un
plasmido con un gen que codifica para un producto
que resulta en toxicidad o letalidad para la
micobacteria, puede ser utilizado para introducir
una copia inactivada del gen blanco, asegurandose
que la recombinacion homdloga resulte en un
cromosoma recombinante en el cual el gen letal o
téxico se encuentre ausente. Si se produce una
recombinacion parcial con integracion del plasmido
en el cromosoma, la transcripcion resultante del
gen letal impedira que se aislen recombinantes
(figura 2). Uno de los genes que se han utilizado
con este fin es el gen sacB que codifica para
levansacarasa. Cuando este gen se transcribe en
presencia de sacarosa, resulta en acumulacion
de levanos lo cual impide el crecimiento de las
micobacterias (14). Alternativamente, el gen

Figura 1. Inactivacién génica por recombinacion homoéloga.
En este caso, una copia del gen alr ha sido inactivada por
un determinante de resistencia a kanamicina (aph) y deja
secuencias homologas del gen alr (alr’ y ‘alr). Se introduce
en la micobacteria por transformaciéon con un plasmido o
por transduccion utilizando la infeccién con un
micobacteriéfago. Esta copia mutada realiza recombinacion
homologa con entrecruzamiento doble con el cromosoma
de la micobacteria para generar un cromosoma
recombinante que posee la copia inactivada del gen alr.
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inactivado puede ser introducido en la
micobacteria por un fago. Se pueden empacar
plasmidos con el gen mutado en micobacterio-
fagos para generar fasmidos. Estos fasmidos
pueden, a su vez, infectar las micobacterias. La
transfeccion con los fasmidos resulta en la
introduccion de moléculas de ADN con el gene
mutado que sirven como sustrato para la
recombinaciéon homologa (figura 3).

Figura 2. Inactivacion génica con vector suicida. El vector
suicida es un plasmido que contiene una delecion en el gen
de interés, gim, que lo inactiva; un marcador selectivo hyg
y un marcador contraselectivo sacB: a) inicialmente, se
produce una recombinacion homdloga con entre-
cruzamiento sencillo la cual integra el vector en el
cromosoma; por tanto, los recombinantes son resistentes
a higromicina y sensibles a sacarosa por expresar los
genes hyg y sacB. b) Cuando ocurre un segundo evento
de recombinacion homdloga con entrecruzamiento doble
en presencia de sacarosa, se pueden aislar recombinantes
que han perdido el resto de las secuencias del vector y
que tienen el gen de interés mutado (gim) que ha
reemplazado al gen no mutado (gi) y aislamientos con el
gen gioriginal. El no aislar recombinantes con el gen mutado
sugiere la no viabilidad de recombinantes con estas
caracteristicas.
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Figura 3. Recombinacién homodloga con fasmidos. 1) El
gen de interés es inactivado por un determinante de
resistencia a higromicina (gim:hyg®) y subclonado en un
césmido. 2) Este se alinea y se liga al genoma del fago. 3)
El césmido es, luego, empacado en un fago termosensible
para generar un fasmido. 4) Se infecta E. coli por
transduccién y se recupera el fasmido. 5) Este se
electropora en M. smegmatisy se incuba a 30°C para inducir
el ciclo litico. 6) Los micobacteriéfagos recuperados se
utilizan para infectar la micobacteria blanco en la cual ocurre
la recombinacion homologa entre el gen original (gi) y el
gen mutado (gim). 7) Las colonias recombinantes con la
mutacion se recuperan a 37°C por ser resistentes a la
higromicina.

En el caso de mutacion por transposones, el gen
se inactiva debido a la insercién de un fragmento
movil de ADN (transposoén). La insercion de estos
fragmentos es al azar y, por tanto, con este
sistema no es posible predecir cual o cudles genes
seran inactivados. Al introducir los transposones
por intermedio de plasmidos o de fagos se pueden
generar librerias de mutantes que deben, luego,
ser analizadas para buscar caracteristicas
especificas de las mutantes de interés (figura 4).
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Figura 4. Insercién génica con transposones. Un
transposén con un gen determinante de resistencia a la
higromicina (hyg), las secuencias invertidas IR y el gen de
la transposasa A (tnpA) se introducen en las micobacterias
por medio de transduccién utilizando un micobacteriéfago.
La integracion del transposén ocurre al azar y genera
mutantes en diferentes genes que se pueden seleccionar
en medio con higromicina.

Se han utilizado algunas variaciones para hacer
mas rapido y efectivo el analisis de librerias de
mutantes, por ejemplo, la mutagénesis del tipo
signature tag, en las cual el transposon lleva una
pequeha secuencia que permite identificarlo
(15,16), o hibridizaciones con el sitio del transposon
(TRASH), en las cuales se utilizan microarreglos
para detectar los genes que poseen inserciones
(17).

Inactivacion de genes involucrados en
la biosintesis de la pared celular y
de proteinas asociadas

La pared celulary sus proteinas asociadas estan
situadas estratégicamente en la estructura externa
de la micobacteria y juegan un papel importante
en la interaccion patégeno-hospedero. En estos
microorganismos, el efecto bactericida de
inhibidores de la sintesis de la pared celular
confirma la esencialidad de este componente para
la supervivencia de la bacteria. Ademas, varias
proteinas asociadas con la pared celular se han
propuesto como factores de virulencia (18-20).

La pared celular de la micobacteria tiene una
conformaciéon compleja de glicolipidos y proteinas
asociadas con la estructura central micolil-
arabinogalactano-peptidoglicano (21,22). El
arabinogalactano, el mayor componente de la
pared celular, esta unido a los residuos de acido
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muramico del peptidoglicano (23,24). Esta
molécula tiene substituciones de acidos micdlicos,
los cuales son acidos grasos de alto peso
molecular. En M. tuberculosis, los acidos
micolicos son ciclopropanos y se pueden clasificar
de acuerdo con la presencia y la naturaleza de
los sustitutos que contienen oxigeno en la porcion
distal de la rama del meromicolato, en acidos
alfa micdlicos no oxigenados y acidos oxigenados
ceto y metoximicolicos (25-29). La sintesis de los
acidos micdlicos involucra varias metiltrans-
ferasas necesarias para la formacioén de los anillos
ciclopropanos y las ramas metiladas (25-28,30,31).

Aunque la mayoria de los acidos micdlicos en la
pared celular de la micobacteria se encuentran
como ésteres ligados al arabinogalactano, algunos
también son transferidos por las micolil
transferasas a la a—o'-trehalosa para formar
glicolipidos extraibles, incluso a—o'-trehalosa
monomicolato (TMM) y o—o'- trehalosa dimicolato
(TDM) o factor corddn (18,23). Otros componentes
extraibles que se han identificado en la pared
celular de M. tuberculosis, incluyen iocerol
dimicocerosato, sulfolipidos y lipoarabinomanam
(18,23).

Se han sugerido papeles importantes para los
componentes individuales de la pared celular
micobacteriana en la patogenicidad y la
resistencia a medicamentos del bacilo tuberculoso.
Por ejemplo, las alteraciones en las proporciones
y en las estructuras de los acidos micdlicos se
han relacionado con variaciones en la fluidez yla
permeabilidad de la pared celular. Estas
variaciones pueden, a su vez, estar relacionadas
con la resistencia de las micobacterias a
sustancias bactericidas (32). Algunas de las
funciones sugeridas para los componentes de la
pared celular micobacteriana se han confirmado
por analisis genético recientes en M. tuberculosis
(16,28-30,33,34).

Genes involucrados en la sintesis y
transporte de dimicocerosatos

Los dimicoserosatos (DIM), inclusive el
dimicoserosato tiocerol (PDIM), parecen jugar un
papel importante en la virulencia de la
micobacteria (35). La sintesis de DIM involucra
varios genes que incluyen los genes ppsA-E que
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codifican para una policétido sintasa requerida
para la sintesis de phtiocerol (36), el gen mas
que codifica para una sintasa del &cido
micocerdsico (37,38) y el gen fadD28 que codifica
para una acil-coA sintasa, la cual parece jugar
un papel importante en la transferencia acil del
acido micocerdsico a phtiocerol (39).

En M. tuberculosis, estos genes estan localizados
en una region de 50 kb del cromosoma en el que
también se localizan los genes drrA-C que
codifican para un polipéptido similar al del ligador
del transportador ABC (40), el gen mmpL7 que
codifica para una proteina conservada de
membrana de micobacterias (8), el gen fadD26
que codifica para una acil-coA sintasa (39,41) y
el gen epapA5 que codifica para una policétido
sintasa asociada con proteinas de funcién
desconocida (8).

En un aislamiento clinico de M. tuberculosis, cepa
Mt1083, utilizando mutagénesis con transposones,
se generaron mutantes de los genes fadD26,
fadD28, mmpL7 y drrC. Estos mutantes se
aislaron luego de una seleccién por su atenuacion
potencial en pulmones de ratones BALB/c
infectados por via intravenosa (15). Utilizando la
misma estrategia se han generado mutantes de
la regiéon promotora en la cepa Erdman de M.
tuberculosis que incluyen los genes faD26, ppsA-
Eylos genes fadD28y mmpL7. Estos ultimos se
aislaron luego de seleccionarse por su inhabilidad
para replicarse en el interior de los pulmones de
ratones C57BL/6 infectados por via intravenosa
(16).

El andlisis de los lipidos de células enteras
extraidos de la mutante que contiene inserciones
en la region que incluye los genes fadD26'y ppsA-
E, revelaron que tenian cantidades pequefas o
indetectables de PDIM (15,16). Lo anterior sugiere
que la expresion de los genes ppsA-E podria estar
acoplada a la expresion del gene fadD26 situado
inmediatamente corriente arriba (15,36). Futuras
investigaciones deberan dirigirse a desentranar el
papel individual de las proteinas PpsA-E y FaD26
en la virulencia de M. tuberculosis.

Estudios adicionales de las mutantes fadD26- de
la cepa Mt103 han demostrado que, en ausencia
de DIM, se observa una susceptibilidad
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aumentada a los detergentes como el SDS (sodio
dodecil sulfato), aunque no se afecta la
susceptibilidad a reactivos intermediarios del
nitrégeno (NRI) ni a antibidticos hidrofdbicos o
hidrofilicos (40). Estos ultimos resultados sugieren
que la atenuacion observada, probablemente, es
el resultado de la susceptibilidad a los
mecanismos de muerte en macrdfagos diferentes
al NRI.

Los analisis de mutantes también han revelado
un papel importante de MmpL7 en el transporte
de DIM. El estudio de los lipidos de células
enteras, extraidos de las mutantes mmpL7- de la
cepa Erdman de M. tuberculosis, mostré una
acumulacién significativa de PDIM maduro (16).
Adicionalmente, el analisis de la distribucion
extracelular del DIM en las mutantes mmpL7-y
drrC- del aislamiento clinico Mt103 mostré que
sus productos son esenciales para la translocacion
del DIM (40).

Ademas de lo anterior, Cox y colaboradores han
mostrado en mutantes ppsA-E-, mmpL7-y fadD28-
generados en la cepa Erdman de M. tuberculosis,
una incapacidad para crecer en pulmones de
ratones y una velocidad de crecimiento en bazoy
en higado similar a la cepa original (16). Estudios
futuros,que deben incluir las mutantes y sus cepas
complementarias correspondientes, podrian
indicar si estos genes se requieren para una
reaccion tisular especifica.

En la sintesis de DIM también se ha demostrado
la participacion de, al menos, uno de los genes
similares a los que codifican para una sintasa del
acido micoserdsico, denominados msl. Estos
genes codifican para una serie de dominios
cataliticos requeridos para la sintesis de acidos
grasos saturados.

Dos de estos genes, el msl6 (pks12) y el msi5
(pks8 'y pks17), fueron inactivados en la cepa
H37Rv mediante recombinacién homdloga
utilizando un sistema de fagos (42,43). La
inactivacion del gen msi5 no afecté el crecimiento
de la cepa en macrofagos alveolares murinos o
en pulmones de ratones C57BL6/J infectados por
medio de aerosoles (43). Por el contrario, la
inactivacion del gen msl6 resulté en una drastica

170

Biomédica 2004;24(Supl.):165-87

disminucion en la sintesis de DIM, acompahada
de reduccion en el crecimiento tanto en
macrofagos alveolares murinos como en
pulmones de ratones C57BL6/J infectados por via
intranasal (42).

A pesar de los estudios anteriores, aun quedan
por determinarse las bases moleculares que
puedan explicar la asociacion de DIM con
virulencia. No es claro todavia si PDIM o DIM
funcionan solamente en la superficie celular de la
micobacteria, afectando la permeabilidad celular
y, posiblemente, la sensibilidad a los mecanismos
bactericidas de los macroéfagos o si, ademas, su
excrecion en el hospedero es importante para la
virulencia y la modulacion de la respuesta inmune.

Genes involucrados en la sintesis o en la
transferencia de los acidos micolicos y las
trehalosas

El papel de los acidos micdlicos en la patogénesis
de la tuberculosis se ha confirmado por analisis
genéticos recientes en los cuales se han
inactivado los genes involucrados en la sintesis
y la transferencia de estos acidos (29,30,33,34).
En uno de estos estudios, el gen pcaA (umaA2)
que codifica para una ciclopropano sintasa
requerida para la sintesis del anillo proximal
ciclopropano de los acidos micdlicos o, fue
inactivado por recombinacion homéloga en la cepa
Erdman de M. tuberculosis (30). Las mutantes
pcaA- exhibieron una morfologia alterada del factor
corddn y un perfil de acidos micdlicos igualmente
alterado. Aunque las tres clases mayores de
acidos micdlicos estaban presentes, los
cetomicolatos eran significantemente mas
abundantes en la cepa mutante y se presentaron
modificaciones en el alfa micolato, como un ligero
incremento en la cantidad de &acido micdlico trans-
cis-ciclopropo. El fenotipo alterado de factor cordon
de la mutante pcaA- sugiere que el contenido
lipidico de la envoltura celular podria relacionarse
con las caracteristicas morfologicas de la bacteria
(30).

Estudios in vivo revelaron que estas mutantes se
eliminaron mas rapidamente en ratones C57B1/6
infectados por via venosa al compararlas con la
cepa original. Los ratones infectados con la
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mutante también exhibieron un dafo pulmonar
menos importante. Los resultados anteriores
sugieren que la ciclopropano sintasa proximal es
necesaria para la supervivencia a largo plazoy la
virulencia de M. tuberculosis in vivo (30). Futuras
investigaciones podrian revelar si las alteraciones
en el contenido de ciclopropano de los lipidos
asociados con la pared celular en la mutante
pcaA-, incluso TDM, estan relacionadas con
modulaciones diferentes de la respuesta inmune
en el hospedero.

Se generaron por recombinacion homéloga cepas
Erdman de M. tuberculosis con mutaciones en
los genes cmaA2y mmaA2. Estos genes codifican
para una sintasa de acidos micélicos trans-
ciclopropano y una ciclopropano sintasa distal,
respectivamente (28,44). Los analisis de la
mutante cmaA2- han indicado que el cmaA2 se
requiere para la sintesis de los anillos trans-
ciclopropano de los acidos micélicos oxigenados.
En el caso de la mutante mmaA2-, se detectaron
defectos en la cis-ciclopropanacion de los o
micolatos (28,44). Estudios futuros podrian
involucrar andlisis adicionales de estas mutantes
tanto in vivo como in vitro.

La inactivacion del gen hma (cmaA, mmaA) que
codifica para una enzima que se requiere para la
sintesis de acidos micdlicos oxigenados, ha
sugerido la forma como este tipo de acidos
micdlicos participa en la patogénesis de las
micobacterias. Dubnau et al. inactivaron el gen
hma en la cepa H37Rv de M. tuberculosis por
recombinacion homologa. La comparacion de la
composicion de los lipidos de la cepa original y
de la mutante hma- revelé que esta ultima es
incapaz de sintetizar metoximicolatos o
cetomicolatos. Estos cambios parecen estar
acompanados de modificaciones en la
permeabilidad de la pared celular en la cepa
mutante, como lo sugieren una captacién
disminuida de moléculas hidrofilicas e
hidrofébicas, su acumulacion y una gran
resistencia al peroxido de hidrogeno (H,0,) (29).

Estudios in vitro de esta mutante revelaron que
aunque el crecimiento en la linea celular THP-1
no se afectd, hubo una disminucion significativa
en su crecimiento en ratones C57BL/6 infectados
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mediante aerosoles. La mutante, ademas,
persistié luego de varias semanas de infeccion,
lo cual sugiere que su atenuacion para el
crecimiento probablemente no se debid a un
incremento en la susceptibilidad a los mecanismos
bactericidas del hospedero, sino a un efecto en el
estado nutricional de la cepa. Estudios futuros en
este campo podrian confirmar si la incapacidad
de la mutante hma- para adquirir nutrientes
especificos puede explicar su comportamiento
durante el crecimiento en tejidos de raton o en el
interior de macréfagos humanos (29).

Entre los genes involucrados en la transferencia
de acidos micdlicos estan los que codifican para
el complejo del antigeno 85 (Ag85) (33,45). El
complejo esta constituido por los antigenos 85A,
85B, 85C, codificados por los genes fbpA, fbpBy
fbpC2, respectivamente. Estos antigenos son
proteinas ligadoras de fibronectina que catalizan
la transferencia de micolatos a trehalosa, un paso
necesario para la sintesis de o,o0'-trehalosa
monomicolato (TMM) y el factor cordén (18). Se
ha identificado un cuarto miembro de esta familia,
codificada por el gen fbpC1, pero su actividad
ligadora micoliltransferasa no ha sido aun
demostrada (8,46). Un posible papel del complejo
Ag85 en la virulencia de M. tuberculosis podria
explicarse por su funcion en la biosintesis de la
pared celular. Las proteinas del complejo Ag85
también podrian jugar un papel en la virulencia de
las micobacterias debido a su habilidad para ligar
fibronectina, caracteristica que se ha relacionado
con la virulencia en otros microorganismos
patégenos (47). Ademas, debido a sus
propiedades ligadoras de fibronectina, se ha
propuesto un papel importante para el complejo
Ag85 en la entrada de micobacterias patdgenas a
la célula (48,49).

Armitige y colaboradores obtuvieron mutantes de
los genes fbpA y fbpB en la cepa de M.
tuberculosis H37Rv por medio de recombinacion
homdloga (33). Mientras que la inactivacion del
gen fbpA resulté en crecimiento disminuido en
medio de cultivo minimo en la linea celular humana
THP-1 o en la linea celular de macréfagos murinos
J774.A1 (33), lainactivacion del gen fbpB no afecto
el crecimiento de la mutante bajo las mismas
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condiciones. EIl analisis de las cepas
complementadas confirmaron estos resultados.

Estudios futuros podrian demostrar si las
alteraciones observadas en la mutante fbpA- se
deben al requerimiento de lipidos o de otros
compuestos que se presentan usualmente en los
medios enriquecidos o a una susceptibilidad
incrementada a lipidos toxicos que de otra manera
serian ligados por la albumina presente en medios
enriquecidos (33). Ademas, una alteracion en el
procesamiento de fagosomas o en la activacion
de los macrofagos por esta mutante también
podria resultar en una supervivencia intracelular
deteriorada. En relacion con lo anterior, estudios
previos han mostrado resultados promisorios en
ratones inmunizados con vectores de ADN que
llevan el gen del Ag 85A (50), lo cual sugiere un
posible papel de este antigeno en la respuesta
inmunoldgica a la infeccion por M. tuberculosis.

La inactivacion del gen fbpC2 en un aislamiento
clinico de M. tuberculosis, obtenida por
mutagénesis con transposones, no afectd
significativamente el crecimiento de la cepa en
medio minimo o en macréfagos derivados de
médula ésea de ratones BALB/c (34). Estos
hallazgos fueron similares a los descritos para la
inactivacion del gen fbpB en la cepa de M.
tuberculosis H37Rv. Como la capacidad de
ligamiento a fibronectina es comun para FbpA,
FbpB y FbpC2, estos resultados sugieren que el
efecto de la inactivacion del gen fbpA en los
patrones de crecimiento podria no estar
directamente relacionado con la capacidad de
adhesion a la fibronectina.

El andlisis de lipidos de la mutante fbpC2-
MYC1554 no mostré diferencias significativas en
la naturaleza y en las cantidades relativas de
micolatos entre la cepa original y la mutante. Sin
embargo, la cepa mutante fbpC2- contenia 40%
menos micolatos ligados a la pared celular que la
cepa original, lo cual sugiere que el Ag 85C podria
estar involucrado en la transferencia de micolatos
a arabinogalactano. Ademas, los estudios de
permeabilidad celular de esta mutante sugieren
que la capa de micolatos puede servir como
barrera para la difusién de pequenas moléculas
hidrofilicas e hidrofébicas. Este fendmeno fue
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independiente de las subsecuentes vias
metabdlicas del substrato y no parecié afectar la
difusion de isoniacida y otros antibioticos a través
de la capa de micolatos (34).

Estudios futuros centrados en el papel especifico
del complejo del antigeno 85 y los antigenos
relacionados codificados por el gen fbpC1 en la
virulencia e inmunogenicidad micobacteriana,
podrian ser de importancia tanto para el disefio
racional de agentes antimicobacterianos dirigidos
contra estos antigenos como para la generacion
de potenciales mutantes inmunogénicas
atenuadas.

Los acidos micolipanoico, micolipénico y
micolipodienoico constituyen los mayores
componentes de las trehalosas poliaciladas (51).
La inactivacion del gen msi3 (pks3y pks4) en la
cepa H37Rv de M. tuberculosis por transduccion
especializada generd una mutante que no producia
acido micolipanoico ni acido micolipénico v,
ademas, no producia trehalosas poliaciladas (51).
Se necesitan estudios adicionales de esta
mutante para demostrar el posible papel del gen
msli3 en la virulencia de M. tuberculosis.

Genes involucrados en
la sintesis de sulfolipidos

Los sulfolipidos son acidos grasos metilados y
esterificados a trehalosa sulfato (52-54). Se ha
sugerido que juegan un papel importante en la
patogénesis de las infecciones por micobacterias,
posiblemente, a través de la interaccion con las
células efectoras del sistema inmune del
hospedero. Estas interacciones incluyen la
inhibicion de la activacion de los macrofagos
(55,56) y la inducciéon de cambios en la funcion
celular fagocitica, relacionados con procesos
inflamatorios exagerados (57).

Se ha descrito la inactivacion del gen pks2 (msl2)
en la cepa H37Rv de M. tuberculosis por
recombinacion homdloga. Este gen codifica para
una policétido sintasa involucrada posiblemente
en la sintesis de acidos hidroxiptioseranicos, el
mayor componente acil de los sulfolipidos. La
caracterizacion bioquimica de los lipidos celulares
reveld que estos mutantes son deficientes en
sulfolipidos (58).
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Mas recientemente, se ha descrito el gen mmpl8,
un miembro de los 13 integrantes de la familia
mmpl ya mencionados como importantes en el
transporte de lipidos. Este gen (mmp18) juega un
papel importante en la sintesis de sulfolipido-1
(SL-1) aligual que el gen de la policétido sintasa
2 (pks2). La generacion de mutantes mmpl8-y
pks2- por recombinacion homaologa con un sistema
de fagos demostré un defecto acentuado en la
sintesis de SL-1 en ambas mutantes. El analisis
de estas cepas en ratones C57/B6 infectados por
via venosa sugieren que SL-1 no es absolutamente
indispensable para la replicacion de M. tuberculo-
sis durante la infeccién y que MmpL8 es importante
para la persistencia y el crecimiento bacteriano
sostenido (59).

Los hallazgos anteriores cuestionan el papel
directo de SL-1 en la patogénesis de la fase aguda
de la infeccidn, pero sugieren su importancia en
las formas crénicas y persistentes lo que sefala
su potencial como blancos para el disefio de
nuevos medicamentos antituberculosos que
tengan utilidad en el tratamiento de las formas
latentes de la enfermedad.

Genes que codifican para proteinas
asociadas con la pared celular

Las proteinas asociadas con la pared celular
incluyen las proteinas exportadas que se asocian
con la envoltura celular después de ser
translocadas a través de la membrana
citoplasmatica (60). Entre estas proteinas que se
asocian con la pared celular de las micobacterias,
estan el complejo del antigeno 85, descrito
anteriormente (18,61), y la proteina Erp (20). La
proteina Erp contiene una secuencia sefial N-
terminal y se sospecha que sea translocada por
la via dependiente de la proteina Sec (60).

Se ha descrito la inactivacion del gen erp (pirG),
que codifica para la proteina Erp, en la cepa
H37Rv de M. tuberculosis por medio de
recombinacion homodloga. La mutante que se
obtuvo exhibié disminucién en su replicacion,
efectos citopaticos reducidos en los macrofagos
derivados de la médula 6sea de ratones BALB/c
y disminucion en la supervivencia de los ratones
BALB/c infectados por via intravenosa (20). Estos
resultados, junto con el analisis de microscopia
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inmunoelectrénica de macroéfagos J774, indican
que la proteina Erp se produce en los fagosomas
de M. tuberculosis y, posiblemente, tiene trafico
intracelular (20). Esto sugiere un importante papel
para esta proteina durante el desarrollo del
fagosoma y en la multiplicacion del patégeno en
el interior de la célula hospedera. Los estudios
futuros deben enfocarse en entender el papel
especifico que juega la proteina Erp en los
procesos relacionados con el estado intracelular
y la patogénesis del microorganismo. En este
contexto, estudios recientes han demostrado que
la naturaleza del gen erp afecta significativamente
el numeroy el tamano de las lesiones pulmonares
en ratones BALB/c infectados por via venosa; se
observaron lesiones individuales de mayor tamafo
y mayor superficie total acumulada de las lesiones
en la mutante erp- complementada con el gen erp
proveniente de cepas de micobacterias virulentas,
comparadas con la mutante complementada con
genes provenientes de cepas no virulentas (62).

Inactivacion de genes relacionados con la
biosintesis, el metabolismo y el transporte
de metabolitos y nutrientes

Genes involucrados en la biosintesis de
aminodcidos. Las micobacterias son capaces de
sintetizar todos los aminoéacidos necesarios para
su crecimiento; se han descrito fenotipos
atenuados auxotropicos de aminoacidos en estos
microorganismos (63-65). La biosintesis de
aminoacidos en las micobacterias parece tener
las vias usuales descritas en otros micro-
organismos (66,67). No obstante, existen
diferencias que parecen encontrarse en los
mecanismos reguladores para estas vias (66,67),
tal como lo ha mostrado la via de la familia del
aspartato en M. smegmatis (68). El estudio de
mutantes auxotroficas para aminoacidos es una
herramienta para entender las caracteristicas
ambientales que confronta la micobacteria que
reside en el interior del macréfago y los
mecanismos que el microorganismo ha
desarrollado para sobrevivir en este tipo de
ambiente. Ademas, las mutantes auxotroéficas
atenuadas también se pueden considerar como
potenciales candidatas a vacunas.

Entre los genes involucrados en la biosintesis y
la captacion de aminodacidos en los cuales se ha
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descrito inactivacion en M. tuberculosis, estan:
lysA, leuD, proC, metB, hisD, trpD, argFy ginA1.
Estos genes codifican respectivamente para
mesodiaminopimelato decarboxilasa, isopropil-
malatoisomerasa, pirroline-5-carboxilato-
reductasa, cistation-gamma sintasa, histidinol
dehidrogenasa, antranilato fosforibosiltransferasa,
ornitina carbamoiltransferasa y glutamina sintasa
(68-72). Las anteriores enzimas estan involucradas
en el metabolismo o en la biosintesis de los
aminodcidos: lisina, leucina, metionina, histidina,
prolina, triptéfano, arginina y glutamina,
respectivamente (67,69-78).

En la cepa H37Rv de M. tuberculosis se ha
descrito la inactivacion de los genes lysA, leuD,
proC, metB, hisD, trpD y argF mediante
recombinacion homologa (68-71). El gen glnA1 ha
sido inactivado en M. tuberculosis cepa Erdman
por intercambio alélico utilizando un vector
termosensible (72).

Aunque la inmunizacién unica de ratones C57BL/
6 con la mutante de lysA no confirié proteccién
contra un reto con M. tuberculosis virulenta
administrada por aerosol, el protocolo con dos
dosis de la mutante resulté en niveles de
proteccion similares a los conferidos por la BCG.
Ademas, el auxdtrofo lysA- no persistié en ratones
inmunocompetentes ni en ratones inmuno-
comprometidos, probablemente debido a la
incapacidad de esta mutante de sobrevivir en
ausencia de lisina. Se ha sugerido el uso potencial
de esta mutante auxotréfica como una vacuna de
refuerzo independiente de replicacion (79).

Los patrones de crecimiento intracelular han
mostrado que la mutante leuD- es incapaz de
replicarse en el interior de macroéfagos derivados
de la médula 6sea de ratones BALB/cJ, en
contraste con la cepa original y con las mismas
cepas complementadas (69). Esto sugiere que la
leucina del hospedero no es utilizada por la
micobacteria intracelularmente. Esta mutante no
fue superior a la BCG en términos de proteccion
en ratones BALB/cJ retados con M. tuberculosis
(69). Los estudios futuros con este modelo animal
podrian dirigirse a definir si este comportamiento
puede explicarse por un bajo nivel de persistencia
de las mutantes auxotrdéficas leu-.
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En contraste con las caracteristicas descritas
para las mutantes leu-, la inactivacion del gene
metB- generod una cepa no auxotrdfica que exhibid
una tasa de supervivencia similar a la de la cepa
nativa en macrofagos derivados de la médula 6sea
de ratones BALB/c. Esta cepa fue virulenta en
ratones SCID infectados por via intravenosa, los
cuales han mostrado ser altamente susceptibles
a la infecciéon con M. tuberculosis. La mutante
metB- tuvo una menor virulencia en ratones
inmunocompetentes DBA infectados por via
intravenosa (80). Las futuras investigaciones son
necesarias para indicar si la actividad MetB
residual estaba presente en la mutante metB- o
si el producto de otro gen puede compensar en la
mutante la pérdida de la actividad MetB. Los genes
candidatos para estas funciones substitutas
incluyen el gen metZ el cual se ha identificado en
la secuencia genémica de M. tuberculosis (8), que
también puede codificar para una cistationina -
sintasa (70).

En relacion con las caracteristicas observadas
en las mutantes proC-y trpD-, como son la
reduccion significativa en la habilidad para
multiplicarse en el interior de los macrofagos
derivados de la médula 6sea de ratones BALB/c
y menor virulencia en ratones SCID y DBA, se ha
sugerido un papel importante de estos genes en
la virulencia de M. tuberculosis (80). La vacunacion
en modelos animales utilizando estos mutantes
y retados con M. tuberculosis confirié niveles de
proteccion similares (mutante proC-) o mas altos
(trpD) que los conferidos por BCG, lo cual indica
un potencial interesante de estas cepas
atenuadas como candidatas a vacunas (80).
Similarmente, el fenotipo atenuado de la mutante
glnA1- en macréfagos humanos THP-1 y en
cobayos infectados por aerosoles sugiere que
este gen juega un papel importante en la virulencia
de M. tuberculosis (72).

Genes involucrados en la captacion de hierro
y en la regulacion dependiente de hierro. Las
micobacterias, como la mayoria de los
organismos vivos, requieren hierro para un
apropiado crecimiento y supervivencia (66,81).
Evidencias previas sugieren que la captacion de
hierro y su regulacién pueden jugar un importante
papel en la patogénesis de las infecciones
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causadas por micobacterias, tal como se ha
descrito en otros patdgenos (66,81). En algunos
de estos organismos, el hierro juega un papel
importante en la regulacion de genes vy, por
ejemplo, la no disponibilidad de este nutriente
puede producir represion de genes de virulencia
(67,81,82).

El bacilo tuberculoso es capaz de obtener hierro
extracelular a través de la micobactina T, un
sideréforo hidrofilico que transfiere el hierro a
micobactinas solubles en lipidos y asociadas con
la célula (83,84). Varias enzimas involucradas en
la biosintesis de micobactinas son codificadas
por el grupo mbt, el cual incluye los genes mbtA
a mbtH (8, 67,85).

La expresion de éstos y otros genes relacionados
con el transporte de hierro parecen estar bajo el
control de genes reguladores. Los genes
reguladores responsables del hierro en otras
bacterias codifican para las proteinas Fur y DixR,
las cuales son capaces de inhibir la expresion
bajo concentraciones altas de hierro mediante la
unioén a secuencias palindromicas conservadas
en los promotores blanco (86-88). Se ha
identificado un homodlogo del gen dixR en M.
tuberculosis. Este gen denominado ideR codifica
para una metaloproteina dependiente de hierro que
reconoce una secuencia promotora especifica
(‘caja de hierro') en otros genes regulados por este
metal (8, 89).

Una mutante ideR- de M. tuberculosis H37Rv fue
generada por recombinacion homéloga utilizando
un vector suicida. Debido a la esencialidad del
gen ideR, esta mutante solamente se pudo aislar
en la presencia de una segunda copia funcional
del mismo gen. La mutante generada exhibié
mayor sensibilidad al estrés oxidativo comparada
con las cepas original y complementada. El
analisis posterior de la mutante permitié la
identificacion de varios genes regulados por hierro
y por IdeR, inclusive endogenes codificadores y
proteinas involucradas en la sintesis de
sideréforos y en el almacenamiento de hierro (89).

El gen mbiB codifica una enzima que, aparente-
mente, cataliza algunos de los primeros pasos
en la biosintesis de la micobactina T, incluso la
condensacion del &cido salicilico con serina y la
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formacion de la estructura hidroxifeniltiazolina de
este siderdforo (90). Este gen se inactivo en la
cepa de M. tuberculosis H37Rv a través de
recombinacion homdloga (91). El analisis
estructural de la mutante demostrd crecimiento
en presencia del acido salicilico [7-14C] y reveld
que esta cepa no parecia incorporar el marcador
en material extraible de células enteras. Una
porcién del marcador se encontré incorporado en
un metabolito liberado en el medio de cultivo, pero
no se le demostré capacidad de ligar hierro. Los
ensayos funcionales revelaron, ademas, que la
mutante no exhibid la capacidad de quelar hierro.
Estos resultados, junto con la observaciéon de
crecimiento deficiente de esta mutante en medio
pobre en hierro, sugieren un importante papel para
las moléculas queladoras de hierro en el
crecimiento de M. tuberculosis (91).

El papel de los sideréforos en la replicacion de la
micobacteria en el interior de macréfagos
humanos esta adicionalmente soportado por el
crecimiento defectuoso de la mutante mbtB- en
células THP-1 comparado con la cepa nativa. El
crecimiento defectuoso no se modificod por la
incubacioén previa de los microorganismos en
medio enriquecido con hierro (91). Las
investigaciones futuras podrian enfocarse en el
detalle estructural y en la caracterizacion funcional
de las micobactinas de M. tuberculosis, la
identificacion de los papeles especificos que
juegan otros genes mbt y los genes relacionados
con mbt en la biosintesis y la virulencia de las
micobacterias. Ademas, debe abordarse el
estudio y la identificacidon del papel que juegan
los genes reguladores en la expresion de genes
dependientes del hierro en M. tuberculosis.

El gen mramp, un homélogo micobacteriano del
gen que codifica para la proteina de macréfagos
1, asociada con la resistencia natural (Nramp1),
parece jugar un papel importante en la captacion
de varios cationes, incluso Fe?* y Mn?. Una
mutante mramp- de M. tuberculosis MT103
generada por recombinacion homéloga exhibid
crecimiento alterado bajo condiciones limitantes
de hierro. El crecimiento y la supervivencia de la
mutante en lineas celulares de macrofagos
murinos y su supervivencia en ratones BALB/c
infectados por via venosa no se alteraron, lo cual
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indica que Mramp no juega un papel realmente
importante en la virulencia de M. tuberculosis en
el modelo murino (92).

Genes involucrados en el transporte de
magnesio. La habilidad para transportar cationes
como el magnesio parece ser un mecanismo de
adaptacion bacteriano que le permite a los
patégenos intracelulares sobrevivir dentro del
fagosoma (11,93). Se ha sugerido que en M.
tuberculosis este mecanismo puede estar
involucrado en la supervivencia del micro-
organismo dentro de un fagosoma ligeramente
acidico y limitado en Mg+ (11).

El gen mgtC, que codifica para una proteina C
transportadora de magnesio, fue identificado en
M. tuberculosis basado en la identidad de su
producto con el del gen mgtC de Salmonella
enterica (8,11). Este gene se inactivé en la cepa
Erdman de M. tuberculosis por recombinacion
homologa con un fragmento lineal que contenia
el geninactivado (11).

El andlisis de los patrones de crecimiento de la
mutante en diferentes medios indico que el gen
mgtC se requiere para el crecimiento de M.
tuberculosis bajo condiciones de baja
concentracion de Mg*. Este efecto fue mas
evidente bajo condiciones levemente acidicas. La
mutante mgtC- también exhibié crecimiento
alterado en macréfagos derivados de monocitos
humanos y menor supervivencia en ratones
BALB/c infectados por via venosa, lo cual indica
que el gen mgtC juega un papel importante en el
crecimiento de M. tuberculosis en macréfagos
humanos y en su virulencia en ratones (11).

Genes involucrados en el metabolismo de
dcidos grasos. Los acidos grasos son la mayor
fuente de carbono y energia que pueden
catabolizarse o incorporarse en complejos lipidicos
y se ha sugerido que juegan un importante papel
en el metabolismo de M. tuberculosis y de otras
bacterias (94,95). El catabolismo de los acidos
grasos incluye el ciclo de la B-oxidacion, la cual
produce varias moléculas de acetil-CoA y la via
acortada del glioxilato, la cual esta involucrada
en la utilizacion de las moléculas de acetil-CoA
generadas por la via de la B-oxidacion (95).

176

Biomédica 2004;24(Supl.):165-87

La expresion de la isocitrato liasa (Icl), una enzima
derivada del glioxilato, estd aumentada en
micobacterias durante la infeccién de macréfagos
y durante la adaptacion para sobrevivir bajo
condiciones de anaerobiosis (96-99). El gen que
codifica para esta enzima, icl, ha sido inactivado
en la cepa Erdman de M. tuberculosis por
recombinacion homadloga (94).

La mutante icl- obtenida por recombinacion
homdloga mostré persistencia y virulencia
disminuida en ratones BALB/c infectados por via
intravenosa, comparada con las cepas nativa y
complementada. La virulencia de esta mutante en
ratones IFN-y-/- infectados por via intravenosa,
sugiere la posible relacion entre el estado inmune
del hospedero y el estado metabdlico de M.
tuberculosis in vivo (94).

La evaluacion de la expresion Icl-Gfp (isocitrato
liasa-green fluorescent protein) en cepas
transformadas con un plasmido que contiene la
fusion icl-gfp, en macréfagos murinos de médula
6sea inactivados y activados con INFyy con LPS,
ha mostrado que la expresion de Icl permanecio
elevada luego de 24 horas posinfeccion solo en
los macréfagos infectados. Ademas, la
supervivencia de la mutante icl- fue
significativamente mas reducida en macréfagos
activados, comparados con las cepas nativa y
complementada. En el resto de los macréfagos,
la supervivencia de la mutante fue ligeramente
mas reducida comparada con las mismas cepas.
Estos resultados sugieren que la Icl juega un papel
muy importante en la supervivencia bacteriana
en el interior de los macréfagos activados (94).
Las investigaciones futuras podrian indicar si es
posible desarrollar inhibidores de Icl con actividad
preferencial contra micobacterias en estado de
persistencia.

El 4cido pantoténico se requiere para la sintesis
de la coenzima Ay de la proteina transportadora
de acilos (PTA), los cuales juegan un papel
importante en el metabolismo de los acidos
grasos, en el ciclo del acido tricarboxilico y en
otras reacciones, inclusive la biosintesis de
policétidos (100). Una mutante doble de los genes
panCy panD, que estan involucrados en la sintesis
de novo del pantotenato, fue generada en M.
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tuberculosis H37Rv por recombinaciéon homéloga
utilizando un sistema de transduccién
especializada. La mutante demostré ser altamente
atenuada en ratones inmunocomprometidos SCID
e inmunocompetentes BALB/c infectados por via
venosa. Ademas, confirid un nivel de proteccion
comparable con el de la BCG en ratones C57BL/
6j inmunizados por via subcutanea (101).

Inactivacion de genes relacionados con la
transduccion de seinales y la transcripcion

Sistemas de dos componentes. Los sistemas
de regulacién de dos componentes son comunes
en microorganismos y controlan la transduccion
de sefnales en respuesta al medioambiente y a
los estimulos internos en la bacteria. Estos
sistemas se caracterizan por un dominio histidino-
protein-cinasa, el cual es capaz de catalizar su
propia fosforilacion y funciona como el sensor de
la sefial y por un dominio regulador de la respuesta
que es capaz de controlar la transcripcion de los
genes blanco (102). Se han descrito algunos
sistemas de dos componentes esenciales,
inclusive genes que estan involucrados en la
permeabilidad de la membrana (103) y en el control
del ciclo celular (104-106). Se han identificado once
pares de sensores de histidino-cinasas y
secuencias reguladoras de respuestas en M.
tuberculosis (8), incluso los genes mtrA-mtrB
(107).

La inactivacion del gen mtrA que codifica para un
activador transcripcional putativo, se ha descrito
en la cepa H37Rv de M. tuberculosis por medio
de recombinacion homologa. La esencialidad del
gen mtrA se probd por el hecho de que su
reemplazo solamente se obtuvo después de
transformar con un plasmido que contenia el
mismo gen (107). Este gen se expreso durante el
crecimiento de M. tuberculosis en medio 7H9 y
en macrofagos de origen humano y murino (107).
Las investigaciones futuras, inclusive el analisis
del gen mirBy de su expresion relativa, podrian
revelar funciones especificas controladas por este
sistema de dos componentes en los mecanismos
de adaptacion y virulencia de M. tuberculosis.

Otro sistema de dos componentes descrito en M.
tuberculosis es el denominado prrA-prrB (97). Se
obtuvo una mutante en el gen prrA en M.
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tuberculosis Mt103 mediante mutagénesis por
transposones. La mutante exhibié una velocidad
de crecimiento disminuida durante los primeros
dias de infeccién en macréfagos murinos
derivados de médula 6sea de ratones BALB/c. La
velocidad de crecimiento de la mutante se
equipard con la cepa original en estadios mas
tardios de la infeccion, lo cual sugiere un posible
papel de este sistema en las fases tempranas de
crecimiento intracelular de M. tuberculosis (108).

El sistema de dos componentes PhoP/PhoR se
ha asociado con el metabolismo del fosfato en M.
tuberculosis (8). Este sistema es similar al
sistema PhoP/PhoQ, el cual controla la
transcripcion de varios genes relacionados con
virulencia en diversos patdgenos (109). Se generd
una mutante en el gen phoP en M. tuberculosis
Mt103 por recombinacion homdloga utilizando un
plasmido con el gen phoP inactivado. Se
observaron alteraciones en la multiplicacion de la
mutante en macréfagos derivados de médula
Osea, a pesar de que la supervivencia total de los
microorganismos dentro de los macréfagos no se
vio afectada. Esta mutante resulté atenuada en
ratones BALB/c infectados por via venosa. Los
resultados sugieren un posible papel para PhoP
en el crecimiento intracelular de M. tuberculosis
(109).

Factores sigma. Los factores sigma primarios y
alternativos de ARN polimerasa confieren a esta
enzima la habilidad de unirse a secuencias
promotoras especificas e iniciar la transcripcion
(88). La expresion genética condicional en
respuesta a las condiciones medioambientales,
incluso la expresion de genes que codifican para
factores de virulencia, se lleva a cabo
comunmente a través del reemplazo de los
factores sigma primarios por factores sigma
alternativos con cambios resultantes en la
especificidad del promotor de la ARN polimerasa
(88,110-115). Ya se han identificado trece
secuencias de factores sigma putativos en M.
tuberculosis, incluso los genes del factor sigma
SigA y sigB, diez factores sigma con funcion
extracitoplasmatica y un tipo de factor sigma
relacionado con condiciones de estrés y
esporulacion, conocido como sigF (8).
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El gen whiB3 codifica una proteina (WhiB3) que
interactia especificamente con el factor sigma
principal RpoV. Una mutante de whiB3 se genero
en la cepa H37Rv por recombinacién homdloga
con un sistema de transduccion especializada.
No se observaron defectos en la replicacion de
esta cepa en ratones C57BI/6 o BALB/c infectados
por via venosa, o en cobayos infectados por via
subcutanea. Sin embargo, la supervivencia fue
mayor en los ratones infectados con la mutante
comparada con la de aquellos infectados con la
cepa original. Estos resultados sugieren un papel
para el gen whiB3 en la virulencia de M.
tuberculosis (116).

Los miembros de la familia extracitoplasmatica
de factores sigma alternativos (ECF) parecen
jugar un papel importante en la regulacion de la
expresion genética relacionada con las respuestas
al estrés oxidativo y térmico. Se ha llegado a
sugerir que estos factores pueden jugar un papel
en la expresidn de antigenos de superficiey en la
secrecidn de sustancias inmunomoduladoras
micobacterianas (97,117,118). En cuanto al factor
SigF, se ha demostrado que el gen sigF es regulado
positivamente en la fase de crecimiento
estacionario, en condiciones de deplecion de
nitrégeno y choque frio y durante el crecimiento
en macrofagos (97,119,120). La exposicion a
medicamentos antimicobacterianos, inclusive
etambutol, rifampicina, estreptomicina y
cicloserina, también conducen a la regulacion
positiva de este gen (120).

Una mutante sigH de M. tuberculosis H37Rv fue
generada por recombinacién homoéloga mediante
un sistema de transduccién especializada. Como
se esperaba, la mutante fue mas susceptible al
estrés oxidativo que la cepa original y la
complementada (121). Igualmente, una mutante
para este gen de la cepa de M. tuberculosis H37Rv
generada por recombinacion homadloga con un
vector suicida, fue mas susceptible al estrés
térmico y oxidativo comparado con las cepas
nativa y complementada, pero no exhibié
alteraciones en su crecimiento dentro de
macréfagos murinos. En este caso, el analisis de
los cambios en la expresion génica global después
de la exposicion a diamida permitid la identificacion
de 39 genes dependientes de sigH, incluso sigB,
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sigE y el mismo sigH (117). El gen sigH fue
también inactivado en M. tuberculosis CDC1551
por recombinacion homdloga con un plasmido que
llevaba el gen inactivado, lo cual demuestra
persistencia en ratones C57BL/6 infectados por
aerosoles. Esta mutante, ademas, indujo lesiones
immunopatoldgicas reducidas en estos ratones,
al igual que en ratones CH3 infectados por via
venosa. Estos datos sugieren que, aunque el gen
sigH de M. tuberculosis no es indispensable para
el crecimiento y la supervivencia de la bacteria
en el hospedero, si es indispensable en la
generacién de lesiones inmunopatoldgicas
causadas por M. tuberculosis. La mortalidad
reducida inducida por la mutante sigH- sugiere un
papel de este gen en la letalidad de M. tuberculosis
en ratones (118).

Una mutante en el gen sigE fue generada en M.
tuberculosis H37Rv por recombinacion homologa
con un vector suicida que contenia el gen
inactivado. La mutante fue mas susceptible al
choque térmico y a SDS que las cepas nativa y
complementada. Esta mutante también exhibié un
crecimiento defectuoso en macréfagos humanos
y murinos, asi como una mayor sensibilidad a
macroéfagos murinos activados con lipopoli-
sacarido e interferon gamma. El andlisis de esta
mutante mostrd que sigE estéd involucrado en la
respuesta al estrés y, ademas, permitio la
identificacion de varios genes, incluso sigB, que
son inducidos de una forma dependiente de sigE
después del estrés inducido por SDS (122).

El gen sigF ha sido inactivado en la cepa CDC1551
de M. tuberculosis mediante recombinacion
homologa. La mutante obtenida alcanzo alta
densidad en medios ricos durante la fase
estacionaria comparada con la cepa nativa.
Ademas, no presenté retraso en la misma fase
estacionaria de crecimiento cuando se inoculé en
medio fresco segun los procedimientos estandar.
Las pruebas de sensibilidad de la mutante y de
las cepas complementadas indicaron que la
mutacién en sigF resulté en una alta
susceptibilidad a medicamentos tipo rifamicinas,
inclusive la rifampicina (110).

Un modelo de infeccién in vitro indicé que la
supervivencia a corto plazo y la proliferaciéon de
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la mutante sigF-en monocitos de sangre periférica
humana fueron comparables con los que exhibié
la cepa nativa. No se encontraron diferencias
significativas entre la susceptibilidad de la mutante
SigF-y la cepa nativa en la muerte mediada por
linfocitos in vitro (110). Sin embargo, los estudios
en modelos de infeccion en ratones BALB/c
infectados por via intravenosa indicaron que la
inactivacion del gen sigF resultaba en una
virulencia reducida y los animales exhibieron un
perfil de citocinas tipo Th2 después de ser
infectados (110). Estos resultados sugieren que
el SigF juega un importante papel en este modelo
de infeccion animal. Las futuras investigaciones
podrian indicar si este efecto también es evidente
en el perfil de citocinas tipo Th1 en el modelo
murino.

Inactivacion de genes relacionados con
resistencia a mecanismos bactericidas de
los macréfagos

Uno de los aspectos claves en las infecciones
causadas por micobacterias es la interaccion con
los macrofagos, las células en las que el
microorganismo se multiplica en el hospedero. La
actividad bactericida propia de estas células es
capaz de destruir mas del 90% de los bacilos; sin
embargo, los que logran sobrevivir son suficientes
para iniciar su replicacion intracelular (123). Por
tanto, la habilidad de las micobacterias patdgenas
para sobrevivir dentro de los macréfagos es un
determinante crucial en la patogénesis de estas
infecciones.

Para sobrevivir dentro de las células fagociticas,
las micobacterias deben evitar los mecanismos
bactericidas de estas células, como las enzimas
lisosomicas y la actividad de los reactivos
intermediarios del oxigeno y del nitrégeno
(124,125). Para este fin, las micobacterias
patégenas usan diversas estrategias. Por ejemplo,
M. tuberculosis y las especies relacionadas
sintetizan sustancias que inhiben la acidificacién
del fagosoma (126) y la fusién del fagolisosoma
(127). Otros productos génicos que pueden
contribuir a la detoxificacion de los reactivos
intermediarios del oxigeno o del nitrégeno son las
enzimas catalasa/peroxidasa (KatG), alkil-
hidroperoxidasa (AhpC) y superoxido dismutasa
(SOD) (13,128,129).

INACTIVACION DE GENES DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

La enzima KatG, codificada por el gen katG, es
una catalasa/peroxidasa que parece proteger a
M. tuberculosis de la actividad bactericida de los
reactivos intermediarios del oxigeno (13,129,130).
El gen katG parece estar cotranscrito en una
misma regién reguladora con el gen furA, que
codifica para la proteina FurA, la cual es reguladora
de la captacion de hierro (131). Las mutaciones
en katG que codifican para una catalasa/
peroxidasa incapaz de convertir la isoniacida (INH)
a su forma activa, confieren resistencia a este
farmaco (130,132). Se han realizado diversos
estudios para definir el efecto que las mutaciones
en este gen tienen en lafisiologia y la patogénesis
de M. tuberculosis (130,131). El andlisis de varias
cepas isogénicas indicaron que la mutacién que
ocurre mas frecuentemente, asociada con la
resistencia a INH, no afecta la virulencia de la
cepa en ratones BALB/c infectados por via
intravenosa (130).

La enzima alkil hidroperoxidasa (AhpC) es capaz
de detoxificar peroxidos organicos vy, probable-
mente, también peréxido de hidrégeno (133-135).
La mayoria de los estudios demuestra bajos
niveles de AhpC en M. tuberculosis (128,136-138).
Esta enzima se ha inactivado en M. tuberculosis
H37Rv por recombinacion 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
(138). Estos resultados sugieren que este gen no
juega un papel importante en el inicio de la
infeccion. Sin embargo, el hallazgo de niveles
elevados de expresion de ahpC en cultivos
estaticos de M. tuberculosis (138) obligan a definir
en el futuro el papel de esta enzima en niveles
posteriores de infeccion.

Dos genes en M. tuberculosis codifican las
enzimas superoxido dismutasas, sodA y sodC.
Estas proteinas parecen jugar un papel importante
en la proteccion del microorganismo contra la
accién de los intermediarios reactivos del oxigeno.
El analisis de la mutante secA2- de H37Rv
generada por recombinacién homdloga usando un
vector suicida contraselectivo, demostré que SodA
es una proteina dependiente de la proteina SecA2
para su secrecion (139).

179



CHACON O., BARLETTA R.G., REALPE T., ROBLEDO J.

Con respecto a SodC, una mutante sodC- de M.
tuberculosis cepa Erdman, obtenida por
recombinacion homologa utilizando un fragmento
lineal con el gen sodC inactivado, presenté un in-
cremento significativo en la sensibilidad a
superoxido de origen externo. Esta mutante fue
también mas susceptible a los mecanismos
bactericidas de macrofagos peritoneales murinos
activados con interferén gamma (INF-y) y
generadores de productos de la explosion
respiratoria (13).

Existe también una gran cantidad de genes
micobacterianos con funcién controladora
(housekeeping genes) cuya expresion es
necesaria para que estos microorganismos
sobrevivan a la accion bactericida de las células
fagociticas. Por ejemplo, las mutantes de M.
tuberculosis auxotréficas para leucina (69),
micobactina (91) o purinas (45) poseen fenotipos
atenuados caracterizados por supervivencia
disminuida en macréfagos. Los estudios
relacionados con algunos de estos genes se han
descrito en parrafos anteriores.

En el cuadro 1 que aparece a continuacion, se
presenta la bibliografia relacionada con la
inactivacion de genes de M. tuberculosis con el
fin de facilitarle a los lectores la consulta de la
misma.

Consideraciones finales

Desde la secuenciacion por primera vez del
genoma de M. tuberculosis H37Rv en 1998, ha
aparecido una gran cantidad de informacion
relacionada con las funciones adscritas a los
genes del microorganismo como lo confirma la
actual revision. Esto todavia es una porcién muy
pequena del total del genoma compuesto por
4'411.529 pares de bases que conforman
aproximadamente 4.000 genes (8). Aun asi,
solamente, aproximadamente, al 52% de los
genes del genoma de H37Rv se les ha adscrito
funciones precisas o putativas de acuerdo con la
homologia con genes de otros microorganismos,
mientras que el 48% restante son genes
hipotéticos conservados o genes con funcion
desconocida (140).

Las futuras investigaciones probablemente
continuaran enfocandose en la inactivacion de
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genes para identificar blancos utiles en el disefio
de vacunas, agentes terapéuticos y pruebas
diagnosticas. Los estudios comparativos de
expresion génica en diferentes cepas, estadios y
modelos de infeccion pueden jugar un papel
importante en la identificacion de dichos genes.

Especial énfasis se le ha dado a la atenuacion
racional de cepas con el fin de generar candidatas
para vacunas. A este respecto, seria de utilidad
para futuras investigaciones recordar que dichas
cepas deberan poseer inactivaciones en dos
genes, por lo menos, idealmente involucrados en
diferentes vias metabdlicas del bacilo. Estas
cepas deben exhibir un grado adecuado de
atenuacion, de tal modo que sean lo suficiente-
mente inmunogénicas y asi generen una
respuesta inmunoldgica protectora que sea Util en
el caso eventual de una infeccion. Idealmente,
también la inactivacién de genes debera generar
cepas que sean compatibles con pruebas
diagndsticas y que permitan una rapida y eficaz
diferenciacion entre individuos vacunados e
infectados. Ademas, las cepas atenuadas deberan
ser productos finales carentes de marcadores,
principalmente marcadores que confieran
resistencia a agentes quimioterapéuticos, para
evitar la transferencia de estos genes a los
aislamientos clinicos (141).

Estudios adicionales podrian eventualmente
emplear la inactivacidon de genes para identificar
posibles candidatos con potencial en otros tipos
de vacunas, incluidas vacunas de subunidades
naturales o sintéticas o vacunas de ADN, o para
identificar blancos potenciales para pruebas
diagnodsticas y nuevos agentes quimio-
terapéuticos. Finalmente, vale la pena anotar que
aunado al conocimiento del genoma mico-
bacteriano, la reciente secuenciacion del genoma
humano abre aun nuevas puertas para el
entendimiento de la patogenicidad en tuberculosis.
Las futuras investigaciones basadas en el estudio
genético de las interacciones hospedero-bacteria,
anivel individual y de poblacién, indudablemente
jugaran un papel primordial en el desentraniamiento
de los misterios que encierra dicha interaccion y
proporcionaran nuevos conocimientos Utiles para
el diagndstico, la prevencion y el tratamiento de
la tuberculosis.
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Cuadro 1. Inactivacién de genes de Mycobacterium tuberculosis y su relacion con funciones estructurales y metabdlicas.

Funcion general Funcién especifica Genes inactivados Referencias
Pared celular y Sintesis y transporte de dimicocerosatos ppsA-E 16
proteinas asociadas fadD28 15, 16
drrC 15
mmpL7 16, 40
fadD26 15, 40
msl6 (pks12) 42
msl5 (pks8, pks17) 43
Sintesis o transferencia de acidos pca (umaA2) 30
micdlicos y trehalosas cmaA2 28
mmaA2 44
hma (cmaA, mmaA) 29
fbpA 33
fbpB 33
fbpC2 34
msi3 (pks3, pks4) 51
Sintesis de sulfolipidos pks2 (msl2) 58
mmpl8 59
Proteinas asociadas erp (pirG) 20, 62
Biosintesis, metabolismo y Biosintesis de aminoacidos lysA 68, 79
transporte de metabolitos y leuD 69
nutrientes metB 70, 80
proC 70, 80
hisD 70
trpD 70, 80
argF 70, 71
ginA1 72
Captacion de hierro ideR 89
y regulacién dependiente de hierro mbtB 91
mramp 92
Transporte de magnesio mgtC 11
Metabolismo de &acidos grasos panC 101
panD 101
icl 94
Transduccion de sehales Sistemas de dos componentes mitrA 107
y transcripcién prrA 108
phoP 109
Factores sigma sigF 110
whiB3 116
sigH 117, 118, 121
SigE 122
Resistencia a mecanismos Enzimas detoxificadoras de reactivos katG 130, 131, 132
bactericidas de los macréfagos intermediarios del oxigeno o nitrégeno SodA 139
sodC 13
ahpC 138
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