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ABREVIATURAS 
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INTRODUCCIÓN 

 

El género Mycobacterium 

 El género Mycobacterium se encuentra comprendido en el Phylum y clase 

Actinobacteria, Orden Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae y comprende una 

gran cantidad de especies, entre las cuales algunas son importantes patógenos para el ser 

humano y diversos animales. Las micobacterias son bacilos no esporulados de 1 a 4 µm 

de largo, con un diámetro de 0.3~0.6 µm, considerados aerobios obligados, carentes de 

flagelos. La mayoría de las especies forman colonias rugosas blancas o blanco- 

amarillentas en los medios usuales de cultivo, a excepción de las especies que poseen 

pigmentos. La típica coloración de Gram, que ha servido para dividir a la gran mayoría 

de las bacterias en dos grandes grupos según la estructura de su pared, es de poca 

utilidad en este género ya que las micobacterias poseen una compleja envoltura externa. 

Por este motivo se ha desarrollado un método especial de coloración para estas 

bacterias, que se denomina usualmente coloración ácido alcohol resistente o de Ziehl-

Neelsen (Figura 1). 

 

Figura 1: Observación microscópica de bacilos de M. tuberculosis luego de la tinción de Ziehl-
Neelsen. 

 

Las distintas especies de este género tienen marcadas diferencias en el tiempo de 

duplicación, el rango de temperatura y la temperatura óptima de crecimiento, pudiendo 

ser tan extremas como es el caso de Mycobacterium tuberculosis (tiempo de duplicación 

18h-24h a su temperatura óptima, rango de temperatura de crecimiento 36°C-41°C, 

temperatura óptima 37°C) y Mycobacterium smegmatis (tiempo de duplicación 3h a su 
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temperatura óptima, rango de temperatura de crecimiento 22°C-55°C, temperatura 

óptima 42°C). Este género incluye especies saprófitas habitantes del suelo y del agua 

(como M. smegmatis, M. gordonae, M. aurum y otros), patógenos oportunistas (M. 

avium, M. kansasii, M. abscessus) y patógenos (como M. bovis, M. tuberculosis, M. 

africanum, M. leprae) que sólo se encuentran en su hospedador.   

 

 

Figura 2: Colonias (izquierda) y micrografía electrónica de barrido (derecha) de M. 

tuberculosis 

(Fuente: http://ilovebacteria.com/tuberculosis.htm y http://www.news-medical.net/health/What-is-

Tuberculosis.aspx) 

 

 Tuberculosis: enfermedad y tratamiento 

 M. tuberculosis (MTB) es un patógeno humano que sigue siendo una de las 

causas más importantes de muerte en adultos en todo el mundo (Frieden et al., 

2003;Maartens & Wilkinson, 2007;Smith et al., 2003). Cerca de un tercio de la 

población mundial, aproximadamente 2 mil millones de personas, están infectadas por 

el bacilo de la tuberculosis, si bien la enorme mayoría no desarrolla la forma activa de la 

enfermedad. Sin embargo, en 2010, hubo 8,8 millones de casos nuevos de tuberculosis, 

1,1 millones de muertes por esta infección en personas seronegativas para el Virus de la 

Inmunodeficiencia Humana (VIH) y otras 350.000 muertes por tuberculosis asociada 

con infección por el VIH, sumando un total de 1,45 millones de muertes por esta 

enfermedad. La Organización Mundial de la Salud estima un total de 12 millones de 

personas viviendo con tuberculosis 

(http://www.who.int/tb/publications/global_report/en/). Todo esto indica claramente la 

asociación entre VIH y tuberculosis, ambos en aumento desde los años 80, con su 

concentración inicial en el Sudeste de Asia y el África sub-sahariana y su pronta 
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diseminación mundial (Falzon & Raviglione, 2010;Pablos-Mendez et al., 

1990;Raviglione et al., 1997). VIH y tuberculosis forman una combinación letal, cada 

uno acelerando la diseminación del otro. Debido a la destrucción del sistema inmune 

causada por el VIH, un individuo infectado por ambos patógenos estará más expuesto a 

desarrollar tuberculosis activa que un individuo con un sistema inmune activo. M. 

tuberculosis tiene una elevada capacidad de infectar al huésped, necesitándose 

solamente la inhalación de unos pocos bacilos, sin embargo, en la gran mayoría de los 

casos su replicación es controlada por la respuesta inmune del individuo. Los 

considerables avances realizados en los últimos veinte años, posibles gracias al 

desarrollo de herramientas para la manipulación genética, han permitido comprender 

parcialmente los mecanismos de patogénesis. Así, trabajos recientes mostraron que este 

patógeno interacciona con el huésped y realiza una exquisita modulación de la respuesta 

inmune del mismo a través de elementos de su envoltura celular, fundamentalmente 

lípidos complejos y ácidos grasos (Dyer et al., 2005;Glickman et al., 2000;Glickman & 

Jacobs, Jr., 2001;Rao et al., 2005;Rao et al., 2006). Hasta el momento no se ha descrito 

ninguna toxina producida por M. tuberculosis, sin embargo el daño al pulmón puede ser 

de considerable magnitud. Esto es explicable dada la estimulación de una respuesta 

inmune inflamatoria con abundante producción de citoquinas pro-inflamatorias y 

destrucción de tejido en un intento del sistema inmune por contener y aislar el punto de 

infección en el cual se encuentra M. tuberculosis. 

El tratamiento terapéutico de la tuberculosis requiere del uso de una 

combinación de drogas. El esquema actual usado en todo el mundo se basa en la 

administración de las llamadas drogas anti-tuberculosas de primera línea -Isoniacida, 

Rifampicina, Pirazinamida y Etambutol- durante dos meses, seguido de otros cuatro 

meses de Rifampicina e Isoniacida (Maher et al., 2003). Si se prueba 

bacteriológicamente que la cepa infectante aislada del paciente es resistente a alguna de 

estas drogas se deben utilizar drogas antituberculosas (o antibacterianas con acción 

antituberculosa) de segunda línea, por lo general más costosas, menos efectivas y con 

mayor cantidad de efectos adversos. Entre ellas se pueden mencionar Etionamida y 

Acido p-Amino Salicílico (PAS). 

Finalmente, cuando el uso de estas drogas no cubre la demanda de 

medicamentos activos contra la cepa en cuestión, se utilizan antibióticos del tipo de las 

quinolonas y aminoglucósidos como, por ejemplo, Estreptomicina y Kanamicina 

(Albanna & Menzies, 2011;Tam et al., 2009;Yew et al., 2011). Es de resaltar que 
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solamente unas pocas de estas drogas son específicamente anti-tuberculosas, ya que 

tanto Rifampicina como Quinolonas y Aminoglucósidos son anti-bacterianos de amplio 

espectro. Dado que las drogas anti-tuberculosas están por lo general provistas por los 

planes de salud estatales sin cargo o son eventualmente accesibles a muy bajo costo, su 

eficacia es crítica para el éxito del tratamiento ya que si deben ser reemplazadas, las 

opciones son, como se mencionó, el uso de anti-bacterianos de amplio espectro y 

generalmente de mucho mayor costo. Lo prolongado del tratamiento y la cantidad de 

diferentes medicamentos administrados conllevan a un posible abandono del mismo por 

parte de los pacientes. Esto conduce a la aparición de cepas resistentes, lo cual, 

particularmente en lugares donde la co-infección con VIH es alta, plantea una seria 

amenaza para el control de la tuberculosis, confirmando la necesidad de fortalecer los 

planes de prevención y tratamiento.  

Mientras la creencia generalizada es que la tuberculosis es una enfermedad del 

pasado, su efecto mortal está siendo cada vez más evidente, alimentado por la pandemia 

de VIH-SIDA. De los 8,8 millones de nuevos casos detectados en 2010 en todo el 

mundo, 290.000 fueron ocasionados por cepas multi-resistentes (MDR-TB), es decir, 

resistentes a Rifampicina e Isoniacida, pilares del tratamiento. En algunas regiones del 

mundo como Rusia, las repúblicas de la ex URSS y China, la proporción de casos 

causados por cepas multi-resistentes pasa a ser aterradora, con valores de hasta un 30% 

(Zignol et al., 2006). La tuberculosis extremadamente resistente (XDR-TB) es una 

forma de tuberculosis causada por bacterias resistentes a Isoniacida y Rifampicina (es 

decir, tuberculosis MDR) así como a cualquier fluoroquinolona y a por lo menos uno de 

los fármacos antituberculosos inyectables de segunda línea (Amikacina, Kanamicina o 

Capreomicina) (Fattorini et al., 2007;Kapp, 2007;Raviglione & Smith, 2007). Desde 

que se definió por primera vez la tuberculosis XDR en 2006, un total de 58 países han 

notificado por lo menos un caso de tuberculosis causado por una cepa XDR-TB, o sea 

que en un futuro muy cercano las chances de poder tratar un caso de tuberculosis con las 

drogas existentes en forma exitosa serán muy reducidas. La diseminación de estas cepas 

se ve favorecida por el largo tiempo de tratamiento, la falta de adherencia al mismo y la 

discontinuidad de la provisión de fármacos. 

Este cuadro de situación resalta de manera dramática la necesidad de contar con 

nuevas drogas que reemplacen a las que están en uso y cuya eficiencia ha disminuido 

drásticamente. Para ello es esencial determinar los mecanismos de acción y de 

resistencia de las drogas anti-tuberculosas actualmente en uso, de forma de poder 
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introducir las modificaciones moleculares necesarias para que mantengan su actividad 

sobre cepas resistentes. En la última década se han identificado y caracterizado los 

mecanismos de acción y de resistencia de varias drogas específicamente anti-

tuberculosas como Isoniacida, Etionamida, Pirazinamida y PAS (Banerjee et al., 

1994;Larsen et al., 2002;Rengarajan et al., 2004;Shi et al., 2011;Vilcheze et al., 

2000;Vilcheze et al., 2006). De la misma manera, la profusión de estudios realizados en 

la última década ha logrado identificar nuevos blancos moleculares que han sido 

validados como aptos para el diseño de drogas. Varias iniciativas están abocadas a 

desarrollar las mismas, incluyendo algunas que ya están en la etapa de experimentación 

clínica. 

 

Envoltura celular de micobacterias 

Mycobacterium tuberculosis -y las micobacterias en general- muestra una muy 

baja permeabilidad celular, en parte explicable por la envoltura rica en ácidos grasos, 

lípidos, glicolípidos y carbohidratos que recubren a la pared celular (Figura 3)(Daffe & 

Draper, 1998;Draper, 1998;Lee et al., 1996;Nikaido & Jarlier, 1991). El conocimiento 

de la arquitectura de la envoltura celular de las micobacterias es central para nuestra 

comprensión de problemas no resueltos de las enfermedades causadas por micobacterias 

como ser la dificultad de tratamiento de micobacterias patógenas oportunistas 

caracterizadas por una muy baja permeabilidad, la interacción con el sistema inmune del 

hospedador, la preferencia por determinados tejidos para el desarrollo de la enfermedad 

y finalmente la identificación de nuevos blancos para el desarrollo de drogas noveles. 

La envoltura celular de las micobacterias está compuesta por dos estructuras: 

una membrana plasmática y un esqueleto de pared celular formado por el 

peptidoglicano, un lipoglicano denominado Lipo Arabino Manano (LAM) y el micoloil 

arabinogalactano (Brennan & Nikaido, 1995;Lee et al., 1996;Nikaido & Jarlier, 1991). 

Estas últimas moléculas están consistentemente presentes en las diversas especies de 

micobacterias si bien con diferente composición molecular y pequeñas diferencias 

estructurales. También se encuentran formando parte de la envoltura celular varios 

lípidos extraíbles o unidos no covalentemente, que difieren entre especies en estructura; 

entre ellos se encuentran glicolípidos conteniendo trehalosa, fenil-ftiocerol glicósidos y 

glicopéptidos.  
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Figura 3: Esquema de la envoltura celular micobacteriana: 1) Lípidos extraíbles, 2) 
Ácidos Micólicos, 3) Arabino-Galactano, 4) Peptidoglicano, 5) Membrana Citoplasmática, 6) 

Lipo Arabino Manano, 7) Fosfatidil Inositol Manósido 8) Pared celular 

 

El tratamiento de las infecciones por micobacterias es difícil debido a la 

resistencia intrínseca de las mismas a los antibióticos comunes a pesar que estas 

bacterias poseen los blancos moleculares hacia los cuales los antibióticos están dirigidos 

(Chopra & Brennan, 1997). Esta situación se explica por la baja permeabilidad celular 

producto de la muy inusual composición de la envoltura celular. La fracción mayoritaria 

de la envoltura celular está compuesta de ácidos grasos de cadena larga denominados 

ácidos micólicos. Estos ácidos grasos α-alquil, β-hidroxilados de hasta 90 átomos de 

carbono, están unidos covalentemente al Arabino-Galactano, a su vez unido a la 

molécula de Peptidoglicano por una unión fosfodiéster (Barry, III et al., 1998). Si bien 

se ha estudiado intensamente la biogénesis de las distintas moléculas que forman parte 

de la envoltura celular, se sabe mucho menos de su organización física y se han 

planteado diversos modelos para la organización de la misma (Hong & Hopfinger, 

2004;Nikaido et al., 1993). Recientemente, se analizó la organización física de los 

lípidos de la envoltura de M. smegmatis y M. bovis utilizando una técnica de tomografía 

crio electrónica, confirmando que las micobacterias poseen una membrana externa en 



                                                                                                               INTRODUCCIÓN 

 9 

forma de bicapa lipídica, constando de una capa externa moderadamente fluida, 

constituida por los lípidos extraíbles, y de una capa interna de extremadamente baja 

fluidez, donde se localizaban los ácidos micólicos y otros lípidos apolares (Hoffmann et 

al., 2008). Esta construcción determina que la permeabilidad de la pared micobacteriana 

sea extremadamente baja a solutos lipofílicos, incluyendo muchos agentes 

quimioterápicos y por lo tanto indica la conveniencia de estudiar las rutas de síntesis de 

los componentes involucrados, no solo por el conocimiento de su biología genética y 

bioquímica sino por la oportunidad de identificar genes cuyas funciones estén ausentes 

en el ser humano a fin de proponer nuevas moléculas con acción anti-micobacteriana. 

Es importante recalcar que esta acción podría ser directa inhibiendo enzimas de 

naturaleza esencial o indirecta inhibiendo enzimas no esenciales pero cuya pérdida se 

traduzca en una mayor permeabilidad de la célula micobacteriana y por lo tanto 

permitiendo el tratamiento con un antibiótico al cual la micobateria es naturalmente 

impermeable.  

 

Síntesis y distribución de ácidos micólicos 

Los ácidos micólicos son ácidos grasos de cadena larga (hasta C90) compuestos 

por una cadena principal, denominada ácido meromicólico (C50-C60), con una cadena 

de alquilo en posición α (con una longitud de entre C22 y C26, dependiendo de la 

especie micobacteriana) y un grupo hidroxilo en posición β. 

 La biosíntesis de estas moléculas en Mycobacterium requiere dos sintasas de 

ácidos grasos (Fatty Acid Synthase o FAS) diferentes, denominadas FASI y FASII 

(Figura 4) (Asselineau et al., 2002;Takayama et al., 2005). FASI es una enzima 

multifuncional que cataliza la síntesis de novo de ácidos grasos, similar en estructura y 

función a FASI de células eucariotas (Schweizer & Hofmann, 2004). En cambio, FASII 

es una sintasa disociada que utiliza una serie de proteínas monofuncionales, cada una de 

las cuales cataliza un paso de la vía de síntesis (Lu et al., 2004). Es importante remarcar 

que FASII es a su vez similar al sistema FASII encontrado en otras bacterias como E. 

coli; sin embargo sus productos difieren ya que en E. coli y otras bacterias FASII 

sintetiza ácidos grasos de novo de hasta 18 átomos de carbono mientras que en 

micobacterias es incapaz de realizar la síntesis de novo; en cambio, utiliza precursores 

de C14-C18 provenientes de FASI para producir ácidos grasos de hasta C60, que luego 

darán lugar al ácido meromicólico. Experimentos bioquímicos han demostrado que la 
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elongación de los acil-CoAs por FASI tiene un comportamiento bimodal, es decir, 

produce ácidos grasos C16-C18 (que servirán de precursores para FASII y para la 

síntesis de fosfolípidos) y C22-C26 (que formarán la ramificación en α del ácido 

micólico). Esta es una característica exclusiva de FASI de micobacterias (Vilcheze et 

al., 2000;Zimhony et al., 2004).  

La enzima β-cetoacil-ACP sintasa III, MtFabH (Rv0533c) conecta FASI y 

FASII, catalizando la condensación de los acil-CoAs provenientes de FASI con 

malonil-ACP (Choi et al., 2000). De esta manera, el sustrato inicial de FASII es un β-

cetoacil-ACP de cadena mediana. Luego este sustrato es reducido por la β-cetoacil-ACP 

reductasa MabA (Rv1483), deshidratado por las hidroxiacil-ACP deshidratasas HadAB 

(Rv0635-0636) y HadBC (Rv0636-0637) y reducido por la enoil-ACP reductasa InhA 

(Rv1484) (Marrakchi et al., 2000;Marrakchi et al., 2002;Sacco et al., 2007). Las β-

cetoacil-ACP sintasas KasA (Rv2245) y KasB (Rv2246) catalizan la condensación con 

unidades de malonil-ACP para continuar con la extensión (Bhatt et al., 2007;Kremer et 

al., 2002). Una vez sintetizado el ácido meromicólico la enzima Pks13 (Rv3800c) es la 

encargada de realizar la condensación de éste con un ácido graso de 22C-26C 

(dependiendo de la especie) proveniente de FASI dando como producto un 

intermediario β-cetoacil ácido graso (Portevin et al., 2004) que luego es reducido por la 

reductasa CmrA (Rv2509) para dar el ácido micólico maduro (Lea-Smith et al., 2007) 

que luego será transportado a la pared y transferido a un aceptor final como el Arabino 

Galactano o la Trehalosa. 
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Figura 4: Biosíntesis de ácidos micólicos y ácidos grasos en micobacterias. La contribución de 

FASI y FASII en la síntesis de ácidos micólicos se muestra en rojo y azul, respectivamente. El 

sitio de inhibición de FASII de distintos compuestos anti-micobacterianos se encuentra 

resaltado en violeta. 

 

El ácido meromicólico inmaduro posee 2 dobles enlaces en las posiciones 

proximal y distal, de acuerdo a su posición respecto al carboxilo. No se sabe con 

exactitud si la introducción de estos dobles enlaces se produce durante o una vez 

terminada la síntesis del meromicolato, también se desconoce la manera en que se 

introducen estas insaturaciones. La secuenciación del genoma de M. tuberculosis (Cole 

et al., 1998) reveló la presencia de 3 genes que codifican desaturasas putativas. De estos 

3 genes, Rv0824c (que codifica para DesA1) y Rv1094 (que codifica para DesA2) se 

encuentran anotados como acil-ACP desaturasas solubles homólogas a las acil-ACP 

desaturasas presentes en plantas (Cole & Barrell, 1998;Fox et al., 1993;Shanklin & 

Somerville, 1991). La estructura de DesA2, determinada por medidas de difracción de 

rayos X, concuerda con esta asignación (Dyer et al., 2005). Además, estudios de fusión 

a fosfatasa alcalina en el caso de DesA1 (Jackson et al., 1997;Lim et al., 1995) y de 

fusión a nucleasas en el caso de DesA2 (Downing et al., 1999) indicaron que estas dos 

enzimas podrían ser transportadas al espacio extracelular, de hecho, DesA1 es uno de 
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los principales antígenos de superficie en pacientes infectados por micobacterias 

(Jackson et al., 1997). La observación de que estas dos proteínas se encuentran 

altamente conservadas en todas las especies de micobacterias y son esenciales en M. 

tuberculosis (Sassetti et al., 2003), sumado a su identificación como acil-ACP 

desaturasas llevó a pensar que estarían involucradas en la introducción de los dobles 

enlaces presentes en el ácido meromicólico inmaduro (Barry, III et al., 1998;Raman et 

al., 2005;Raman et al., 2007). Sin embargo, no existe hasta el presente ninguna 

evidencia experimental que lo demuestre. 

Estas insaturaciones presentes en el ácido meromicólico son luego modificadas 

por enzimas denominadas Ciclopropil Sintasas de Ácidos Micólicos (CSAMs) dando 

lugar a las distintas familias de ácidos micólicos (Dubnau et al., 1997;Dyer et al., 

2005;Glickman et al., 2000;Glickman et al., 2001;Glickman, 2003;Schroeder & Barry, 

III, 2001;Yuan et al., 1997). En el genoma de M. tuberculosis se encuentran genes que 

codifican para 8 de estas enzimas, con una gran homología entre sí (>70% de similitud). 

A pesar de ello, cada una de estas enzimas realiza modificaciones específicas sobre el 

ácido meromicólico (Figura 5). Recientemente se ha determinado lo crucial de estas 

sutiles modificaciones sobre los ácidos micólicos ya que si bien estas enzimas no son 

esenciales, mutantes afectados en la síntesis de estas funciones químicas se ven 

afectados en la permeabilidad celular y disminuyen su virulencia (Barkan et al., 

2009;Dao et al., 2008;Dyer et al., 2005;Glickman et al., 2000;Rao et al., 2006;Yuan et 

al., 1998). 
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Figura 5: Modificaciones realizadas sobre las insaturaciones proximales y distales presentes en 

el ácido meromicólico por parte de las CSAMs de M. tuberculosis, dando lugar a las distintas 

familias de ácidos micólicos α, metoxi y ceto. 

 

Como se ha mencionado, los ácidos micólicos son ácidos grasos de cadena larga 

con una cadena de alquilo y un grupo hidroxilo en posiciones α y β respectivamente. 

Los estudios químicos realizados en la década del 70 mostraron que estos ácidos grasos 

se pueden agrupar en familias dependiendo de su longitud, de la cantidad de dobles 

enlaces y de la existencia o no de funciones oxigenadas en su molécula. Una 

clasificación por longitud y número de dobles enlaces identifica a los ácidos α y α´ 

mientras que de acuerdo a la presencia de funciones oxigenadas se agrupan en ceto, 

metoxi, epoxi, éster y ω-metoxi (Barry, III et al., 1998;Nikaido et al., 1993). La Figura 

6 muestra la estructura de cada uno de estos grupos y en la Tabla I se puede observar su 

distribución en distintas especies de micobacterias.  
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Tabla I: distribución de ácidos micólicos en diferentes especies del Género Mycobacterium. 

Abreviaturas: α: alpha, α´: alpha´, M: metoxi, K: ceto, ε: epoxi, WE: éster, ω-1 M: ω-1 metoxi. 

Los datos presentados entre paréntesis corresponden a componentes minoritarios. 

 
Ácidos micólicos  

Especies 
α α´ M K ε WE ω-1 

M 

Longitud de la 
ramificación en α 

             Patógenas de 
 crecimiento lento              

M. africanum +   + +       26 

M. avium +    +   +   (22)-24 

M. bovis +   + +       (24)-26 
M. bovis BCG +  + +      (24)-26 

M. intracellulare +     +   +   (22)-24 

M. kansasii +  + +      (22)-24 

M. leprae +   + +       22-24 

M. marinum +  + +      24-(26) 

M. microti +   + +       26 
M. paratuberculosis +    +   +   24 
M. tuberculosis +   + +       (24)-26 

M. ulcerans +   + +       24 

No patógenas de 
crecimiento lento              

M. gordonae +   + +       (22)-24 

Patógenas de  
crecimiento rápido              

M. abscessus + +           (20-22)-24 
M. chelonae + +         (22)-24 

M. fortuitum + +     +   + (22)-24 

No patógenas de 
crecimiento rápido              

M. aurum +     +   +   22-24 

M. phlei +    (+)   +   22-24 

M. smegmatis + +     +     (22)-24 
M. thermoresistible + + + +       (22)-24 

M. vaccae + +   +   +   22-24 
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Figura 6: Estructura de los ácidos micólicos presentes en M. smegmatis y M. tuberculosis 

 

 Durante los estudios llevados a cabo para determinar el mecanismo de acción de 

la droga anti-tuberculosa Isoniacida, se identificó un gen, denominado inhA, 

codificando para una enoil-ACP reductasa parte del ciclo FASII de síntesis de ácidos 

micólicos (Banerjee et al., 1994;Vilcheze et al., 2000). El interés derivado de estos 

resultados se tradujo en una larga lista de trabajos publicados referidos a drogas que 

actúan sobre dicha síntesis así como también sobre la expresión y regulación de las 

enzimas componentes de FASII. Una de las conclusiones obtenidas es que la mayoría 

de las drogas específicamente anti-micobacterianas actúan sobre la vía de síntesis de los 

ácidos micólicos, resaltando la importancia de dicha vía. Así, otras drogas como 

Etionamida, y moléculas activas pero sin uso terapéutico como Triclosan y 

Tiolactomicina, también actúan sobre la vía mencionada (Larsen et al., 2002;McMurry 
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et al., 1999;Parikh et al., 2000;Slayden et al., 1996). Posteriores estudios genéticos, 

enzimáticos y bioinformáticos confirmaron la presencia de genes codificando otras 

enzimas del ciclo FASII, como kasA, kasB, mabA, codificando para las β-ceto acil ACP 

sintasas A y B y β-ceto acil ACP reductasa, respectivamente. Finalmente, en el año 

2007 se identificó el último componente del sistema FASII, la β-hidroxiacil ACP 

deshidratasa, codificada por el operón hadABC. El hecho que por la naturaleza de sus 

substratos (acilos de cadena larga) estas enzimas son esenciales para la supervivencia de 

la micobacteria y no se encuentran presentes en el humano las hace un blanco 

interesante para el diseño de drogas.  

 

Isoxil y Tiacetazona          

Dos drogas activas sobre M. tuberculosis, Isoxil (ISO) y Tiacetazona (TAC), han 

sido utilizadas en tratamientos terapéuticos, pero han sido posteriormente dejadas de 

lado por presentar efectos adversos y elevada aparición de resistencia (Dukes et al., 

1992;Ellard et al., 1974;Favez et al., 1970;Kampelmann, 1970;Punzalan et al., 1970). 

La identificación de los blancos moleculares para estas drogas, mecanismos de acción y 

de resistencia permitiría proponer modificaciones racionales sobre sus estructuras que 

puedan posibilitar el uso de derivados de las mismas. Se ha determinado que ambas 

drogas son en realidad pro-drogas que requieren una activación intra-celular. Esto no es 

sorprendente ya que muchas drogas anti-tuberculosas son en realidad pro-drogas que 

necesitan de un paso previo de activación para ejercer su efecto. Entre los ejemplos que 

podemos citar se encuentran INH, activada por la catalasa-peroxidasa KatG 

(Marcinkeviciene et al., 1995;Wengenack et al., 1998); Pirazinamida, activada por la 

pirazinamidasa PncA (Scorpio & Zhang, 1996) y Etionamida, activada por EthA 

(DeBarber et al., 2000). En el caso de ISO y TAC esta activación es mediada por EthA, 

la misma mono-oxigenasa que también activa a Etionamida (Dover et al., 2007). La 

expresión del gen ethA está regulada por un represor transcripcional de la familia TetR 

denominado EthR que se encuentra corriente arriba del gen ethA (Baulard et al., 2000). 

Si bien se desconoce el rol biológico que cumple esta enzima en la micobacteria se ha 

visto que tanto mutaciones en el gen ethA como mutaciones en el promotor de ethR que 

aumenten su transcripción generan resistencia a ISO, TAC y ETH (Boonaiam et al., 

2010;DeBarber et al., 2000;Kordulakova et al., 2007).  
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Se ha demostrado que ISO es un inhibidor de la síntesis de ácido oleico y ácidos 

micólicos y es efectivo contra cepas multirresistentes de M. tuberculosis (Phetsuksiri et 

al., 1999;Phetsuksiri et al., 2003;Winder et al., 1971). En contraste con la incertidumbre 

que existe con respecto a la función de DesA1 y DesA2, DesA3 (codificada por el gen 

Rv3229c) es una enzima de membrana que posee actividad estearoil-CoA desaturasa 

(Phetsuksiri et al., 2003). Uno de los productos de esta reacción, el ácido oleico, es un 

constituyente esencial de los fosfolípidos de membrana y los triglicéridos (Hung & 

Walker, 1970;Okuyama et al., 1967;Walker et al., 1970). La sobre-expresión de desA3 

en M. bovis confirió una leve resistencia a ISO, sugiriendo que es uno de los blancos de 

esta droga (Phetsuksiri et al., 2003). La inhibición de la síntesis de ácido oleico y ácidos 

micólicos por parte de ISO es independiente; esto se ha comprobado utilizando 

inhibidores específicos de la síntesis de ácido oleico, como por ejemplo el ácido 

estercúlico, que no alteran la síntesis de ácidos micólicos. Por otro lado se han diseñado 

análogos estructurales de ISO que pierden la capacidad de inhibir la síntesis de ácido 

oleico pero retienen la capacidad de inhibir ácidos micólicos (Bhowruth et al., 2006). 

Todo esto indica que existe otro blanco involucrado en la síntesis de ácidos micólicos 

que aún no ha sido identificado. Sería interesante postular que ISO esté inhibiendo otra 

desaturasa que se encuentre implicada en la síntesis de ácidos micólicos. Una hipótesis 

interesante es que ISO esté inhibiendo también las desaturasas DesA1 y DesA2, y que 

esto genere la inhibición en la síntesis de los ácidos micólicos. Sin embargo, existe 

también la posibilidad de que esté actuando sobre un blanco completamente distinto 

involucrado en la síntesis de ácidos micólicos como, por ejemplo, alguno de los 

componentes del ciclo FASII. 

 Por otra parte, TAC es una droga cuyo uso se ha ido discontinuando en una gran 

cantidad de países debido a sus efectos adversos, sobre todo en pacientes con VIH, en 

los cuales genera un síndrome muco-cutáneo que puede progresar a una necrosis tóxica 

epidérmica (Dukes et al., 1992). Sin embargo, todavía es utilizada como alternativa 

terapéutica para el tratamiento de cepas multi-resistentes en algunos países 

subdesarrollados en pacientes VIH negativos debido a su bajo costo. Se ha probado que 

TAC inhibe la síntesis de ácidos micólicos en micobacterias, aunque se desconoce su 

blanco de acción. A partir de estudios en M. bovis var. BCG Pasteur, M. chelonae y M. 

marinum Alahari et al. postularon a las ciclopropano sintasas de ácidos micólicos 

(CSAMs) como el blanco de acción de TAC (Alahari et al., 2007). Las CSAMs fueron 

descriptas como blanco de acción de TAC a partir de la observación de la acumulación 
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de precursores insaturados de ácidos micólicos luego del tratamiento de M. bovis BCG 

Pasteur con la droga. Sin embargo, la sobre-expresión independiente de los genes de las 

CSAMs no alteró la concentración inhibitoria mínima para TAC y además se probó que 

concentraciones sub inhibitorias de TAC inhiben las CSAMs sin producir alteración 

alguna sobre el crecimiento en cultivo. No existe evidencia hasta el momento de que 

estas enzimas sean esenciales en micobacterias. Todo esto apunta a la existencia de otro 

blanco esencial afectado por TAC en micobacterias. 
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Figura 7: Estructuras de las drogas antituberculosas Isoniacida (INH), Etionamida 
(ETH), Tiacetazona (TAC) e Isoxil (ISO), sus activadores y sitios de inhibición.  

(Modificado de Dover, et al., 2007) 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Identificar los blancos y dilucidar los mecanismos de resistencia de las drogas 

Tiacetazona e Isoxil en micobacterias, de manera de validar nuevos blancos para el 

diseño de drogas.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Determinar la CIM de ISO y TAC para distintas especies micobacterianas 

• Estudiar el efecto de las drogas ISO y TAC sobre la síntesis de ácidos grasos y 

ácidos micólicos en micobacterias 

• Aislar mutantes espontáneas resistentes a estas drogas y caracterizarlas por: 

nivel de resistencia, mecanismo de resistencia, mutaciones implicadas. 

• Sobre-expresar los distintos componentes de FASII y las desaturasas DesA1 y 

DesA2 y determinar el efecto de esta sobre-expresión sobre la resistencia y/o 

sensibilidad a las drogas en estudio  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Cepas bacterianas y Medios de cultivo 

 

Las cepas utilizadas en este trabajo de tesis fueron M. tuberculosis H37Rv, M 

bovis BCG Pasteur, M. kansasii, M. avium, M. smegmatis mc2 155, M. fortuitum y M. 

aurum. Para la manipulación de ADN y construcción de vectores se utilizó la cepa de E. 

coli DH5α (F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG Φ80dlacZ∆M15 

∆(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK
- mK

+), λ–). 

Para los experimentos con las distintas especies y las mutantes obtenidas en este 

trabajo se utilizaron los siguientes medios: Middlebrook 7H9-glicerol, Middlebrook 

7H9-glicerol sólido, en ambos casos con o sin el agregado de suplemento de ADS u 

OADS (albúmina, dextrosa, cloruro de sodio o ácido oleico, albúmina, dextrosa, cloruro 

de sodio respectivamente) utilizado al 10% v/v. Para los trabajos con E. coli DH5α se 

utilizó medio Luria-Bertani. Dada la notoria capacidad de las micobacterias para dar un 

crecimiento no homogéneo debido a asociación inter-celular, se usan tensioactivos en la 

formulación de los medios de cultivo líquidos. Durante este trabajo se utilizó Tritón WR 

1339 (0.25 % p/v). 

Se utilizaron los antibióticos Kanamicina o Higromicina a 20 µg/ml o 50 µg/ml, 

respectivamente, cuando fuera necesario. 

 

Medios de cultivo para micobacterias 

Caldo Middlebrook 7H9, (composición en g/l) 

(NH4)2SO4    0,50 

Na2(HPO4)    2,50 

K(H2PO4)    1,00 

Citrato de sodio   0,10 

MgSO4    0,05 

CaCl2     0,005 

ZnSO4     0,001 

CuSO4     0,001 

Citrato férrico amónico  0,04 

Acido l-glutámico   0,50 
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Piridoxina    0,001 

Biotina     0,0005 

 

ADS 

Albúmina                      5% p/v 

Dextrosa                        2% p/v 

NaCl                         0,81% p/v  

 

OADS 

Albúmina                      5% p/v 

Dextrosa                        2% p/v 

NaCl                         0,81% p/v  

Acido oleico             0,06% v/v    

 

Preparación de un litro de medio 7H9 ADS sólido: 

Agua destilada   890ml 

7H9                                                     4,7g 

ADS     100ml 

Glicerol 50%      10ml 

Agar        15g 

(Para preparar 7H9 OADS se reemplaza el ADS por OADS) 

 

Medio líquido 7H9 ADS Glicerol Tritón WR1339 (7H9 ADS-GT), su composición por 

litro es la siguiente: 

Agua destilada   890ml 

7H9                                                     4,7g 

ADS     100ml 

Glicerol 50% v/v     10ml 

Tritón WR1339 250 mg/ml      1ml 

 

Medios de cultivo para E. coli 

Luria-Bertani (LB) 

Agua destilada   1000ml 
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NaCl     10g 

Extracto de levadura   5g 

Triptona    10g 

 

Terrific Broth 

Agua destilada    csp 1000ml 

Triptona     12g 

Extracto de levadura    24g 

Glicerol      4ml 

K2HPO4           12,54g 

KH2PO4             2,31g   

 

Medio GYT (para preparación de células electrocompetentes de E. coli) 

Agua destilada    900ml 

Glicerol     100ml 

Extracto de levadura   1,25g 

Triptona      2,5g 

 

Determinación de la concentración inhibitoria mínima (CIM 99) 

  La CIM99 -cantidad mínima de droga que inhibe el crecimiento del 99% del 

inóculo sembrado- fue determinada sembrando una dilución (equivalente a 103 células 

aproximadamente) de cultivos saturados de las distintas cepas crecidos a 37°C, en 

medio sólido 7H9-ADS sin antibióticos o suplementado con concentraciones crecientes 

de los antibióticos en estudio. Los resultados fueron leídos luego de incubar las placas 

por 30 días en el caso de M. tuberculosis, M bovis y M. avium, 15 días en el caso de M. 

kansasii y 5 días en el caso de M. smegmatis, M. fortuitum y M. aurum, todos a 37ºC. 

La concentración considerada como CIM99 fue aquella que causó una reducción del 

99% en los recuentos de células viables respecto a la cantidad de células presentes en 

medio de cultivo sin el agregado de antibióticos. Asimismo se evaluó la actividad a lo 

largo de las concentraciones utilizadas determinando alteraciones en el tamaño de las 

colonias sin pérdida del número de las mismas respecto a placas control. 
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Curvas de crecimiento 

  El análisis del crecimiento de las cepas se realizó utilizando cultivos crecidos en 

medio líquido 7H9ADS-GT. Cultivos saturados de las cepas en estudio fueron 

utilizados para inocular medio fresco e incubadas hasta una DO600nm inicial = 0,2-0,3; en 

este punto los cultivos se dividieron en alícuotas, a las cuales se les agregó distintas 

concentraciones de las drogas en estudio. Se tomaron alícuotas a distintos tiempos de 

los cultivos y se determinó la DO600nm.   

 

Aislamiento de cepas resistentes a Isoxil y Tiacetazona 

Para el aislamiento de mutantes resistentes a drogas se crecieron 3 cultivos 

independientes de M. tuberculosis H37Rv y M. kansasii, se sembraron 100 µl de cultivo 

saturado y 100 µl de una dilución 10-1 de cada cultivo en placas de 7H9 ADS con 

concentraciones de TAC de 2, 5 y 10 µg/ml (CIM= 0,1-0,5 µg/ml) o ISO 5, 10 y 25 

µg/ml (CIM= 0,5-1 µg/ml). Además se sembró una dilución 10-6 para determinar las 

UFC/ml. A partir de estos datos se pudo determinar la frecuencia de aparición de 

resistencia a ambos antibióticos. Las placas fueron incubadas por 30 días (o más cuando 

fuera necesario) y las colonias que crecieron fueron repicadas en medio sólido 7H9 

ADS-Glicerol con y sin el antibiótico para el que fueron seleccionadas de manera tal de 

confirmar la resistencia. 

 
Plásmidos utilizados en el desarrollo de esta tesis 

El vector utilizado para clonar los distintos genes fue el pMV261. Este plásmido 

permite clonar genes bajo el control del promotor constitutivo hsp60 y posee un cassette 

de resistencia a Kanamicina que permite la selección de las cepas que poseen este 

plásmido. 

Los vectores pML1342 y pML1357 son plásmidos que se integran en los sitios 

attB utilizados por los micobacteriofagos L5 y Giles, respectivamente, lo cual permite 

integrar distintos genes en el cromosoma de micobacterias. Poseen un cassette de 

resistencia a Higromicina. Una vez que se obtiene la cepa con el plásmido integrado se 

transforma la misma con el plásmido pCreSacBI (KmR) que posee la recombinasa Cre 

que remueve el esqueleto (donde se encuentra la integrasa y el cassette de resistencia a 

Higromicina) dejando integrado en el cromosoma solamente el gen de interés. Este 

último plásmido posee un marcador de contra selección que impide el crecimiento en 
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medios con sacarosa de modo tal que una vez obtenidas las colonias se repican en 

placas con 7H9-ADS-Glicerol + sacarosa 2% (p/v) para curar el plásmido pCreSacBI. 

Para el clonado de genes se utilizó el plásmido pCR®-Blunt II-TOPO® 

(inVitrogen). 

 

Oligonucleótidos cebadores utilizados 
   
Primer Secuencia 

Sitio de 
corte Descripción 

deh Fw TB GGATCCCGTGGCGTTGAGCGCAGACA BamHI para clonar en pMV261 
Rv0635 Rv GAATTCTGAACTCACGCAGCGCCATC EcoRI para clonar en pMV261 
Rv0636 Fw GGATCCTCTGATGGCGCTGCGTGAGTTC BamHI para clonar en pMV261 
Rv0636 Rv GAATTCCTACGCTAACTTCGCCGAGGCGAT EcoRI para clonar en pMV261 
Rv0637 Fw GGATCCTATGGCGCTCAAGACCGATATCC BamHI para clonar en pMV261 
deh Rv TB GAATTCCAGCGGCCAGTTGCTAATTACG EcoRI para clonar en pMV261 
mabA Fw GAATTCGTGACTGCCACAGCCACTGA EcoRI para clonar en pMV261 
mabA Rv AAGCTTTCAGTGGCCCATACCCATGC HindIII para clonar en pMV261 
desA1 Fw GGATCCCATGTCAGCCAAGCTGACCG BamHI para clonar en pMV261 
desA1 Rv GAATTCCGCCGGGCTAACGACGGCTC EcoRI para clonar en pMV261 
desA2 Fw GAATTCCGCATGGCACAGAAACCTGTC EcoRI para clonar en pMV261 
desA2 Rv AAGCTTGGGTGTCTAGCCCGTGACGAAT HindIII para clonar en pMV261 
Rv3230 Fw AAGCTTCTATGAGCAAGAAACACACGACGCTTA HindIII para clonar en pMV261 
Rv3230 Rv GTTAACACTAGATGTCCAGCACGCAATCA HpaI para clonar en pMV261 
desA3 Fw AAGCTTCGATGGCGATCACTGACGTCGACGTA HindIII para clonar en pMV261 
desA3 Rv GTTAACCGCCGAGCAATCTTAGGCTGCCA HpaI para clonar en pMV261 
pMV261 Fw TTGAGCCGTCCGTCGCGGGCACT No tiene p/chequear pMV261 
pMV261 Rv GATCACCGCGGCCATGATGGCA No tiene p/chequear pMV261 
ethA Fw AAGCTTCCATGACCGAGCACCTCGACGTTGT HindIII para clonar en pMV261 
ethA Rv GTTAACGGCGCTAAACCGTCGCTAAAGCTAAA HpaI para clonar en pMV261 
mmaA4 Fw GGATCCGAACATGACGAGAATGGCCGAGAA BamHI para clonar en pMV261 
mmaA4 Rv GAATTCCTCGCCGGGCTTAGGCCGCGGCAC EcoRI para clonar en pMV261 
deh seq Fw1 TB    AGGCTGTCAACCTTGCGCTGCGAA No tiene p/secuenciar hadABC de TB 
deh seq Fw1 K GCCGACGAGGAGGAATACGACGAG No tiene p/sec hadABC de kansasii 
deh seq Rv1 TB y K ATGTTGGGAAAACCCCGAGGTCCGAGTG No tiene p/sec hadABC de TB y kansasii 
ethA Fw1 (K) GCAGCTTACCGCGTGTCGATAGT          No tiene p/sec ethA de kansasii 
ethA Fw1 (tb) GCAGCTTACTACGTGTCGATA No tiene p/sec ethA de TB 
ethA Fw2 (K y tb) ATCATCCATCCGCAGCACTG No tiene p/sec ethA de kansasii y TB 
ethA Fw3 (K y tb) ACCGCAACGGGGTTGAACCT No tiene p/sec ethA de kansasii y TB 
ethA Rv1 (tb) ATATCGCCTACAGCGACGACGAC No tiene p/sec ethA de TB 
ethA Rv1 (K) ATTCGTGCCGGGCGAAGTCCTCTAC No tiene p/sec ethA de kansasii 
ethA Rv2 (K) GTTGCGGTGACGATGATGTCGG No tiene p/sec ethA de kansasii 
ethA Rv2 (tb) GTTGCGGTAATGATGATGTCAGC No tiene p/sec ethA de TB 
ethA Rv3 (K y tb) CAGTGCTGCGGATGGATGAT No tiene p/sec ethA de kansasii y TB 
mmaA4 Fw1 (K) ACCAGTTCACACTCGCCAAGTAGA No tiene p/sec mmaA4 de kansasii 
mmaA4 Fw1 (tb) CCGAATGGGCTACATCGACTGCAA No tiene p/sec mmaA4 de TB 
mmaA4 Fw2 (K y tb) GACACCAACCGCTCACGTCA No tiene p/sec mmaA4 de kansasii y TB 
mmaA4 Rv2 (K y tb) GAAGAAGTCGTCGTAGTTCTCGTG No tiene p/sec mmaA4 de kansasii y TB 
mmaA4 Rv1 (K) TGCGGTCGCGCTCTTGGCTGAT No tiene p/sec mmaA4 de kansasii 
mmaA4 Rv1 (tb) CCATCCATCACCCGCAACTTCGC No tiene p/sec mmaA4 de TB 
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Extracción de ADN para Reacción en Cadena de la Polimerasa 

El ADN de las micobacterias se obtuvo mediante el protocolo descrito por 

Madiraju (Madiraju et al., 2000): 

Se toman colonias de una placa y se pasan a un tubo de microcentrífuga con tapa 

O-ring que tiene 100µl de Tris-EDTA pH=8. Se agregan bolitas de Zirconio de 100 µm 

hasta que quede una película de Tris-EDTA sobre las mismas. Luego se siguieron los 

siguientes pasos: 

• Agitar mecánicamente 1min 

• Incubar en hielo 1min 

• Agitar mecánicamente 1min 

• Incubar en hielo 1min 

• Incubar a 95ºC 10min 

• Centrifugar a 12.000 rpm 2min 

• Agitar mecánicamente 1min 

• Incubar en hielo 1min 

• Centrifugar a 12.000 rpm 2min 

• Pasar sobrenadante a tubo eppendorf y utilizar 1µl para 50µl de mezcla de PCR 

 

Electroporación de E. coli 

Se inocularon 25 ml de LB con una colonia de E. coli. Se incubó toda la noche a 

37ºC y se diluyó en 500ml de LB. Se dejó llegar el cultivo a DO600nm de 0,35-0,4 y se 

puso en hielo por 15 minutos. A partir de aquí todas las centrifugaciones se realizaron a 

4ºC y las soluciones utilizadas se incubaron previamente en hielo. Se centrifugó 15min 

a 1000g, se resuspendió en agua, se centrifugó 20 min a 1000g, se resuspendió en 

250ml de glicerol 10%, se centrifugó 20 min a 1000g, se resuspendió en 10ml de 

glicerol 10%, se centrifugó 20 min a 1000g y se resuspendió en 1ml de medio GYT frío. 

Se midió la DO600nm de una dilución 1 en 100 y se llevó a una DO=80-120 en caso de 

ser necesario. Se guardaron alícuotas de 40µl a -20ºC para su posterior utilización. 

Para la transformación se utilizaron cubetas de electroporación de 0,2 cm (Bio-

Rad), previamente enfriadas, donde se incubaron las células con 10 a 100 ng de ADN en 

un volumen de 2µl. La electroporación se llevó a cabo en un electroporador 

MicroPulserTM (Bio-Rad), fijando el pulso programado EC2 (2,5 kV). Se recuperó 
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agregando 1ml de LB e incubando a 37°C por 1h, luego de lo cual se sembraron 100 µl 

en placas de LB agar con el antibiótico correspondiente. 

 

Electroporación de M. tuberculosis  

Se crecieron 20ml de M. tuberculosis H37Rv en medio 7H9-ADS-GT a 37ºC. 

Una vez alcanzada una DO600nm de 0,5-1 se centrifugó el cultivo 15min a 2000g y se 

lavó 3 veces con una solución de glicerol 10% (v/v) a temperatura ambiente. El 

precipitado fue resuspendido en 200µl de glicerol 10% (v/v), se agregó el ADN y se 

dejó a temperatura ambiente por 10min. Se colocaron las células en cubetas de 

electroporación de 0,2 cm (Bio-Rad) y se le dio un pulso de 2,5V y 25µF, con una 

resistencia de 1000Ω. Se agregó inmediatamente 1ml de medio 7H9-ADS-GT, se 

traspasó a un tubo de 15ml y se dejó incubando con agitación toda la noche a 37ºC. Al 

día siguiente se centrifugó, se resuspendió el pellet en 100µl de medio y se sembró en 

placas de 7H9 ADS Glicerol con los antibióticos correspondientes. Las placas fueron 

incubadas a 37ºC por 30 días. 

 

MANIPULACION DE ADN 

 

Preparación de ADN plasmídico 

Se siguió el protocolo de lisis alcalina: 

Se inoculó una colonia de E. coli en 2,5 ml de medio Terrific Broth en un tubo 

de 15 ml con el antibiótico adecuado. Se incubó toda la noche a 37ºC con agitación. Se 

tomaron 2 ml de la suspensión en un tubo eppendorf y se centrifugó a 12500 rpm por 1 

minuto. Se removió el sobrenadante y se centrifugó a la misma velocidad por 2 

segundos, descartando el exceso de líquido. Se resuspendió el pellet en 200 µl de buffer 

de lisis (50mM glucosa, 25mM Tris-HCl (pH 8,0), 10mM EDTA y lisozima 5 mg/ml), 

se agitó mecánicamente por 5 segundos e incubó a temperatura ambiente por 5 minutos. 

Se agregaron 400 µl de solución alcalina fresca (0,2 N NaOH, 1% SDS), se mezcló por 

inversión 5 veces y se colocó el tubo en baño de agua helada por 5 minutos. Se 

agregaron 300 µl de acetato de amonio 7.5M frío (pH 7.6) a la solución, se mezcló por 

inversión suave 5 veces y se colocó el tubo en baño de agua helada por 5 minutos. Se 

centrifugó la mezcla a 12500 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Se transfirió el 

sobrenadante a un tubo eppendorf. Se agregaron 0,6 volúmenes de isopropanol y se 
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incubó a temperatura ambiente por 10 minutos. Se centrifugó la mezcla 12500 rpm por 

10 minutos a temperatura ambiente y se descartó el sobrenadante. Se agregaron 100 µl 

de acetato de amonio 2M (pH 7,4) al pellet, se agitó mecánicamente y se incubó en baño 

de agua helada por 5 minutos. Se centrifugó la mezcla a 12500 rpm por 5 minutos a 

temperatura ambiente y se separó el sobrenadante. Se agregaron 100 µl de isopropanol y 

se incubó a temperatura ambiente por 10 minutos. Se centrifugó la mezcla a 12500 rpm 

por 10 minutos a temperatura ambiente y se descartó el sobrenadante. Se lavó el pellet 

con etanol 70%. Se removió el etanol por centrifugación y se dejó secar el pellet. 

Finalmente, se disolvió el pellet en 50 µl de agua destilada. 

 

Tratamiento con enzimas de restricción, ligasas y fosfatasas 

alcalinas  

Las condiciones generales para los tratamientos de ADN con enzimas de 

restricción, fosfatasa alcalina y reacciones de ligación con T4 ADN ligasa fueron 

realizadas mediante métodos convencionales según Sambrook (Sambrook et al., 1989), 

y según las recomendaciones de los manuales de los laboratorios proveedores de las 

enzimas utilizadas. 

 

Secuenciación de ADN 

La secuenciación de ADN de plásmidos y de fragmentos amplificados por PCR 

fue realizada en el servicio de secuenciación de la Universidad de Maine, ME, USA. El 

análisis de las secuencias se realizó utilizando el programa SeqManII (DNASTAR Inc.). 

 

Purificación de ADN de geles de agarosa 

Los fragmentos de ADN obtenidos de las digestiones enzimáticas y de las 

reacciones de PCR fueron purificados con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 

System (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

  

Clonado de genes 

Para el clonado de genes se utilizó en todos los casos la misma estrategia: se 

utilizaron oligonucleótidos sintéticos (que poseen sitios de restricción para clonar en el 

sitio de múltiple clonado del plásmido pMV261) en una reacción de PCR. La mezcla de 

reacción de PCR contenía: 
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H20 miliQ                      37,5µl 

Buffer 10X         5µl 

dNTPs (10mM c/u)    1,5µl 

DMSO      2,5µl 

Oligo Fw (20µM)       1µl  

Oligo Rv (20µM)       1µl 

ADN cromosomal          1µl 

Pfx ADN polimerasa (Invitrogen)   0,5µl 

 

Las mezclas fueron sometidas a desnaturalización (94ºC, 1 min), seguido de 25 

ciclos de desnaturalización (94ºC, 1 min), anillado (1 min) y extensión (68ºC, 1 a 2 min 

de acuerdo a la longitud del fragmento a amplificar).  

Los fragmentos amplificados fueron analizados por electroforesis en geles de 

agarosa (0,8% p/v). Los productos de PCR fueron clonados en el vector pCR®-Blunt II-

TOPO® (Invitrogen) y el inserto clonado fue confirmado por análisis de restricción y 

secuenciación.  

 

Análisis de la síntesis de ácidos grasos y ácidos micólicos                                  

La síntesis de ácidos grasos y ácidos micólicos fue analizada en las distintas 

cepas mediante la incorporación del precursor radiactivo [1-14C] ácido acético. Cultivos 

de M. tuberculosis, M. bovis y M. kansasii fueron crecidos en 7H9 ADS-GT hasta una 

DO600nm=0,3. En este punto se dividieron los cultivos en alícuotas las cuales fueron 

tratadas con distintas concentraciones de ISO o TAC e incubadas por 16h a 37ºC, luego 

se agregó [1-14C] ácido acético y se continuó la incubación por 8h a 37ºC. Luego de la 

marcación las células fueron colectadas por centrifugación, lavadas dos veces con agua 

y sometidas a hidrólisis alcalina con hidróxido de tetrabutilamonio (TBAH, Aldrich) al 

15% (v/v) a 100ºC por 12hs. Posteriormente se adicionaron 2ml de CH2Cl2 y 100µl de 

CH3I a cada tubo, mezclándose los mismos por rotación a temperatura ambiente por 1h. 

Los metil-ésteres así formados fueron obtenidos mediante separación de las fases 

acuosa y orgánica por centrifugación a baja velocidad. La fase orgánica fue recuperada 

y secada a 55ºC bajo atmósfera de nitrógeno luego de lo cual se resuspendió en 2 ml de 

eter etílico. Se dejó decantar por precipitación los restos sólidos presentes en la muestra 

y el sobrenadante, conteniendo los metil ésteres de ácidos grasos y ácidos micólicos 
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(FAMEs y MAMEs, de sus siglas en inglés), se traspasó a otro tubo y se secó a 55ºC 

bajo atmósfera de nitrógeno. 

Los MAMEs y FAMEs fueron separados por cromatografía en capa delgada 

(TLC) utilizando sílica G 60 como soporte. Para la TLC mono-dimensional se utilizó 

éter de petróleo:éter etílico (85:15 v/v) como fase móvil. Las muestras (aprox. 40.000 

cpm) fueron sembradas y desarrolladas tres veces en este sistema. Para las TLC mono-

dimensionales con Ag+ se impregnaron las placas con una solución de AgNO3 10% p/v 

y se utilizó el mismo sistema de solventes. Para la TLC bidimensional las muestras 

(aprox. 100.000 cpm) fueron sembradas en placas de sílica previamente tratadas con una 

solución de AgNO3 10% p/v y desarrolladas dos veces en hexano-acetato de etilo (95:5 

v/v) en la primer dirección y tres veces en éter de petróleo-éter etílico (85:15 v/v) en la 

segunda dirección. En ambos casos la radioactividad presente fue evidenciada por 

autorradiografía a -80ºC en placas X-OMAT (Kodak). 

 Para los ensayos de recuento de radioactividad se marcó en la placa de 

cromatografía la zona correspondiente a las manchas de ácidos grasos y ácidos 

micólicos presentes en la placa de autorradiográfica. Luego se raspó la sílica de la placa 

de TLC, se pasó a un vial de plástico, se le agregó el líquido centelleador y se midieron 

las cpm en el contador de centelleo. 

 

Estudio con inhibidores de bombas de eflujo 

Para realizar el ensayo con inhibidores de bombas de eflujo se determinó la 

concentración inhibitoria mínima en medio sólido 7H9 al cual se adicionó carbonil 

cianuro m-clorofenilhidrazona (CCCP) o Verapamilo en concentraciones sub-

inhibitorias de 1 µg/ml y 40 µg/ml, respectivamente. 
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ESTUDIOS PRELIMINARES 

 

Perfil de resistencia a TAC e ISO de distintas especies 

micobacterianas  

Debido a que tanto TAC como ISO han sido utilizadas exclusivamente para el 

tratamiento clínico de la tuberculosis, existen muy pocos reportes de su acción sobre 

otras especies de micobacterias. Por tal motivo decidimos establecer el perfil de 

resistencia a estas drogas de distintas especies micobacterianas que se encontraban en 

ese momento en el laboratorio y que poseen características diferentes en cuanto a su 

crecimiento (lento o rápido) y al perfil de ácidos micólicos presentes en su envoltura. 

Para ello se determinó la CIM a estas drogas para las siguientes especies 

micobacterianas: M. tuberculosis H37Rv, M. bovis BCG Pasteur, M. kansasii, M. 

avium, M. fortuitum, M. aurum y M. smegmatis mc2 155 (Tabla II) 

 

Tabla II : CIM en medio sólido 7H9 ADS para ISO y TAC de especies micobacterianas de 

crecimiento lento y rápido 

 CIM ( µµµµg/ml) 

Especies de crec. lento TAC ISO 

M. tuberculosis H37Rv 0,1-0,25 0,5-1 

M. bovis BCG Pasteur 1,5-3 0,5 

M. kansasii 0,5 1-2,5 

M. avium 100 >50 

Especies de crec. rápido   

M. fortuitum >100 >50 

M. aurum 50 >50 

M. smegmatis mc2 155 >100 >50 

 

Como puede observarse en la Tabla II, todas las especies de crecimiento rápido 

presentaron una alta resistencia a ambas drogas, con valores de CIM ≥50 µg/ml. Por el 

contrario, las especies de crecimiento lento, con la excepción de M. avium, presentaron 

valores de CIM más bajos de entre 0,1 y 3 µg/ml. A partir de estos resultados se decidió 

continuar los estudios con las siguientes especies: M. tuberculosis H37Rv, M. bovis 

BCG Pasteur y M. kansasii. 
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Si bien se realizaron muchos experimentos en común para ambas drogas, los 

estudios realizados con TAC e ISO serán presentados en dos capítulos separados para 

permitir una mejor comprensión de los resultados y los pasos que se siguieron con cada 

una de estas drogas. 
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CAPITULO I: TIACETAZONA 

Efecto de TAC sobre el crecimiento en medio líquido 

Se analizó el efecto de TAC sobre el crecimiento en medio líquido 7H9-ADS-

GT en las especies seleccionadas mencionadas anteriormente. De esta manera pudo 

observarse un efecto dosis dependiente de TAC sobre el crecimiento de todas las 

especies (Figura 8).  
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Figura 8: Efecto de TAC sobre el crecimiento en medio líquido 7H9-ADS-GT de M. 

tuberculosis H37Rv, M. bovis BCG Pasteur y M. kansasii Las concentraciones de TAC están 

expresadas en µg/ml. Los valores representan el promedio de tres repeticiones independientes. 

 
Efecto de TAC sobre la síntesis de ácidos grasos y ácidos 

micólicos  

Prosiguiendo con el estudio de TAC en M. tuberculosis H37Rv, M. bovis BCG y 

M. kansasii y tratando de dilucidar su mecanismo de acción se realizaron ensayos de 

incorporación de [1-14C] ácido acético en medio líquido 7H9-ADS-GT en ausencia y en 

presencia de distintas concentraciones de TAC, como se describe en Materiales y 
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Métodos. Los metil ésteres de ácidos grasos y ácidos micólicos (FAMEs y MAMEs) 

obtenidos fueron analizados por TLC impregnada con AgNO3, lo que permite separar 

los ácidos grasos y ácidos micólicos de acuerdo a la insaturación de los mismos ya que 

el ion Ag+ se une a los dobles enlaces presentes en las moléculas retardando su 

migración. 

En este punto es necesario aclarar que mientras este trabajo de tesis se estaba 

llevando a cabo fue publicado un artículo (Alahari et al., 2007) donde se afirmaba, a 

través de estudios con M. bovis BCG Pasteur y M. marinum, que TAC inhibía la 

ciclopropanación de ácidos micólicos en micobacterias, actuando sobre las CSAMs. Los 

autores llegaron a esta conclusión mediante la observación de la acumulación de un 

precursor insaturado de ácidos micólicos que presentaba una migración retardada con 

respecto a los ácidos micólicos maduros luego del tratamiento con TAC. Sin embargo, 

estos mismos autores afirmaban que la inhibición de las CSAMs no sería el blanco letal 

de TAC ya que la inhibición de las CSAMs se produce a concentraciones muy por 

debajo del valor de la CIM para esta droga y la sobre-expresión individual de las 

CSAMs por separado no confirió resistencia a la misma. 

Como puede observarse en la Figura 9, TAC inhibió todas las familias de ácidos 

micólicos en las 3 especies, siendo los ácidos ceto-micólicos más resistentes a la 

inhibición. En el caso particular de M. bovis BCG Pasteur puede observarse la 

acumulación de un precursor, que llamaremos X, con una migración menor en la TLC, 

lo que está de acuerdo con lo observado por Alahari et al.. Sin embargo, en M. 

tuberculosis y M. kansasii no se observó una acumulación significativa de este 

precursor lo cual indicaría que TAC no está inhibiendo las CSAMs de estas especies.  
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Figura 9: TLC impregnada con AgNO3 de cultivos de M. tuberculosis, M. bovis BCG Pasteur y 

M. kansasii marcados con [1-14C] ácido acético luego de tratar con TAC. Los FAMEs y 

MAMEs fueron extraídos y se sembraron 40.000 cpm en la TLC. Las muestras fueron corridas 

3 veces con éter de petróleo-éter etílico (85:15). AGS: Ácidos grasos saturados; AGI: Ácidos 

grasos insaturados; α: Ácidos α-micólicos; M: Ácidos metoxi-micólicos; K: Ácidos ceto-

micólicos; X: Precursor insaturado de ácidos micólicos 

 

Para obtener una mejor resolución de los ácidos micólicos y los precursores 

insaturados, que podrían solaparse en una TLC normal 1D debido a la polaridad de los 

mismos, los FAMEs y MAMEs fueron sometidos a una TLC 2D que permite separar los 

compuestos en cuanto a su polaridad (primer dimensión) y a su nivel de insaturación 

(segunda dimensión, con Ag+). De esta manera pudo observarse nuevamente que el 

precursor X solo se acumuló en M. bovis BCG Pasteur luego del tratamiento pero no en 

M. tuberculosis o en M. kansasii (Figura 10).  
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Figura 10: TLC-2D impregnada con AgNO3 de cultivos de M. tuberculosis, M. bovis BCG 

Pasteur y M. kansasii marcados con [1-14C] ácido acético tratados o no con TAC (5 µg/ml para 

M. tuberculosis y M. bovis BCG y 25 µg/ml para M. kansasii). Los MAMEs y FAMEs fueron 

extraídos y se sembraron 100.000 cpm en cada TLC. Las muestras fueron corridas 2 veces con 

hexano-acetato de etilo (95:5) en la primer dirección y 3 veces con éter de petróleo-éter etílico 

(85:15) en la segunda dirección. AGS: Ácidos grasos saturados; AGI: Ácidos grasos 

insaturados; α: Ácidos α-micólicos; M: Ácidos metoxi-micólicos; K: Ácidos ceto-micólicos; X: 

Precursor insaturado de ácidos micólicos. 
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Esto nos llevó a pensar que TAC no estaría actuando de la misma manera en 

estas especies o bien la acumulación del precursor no era tan significativa como para 

observarse a simple vista en la TLC. Por este motivo decidimos cuantificar la intensidad 

de cada mancha, esto se hizo marcando el contorno de cada una en la TLC, raspándola y 

midiendo la cantidad de cuentas presente en las mismas. Se determinó así el porcentaje 

de cuentas de cada mancha respecto al total de cuentas (Figura 11); puede observarse 

que en las 3 especies hay una disminución en la síntesis de ácidos micólicos, siendo los 

α− y metoxi-micólicos los más afectados. También pudo observarse que el incremento 

del precursor X solo se produce en M. bovis BCG mientras que en las otras dos especies 

prácticamente no se alteró la cantidad de este precursor. Fue interesante observar 

también en todas las especies un incremento o acumulación de ácidos grasos, tanto 

saturados como insaturados, en la misma medida en que disminuyó la síntesis de ácidos 

micólicos. 
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Figura 11: Porcentaje de marca total extraída de las TLC-2D antes (barras negras) y después 

(barras blancas) del tratamiento con TAC. AGS: Ácidos grasos saturados; AGI: Ácidos grasos 

insaturados; α: Ácidos α-micólicos; M: Ácidos metoxi-micólicos; K: Ácidos ceto-micólicos; X: 

Precursor insaturado de ácidos micólicos. Promedio de 3 repeticiones. 
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Si las únicas enzimas afectadas por TAC en la síntesis de ácidos micólicos 

fueran las CSAMs sería esperable que la disminución de la síntesis de ácidos micólicos 

maduros causara la acumulación de los precursores insaturados. En cambio, lo que se 

observó fue que la disminución en la síntesis de ácidos micólicos generó una 

acumulación de ácidos grasos. Es interesante señalar que estos efectos, es decir, 

inhibición de ácidos micólicos y acumulación de ácidos grasos, son similares a los 

observados luego del tratamiento con INH y ETH, inhibidores de la enoil ACP 

reductasa de FASII (Vilcheze et al., 2000;Winder et al., 1971). Esto nos llevó a pensar 

en dos posibilidades para la acción de TAC: a) que estuviese inhibiendo una enzima del 

ciclo FASII y de esta manera causando un efecto similar al de otras drogas que inhiben 

FASII, o b) que la inhibición de múltiples blancos, incluidas las CSAMs, produjera 

alguna señal que frene la síntesis de ácidos micólicos.  

Teniendo en cuenta estas 2 hipótesis decidimos aislar mutantes espontáneas 

resistentes a esta droga que pudieran darnos una respuesta.  

 

Aislamiento de mutantes resistentes a TAC 

El aislamiento de mutantes resistentes y su caracterización ha sido una estrategia 

tradicional y muy valiosa para la determinación de genes involucrados en el mecanismo 

de acción de antibióticos así como para determinar mecanismos de resistencia a los 

mismos (Grzegorzewicz et al., 2012;Kenney & Churchward, 1994;La Rosa et al., 

2012;Morlock et al., 2000;Nessar et al., 2011). Por tal motivo se aislaron mutantes 

espontáneos de M. tuberculosis H37Rv y M. kansasii resistentes a TAC. Para ello se 

inocularon 3 cultivos independientes con aproximadamente 104 células cada uno y se 

dejaron crecer los cultivos hasta saturación. Una vez obtenidos los cultivos saturados se 

sembraron distintas diluciones en medio sólido 7H9-ADS-Glicerol con TAC; las 

concentraciones de TAC utilizadas fueron 2, 5 y 10 µg/ml para M. tuberculosis H37Rv 

y 5, 10 y 25 µg/ml para M. kansasii. Las colonias así obtenidas fueron repicadas en 

medio sólido con y sin TAC para confirmar la resistencia. También se sembraron 

diluciones en medio sin droga para realizar el recuento de UFC inicial. De esta manera 

se pudo calcular la frecuencia de aparición de mutantes resistentes con valores promedio 

de 4,4x10-6 y 1,8x10-6 para M. tuberculosis y M. kansasii, respectivamente. De esta 

forma se seleccionaron 20 mutantes resistentes a TAC de M. tuberculosis y 15 de M. 

kansasii para continuar con la caracterización.  
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Perfil de resistencia a drogas de las mutantes resistentes aisladas 

Ya se han reportado en la literatura cepas clínicas resistentes a TAC que poseen 

mutaciones en ethA (DeBarber et al., 2000), gen que codifica para la mono-oxigenasa 

EthA que cataliza la activación de TAC. Se han encontrado mutaciones a lo largo de 

toda la secuencia del gen lo cual indica que la resistencia está mediada por la 

inactivación de su producto. También se han encontrado mutaciones en la región 

promotora de ethR, que codifica para un represor de la familia TetR y regula la 

transcripción de ethA; de esta manera mutaciones que producen sobre-expresión de 

EthR provocan una disminución en la transcripción de ethA y por lo tanto resistencia a 

las drogas activadas por EthA, es decir, TAC, ISO y ETH. Si bien la deleción de ethA 

produce resistencia a las 3 drogas, se han reportado mutaciones puntuales que provocan 

sustituciones de aminoácidos que confieren resistencia a una o dos drogas solamente, la 

razón de esta discrepancia no ha sido debidamente aclarada (DeBarber et al., 2000). 

Al aislar mutantes resistentes a Tiacetazona existe la posibilidad de que estas 

posean mutaciones en ethA o en el promotor de ethR, las cuales serían resistentes no 

solo a TAC sino también a ISO y/o ETH. Para descartar este tipo de mutaciones se 

determinó la CIM de las mutantes de M. tuberculosis y M. kansasii aisladas para las 3 

drogas activadas por EthA, de esta manera aquellas que solo presentaran resistencia a 

TAC deberían tener mutaciones en el blanco de la droga. Los resultados se describen en 

las Tablas III, IV, V y VI.  
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Tabla III : CIM para TAC, ETH e ISO de M. tuberculosis H37Rv y las mutantes espontáneas 

resistentes a TAC aisladas. 

  

 CIM (µg/ml) 
 ETH TAC ISO 
M. tuberculosis H37Rv 2,5 0,15 2,5 
    
MTBR4 2,5 >5 2,5 
MTBR5 2,5 >5 2,5 
MTBR6 2,5 >5 2,5 
MTBR7 2,5 >5 2,5 
MTBR8 2,5 >5 2,5 
MTBR11 2,5 >5 2,5 
MTBR12 2,5 >5 2,5 
MTBR17 2,5 >5 2,5 
MTBR18 2,5 >5 2,5 
    
MTBR16 2,5 >5 5 
MTBR1 2,5 >5 5 
MTBR2 2,5 >5 10-25 
MTBR3 2,5 >5 5 
MTBR9 2,5 >5 10 
MTBR10 2,5 >5 5 
MTBR13 2,5 >5 5 
MTBR14 2,5 >5 10 
MTBR19 2,5 >5 10 
    
MTBR15 25 >5 >25 
MTBR20 25 >5 10 

 

Tabla IV : Agrupamiento de las 20 mutantes de M. tuberculosis H37Rv aisladas en función de 

su resistencia y/o sensibilidad a TAC, ETH e ISO. 

ETH TAC ISO n 
S R S 9 
S R R 9 
R R S 0 
R R R 2 

  Total 20 
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Tabla V: CIM para TAC, ETH e ISO de M. kansasii y las mutantes espontáneas resistentes a 

TAC aisladas. 

 CIM (µg/ml) 
 ETH TAC ISO 
M. kansasii 1 0,5 1 
    
MKR 5.1 1 25 >25 
MKR 5.3 1 >25 >25 
MKR 5.4 1 >25 >25 
MKR 10.2 1 >25 >25 
MKR 10.6 1 >25 10 
MKR 10.7 1 >25 2,5 
MKR 10.9 1 >25 5 
MKR 25.3 1 >25 10-25 
    
MKR 5.2 2,5 >25 >25 
MKR 5.9 2,5 >25 >25 
MKR 10.1 2,5 >25 >25 
MKR 10.10 2,5 >25 >25 
MKR 10.12 2,5 >25 >25 
MKR 25.1 2,5 >25 10-25 
MKR 25.2 2,5 >25 10-25 

  

Tabla VI : Agrupamiento de las 15 mutantes de M. kansasii aisladas en función de su resistencia 

y/o sensibilidad a TAC, ETH e ISO. 

ETH TAC ISO n 
S R S 0 
S R R 8 
R R S 0 
R R R 7 

  Total 15 
 

De las 20 mutantes resistentes a TAC de M. tuberculosis: 9 fueron resistentes 

solo a TAC, otras 9 fueron resistentes a TAC e ISO y las 2 restantes fueron resistentes a 

las 3 drogas. A partir de aquí decidimos seguir trabajando solo con las 9 mutantes 

resistentes sólo a TAC, es decir, MTBR4, 5, 6, 7, 8, 11, 12, 17 y 18. 

Por otro lado, ninguna de las 15 mutantes de M. kansasii aisladas presentaron 

resistencia sólo a TAC sino que 7 de ellas presentaron resistencia a TAC, ISO y ETH y 

las 8 restantes fueron resistentes a TAC e ISO. Si bien no pudimos aislar ninguna 

mutante resistente a TAC y sensible a ISO y ETH, decidimos continuar con la 

caracterización de todas estas mutantes ya que no existen hasta el momento reportes de 

los mecanismos, ya sea por mutaciones en ethA u otro gen, que median la resistencia a 

estas drogas en M. kansasii. 
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Análisis del perfil de ácidos micólicos de las mutantes resistentes 

a TAC 

Como parte de la caracterización de las mutantes resistentes a TAC se realizaron 

ensayos de incorporación de [1-14C] ácido acético y posterior extracción de FAMEs y 

MAMEs. Estos fueron resueltos tanto en  TLC normal como en TLC con AgNO3.  

En el caso de las mutantes de M. tuberculosis se observó que 6 de las 9 mutantes 

solo tenían ácidos α-micólicos y no poseían ácidos micólicos oxigenados, es decir, 

metoxi- y ceto-micólicos. Las 3 mutantes restantes presentaron un perfil de ácidos 

micólicos igual al de la cepa parental (Figura 12A). 

Cuando se corrieron estas mismas muestras en una TLC impregnada con AgNO3 

(Figura 12B) se observó que en las muestras de las 6 mutantes que no tenían ácidos 

micólicos oxigenados había una mancha (denominada Y) que corría más retrasada que 

la de los ácidos α-micólicos maduros. Teniendo en cuenta que en la TLC normal esta 

mancha no se ve, es decir que corre junto con los α-micólicos maduros se llegó a la 

conclusión de que la mancha Y correspondería a un ácido α-micólico inmaduro que 

posee una insaturación en lugar de una ciclopropanación (Figura 13). Esto se 

correlaciona con una publicación donde se delecionó el gen mmaA4, que codifica para 

la CSAM que forma el precursor de los micólicos oxigenados (ver Figura 5); los ácidos 

micólicos de esta mutante consistían en ácidos α-micólicos maduros diciclopropanados 

y ácidos α-micólicos mono-ciclopropanados con un ciclopropano en posición proximal 

y un doble enlace en posición distal (Dinadayala et al., 2003).  
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Figura 12: TLC sin (A) y con (B) AgNO3 de ácidos micólicos y ácidos grasos de M. 

tuberculosis H37Rv y las mutantes resistentes a TAC. AG: Ácidos grasos; AGS: Ácidos grasos 

saturados; AGI: Ácidos grasos insaturados; α: Ácidos α-micólicos; M: Ácidos metoxi-

micólicos; K: Ácidos ceto-micólicos; Y: Ácidos  α-micólicos mono-insaturados. 

 

 

 

Figura 13: Estructura de los ácidos α-micólicos maduros de M. tuberculosis y del precursor 

mono-insaturado Y. 

 

 

Al mismo tiempo se realizaron los mismos ensayos para las mutantes de M. 

kansasii resistentes a TAC encontrándose que todas las mutantes presentaron el mismo 

perfil que la cepa parental tanto en la TLC normal como en la impregnada con AgNO3 

(Figura14). 
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Figura 14: TLC sin (A) y con (B) AgNO3 de ácidos micólicos y ácidos grasos de M. kansasii y 

las mutantes resistentes a TAC. AG: Ácidos grasos; AGS: Ácidos grasos saturados; AGI: 

Ácidos grasos insaturados; α: Ácidos α-micólicos; M: Ácidos metoxi-micólicos; K: Ácidos 

ceto-micólicos. 
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Secuenciación del gen mmaA4 de las mutantes de M. tuberculosis 

deficientes en ácidos micólicos oxigenados 

En un trabajo publicado en el año 2009 (Alahari et al., 2009) se aislaron 

mutantes resistentes a TAC de M. bovis BCG y observaron que 5 de las 9 mutantes 

aisladas no sintetizaban ácidos micólicos oxigenados, tenían mutaciones en mmaA4 y 

que estas mutaciones estaban localizadas a lo largo de toda la proteína; el resto de las 

mutantes aisladas no fueron caracterizadas en dicha publicación. Luego de tratar las 

mutantes obtenidas con TAC y realizar ensayos de marcación y TLC, vieron inhibición 

de las CSAMs aún a bajas concentraciones de droga, lo cual indicaba que TAC seguía 

inhibiendo las CSAMs. Además, el análisis de una mutante insercional en una región 

temprana del gen mmaA4 mostró que la misma tenía alta resistencia a TAC, por lo tanto 

concluyeron que la pérdida de este gen provocaba que TAC no se active y no pueda 

ejercer su efecto. A partir de estas observaciones postularon el siguiente modelo de 

acción de TAC: esta pro-droga sería activada por EthA, produciéndose intermediarios 

capaces de inhibir las CSAMs y luego se produciría una segunda activación mediada 

por MmaA4 que daría el producto que inhibe el blanco esencial de TAC (Figura 15). 

Cabe destacar que las 5 mutantes de M. bovis BCG Pasteur con mutaciones en 

mmaA4 aisladas por Alahari, et al. presentaron el mismo perfil de ácidos micólicos que 

las 6 mutantes de M. tuberculosis aisladas en este trabajo de tesis que fueron descritas 

más arriba. 
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Figura 15: Modelo de activación de TAC por parte de EthA y MmaA4 y sitios de inhibición 

propuestos por Alahari et al.(Alahari et al., 2009) 

 

Para confirmar si la deficiencia en la síntesis de ácidos micólicos oxigenados en 

las mutantes de M. tuberculosis resistentes a TAC se debía a mutaciones en la enzima 
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MmaA4, o había otro tipo de mutaciones que dieran este fenotipo, se secuenció el gen 

mmaA4 de todas las mutantes resistentes. De esta manera se pudo determinar que las 6 

mutantes que eran deficientes en la síntesis de ácidos micólicos oxigenados poseían 

mutaciones en el gen mmaA4; 4 de las mutaciones generaron sustituciones de 

aminoácidos, una produjo un codón de terminación y la restante un cambio en el marco 

de lectura (Tabla VII y Figura 16). Por otro lado, las 3 mutantes que tenían un perfil 

normal de ácidos micólicos no presentaron mutaciones en mmaA4, confirmando que la 

resistencia a TAC no se debe a mutaciones en este gen. 

 

Tabla VII : CIM para TAC, perfil de ácidos micólicos y cambios en mmaA4 de las mutantes de 

M. tuberculosis H37Rv resistentes a TAC 

 Cambios en mmaA4 
 

CIM TAC 
(µg/ml) 

Micólicos 
Oxigenados Nucleótido Aminoácido 

M. tuberculosis H37Rv 0,1-0,25 Si   
MTBR4 50 No ∆g748 Cambio de marco 
MTBR5 50 No c552g Termina en 184 
MTBR6 10 Si Sin cambios Sin cambios 
MTBR7 10 No g302a G101D 
MTBR8 10 No g671a G224D 
MTBR11 25 Si Sin cambios Sin cambios 
MTBR12 25 Si Sin cambios Sin cambios 
MTBR17 25 No c552g Termina en 184 
MTBR18 25 No c170t A57V 

 

 

 

                                                            V(MTBR18) 
1   MTRMAEKPISPTKTRTRFEDIQAHYDVSDDFFALFQDPTRTYSCAYFEPPELTLEEAQYA 
                                            D(MTBR7)  
61  KVDLNLDKLDLKPGMTLLDIGCGWGTTMRRAVERFDVNVIGLTLSKNQHARCEQVLASID 
121 TNRSRQVLLQGWEDFAEPVDRIVSIEAFEHFGHENYDDFFKRCFNIMPADGRMTVQSSVS 
       ▼STOP(MTBR5 y 17)                        D(HRTAC8)   
181 YHPYEMAARGKKLSFETARFIKFIVTEIFPGGRLPSTEMMVEHGEKAGFTVPEPLSLRPH 
            ▼∆∆∆∆1nt(MTBR4)                        
241 YIKTLRIWGDTLQSNKDKAIEVTSEEVYNRYMKYLRGCEHYFTDEMLDCSLVTYLKPGAA 
301 A 

 

Figura 16: Secuencia de aminoácidos de la enzima MmaA4 y mutaciones presentes en las cepas 

de M. tuberculosis resistentes a TAC. El sitio de unión a S-adenosil metionina se encuentra 

subrayado. 
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Rol de MmaA4 en la resistencia a TAC 

Es interesante notar que, según Alahari, et al., TAC estaría inhibiendo todas las 

CSAMs con excepción de MmaA4 y que además esta CSAM en particular sería un 

activador secundario de TAC. Si bien mutaciones en mmaA4, llevando a la pérdida de 

actividad de la enzima, fueron suficientes para conferir alta resistencia a TAC, esto no 

parece suficiente para afirmar que es un activador secundario. Por este motivo 

decidimos estudiar el efecto de la sobre-expresión de la mono-oxigenasa EthA, de 

MmaA4 y de ambas enzimas sobre la sensibilidad a TAC en M. tuberculosis. 

Para ello clonamos los genes ethA y mmaA4 en el plásmido pMV261, que 

permite la expresión de estos genes bajo el promotor hsp60 de micobacterias. Tanto la 

sobre-expresión de ethA como de mmaA4 produjo una leve reducción (2 veces) en el 

valor de CIM para TAC (Tabla VIII).  

 

Tabla VIII : CIM para TAC de las cepas de M. tuberculosis H37Rv control (pMV261) y sobre-

expresando la mono-oxigenasa EthA y la metil-transferasa MmaA4 

 
CIM TAC 
(µg/ml) 

M. tuberculosis pMV261 0,1 
M. tuberculosis pMV261::ethA 0,05 
M. tuberculosis pMV261::mmaA4 0,05 

 

Continuando con la hipótesis que plantea que MmaA4 sería un activador 

pensamos que si ambas enzimas fueran necesarias para activar TAC y así ejercer su 

efecto sobre el blanco esencial, entonces la sobre-expresión de ambas enzimas debería 

producir un efecto aditivo y en consecuencia presentar un valor de CIM a TAC más 

bajo que la sobre-expresión de cada una por separado.  

Para ver si esta hipótesis era cierta utilizamos 2 métodologías distintas. Por un 

lado decidimos utilizar un compuesto, denominado 2 fenil etil butirato (PEB), que 

induce la sobre-expresión de la mono-oxigenasa EthA a través de la inhibición de la 

unión del represor EthR al promotor de ethA; de esta manera el agregado de este 

compuesto en el medio de crecimiento aumenta la sensibilidad a drogas activadas por 

EthA (Grau et al., 2012;Weber et al., 2008). De esta manera utilizamos la cepa de M. 

tuberculosis que sobre-expresa MmaA4 y determinamos la CIM a TAC en ausencia o 

presencia de PEB. El agregado de PEB al medio no produjo una disminución en la CIM 

a TAC como se hubiese esperado si tanto EthA como MmaA4 fuesen activadores de 

esta droga (Tabla IX). 
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Tabla IX: CIM para TAC de las cepas de M. tuberculosis H37Rv pMV261 (control) y la cepa 

sobre-expresando la metiltransferasa MmaA4 en ausencia o presencia de PEB. 

 CIM TAC (µg/ml) 
 sin PEB + PEB 0,5mM 
M. tuberculosis H37Rv pMV261 0,1 0,05 
M. tuberculosis H37Rv pMV261::mmaA4 0,05 0,05 
 

Por otra parte, se construyeron cepas de M. tuberculosis H37Rv que poseen en el 

cromosoma una copia extra de los genes mmaA4 y ethA bajo el promotor hsp60. Para 

ello se utilizó una técnica descripta recientemente (Huff et al., 2010) que permite 

integrar genes en distintos lugares del cromosoma de M. tuberculosis utilizando una 

serie de vectores, denominados pML, que poseen integrasas de distintos 

micobacteriofagos. Brevemente, se clonó el gen de interés bajo el promotor hsp60 del 

plásmido pMV261, luego se subclonó el gen junto con el promotor hsp60 en un 

plásmido de la serie pML, el cual se integra en el cromosoma de la micobacteria ya que 

expresa una integrasa de micobacteriofagos que inserta el plásmido en un sitio attB 

específico; esta serie de plásmidos posee resistencia a Higromicina. Una vez integrada 

la construcción en el cromosoma se transforma esta cepa con el plásmido pCreSacBI 

(KmR) que expresa una recombinasa específica que elimina el esqueleto del plásmido 

que se encontraba integrado dejando solo el gen de interés en el cromosoma. El 

plásmido pCreSacBI es eliminado pasando la cepa por medio de cultivo con sacarosa, 

ya que este plásmido posee un marcador de contra selección que impide su crecimiento 

en medios con sacarosa. Luego, a partir de esta cepa, se vuelven a repetir los pasos 

anteriores con otro gen de interés y utilizando otro plásmido de la serie pML que se 

integre en otro sitio attB del cromosoma. De esta manera quedan solo los genes de 

interés integrados en el cromosoma y se eliminan los marcadores de resistencia. 

Utilizando esta técnica se construyeron cepas de M. tuberculosis con copias extra de los 

genes mmaA4, ethA y de ambos genes. Al determinar la CIM para TAC de la cepa 

merodiploide para ambos genes se vio que no presentó mayor sensibilidad lo que 

sugiere que MmaA4 no sería activador de TAC (Tabla X). 
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Tabla X: CIM para TAC de las cepas de M. tuberculosis H37Rv pML1342 (control) y las cepas 

con una copia extra del gen mmaA4, del gen ethA y de ambos genes. 

 
CIM TAC 
(µg/ml) 

M. tuberculosis H37Rv pML1342 0,1 
M. tuberculosis + mmaA4 0,1 
M. tuberculosis + ethA 0,05 
M. tuberculosis + mmaA4 + ethA 0,05 

 

 Estos resultados nos llevan a pensar que, si bien no se puede negar que MmaA4 

es necesaria para la acción de TAC, esta enzima no sería un activador secundario sino 

que estaría cumpliendo otro rol aún no determinado. 

 

Secuenciación de ethA 

Como se indicó en la Tabla V, las mutantes de M. kansasii aisladas presentaron 

2 tipos de perfiles de resistencia, TACR-ETHS-ISOR (Grupo I) y TACR-ETHR-ISOR 

(Grupo II). Si bien es esperable que se puedan obtener mutantes resistentes a las 3 

drogas, ya que comparten el activador EthA, es llamativo que 8 de las 15 mutantes 

presenten resistencia cruzada solo a ISO. Existen reportes de cepas clínicas de M. 

tuberculosis que poseen mutaciones en ethA que confieren resistencia a solo una o dos 

de las drogas activadas por esta mono-oxigenasa, siendo sensibles para las otras, lo cual 

sugiere que podrían existir mutaciones en ethA que presenten un fenotipo de resistencia 

cruzada entre TAC e ISO. Por este motivo, decidimos secuenciar el gen ethA de las 8 

mutantes del Grupo I, es decir, que presentaron resistencia cruzada solo a ISO. También 

incluimos en el estudio a una de las mutantes del Grupo II que presentaba resistencia 

cruzada a ISO y ETH (KRTAC 5.2). Como puede observarse en la Tabla XI, las 8 

mutantes secuenciadas que presentaron resistencia cruzada a ISO y TAC pero no a ETH 

(5.1, 5.3, 5.4, 10.2, 10.6, 10.7, 10.9 y 25.3) no tienen mutaciones en el activador EthA 

mientras que la mutante resistente a las 3 drogas (KRTAC 5.2) tiene una mutación que 

produce un cambio de aminoácido (T366M), lo que sugiere que esta mutación sería la 

responsable de la resistencia a TAC, ISO y ETH. De esta manera pudimos concluir que 

la resistencia cruzada a TAC e ISO en las 8 mutantes del Grupo I secuenciadas no se 

debe a mutaciones en el activador. Por lo tanto decidimos seguir caracterizando este 

sub-grupo de mutantes. 
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Tabla XI : Perfil de resistencia a TAC, ISO y ETH; perfil de ácidos micólicos y mutaciones en 

ethA de las mutantes de M. kansasii resistentes a TAC del Grupo I y GrupoII. Nd: No 

Determinado. 

  CIM (µg/ml) Cambios en ethA 
   TAC ISO ETH 

Micólicos 
oxigenados Nucleótido Aminoácido 

 M. kansasii 0,5 1 1 SI Sin cambios Sin cambios 
KRTAC 5.1 25 >25 1 SI Sin cambios Sin cambios 
KRTAC 5.3 >25 >25 1 SI Sin cambios Sin cambios 
KRTAC 5.4 >25 >25 1 SI Sin cambios Sin cambios 
KRTAC 10.2 >25 >25 1 SI Sin cambios Sin cambios 
KRTAC 10.6 >25 10 1 SI Sin cambios Sin cambios 
KRTAC 10.7 >25 2,5 1 SI Sin cambios Sin cambios 
KRTAC 10.9 >25 5 1 SI Sin cambios Sin cambios 

G
ru

po
 I 

KRTAC 25.3 >25 10-25 1 SI Sin cambios Sin cambios 
KRTAC 5.2 >25 >25 2,5 SI c1098t T366M 
KRTAC 5.9 >25 >25 2,5 SI Nd Nd 
KRTAC 10.1 >25 >25 2,5 SI Nd Nd 
KRTAC 10.10 >25 >25 2,5 SI Nd Nd 
KRTAC 10.12 >25 >25 2,5 SI Nd Nd 
KRTAC 25.1 >25 10-25 2,5 SI Nd Nd 

G
ru

po
II 

KRTAC 25.2 >25 10-25 2,5 SI Nd Nd 
 

Por otro lado, si bien las mutantes de M. tuberculosis aisladas presentaron un 

perfil TACR-ETHS-ISOS, para estar seguros de que no había mutaciones en ethA se 

secuenció este gen en las mutantes MTBR6, 11 y 12, es decir las mutantes que no tenían 

mutaciones en mmaA4. La secuencia del gen ethA de estas 3 mutantes no presentó 

ningún cambio respecto a la cepa parental con lo cual podemos concluir que la mutación 

responsable de la resistencia se encuentra en otra parte del genoma. 

 

Estudio con inhibidores de bombas de eflujo 

Los mecanismos de eflujo que median la resistencia bacteriana a distintos 

antibióticos han sido muy estudiados en diversas bacterias, incluyendo las micobacterias 

(da Silva et al., 2011;Poole, 2005). A partir de la secuenciación del genoma de M. 

tuberculosis (Cole et al., 1998) se han identificado muchos genes que codifican para 

bombas de eflujo putativas (De et al., 2002;Gupta et al., 2006;Sander et al., 2000). 

Además, la sobre-expresión de distintas bombas de eflujo se encuentra asociada con la 

resistencia a múltiples drogas en aislamientos clínicos de M. tuberculosis (da Silva et 

al., 2011;Hao et al., 2011;Rodrigues et al., 2011;Singh et al., 2011). Estas bombas de 

eflujo son proteínas de membrana que exportan sustratos fuera de la célula a partir de un 

mecanismo dependiente de energía, que puede provenir de la hidrólisis de ATP o de la 
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fuerza protón motriz de la membrana. La función principal de las mismas es expulsar 

las sustancias tóxicas presentes en el ambiente así como diversos metabolitos 

producidos dentro de la célula, protegiendo a la misma de los efectos tóxicos que éstos 

pudieran producir. 

Existen diversos inhibidores que afectan distintas familias de bombas de eflujo, 

impidiendo así la expulsión de las sustancias al exterior, que pueden ser utilizados para 

determinar si la resistencia a antibióticos esta mediada por este tipo de mecanismos. 

Entre los inhibidores más utilizados podemos mencionar al Verapamilo, un bloqueador 

de canales dependientes de calcio que inhibe un gran rango de bombas de eflujo, y la 

carbonil cianuro m-clorofenilhidrazona (CCCP), un desacoplador del gradiente de 

protones. 

Con el fin de determinar si la resistencia a TAC en las mutantes aisladas podía 

deberse a mecanismos que involucren bombas de eflujo se determinó la CIM a TAC en 

ausencia o en presencia de concentraciones sub-inhibitorias de Verapamilo o CCCP, las 

concentraciones determinadas y utilizadas posteriormente fueron 40 µg/ml 

(CIM=100µg/ml) y 0,5 µg/ml (CIM=4µg/ml), respectivamente.  

Se seleccionaron las 3 mutantes resistentes a TAC de M. tuberculosis que no 

presentaron mutaciones en mmaA4 y las mutantes resistentes del Grupo I de M. 

kansasii. La CIM para TAC de estas mutantes en presencia de los inhibidores de 

bombas de eflujo no se alteró por lo cual podemos concluir que la resistencia no se debe 

a la expulsión de la droga por parte de bombas de eflujo, por lo menos aquellas que 

pueden ser inhibidas por Verapamilo o CCCP. 

 
 

Sobre-expresión de los genes de FASII 

El efecto de TAC, es decir, inhibición de la síntesis de ácidos micólicos y 

acumulación de ácidos grasos es similar al observado luego del tratamiento con INH y 

ETH. Si recordamos, el blanco de estos dos antimicobacterianos es la enoil ACP 

reductasa InhA de FASII, la inhibición de esta enzima provoca el cese de la síntesis de 

ácidos micólicos y la consecuente acumulación de ácidos grasos que no pueden ser 

elongados por FASII. 

Para evaluar si TAC actúa sobre alguna enzima del ciclo FASII que pudiera 

traducirse en el mismo efecto, decidimos sobre-expresar los componentes del ciclo de 

elongación, es decir; kasA, inhA, mabA y hadABC que codifican para la β-cetoacil ACP 
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sintasa A, la enoil ACP reductasa, la β-cetoacil ACP reductasa y el complejo β-

hidroxiacil ACP deshidratasa, respectivamente. Se clonaron estos genes en el plásmido 

pMV261 bajo el control del promotor hsp60 y se transformó M. tuberculosis H37Rv. 

Las colonias obtenidas fueron repicadas y se determinó la CIM para TAC y como 

control también se determinó la CIM para INH y ETH. 

Fue interesante observar que la sobre-expresión del operón hadABC confirió 

resistencia a TAC, pero no a INH o ETH, con un valor de CIM >50 µg/ml (Figura 17), 

más de 500 veces el valor de la cepa parental. El resto de los componentes de FASII no 

confirió resistencia a las drogas ensayadas salvo inhA para el caso de INH y ETH como 

era de esperarse (Tabla XII). 

 
Tabla XII : CIM para TAC, INH y ETH de M. tuberculosis H37Rv sobre-expresando los 

distintos componentes de FASII. 

 CIM (µg/ml) 
M tuberculosis H37Rv  TAC INH ETH 
pMV261 0,1 0,05 1 
pMV261::inhA 0,1 >1 >5 
pMV261::kasA 0,05 0,05 1 
pMV261::mabA 0,1 0,05 1 
pMV261::hadABC >50 0,05 1 

 

Control TAC 0,1 g/mlµ TAC 0,25 g/mlµ

TAC 0,5 g/mlµ TAC 2,5 g/mlµ TAC 10 g/mlµ TAC 25 g/mlµ

H37Rv
pMV261

H37Rv
pMV261::
hadABC

 
 

Figura 17: Determinación de la CIM a TAC en medio sólido 7H9-ADS de la cepa control de 

M. tuberculosis (pMV261) y la cepa sobre-expresando el complejo de la deshidratasa 

(pMV261:hadABC). Se sembraron aproximadamente 102-103 ufc de cada cepa y las fotos fueron 

tomadas luego de 30 días de incubación a 37°C. 
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Este resultado estaría indicando que la β-hidroxiacil ACP deshidratasa de FASII 

podría ser el blanco esencial de TAC ya que su sobre-expresión genera alta resistencia a 

la misma. Recientemente se caracterizó el complejo de la β-hidroxiacil ACP 

deshidratasa, en este trabajo se concluyó que este complejo consiste en dos 

heterodímeros, HadAB y HadBC, que actuarían secuencialmente en la síntesis del ácido 

meromicólico ya que poseen afinidad por acil ACPs de distinta longitud. El 

heterodímero HadAB actuaría en los pasos iniciales e intermedios de elongación, 

mientras que HadBC sería el encargado de los últimos pasos (Cantaloube, et al., 2011).  

Como siguiente paso decidimos determinar cual de los genes del operón de la 

deshidratasa estaba confiriendo la resistencia a TAC, para ello clonamos cada uno de los 

3 genes individualmente en el plásmido pMV261. Sorprendentemente, la sobre-

expresión de ninguno de los genes individualmente confirió el mismo nivel de  

resistencia a TAC que el operón entero y solo la sobre-expresión de HadC dio una 

moderada resistencia, con un valor de CIM de 0,5-1 µg/ml, 5 a 10 veces la CIM de la 

cepa con el plásmido vacío (Tabla XIII). A partir de estos resultados pensamos que 

TAC podría estar inhibiendo más de un componente del complejo deshidratasa. Por ello 

decidimos clonar los genes hadAB y hadBC, codificando para los dos heterodímeros 

funcionales. Se determinó la CIM a TAC para estas 2 construcciones y pudo observarse 

que mientras la cepa sobre-expresando hadAB tiene una CIM de 2,5 µg/ml, la que 

sobre-expresa hadBC tiene una CIM >50 µg/ml, igual valor al que presenta la cepa 

sobre-expresando el operón entero (Tabla XIII). Lamentablemente por razones de 

solubilidad de la droga en el medio de cultivo no se pudieron utilizar valores mayores a 

50 µg/ml y no se puede determinar si el heterodímero HadBC confiere exactamente la 

misma resistencia que el operón entero. Esto significa que si bien ambos heterodímeros 

confieren resistencia a TAC, la sobre-expresión del heterodímero HadBC otorga mayor 

resistencia y, por lo tanto, sería el más afectado por TAC. Esto es sorprendente ya que 

de acuerdo a estudios de mutagénesis con librerías de transposones (Sassetti et al., 

2003), HadC no sería esencial para el crecimiento in vitro de M. tuberculosis. Por otro 

lado el operón hadABC se encuentra conservado en todas las micobacterias, incluso en 

M. leprae, cuyo genoma es el más reducido dentro de este género y que ha perdido 

muchos genes a lo largo de la evolución, manteniendo sólo el mínimo necesario para 

sobrevivir en el huésped. Si bien es necesario hacer estudios de deleción del gen, esta 
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última observación junto con los resultados de resistencia a TAC indicarían que HadC 

es esencial en micobacterias. 

 

Tabla XIII : CIM de TAC sobre M. tuberculosis H37Rv pMV261 (control) y M. tuberculosis 

sobre-expresando los distintos componentes del complejo de la β-hidroxiacil ACP deshidratasa. 

 

 
M tuberculosis H37Rv  

CIM TAC     
(µg/ml) 

pMV261 0,1 
pMV261::hadABC >50 
pMV261::hadA 0,1 
pMV261::hadB 0,05 
pMV261::hadC 0,5-1 
pMV261::hadAB 2,5 
pMV261::hadBC >50 

 

 

Secuenciación del operón hadABC de las mutantes resistentes a 

TAC 

La observación de que la sobre-expresión del operón que codifica para el 

complejo deshidratasa genera resistencia a TAC en M. tuberculosis nos llevó pensar que 

las mutantes resistentes a TAC aisladas previamente podrían tener mutaciones en estos 

genes. De esta manera seleccionamos las 3 mutantes resistentes a TAC de M. 

tuberculosis H37Rv que no tenían mutaciones en mmaA4 ni en ethA (MTBR6, 11 y 12) 

y las 8 mutantes de M. kansasii del Grupo I (5.1, 5.3, 5.4, 10.2, 10.6, 10.7, 10.9 y 25.3). 

Se amplificó por PCR el operón hadABC junto con 700pb por arriba del mismo, para 

cubrir posibles mutaciones que provoquen la sobre-expresión del operón (Figura 18), se 

purificó el producto luego de correr en un gel de agarosa y se envió a secuenciar. 

 
deh seq Fw

hadA hadB hadCrpmG2

deh seq Rv 

Figura 18: Organización génica del operón que codifica para el complejo de la β-hidroxiacil 

ACP deshidratasa. Se encuentra indicado el sitio de hibridación de los oligos utilizados para 

amplificar y secuenciar el operón junto con 700pb corriente arriba del mismo. El gen rpmG2 

codifica para la proteína ribosomal L33. 
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Del análisis de las secuencias del operón hadABC se desprenden los resultados 

presentados en las Tablas XIV y XV. De las 3 mutantes de M. tuberculosis, 2 de ellas 

presentaron mutaciones en el operón hadABC. La mutante MTBR6 tiene una mutación 

en hadC que provoca una sustitución de la Alanina en posición 151 por Valina, mientras 

que la mutante MTBR12 tiene una mutación en hadA que provoca la sustitución de la 

Cisteína en posición 61 por Serina. La mutante MTBR11 no tiene mutaciones en este 

operón, lo cual sugiere que existen otros mecanismos de resistencia a TAC aún no 

identificados. 

 

Tabla XIV : CIM a TAC y cambios en la secuencia de nucleótidos y aminoácidos de las 

mutantes de M. tuberculosis resistentes a TAC 

  

 
Cambios en el operón hadABC                                  

de M. tuberculosis  

 
CIM TAC    
(µg/ml) Nucleótido Aminoácido 

M. tuberculosis H37Rv 0,15   
MTBR6 10 c451t de hadC A151V de HadC 
MTBR11 25 Sin cambios  
MTBR12 25 g182c de hadA C61S de HadA 
 

Con respecto a las mutantes de M. kansasii, 6 de las 8 mutantes presentaron 

mutaciones en el operón. Una de ellas, KRTAC 10.2, tiene exactamente la misma 

mutación en HadA (C61S) que una de las mutantes de M. tuberculosis (MTBR12), lo 

cual es una evidencia fuerte de que esta mutación sería responsable de la resistencia a 

TAC. Las mutantes KRTAC 5.4 y 10.7 tienen una mutación en hadC que provoca la 

sustitución de la Valina en posición 85 por Isoleucina. La mutante KRTAC 5.3 tiene 

una inserción de 3 nucleótidos en hadA que provoca la duplicación de la Tirosina 108. 

Por otro lado, 2 mutantes (KRTAC 10.6 y 25.3) presentaron una mutación silente en 

hadA (c303t) que no provoca un cambio de aminoácido; estas mutantes fueron aisladas 

en forma independiente por lo cual pensamos que esta mutación es responsable de la 

resistencia a TAC. Dado que no hay un cambio de aminoácido creemos que esta 

mutación podría estar afectando algún tipo de regulación transcripcional o alterando de 

algún modo la traducción, aunque se deben hacer más estudios para comprobarlo. 

Finalmente, las 2 mutantes restantes (KRTAC 5.1 y 10.9) no tienen mutaciones en el 

operón hadABC y la razón de su resistencia no pudo ser determinada. 
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Tabla XV: CIM a TAC y cambios en la secuencia de nucleótidos y aminoácidos de las 

mutantes de M. kansasii resistentes a TAC 

  
 

Cambios en el operón hadABC                                                     
de M. kansasii  

 
CIM TAC    
(µg/ml) Nucleótido Aminoácido 

M. kansasii 0,5   
KRTAC 5.1 25 Sin cambios  
KRTAC 5.3 >25 Inserción tat en 321 de hadA Inserción Y en 108 de HadA 
KRTAC 5.4 >25 g250c de hadC V85I de HadC 
KRTAC 10.2 >25 g182c de hadA C61S de HadA 
KRTAC 10.6 >25 c303t de hadA Sin cambios 
KRTAC 10.7 >25 g250c de hadC V85I de HadC 
KRTAC 10.9 >25 Sin cambios  
KRTAC 25.3 >25 c303t de hadA Sin cambios 
 

 

HadA 
 
H37Rv         VALSADIVGMHYRYPDHYEVEREKIREYAVAVQNDDAWYFEEDGAAELGYKGLLAPLTFI 60 
BCG Pasteur   MALSADIVGMHYRYPDHYEVEREKIREYAVAVQNDDAWYFEEDGAAELGYKGLLAPLTFI 60 
kansasii      MPLTTNIVGMHYRYPDHYEVEREKIREHAQAVQNDDAFFFDEKASAELGYDGLLAPLTFI 60 
              :.*:::*********************:* *******::*:*..:*****.********* 
 
              S(MTBR12 y KRTAC 10.2)                          ▼Y(KRTAC 5.3)                     
H37Rv         CVFGYKAQAAFFKHANIATAEAQIVQVDQVLKFEKPIVAGDKLYCDVYVDSVREAHGTQI 120 
BCG Pasteur   CVFGYKAQAAFFKHANIATAEAQIVQVDQVLKFEKPIVAGDKLYCDVYVDSVREAHGTQI 120 
kansasii      CVFGYKAQSAFFKHANIAVQDAQIVQVDQVLKFAKPIVAGDKLYCDVYVDSMREAHGTQI 120 
              ********:*********. :************ *****************:******** 
 
H37Rv         IVTKNIVTNEEGDLVQETYTTLAGRAGEDGE-GFSDGAA 158 
BCG Pasteur   IVTKNIVTNEEGDLVQETYTTLAGRAGEDGE-GFSDGAA 158 
kansasii      IVTKNIITNEDGDIVQETYTTLAGRAGEDGEVGFSDGAA 159 
              ******:***:**:***************** ******* 

 

HadC 
 
H37Rv         MALKTDIRGMIWRYPDYFIVGREQCREFARAVKCDHPAFFSEEAAADLGYDALVAPLTFV 60 
BCG Pasteur   MALKTDIRGMIWRYPDYFIVGREQCREFARAVKCDHPAFFSEEAAADLGYDALVAPLTFV 60 
kansasii      MALKTDIRGMIWRYPDYFIVGREQLRQFAQAIKCDHPAYFEEDAAAELGYDAIVAPMTFV 60 
              ************************ *:**:*:******:*.*:***:*****:***:*** 
 
                                      I(KRTAC 5.4 y 10.7) 
H37Rv         TILAKYVQLDFFRHVDVGMETMQIVQVDQRFVFHKPVLAGDKLWARMDIHSVDERFGADI 120 
BCG Pasteur   TILAKYVQLDFFRHVDVGMETMQIVQVDQRFVFHKPVLAGDKLWARMDIHSVDERFGADI 120 
kansasii      TILAKLVQLDFFRNVDIGMETMQIVQVDQRFVFYKPVLAGDKLWARMDIHSVDERFGADI 120 
              ***** *******:**:****************:************************** 
 
                                            V(MTBR6) 
H37Rv         VVTRNLCTNDDGELVMEAYTTLMGQQGDGSARLKWDKESGQVIRTA 166 
BCG Pasteur   VVTRNLCTNDDGELVMEAYTTLMGQQGDGSARLKWDKESGQVIRTA 166 
kansasii      VVTKNTCHNDNGELVLEAYTTLMGQQGDGSAKLKWDKESGQVVRTG 166 
              ***:* * **:****:***************:**********:**. 

 

Figura 19: Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de HadA y HadC de M. tuberculosis 

H37Rv, M. bovis BCG Pasteur y M. kansasii. Por encima de los alineamientos se muestran 

mutaciones encontradas en las mutantes de M. tuberculosis y M. kansasii resistentes a TAC. 
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DISCUSIÓN 

Uno de los avances más importantes en la lucha contra la tuberculosis ha sido el 

entendimiento de los mecanismos moleculares de acción de las drogas antituberculosas 

y de los mecanismos de resistencia a estas drogas. Investigaciones llevadas a cabo 

durante las últimas dos décadas lograron identificar los blancos de acción de la mayoría 

de las drogas antituberculosas como, por ejemplo, INH, ETH, Pirazinamida (PZA) y el 

ácido p-amino-salicílico (PAS), componentes principales del arsenal antituberculoso. Al 

mismo tiempo, se descubrieron los mecanismos de resistencia a las drogas mencionadas 

anteriormente, esto es muy importante para el diseño de nuevas drogas que puedan 

sortear esos mecanismos de resistencia y de esta manera ser efectivas contra cepas 

multi-resistentes. Llamativamente, los tres primeros compuestos mencionados más 

arriba son pro-drogas, una característica cada vez más común dentro de las drogas 

antituberculosas o antimicobacterianas específicas, es decir, que requieren un paso 

previo de activación para generar el/los metabolito/s activo/s que actuarán con su 

molécula diana. Esta activación es llevada a cabo por diferentes enzimas; la catalasa-

peroxidasa KatG es la responsable de la activación de INH, la amidasa pirazinamidasa 

convierte PZA en ácido pirazinoico y la flavín mono-oxigenasa EthA modifica ETH 

para dar el metabolito reactivo que finalmente actuará sobre InhA. EthA es también 

responsable de la activación de otras dos drogas antituberculosas, ISO y TAC. 

Recientemente, a partir de trabajos llevados a cabo por el grupo de Kremer, se propuso 

un mecanismo de acción de TAC y también se dilucidaron nuevos mecanismos de 

resistencia a esta pro-droga; en sus reportes observaron que TAC inhibía la 

ciclopropanación de los ácidos micólicos y postularon que actuaba a nivel de las 

CSAMs; además, mostraron que mutaciones en MmaA4, una de las CSAMs, generaba 

resistencia a TAC y postularon a esta CSAM como un segundo activador de TAC, 

necesario para ejercer su efecto letal (Alahari et al., 2007;Alahari et al., 2009;Dover et 

al., 2007). A pesar de esto, los mismos autores sostienen que las CSAMs no son el 

blanco esencial de TAC y que el mismo no pudo ser identificado en ese reporte. Estos 

trabajos, que fueron publicados mientras esta tesis estaba en progreso, mostraban que 

luego del tratamiento de cultivos de M. bovis BCG Pasteur con TAC se acumulaban 

precursores insaturados de ácidos micólicos. Nuestros resultados, trabajando con M. 

tuberculosis H37Rv y M. kansasii, mostraron que TAC afecta la síntesis de ácidos 

micólicos sin producir una acumulación significativa de estos precursores insaturados. 
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Es importante resaltar que cuando utilizamos M. bovis BCG Pasteur pudimos reproducir 

las observaciones reportadas, lo cual sugiere que el uso de esta cepa puede haber 

influido en la acumulación de este precursor y llevar a una conclusión errónea. Es 

necesario recordar que M. bovis BCG Pasteur es naturalmente deficiente en la síntesis 

de ácidos metoxi-micólicos debido a una mutación en MmaA3, la CSAM responsable 

de síntesis de esta familia de ácidos micólicos; esta diferencia con M. tuberculosis 

H37Rv y M. kansasii, que poseen ácidos α-, metoxi- y ceto-micólicos, podría explicar 

los distintos efectos de TAC sobre estas especies. Por lo tanto, si bien existe inhibición 

de las CSAMs como consecuencia del tratamiento con TAC, la acumulación de los 

precursores insaturados parece ser especie-dependiente. Esta variación en los efectos 

observados luego del tratamiento con TAC nos llevó a pensar si la inhibición de las 

CSAMs era suficiente para justificar el arresto de crecimiento o si TAC podría estar 

actuando sobre otro blanco aún no identificado. Realizando estos mismos estudios en 

M. tuberculosis y M. kansasii observamos que TAC estaba afectando la síntesis de todas 

las familias de ácidos micólicos en ambas especies, aunque los ácidos ceto-micólicos 

fueron más resistentes a la inhibición. La cuantificación de la cantidad de radioactividad 

en ácidos grasos, en las distintas familias de ácidos micólicos y en los precursores 

insaturados reveló que, luego del tratamiento con TAC, se producía una acumulación de 

ácidos grasos a expensas de la inhibición de la síntesis de ácidos micólicos, mientras 

que la cantidad de precursores insaturados permanecía constante.  

Estos resultados nos llevaron a pensar que podría haber otra enzima en la vía de 

síntesis de ácidos micólicos que estuviese afectada por alguno de los metabolitos 

generados luego de la activación de TAC. Fue por ello que decidimos clonar y sobre-

expresar todos los componentes de FASII y ver como impactaba esto en la resistencia a 

TAC. Solo la sobre-expresión del operón que codifica para el complejo de la β-hidroxi-

acil ACP deshidratasa en M. tuberculosis confirió resistencia a TAC con valores de 500 

veces la CIM de la cepa control con el plásmido vacío. Recientemente se demostró que 

el complejo de la deshidratasa actúa formando dos heterodímeros, HadAB y HadBC, 

uno actuando en los ciclos iniciales e intermedios de elongación (HadAB) y el otro en 

los últimos ciclos (HadBC) (Sacco et al., 2007). Por otro lado, cuando se sobre-expresó 

cada gen por separado, ninguno confirió gran resistencia y solo HadC presentó una CIM 

mayor (5 veces) a la cepa control. Este resultado puede significar que, o bien TAC actúa 

sobre más de una subunidad del complejo o que la expresión de uno solo de los 

monómeros no sea suficiente para producir un plegamiento estable y la correspondiente 
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interacción entre las subunidades, y se necesite la co-expresión de ambas subunidades 

para obtener una proteína estable. En concordancia con esto, en estudios recientes de 

interacción proteína-proteína de los distintos componentes del complejo deshidratasa, 

observaron que al expresar cada gen por separado se producían interacciones 

inespecíficas con otras proteínas concluyendo que esto se debía a un plegamiento 

incorrecto de cada monómero por separado lo que generaba la inespecificidad de 

interacción; es decir, que se necesita la expresión simultánea para que se formen los 

heterodímeros y, por lo tanto, no sorprende que ninguno de los tres genes 

independientes confiriera resistencia a TAC (Cantaloube et al., 2011). Sin embargo, al 

expresar los genes que codifican para los heterodímeros funcionales HadAB y HadBC 

se observó una mayor resistencia a TAC, con valores de CIM de 2,5 µg/ml y >50 µg/ml, 

respectivamente. El hecho de que el heterodímero HadBC confiera mayor resistencia a 

TAC, similar a la del operón entero, hace suponer que este heterodímero, o por lo 

menos la subunidad HadC del mismo, sea el más afectado por TAC. Se ha propuesto 

que el heterodímero HadBC actúa en los últimos pasos del ciclo de elongación de 

FASII, similar a lo observado para la β-cetoacil ACP sintasa KasB (Cantaloube et al., 

2011;Veyron-Churlet et al., 2005). En estos reportes se postula la existencia de dos 

complejos de elongación de FASII, denominados E1FASII y E2FASII; en el primer 

complejo actuarían las enzimas InhA, KasA, MabA y el heterodímero HadAB y en el 

segundo complejo KasA y HadAB serían reemplazadas por KasB y HadBC (Figura 20). 

A su vez las distintas CSAMs (MmaA1, MmaA2, MmaA3, MmaA4, CmaA2, UmaA y 

PcaA) interaccionarían específicamente con las distintas subunidades (KasA o KasB; 

HadAB o HadBC) dependiendo de la posición, distal o proximal, donde actúen. 

Estudios realizados en M. tuberculosis y M. marinum demostraron que la β-cetoacil 

ACP sintasa KasB no es esencial en estas especies (Bhatt et al., 2007;Gao et al., 2003); 

la cepa de M. tuberculosis con la deleción del gen kasB produce ácidos micólicos más 

cortos (2 a 6 carbonos) pero es viable in vitro. A partir de estudios de mutagénesis de 

alta densidad (Sassetti et al., 2003) el gen que codifica para la subunidad HadC del 

complejo deshidratasa es considerado no esencial aunque no se han hecho estudios de 

deleción de este gen para confirmarlo. Teniendo en cuenta que HadBC actuaría en el 

complejo E2FASII junto con KasB, y que esta última es no esencial en micobacterias, 

sería lógico pensar que la deleción de hadC sería similar a la deleción de kasB. Sin 

embargo, si bien deben realizarse los estudios de deleción del gen hadC mencionados 
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anteriormente, a partir de los resultados obtenidos en este trabajo y teniendo en cuenta 

que mutantes resistentes a TAC presentan mutaciones en esta subunidad tanto en M. 

tuberculosis como en M. kansasii, es difícil pensar que HadC sea no esencial en 

micobacterias. 

 

Figura 20: Modelo de los distintos complejos de FASII que se formarían durante la 

síntesis de ácidos micólicos, propuesto por Cantaloube et al. a partir de estudios de interacción 

proteína-proteína de los distintos componentes del ciclo de FASII y las CSAMs. I-FASII: 

Complejo de Iniciación; E1-FASII: Complejo de Elongación 1; E2-FASII: Complejo de 

Elongación 2; T-FASII: Complejo de Terminación. (Adaptado de Cantaloube et al. 2011). 
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Nuestros estudios combinando genética y lipidómica demostraron que 6 de las 9 

mutantes de M. tuberculosis tenían alteraciones en el perfil de ácidos micólicos, siendo 

deficientes en la síntesis de ácidos micólicos oxigenados, y presentaban mutaciones en 

el gen mmaA4. A esta CSAM se le ha asignado un rol importante en la resistencia a 

TAC, ya que mutaciones en este gen generan alta resistencia, por lo cual se le ha 

postulado como segundo activador de TAC. La pérdida independiente de ethA o mmaA4 

genera una alta resistencia a TAC lo cual soporta esta hipótesis, ya que si actúan en 

pasos sucesivos la pérdida de uno sólo de los activadores impediría que se forme el 

metabolito activo. Nuestros resultados mostraron que la sobre-expresión de mmaA4, en 

presencia de un inhibidor de EthR y, por lo tanto, provocando también la sobre-

expresión de EthA, no aumentó la sensibilidad de TAC más allá de la sobre-expresión 

de cada gen individualmente. Además una cepa con merodiploide para ambos genes 

tampocó fue más sensible que las cepas merodiploides para cada gen individualmente. 

Estos resultados contradicen la hipótesis de MmaA4 como segundo activador ya que si 

esto fuese así la sobre-expresión de ambos debería generar mayor resistencia que la 

sobre-expresión de uno solo de los activadores. Esto sugiere que si bien se necesita que 

la enzima MmaA4 sea funcional para retener la sensibilidad a TAC, es poco probable 

que sea un activador secundario de esta droga. Además si MmaA4 fuera un activador 

secundario deberían poder aislarse mutantes con mutaciones en mmaA4 que no activen 

la droga y retengan su función como metil-transferasa. Por el contrario, todas las 

mutantes en mmaA4 pierden su capacidad de sintetizar ácidos micólicos oxigenados 

sugiriendo que o bien la síntesis de esta familia de micólicos es de algún modo 

indispensable para que TAC ejerza su efecto o es necesaria la presencia de esta enzima 

para estabilizar la unión de la droga con su blanco. 

 Por otro lado, las 15 mutantes resistentes a TAC de M. kansasii presentaron un 

perfil normal de ácidos micólicos. El análisis bioinformático del genoma de M. kansasii 

reveló la presencia de 7 genes con homología a CSAMs. Si pensamos que en esta 

especie TAC debe ser activada por una CSAM con la misma función que tiene MmaA4 

en M. tuberculosis, resulta extraño que no se hayan aislado mutantes deficientes en este 

gen que provoquen la pérdida de los ácidos micólicos oxigenados. Este es otro 

argumento en contra de MmaA4 como segundo activador de TAC. 

Si tenemos en cuenta la hipótesis de que MmaA4 actuaría estabilizando de alguna 

manera la unión de TAC a su blanco esencial, existe la posibilidad de que otra de las 

CSAMs esté cumpliendo el mismo rol que MmaA4 en M. tuberculosis. Debido a que 
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las mutantes presentaron un perfil normal de ácidos micólicos no teníamos ningún 

indicio de cual de las CSAM podría estar afectada en estas mutantes, si es que había 

alguna afectada, y por lo tanto no nos pareció útil secuenciar todas las CSAMs de estas 

mutantes. 

A partir de los resultados obtenidos de sobre-expresión del operón que codifica 

para el complejo de la β-hidroxiacil ACP deshidratasa de FASII pensamos que este 

complejo enzimático podría ser el blanco esencial de TAC y sería lógico suponer que 

mutaciones en estos genes pudiesen conferir resistencia a esta droga. Por este motivo 

decidimos secuenciar el operón en las 3 mutantes de M. tuberculosis TACR-ETHS que 

no tenían mutaciones en mmaA4. Fue interesante observar que 2 de las 3 mutantes 

poseían mutaciones en esta región, una en HadA y la otra en HadC. Sin embargo, es 

difícil conciliar el hecho de que tanto mutaciones en los polipéptidos HadA y HadC 

como mutaciones en la metiltransferasa MmaA4 son suficientes para generar alta 

resistencia a TAC en M. tuberculosis ya que las deshidratasas (por lo menos HadAB) 

actúan mucho antes que las CSAMs en la síntesis del ácido mero-micólico. Es 

interesante mencionar que las mutaciones aquí descritas se encuentran localizadas en las 

subunidades HadA y HadC de la β-hidroxiacil ACP deshidratasa; más interesante aún, 

no se aislaron mutantes en la subunidad HadB, la cual es compartida por ambos 

heterodímeros. La predicción de la estructura terciaria de HadA, HadB y HadC indica 

que las mismas poseen una estructura denominada “single hot dog fold” (SHD) (Sacco 

et al., 2007), dominio característico de enzimas con actividad hidratasa y deshidratasa 

(Pidugu et al., 2009); todas las enzimas caracterizadas hasta el momento con esta 

estructura forman homodímeros que poseen 2 sitios activos en su estructura cuaternaria 

(Hisano et al., 2003;Koski et al., 2004). Por el contrario, la β-hidroxiacil ACP 

deshidratasa de FASII sería la primer deshidratasa que forma heterodímeros. Este 

resultado puede ser comprendido si tenemos en cuenta el rol de cada subunidad; 

mientras que HadB es la subunidad que presenta el dominio catalítico, HadA y HadC 

serían las encargadas de estabilizar la larga cadena de acilo. La estructura cristalográfica 

y el modelado molecular de las deshidratasas Rv0130 y Rv0216 de M. tuberculosis han 

sido recientemente publicadas (Castell et al., 2005;Johansson et al., 2006). 

Desafortunadamente, ninguna de estas proteínas se asocia con proteínas del tipo HadA o 

HadC; por lo tanto, aunque estamos aportando evidencias de la participación de la β-

hidroxiacil ACP deshidratasa de FASII en la resistencia a TAC, la falta de información 
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estructural acerca de este tipo de heterodímeros formados por HadAB y HadBC impide 

un mayor análisis del impacto que tienen las mutaciones encontradas en la actividad o 

en las interacciones proteína-proteína. Como mencionamos anteriormente, existen 

interacciones proteína-proteína entre las enzimas de FASII y con las CSAMs; en 

particular podemos destacar el hecho de que MmaA4 interactúa con los heterodímeros 

HadAB y HadBC. Considerando nuestros resultados y los de Alahari et al. sería 

interesante postular que TAC, una vez activado por EthA, inhibe la síntesis de ácidos 

micólicos alterando las interacciones proteína-proteína entre componentes de FASII y 

las CSAMs en lugar de inhibir la función de una enzima específica; de este modo 

mutaciones en la metil transferasa MmaA4 y en las subunidades del complejo 

deshidratasa podrían proteger a estas proteínas de la acción de TAC, manteniendo la 

interacción entre ellas. 

Por otro lado, 6 de las 8 mutantes de M. kansasii resistentes a TAC presentan 

mutaciones en hadA o hadC, teniendo todas estas un perfil de ácidos micólicos idéntico 

a la cepa parental. Aún más interesante resulta el hecho que 2 de las mutantes resistentes 

presenten una mutación silenciosa dentro del operón que codifica para la β-hidroxiacil 

ACP deshidratasa. Esta mutación no genera un cambio de aminoácidos en la subunidad 

HadA, y por lo tanto existe la posibilidad de que la resistencia esté ligada de alguna 

manera a un mecanismo de regulación transcripcional o que se esté alterando de algún 

modo la traducción de las subunidades. En este sentido deben realizarse estudios que 

permitan determinar el nivel de transcripción de los genes del operón hadABC en estas 

mutantes y determinar si estas mutaciones producen un incremento en la transcripción 

de los mismos. 

Aunque deben realizarse más estudios a fin de determinar el impacto a nivel 

estructural de las mutaciones encontradas en las distintas subunidades del complejo 

deshidratasa así como de las mutaciones silenciosas halladas en M. kansasii, los 

resultados obtenidos a partir de la sobre-expresión del operón hadABC permiten afirmar 

que estas mutaciones son las responsables de la resistencia a TAC. A partir de los 

resultados obtenidos en este trabajo de tesis se han diseñado cepas merodiploides para 

ethA y mmaA4 en M. tuberculosis a fin de aislar nuevas mutantes resistentes y 

determinar si existen otras mutaciones posibles en las subunidades del complejo 

deshidratasa que generen resistencia a TAC; estas mutaciones, junto al análisis 

estructural de estas enzimas permitirá determinar donde se ubican los cambios y, en 

consecuencia, cual sería el sitio de acción de TAC dentro de la proteína. Sin embargo, 
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considerando que alguna de las mutantes no tienen mutaciones en los genes 

secuenciados (ethA, mmaA4, hadABC), no puede descartarse la posibilidad de que haya 

otros mecanismos de resistencia involucrados.  

Con respecto a este último punto debemos también mencionar los estudios 

realizados con respecto a la activación de TAC por parte de EthA, que se encuentra 

resumido en la Figura 21. En estos reportes se llegó a la conclusión que la acción de 

EthA sobre TAC produce un ácido sulfénico que luego puede ser convertido en dos 

metabolitos distintos, un ácido sulfínico y una carbodiimida (Nishida & Ortiz de 

Montellano, 2011). Se ha visto que la adición de glutatión (GSH) al inicio de la reacción 

inhibe la formación de estos metabolitos. Las micobacterias no producen glutatión sino 

que sintetizan micotiol (MSH, acetil-L-cisteína-1-D-mio-inositil-2-deoxi-D-

glucopiranósido), siendo éste el principal tiol hallado en micobacterias. El micotiol, al 

igual que GSH, tiene la función de proteger las células contra el estrés oxidativo y 

diversos compuestos electrofílicos y es mantenido en su estado reducido por una 

micotiol reductasa. El ácido sulfénico formado luego de la acción de EthA puede 

reaccionar con GSH, regenerando TAC en un ciclo fútil que puede dejar a la célula sin 

protección contra el estrés oxidativo. Por otra parte, ha sido demostrado que el 

metabolito carbodiimida puede reaccionar con GSH o MSH, formándose un complejo 

TAC-GSH (o TAC-MSH) mediante una unión covalente. Este metabolito tendría la 

capacidad de unirse covalentemente a cisteínas u otros residuos nucleofílicos presentes 

en proteínas esenciales y, mediante la formación de un aducto, ejercer un efecto letal 

sobre la micobacteria. Es interesante notar que 2 de las mutantes aisladas resistentes a 

TAC, una en M. tuberculosis y la otra en M. kansasii, posean una mutación que 

reemplaza una Cisteína por Serina en la posición 61 de HadA; lo cual nos lleva a pensar 

si este metabolito generado luego de la activación de TAC por parte de EthA no podría 

estar reaccionando con la Cisteína presente en HadA y, de esta manera, inhibiendo su 

función. Claramente, se deben realizar más estudios para comprobar o descartar esta 

posibilidad. 
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Figura 21: Metabolitos formados luego de la activación de TAC por la mono-oxigenasa EthA y 

reacciones que involucran al glutatión (GSH). 1: Acido sulfénico; 2: Acido sulfínico; 3: 

Carbodiimida; 4: Complejo Carbodiimida-Glutatión. 

 (Adaptado de Nishida y Ortiz de Montellano) 

 

 

Además debemos tener en cuenta que estos resultados validan a la β-hidroxiacil 

ACP deshidratasa como un blanco atractivo para el diseño de nuevas drogas ya que son 

esenciales en micobacterias, porque no existe un sistema FASII en humanos y también 

por la estructura particular que adoptarían estas enzimas dentro de la familia de las 

deshidratasas. 
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CAPITULO II: ISOXIL 

Como se mencionó en la Introducción, existen reportes que demuestran que ISO 

inhibe la síntesis de todas las familias de ácidos micólicos en M. tuberculosis, M. bovis 

BCG y M. aurum A+. Además de la inhibición de ácidos micólicos, se observó una 

disminución en la síntesis de ácidos grasos, opuesto a lo que se observa luego del 

tratamiento con inhibidores de FASII como INH y ETH, donde la inhibición de ácidos 

micólicos va acompañada de una acumulación de ácidos grasos (Phetsuksiri et al., 

1999). El análisis de la composición de estos ácidos grasos luego del tratamiento con 

ISO permitió comprobar que se estaba inhibiendo la síntesis de ácido oleico, ácido 

graso insaturado mayoritario en estas especies. Además, el agregado de ácido oleico en 

el medio de cultivo permitió aliviar ligeramente la toxicidad de ISO. La sobre-expresión 

del gen desA3 que codifica para la estearoil-CoA desaturasa generó una leve resistencia 

a esta droga por lo cual se concluyó que ésta era la enzima inhibida por ISO que 

impedía la síntesis del ácido oleico (Phetsuksiri et al., 2003). Existen distintas 

evidencias que soportan la hipótesis que la inhibición de la síntesis de ácidos micólicos 

es independiente de la inhibición de la síntesis de ácido oleico. Por una parte, estudios 

realizados con ácido estercúlico, un inhibidor específico de estearoil desaturasas, 

provocó inhibición de la síntesis de ácido oleico sin afectar los ácidos micólicos 

(Phetsuksiri et al., 2003). Por otro lado, estudios con análogos estructurales de ISO 

mostraron que algunos de estos perdieron la capacidad de inhibir la síntesis de ácido 

oleico pero seguían manteniendo su actividad contra los ácidos micólicos (Bhowruth et 

al., 2006). 

Como mencionamos al principio de la sección Resultados, de todas las especies 

ensayadas, solo M. tuberculosis, M. bovis BCG y M. kansasii fueron sensibles a ISO 

con valores de CIM entre 0,5 µg/ml y 2,5 µg/ml. Debido a que, según los reportes 

mencionados anteriormente, el efecto de ISO sobre M. tuberculosis y M. bovis BCG es 

el mismo, decidimos continuar nuestro trabajo con M. tuberculosis H37Rv y con M. 

kansasii, especie sobre la cual no existía ningún reporte en cuanto al efecto de ISO. 

 

Curvas de crecimiento 

Se analizó el efecto de ISO sobre el crecimiento en medio líquido 7H9-ADS-GT 

en M. tuberculosis y M. kansasii (Figura 22). De esta manera pudo observarse un efecto 

dosis dependiente de ISO sobre el crecimiento en medio líquido de ambas especies 
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aunque se necesitaron concentraciones mayores para inhibir el crecimiento en  M. 

kansasii, concordando con los valores de CIM en medio sólido. 
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Figura 22: Curvas de crecimiento en medio 7H9-ADS-GT de cultivos de M. tuberculosis 

H37Rv (izquierda) y M. kansasii (derecha) tratados con ISO. Las concentraciones de ISO están 

expresadas en µg/ml. Los valores representan el promedio de tres repeticiones. 

 

Efecto de ISO sobre la síntesis de ácidos micólicos y ácidos 

grasos 

Si bien el efecto de ISO sobre M. tuberculosis ha sido estudiado, nunca se 

realizaron este tipo de ensayos en M. kansasii. Por lo tanto decidimos comparar el 

efecto de ISO sobre la síntesis de ácidos micólicos y ácidos grasos, en especial ácido 

oleico, en estas dos especies. Para ello se realizaron ensayos de incorporación de [1-14C] 

ácido acético en ausencia o presencia de distintas concentraciones de ISO. 

Posteriormente se realizó la extracción de los FAMEs y MAMEs y se analizaron por 

TLC con AgNO3. En el caso de M. tuberculosis H37Rv se observó una inhibición tanto 

de la síntesis de todas las familias de ácidos micólicos (α, metoxi y ceto) como de los 

ácidos grasos insaturados, efecto similar al reportado en la literatura (Figura 23). Es 

necesario aclarar en este punto que los ácidos grasos insaturados en M. tuberculosis 

están compuestos en su gran mayoría por ácido oleico (Chou et al., 1998;Hung & 

Walker, 1970;Lambert et al., 1986). En cuanto a M. kansasii, no se observó inhibición 

de la síntesis de ácidos grasos insaturados aún a concentraciones de 25 µg/ml de ISO; 

por otro lado, si bien se observó una disminución en la síntesis de todas las familias de 

ácidos micólicos, siendo los ácidos ceto-micólicos más resistentes a la inhibición, esta 

inhibición no fue tan significativa como en el caso de M. tuberculosis. En ningún caso 

se observó la aparición de manchas nuevas en el cromatograma.  
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Figura 23: TLC impregnada con AgNO3 de cultivos de M. tuberculosis (izquierda) y M. 

kansasii (derecha) marcados con ácido [1-14C] acético luego de tratar con ISO. Los metil-ésteres 

de ácidos micólicos y ácidos grasos fueron extraídos y se sembraron 40.000 cpm en la TLC. Las 

muestras fueron corridas 3 veces con éter de petróleo-éter etílico (85:15). AGS: Ácidos grasos 

saturados; AGI: Ácidos grasos insaturados; α: Ácidos α-micólicos; M: Ácidos metoxi-

micólicos; K: Ácidos ceto-micólicos. 

 

Como mencionamos anteriormente, el tratamiento de M. kansasii con ISO no 

produjo inhibición de la síntesis de ácido oleico, contrario a lo observado en M. 

tuberculosis y M. bovis BCG. La inhibición de la síntesis de ácido oleico por parte de 

ISO en estas dos especies estaría mediada por la inhibición de la estearoil-CoA 

desaturasa, codificada por el gen desA3 en M. tuberculosis H37Rv y por el gen 

BCG_3259c en M. bovis BCG Pasteur; siendo las únicas estearoil-CoA desaturasas 

presentes en el genoma de estas dos especies. Esta enzima posee tres cajas de histidina 

que son características de las acil-lípido y acil-CoA desaturasas y cuya secuencia 

consenso es HX3-4H, HX2-3HH y H(Q)X2-3HH. Experimentos de mutagénesis sitio 

dirigida de estas histidinas demostraron que todas son esenciales, estando 

probablemente involucradas en la coordinación del centro de di-hierro del sitio activo 

(Avelange-Macherel et al., 1995;Los & Murata, 1998;Shanklin et al., 1994). El análisis 

del genoma de M. kansasii en busca de genes homólogos a la estearoil-CoA desaturasa 

reveló que existen 3 genes con homología a desA3, con una similitud del 93%, 89% y 
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64% y a los cuales denominamos Mkan_DesA3.1, Mkan_DesA3.2 y Mkan_DesA3.3, 

respectivamente. Las enzimas codificadas por estos 3 genes poseen las 3 cajas de 

histidina características de acil-CoA desaturasas (Figura 24).  

 
H37Rv_DesA3     MAITDVDVFAHLTDADIENLAAELDAIRRDVEESRGERDARYIRRTIAAQRALEVSGRLL 60 
BCG_3259c       MAITDVDVFAHLTDADIENLAAELDAIRRDVEESRGERDARYIRRTIAAQRALEVSGRLL 60 
Mkan_DesA3.1    MAITDVDVFAHLTDADIENLAVELDAIRQDIEDSRGERDARYIRRTIAAQRALEVSGRLM 60 
Mkan_DesA3.2    MAITDVDVFAHLTTADIDALAGELNAIRRDVEESRGERDARYIRRTIAAQRGLEVAARVL 60 
Mkan_DesA3.3    MTPNKIT----LTPEQADAFGRELDAIKERVMADLGEEDADYIRRVIKAQRALEVGGRVL 56 
                *: ..:     **  : : :. **:**:. :  . **.** ****.* ***.***..*:: 
 
H37Rv_DesA3     LAGSSRRLAWWTGALTLGVAKIIENMEIGHNVMHGQWDWMNDPEIHSSTWEWDMSGSSKH 120 
BCG_3259c       LAGSSRRLAWWTGALTLGVAKIIENMEIGHNVMHGQWDWMNDPEIHSSTWEWDMSGSSKH 120 
Mkan_DesA3.1    LAAGSRRSAWWAGAVTLGVAKIIENMEIGHNVMHGQWDWMNDPEIHSSTWEWDMSGASKH 120 
Mkan_DesA3.2    LGASSRRWAWWTGSVALAAAKIIENMEIGHNVMHGQWDWMNDPEIHSSTWEWDMLSTSRH 120 
Mkan_DesA3.3    LFLPP---AWLLGTAMLGVSKILDNMEIGHNVMHGQYDWMRDPAISGRSFEWDTACPADQ 113 
                *   .   **  *:  *..:**::************:***.** * . ::***   .: : 
 
H37Rv_DesA3     WRYTHNFVHHKYTNILGMDDDVGYGMLRVTRDQRWKRYNIFNVVWNTILAIGFEWGVALQ 180 
BCG_3259c       WRYTHNFVHHKYTNILGMDDDVGYGMLRVTRDQRWKRYNIFNVVWNTILAIGFEWGVALQ 180 
Mkan_DesA3.1    WRYTHNFVHHKYTNILGMDDDVGYGMLRVTRDQRWKKYNIFNLVWNTLLALLFEWGVALQ 180 
Mkan_DesA3.2    WRYTHNFVHHKYTNILDMDHDVGYDMVRVTRDQPWKRRNGFNLVINTVLALGFELGIALR 180 
Mkan_DesA3.3    WRYSHNYMHHTHTNIVGMDRDIGYGILRMSEDQPWEPYFLGNPVYAFLLMVLFQYGVALH 173 
                ***:**::**.:***:.** *:**.::*::.** *:     * *   :* : *: *:**: 
 
H37Rv_DesA3     HLEIGKIFKG-RADREAAKTRLREFSAKAGRQVFKDYVAFPALTSLSPGATYRSTLTANV 239 
BCG_3259c       HLEIGKIFKG-RADREAAKTRLREFSAKAGRQVFKDYVAFPALTSLSPGATYRSTLTANV 239 
Mkan_DesA3.1    HLEIGKIFKG-RADRDEARTRLLEFSSKAGRQVVKDYVAYPALTSLSPGATYRSTVTANA 239 
Mkan_DesA3.2    HLEIHEVFRKDRAERDAARARLREFSGKAGRQLAKDYVAFPALTSLSPGATYRSTLKANA 240 
Mkan_DesA3.3    ELESERIRAG-EIRLADKREVLREIWKKTRRQTLKDYVAFPLLAG--PFAPF--VFTGNL 228 
                .**  .:    .      :  * *:  *: **  *****:* *:.  * *.:  ....*  
 
H37Rv_DesA3     VANVIRNVWSNAVIFCGHFPDGAEKFTKTDMIGEPKGQWYLRQMLGSANFNAGPALRFMS 299 
BCG_3259c       VANVIRNVWSNAVIFCGHFPDGAEKFTKTDMIGEPKGQWYLRQMLGSANFNAGPALRFMS 299 
Mkan_DesA3.1    VANVIRNVWSNAVIFCGHFPDGAEKFTKTDMIGETKGQWYLRQMLGSANFDAGPALRFMS 299 
Mkan_DesA3.2    MANVIRNVWSNAVIFCGHFPDGAEKFTKTDMIGETKGQWYLRQMLGSANFDAGPALRFMS 300 
Mkan_DesA3.3    TANLMRNVWSYMIIFCGHFPDGTQEFSVEETKDETRGQWYFRQVLGSANLTGGKLFHLLS 288 
                 **::*****  :*********:::*:  :  .*.:****:**:*****: .*  ::::* 
 
H37Rv_DesA3     GNLCHQIEHHLYPDLPSNRLHEISVRVREVCDRYDLPYTTGSFLVQYGKTWRTLAKLSLP 359 
BCG_3259c       GNLCHQIEHHLYPDLPSNRLHEISVRVREVCDRYDLPYTTGSFLVQYGKTWRTLAKLSLP 359 
Mkan_DesA3.1    GNLCHQIEHHLYPDLPSNRLAEISVRVREVCDKYDLPYTTGPFLVQYAKTWRTLAKLSLP 359 
Mkan_DesA3.2    GTLSHQIEHHLYPDLPSNRLAEISVRVREVCDKYDLPYTTGPFLVQYAKTWRTLAKLSLP 360 
Mkan_DesA3.3    GNLSHQIEHHLFPDMPARRYAEIAPEVREICERYGIPYNSGPLPRQFATVVRKIVKLALP 348 
                *.*.*******:**:*:.*  **: .***:*::*.:**.:*.:  *:... *.:.**:** 
 
H37Rv_DesA3     DKYLRDNADDAPETRSERMFAGLGPGFAGADPVTGRRRGLKTAIAAVRGRRRSKRM-AKS 418 
BCG_3259c       DKYLRDNADDAPETRSERMFAGLGPGFAGADPVTGRRRGLKTAIAAVRGRRRSKRM-AKS 418 
Mkan_DesA3.1    NKYLRYDTDNAPETRSERMFADLEPGFAGTDPQTGRRRGLKTAIATVRGWRR-----GRT 414 
Mkan_DesA3.2    DKYLRDNADDAPETRSEQMFAELEPGFAGIDPVTGRRRGLKSAIAAVRSWRRARHLPAAS 420 
Mkan_DesA3.3    GRAPRQATAEEAVALSVA------------------------------------------ 366 
                .:  *  : : . : *                                             
 
H37Rv_DesA3     VTEPDDLAA 427 
BCG_3259c       VTEPDDLAA 427 
Mkan_DesA3.1    ASRPADLAA 423 
Mkan_DesA3.2    SSATDDLAA 429 
Mkan_DesA3.3    --------- 

 

Figura 24: Alineamiento de las estearoil-CoA desaturasas de M. tuberculosis H37Rv, M. bovis 

BCG Pasteur y M. kansasii. En amarillo se resaltan las 3 cajas de histidina características de 

acil-CoA desaturasas. 
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Fue interesante observar que dos de estos genes, Mkan_DesA3.1 y 

Mkan_DesA3.2, se encuentran contiguos en el genoma lo cual permite especular que 

podrían haberse originado a partir de una duplicación génica. Si bien deben realizarse 

estudios para determinar no solo si estas 3 desaturasas se expresan en M. kansasii sino 

también la especificidad de las mismas, el hecho de que ISO no inhiba la síntesis de 

ácido oleico en esta especie sugiere que, o bien una de estas desaturasas no es inhibida 

por ISO y permite compensar la inhibición de las demás, o se necesita una mayor 

cantidad de droga para observar la inhibición de la síntesis ya que hay una mayor 

cantidad de desaturasas que unirían droga disminuyendo por lo tanto el efecto biológico. 

 

Sobre-expresión de los genes desA1, desA2 y desA3 

Como se mencionó en la Introducción, existen en el genoma de M. tuberculosis 

otras 2 desaturasas, anotadas como acil-ACP desaturasas. Estas desaturasas se 

encuentran conservadas en todas las especies de micobacterias secuenciadas hasta el 

momento y están postuladas como esenciales en M. tuberculosis (Sassetti et al., 2003). 

Si bien se les ha asignado un rol en la síntesis de ácidos micólicos, introduciendo los 

dobles enlaces distales y proximales del ácido meromicólico (Dyer et al., 2005;Raman 

et al., 2005;Raman et al., 2007), no existen hasta el momento evidencias genéticas y/o 

bioquímicas que prueben este rol.  

Partiendo de la hipótesis de que tanto DesA1 como DesA2 están involucradas en 

la síntesis de ácidos micólicos y teniendo en cuenta el hecho de que ISO inhibe la 

síntesis de ácido oleico y ácidos micólicos, esto nos llevó a pensar que quizás este 

compuesto esté inhibiendo todas las desaturasas de M. tuberculosis lo cual explicaría 

que actúe sobre ambas vías. Para comprobar si esta hipótesis era correcta decidimos 

clonar y sobre-expresar todas las desaturasas de M. tuberculosis y determinar si esta 

sobre-expresión generaba resistencia a ISO. Para ello se clonaron estos genes en el 

plásmido pMV261 y se determinó la CIM a ISO y como control se determinó la CIM 

para INH y ETH. La sobre-expresión de ninguna de las 3 desaturasas generó resistencia 

a ISO y solo la construcción que contiene desA1 presentó una leve resistencia de apenas 

el doble que la cepa control con el plásmido vacío (Tabla XVI). Esto fue esperable ya 

que según lo reportado por Phetsuksiri (Phetsuksiri et al., 2003), la sobre-expresión de 

desA3 en M. bovis BCG incrementó la CIM a ISO solo al doble, lo cual puede deberse a 

diferencias en la técnica de determinación del valor de CIM. Si bien no puede negarse 
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que DesA3 es la estearoil-CoA desaturasa responsable de la síntesis de ácido oleico en 

micobacterias (Chang et al., 2008;Chang & Fox, 2006;Phetsuksiri et al., 2003), no está 

claro si éste es el blanco afectado por ISO que causa la inhibición de la síntesis de ácido 

oleico ya que no existe hasta el momento una evidencia directa que lo compruebe.  

 

Tabla XVI : CIM para ISO, INH y ETH de M. tuberculosis pMV261 (control) y sobre-

expresando las desaturasas DesA1, DesA2 y DesA3. 

 CIM (µg/ml) 
 ISO INH ETH 
M. tuberculosis H37Rv pMV261 0,5 <0,1 1 
M. tuberculosis H37Rv pMV261::desA1 1 <0,1 1 
M. tuberculosis H37Rv pMV261::desA2 0,5 <0,1 1 
M. tuberculosis H37Rv pMV261::desA3 0,5 <0,1 1 

 

Aunque la sobre-expresión de los genes que codifican para las desaturasas 

DesA1 y DesA2 no generaron resistencia a ISO, teniendo en cuenta su rol hipotético en 

la síntesis de ácidos micólicos, quisimos ver si la sobre-expresión de estos genes 

alteraba el perfil de ácidos micólicos y/o ácidos grasos en M. tuberculosis H37Rv. Para 

ello realizamos ensayos de marcación con [1-14C] ácido acético de cultivos de M. 

tuberculosis H37Rv transformadas con los plásmidos pMV261, pMV261::desA1 y 

pMV261::desA2 y posteriormente los ácidos grasos y ácidos micólicos extraídos fueron 

resueltos en una TLC con AgNO3. Como puede observarse en la TLC (Figura 25), no 

hubo ninguna diferencia significativa tanto en el perfil de ácidos grasos como de ácidos 

micólicos en las cepas que sobre-expresan las desaturasas DesA1 y DesA2 con respecto 

al control, por lo tanto, el rol de estas desaturasas en la síntesis de ácidos micólicos, si 

es que existe, no pudo ser determinado.  
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Figura 25: TLC con AgNO3 de ácidos grasos y ácidos micólicos de M. tuberculosis pMV261, 

pMV261::desA1 y pMV261::desA2. Se sembraron 40.000 cpm de cada muestra y se corrieron 3 

veces con éter de petróleo-éter etílico (85:15). AGS: Ácidos grasos saturados, AGI: Ácidos 

grasos insaturados, α: Ácidos α-micólicos, M: Ácidos metoxi-micólicos, K: Ácidos ceto-

micólicos 

  

El hecho de que la sobre-expresión de DesA1 y DesA2 no genera resistencia a 

ISO no permite descartar la posibilidad de que ambas desaturasas sean blanco de esta 

droga y que la sobre-expresión de una de ellas no sea suficiente ya que la otra sigue 

siendo inhibida. Para confirmar, o descartar, esta posibilidad decidimos insertar ambos 

genes en el cromosoma de M. tuberculosis bajo el promotor hsp60 utilizando la técnica 

descrita en el capítulo I (Huff et al., 2010) que permite integrar genes en distintos 

lugares del cromosoma de M. tuberculosis.  

Utilizando esta técnica clonamos los genes que codifican para las desaturasas 

DesA1 y DesA2 bajo el promotor hsp60, las subclonamos en los plásmidos pML1342 y 

pML1357, respectivamente y las integramos en distintas partes del cromosoma de M. 

tuberculosis. Se determinó así la CIM a ISO de las cepas expresando cada gen 

individualmente y la cepa que expresa ambos genes (Tabla XVII). No hubo diferencia 

entre las distintas cepas en cuanto a la resistencia a ISO, por lo cual, descartamos 
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definitivamente a las desaturasas DesA1 y DesA2 como posible blanco de acción de 

ISO. 

 

Tabla XVII : CIM para ISO de M. tuberculosis con los genes desA1 y/o desA2 integrados en el 

cromosoma bajo la expresión del promotor hsp60. La CIM fue determinada en medio sólido 

7H9 sin (ADS) y con (OADS) el agregado de ácido oleico. 

 CIM ISO (µg/ml) 

 ADS  OADS 

M. tuberculosis H37Rv pML1342 0,5 1 

M. tuberculosis H37Rv + desA1 0,5 1 

M. tuberculosis H37Rv + desA2 0,5 1 
M. tuberculosis H37Rv + desA1 + desA2 0,5 1 

 

 

Sobre-expresión de los genes de FASII 

El hecho de que la sobre-expresión de las desaturasas DesA1 y DesA2 no generó 

resistencia a ISO sugiere que no son el blanco de esta droga y, a partir de esta 

observación, pensamos que quizás ISO estaba actuando sobre otro componente de 

FASII. Por este motivo, clonamos y sobre-expresamos en M. tuberculosis H37Rv las 

enzimas de elongación del ciclo FASII, es decir, KasA, InhA, MabA y HadABC y 

determinamos la CIM para ISO. Teniendo en cuenta que ISO inhibe la síntesis de ácido 

oleico y esto podría interferir en la determinación de la CIM, los ensayos fueron 

realizados en dos medios distintos, uno es el medio que se venía utilizando, es decir, 

7H9-ADS-Gli y el otro es el mismo medio con el agregado de ácido oleico (el ácido 

oleico se agrega en la preparación de ADS), al cual denominamos 7H9-OADS-Gli. En 

la Tabla XVIII puede observarse que la sobre-expresión del operón hadABC, pero no la 

del resto de los componentes de FASII, generó resistencia a ISO, con una CIM de 2,5 y 

5 µg/ml en ausencia y presencia de ácido oleico en el medio, respectivamente; esto es 5 

veces la CIM de la cepa control con el plásmido vacío, lo cual nos llevó a pensar que el 

complejo de la β-hidroxiacil ACP deshidratasa podría ser blanco de ISO. El agregado de 

ácido oleico en el medio alivió la toxicidad a ISO incrementando levemente los valores 

de CIM en todos los casos. 
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Tabla XVIII : CIM para ISO de M. tuberculosis sobre-expresando los distintos componentes de 

FASII en ausencia y presencia de ácido oleico en el medio de cultivo. 

 CIM ISO (µg/ml) 
 ADS  OADS 
M. tuberculosis H37Rv pMV261 0,5 1 
M. tuberculosis H37Rv pMV261::inhA 0,5 1 
M. tuberculosis H37Rv pMV261::mabA 0,25 1 
M. tuberculosis H37Rv pMV261::kasA 0,25 0,5 
M. tuberculosis H37Rv pMV261::hadABC 2,5 5 

 

Los resultados obtenidos sugieren que el complejo β-hidroxiacil ACP 

deshidratasa de FASII estaría involucrado en la resistencia a ISO. Para determinar que 

subunidad en particular es la que estaría involucrada, clonamos cada gen por separado y 

además, teniendo en cuenta lo que se había observado para TAC en la sección anterior, 

se clonaron los genes que codifican para los heterodímeros HadAB y HadBC. Se 

determinó nuevamente la CIM para M. tuberculosis sobre-expresando cada una de estas 

construcciones. Como puede observarse en la Tabla XIX, la sobre-expresión de cada 

gen por separado no generó resistencia a ISO, esto no resultó extraño ya que, como 

mencionamos anteriormente, la expresión de cada subunidad por separado no permitiría 

formar un complejo funcional. Por otro lado, la sobre-expresión de HadAB y HadBC 

confirió una resistencia comparable a la del operón entero. 

 

 

 

Tabla XIX : CIM para ISO de M. tuberculosis H37Rv pMV261 (control) y M. tuberculosis 

sobre-expresando los distintos componentes del complejo de la β-hidroxiacil ACP deshidratasa. 

 

M. tuberculosis H37Rv CIM ISO (µg/ml) 
pMV261 0,5 
pMV261::hadABC 2,5 
pMV261::hadA 0,5 
pMV261::hadB 0,5 
pMV261::hadC 0,5 
pMV261::hadAB 2,5 
pMV261::hadBC 2,5 
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Aislamiento de mutantes resistentes a ISO 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de sobre-expresión del complejo 

deshidratasa, decidimos aislar mutantes resistentes a ISO de M. tuberculosis y M. 

kansasii y caracterizarlas a fin de determinar los mecanismos de resistencia a esta droga.  

Para el aislamiento de las mutantes se inocularon 3 cultivos independientes con 

aproximadamente 104 células cada uno y se dejaron crecer hasta saturación. Una vez 

obtenidos los cultivos saturados se sembraron distintas diluciones en medio sólido 7H9-

OADS-Glicerol con ISO; las concentraciones de ISO utilizadas fueron 5, 10 y 25 µg/ml. 

Se utilizó este medio complementado con ácido oleico a fin de evitar aislar cepas 

resistentes que tengan mutaciones en la vía de síntesis del mismo. Las colonias fueron 

repicadas en medio sólido con y sin ISO para confirmar la resistencia. También se 

sembraron diluciones en medio sin droga para realizar el recuento de UFC inicial. Así 

se pudo calcular la frecuencia de aparición de mutantes resistentes con valores promedio 

de 1,5x10-7 y 6,9x10-7 para M. tuberculosis y M. kansasii, respectivamente. De esta 

manera se seleccionaron 28 mutantes resistentes a TAC de M. tuberculosis y 20 de M. 

kansasii para continuar con la caracterización.  

Como primer paso en la caracterización de las mutantes de M. tuberculosis 

resistentes a ISO, y a fin de descartar aquellas mutantes que pudiesen tener mutaciones 

en el gen que codifica para la mono-oxigenasa EthA, se determinó la CIM para TAC y 

ETH. De esta forma se seleccionaron aquellas cepas que, siendo resistentes a ISO, 

siguen siendo sensibles a TAC y ETH. De esta manera nos quedamos con 6 mutantes 

para posterior análisis en profundidad (Tabla XX) 

 

Tabla XX: Perfil de resistencia de las mutantes de M. tuberculosis H37Rv seleccionadas. 

 CIM (µg/ml) 
 ISO (ADS) ISO (OADS) TAC  ETH 
M. tuberculosis H37Rv 1 2,5 0,5 1 
HRISO 5.8 5 25 0,5 1 
HRISO 5.9 5 25 0,5 1 
HRISO 5.13 5 25 0,5 1 
HRISO 5.14 5 25 0,5 1 
HRISO 5.16 5 25 0,5 1 
HRISO 5.18 5 25 0,5 1 

 

Por otra parte, también se determinó el perfil de resistencia de las 20 mutantes de 

M. kansasii (Tabla XXI). Fue interesante observar que 19 de las 20 mutantes 

presentaban resistencia cruzada para TAC y solo una era sensible a esta droga (KRISO 
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10.2); llamativamente, esta mutante presentaba una leve resistencia a ISO (2,5 µg/ml) 

mientras que las demás presentaban mayor resistencia (>10 µg/ml). Además ninguna de 

las mutantes presentó resistencia a ETH.  

Al realizar los ensayos de CIM en medio suplementado con ácido oleico nos 

sorprendió ver que las mutantes de M. kansasii presentaban valores de CIM a ISO 

menores que en ausencia de dicho suplemento. Esto es opuesto a lo observado en M. 

tuberculosis y M. bovis BCG, donde el agregado de ácido oleico alivia la toxicidad de 

ISO. La razón de esta discrepancia no ha podido ser determinada pero el hecho de que 

ISO no inhiba la síntesis de ácido oleico en M. kansasii, como indicamos anteriormente, 

puede ser la razón de esta diferencia de comportamiento frente a la suplementación con 

ácido oleico. 

A partir de estos resultados decidimos continuar la caracterización de 7 de las 

mutantes tratando de seleccionar (ver Tabla XXI) todos los perfiles de resistencia 

distintos posibles. 

 

Tabla XXI : Perfil de resistencia a ISO, TAC y ETH de las mutantes de M. kansasii resistentes a 

ISO aisladas. Las mutantes que se seleccionaron para seguir caracterizándose se encuentran 

resaltadas. 

 CIM (µg/ml) 
 ISO (ADS) ISO (OADS) TAC  ETH 
M. kansasii 1 1 0,5 2,5 
KRISO 25.1 >25 5-10 >5 2,5 
KRISO 25.2 >25 5-10 >5 2,5 
KRISO 25.3 >25 2,5 >5 2,5 
KRISO 25.4 >25 5-10 >5 2,5 
KRISO 10.1 >25 2,5 >5 2,5 
KRISO 10.2 2,5 2,5 0,5 2,5 
KRISO 10.3 10-25 2,5 >5 2,5 
KRISO 10.4 10-25 2,5 >5 2,5 
KRISO 10.5 >25 10 >5 2,5 
KRISO 10.6 >25 5 >5 2,5 
KRISO 10.7 >25 10-25 >5 2,5 
KRISO 10.8 >25 5 >5 2,5 
KRISO 10.9 >25 5 >5 2,5 
KRISO 10.10 >25 >25 >5 2,5 
KRISO 5.1 >25 5 >5 2,5 
KRISO 5.2 >25 5 >5 2,5 
KRISO 5.3 >25 5 >5 2,5 
KRISO 5.4 >25 5 >5 2,5 
KRISO 5.5 >25 5 >5 2,5 
KRISO 5.6 >25 5 >5 2,5 
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Estudios con inhibidores de bombas de eflujo 

Para determinar si la resistencia a ISO en las mutantes de M. tuberculosis y M. 

kansasii resistentes a ISO se debía a bombas de eflujo se decidió estudiar cómo la 

presencia de inhibidores de bombas de eflujo afectaba la CIM a ISO de las mutantes 

aisladas. Para ello se determinó la CIM a ISO en medio sólido 7H9 OADS en ausencia 

y en presencia de concentración sub-inhibitorias de Verapamilo (40 µg/ml) y CCCP (1 

µg/ml).  

En el caso de las mutantes de M. tuberculosis (Tabla XXII) la presencia de 

Verapamilo en el medio disminuyó la CIM de todas las mutantes mientras que la 

presencia de CCCP disminuyó la CIM de las mutantes HRISO 5.9, 5.13, 5.16 y 5.18. 

Esto indicaría que existen bombas de eflujo involucradas en la resistencia a ISO en estas 

mutantes.  

Por lo tanto, si bien estos resultados sugieren una o más bombas de eflujo 

involucradas en la resistencia a ISO en M. tuberculosis, se hace imposible identificarla/s 

debido a la gran cantidad de genes que codifican para las mismas. 

 

Tabla XXII : CIM de las mutantes de M. tuberculosis resistentes a ISO en ausencia o presencia 

de concentraciones sub-inhibitorias de CCCP o Verapamilo. 

 CIM ISO (µg/ml) en 7H9 OADS 
 s/inhibidor CCCP Verapamilo 
M. tuberculosis H37Rv 1 0,5 0,5 
HRISO 5.8 10-25 10-25 2,5 
HRISO 5.9 10-25 5 2,5 
HRISO 5.13 10-25 5 2,5 
HRISO 5.14 10-25 10-25 2,5 
HRISO 5.16 10-25 5 2,5 
HRISO 5.18 10-25 5 2,5 

 

 

Por otro lado, cuando se determinó la CIM a ISO de las mutantes seleccionadas 

de M. kansasii, que se encuentran resaltadas en la Tabla XXI, no se observó ninguna 

diferencia en la CIM para ISO en presencia de los inhibidores de bombas de eflujo lo 

cual sugiere que en estas mutantes la resistencia no estaría mediada por este mecanismo.  
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Secuenciación de los genes ethA y hadABC de las mutantes 

resistentes a ISO de M. tuberculosis 

 Si bien el estudio con inhibidores de bombas de eflujo estaría indicando que la 

resistencia de las mutantes de M. tuberculosis aisladas se debería a un mecanismo de 

expulsión de ISO fuera de la micobacteria decidimos secuenciar los genes ethA y el 

operón hadABC para descartar mutaciones en estos genes que sean responsables de la 

resistencia a ISO. Ninguna de las mutantes secuenciadas presentó mutaciones en estos 

genes lo que refuerza aún más la idea de un mecanismo de resistencia mediado por 

bombas de eflujo. 

 

Secuenciación de los genes ethA y hadABC de las mutantes 

resistentes a ISO de M. kansasii 

Continuando con la caracterización de las mutantes de M. kansasii resistentes a 

ISO, y siguiendo con el mismo razonamiento del capítulo anterior, decidimos 

secuenciar los genes ethA y hadABC de estas mutantes. El motivo por el cual decidimos  

secuenciar ethA fue que casi todas las mutantes, salvo una, presentaron resistencia 

cruzada a TAC, por lo tanto quisimos descartar la posibilidad de que haya mutaciones 

en el gen que codifica para EthA y que se traduzca en este fenotipo de resistencia 

cruzada. Para ello se amplificó no solo el gen ethA sino también la región promotora de 

ethR (Figura 26). Ninguna de las mutantes presentó mutaciones en el gen ethA ni en la 

región promotora de ethR, lo cual indica que la resistencia no se debe a una falta de 

activación.  

 

ethA ethR

Fw

Rv  

Figura 26: Organización genética de ethA y ethR en M. kansasii. Los oligos Fw y Rv se 

utilizaron para amplificar y secuenciar el gen ethA y el promotor de ethR. 

 

Por otro lado, a partir del impacto de la sobre-expresión del operón hadABC en 

la CIM a ISO de M. tuberculosis, y ante el hecho de que en esta especie no pudimos 

aislar mutantes resistentes en el posible blanco de ISO, decidimos ver si en M. kansasii 

podría haber mutaciones en este operón que confirieran resistencia a ISO. Del mismo 
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modo que lo descrito en el capítulo anterior, se amplificó y secuenció el operón hadABC 

junto con 700pb por arriba del operón para descartar mutaciones en el promotor que 

pudieran alterar la transcripción del mismo. Se secuenciaron 7 de las mutantes 

resistentes a ISO, 4 de ellas (KRISO 25.1, 10.7, 10.10 y 5.1) no tenían mutaciones en 

esta región mientras que las 3 restantes (KRISO 10.2, 10.3 y 25.3) tenían mutaciones 

silenciosas en hadA, donde se cambia un codón gac por gat, ambos codificando para 

ácido aspártico (Tabla XXIII). Lo que nos llamó la atención fue que 2 de estas 3 

mutantes (KRISO 10.2 y 25.3) presentaban la misma mutación silenciosa encontrada en 

2 de las mutantes resistentes a TAC (KRTAC 10.6 y 25.3) descritas en el capítulo 

anterior, lo que significa que se aisló la misma mutación seleccionando resistencia a dos 

drogas distintas. Estas 4 mutantes presentan resistencia cruzada a TAC e ISO, y 

teniendo en cuenta el efecto de la sobre-expresión del operón hadABC en la CIM a TAC 

e ISO en M. tuberculosis, se refuerza aún más la idea de que esta mutación podría tener 

algún efecto en la transcripción de estos genes, que provoque un incremento de las 

enzimas del complejo deshidratasa y así la concomitante resistencia a ambas drogas.  

 

Tabla XXIII : Perfil de resistencia a ISO, TAC y ETH y mutaciones en el operón hadABC de 

las mutantes de M. kansasii resistentes a ISO aisladas en este trabajo. 

 

 CIM (µg/ml) Cambios en hadABC 
 ISO  TAC  ETH 

Cambios 
en ethA Nucleótido Aminoácido 

M. kansasii 1 0,5 2,5     
KRISO 25.1 >25 >5 2,5 No No   
KRISO 25.3 >25 >5 2,5 No c303t de hadA D101D de HadA 
KRISO 10.2 2,5 0,5 2,5 No c399t de hadA D133D de HadA  
KRISO 10.3 10-25 >5 2,5 No c303t de hadA D101D de HadA 
KRISO 10.7 >25 >5 2,5 No No   
KRISO 10.10 >25 >5 2,5 No No   
KRISO 5.1 >25 >5 2,5 No No   
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DISCUSIÓN 

La sobre-expresión del operón que codifica para la β-hidroxiacil ACP 

deshidratasa de FASII generó resistencia a ISO en M. tuberculosis y esto, sumado al 

hecho de que esta enzima está involucrada en la síntesis de ácidos micólicos, nos llevó a 

pensar que éste era el blanco esencial de ISO en la vía de síntesis de estos ácidos grasos 

esenciales. Para comprobar esto decidimos aislar mutantes espontáneas y secuenciar el 

operón hadABC a fin de encontrar mutaciones en estos genes que fueran responsables 

de la resistencia y confirmen la hipótesis. Lamentablemente, ninguna de las mutantes 

resistentes a ISO de M. tuberculosis aisladas presentó mutaciones en dicho operón.  

La resistencia a drogas no es adquirida mediante transferencia horizontal de 

genes en M. tuberculosis ya que este patógeno no contiene plásmidos y no existe 

transferencia de ADN (Zainuddin & Dale, 1990). Por lo tanto, la resistencia a drogas 

antituberculosas en micobacterias se genera por mutaciones espontáneas en la molécula 

blanco, en el activador en el caso de pro-drogas o en regiones regulatorias. Sin embargo, 

cepas clínicas de M. tuberculosis resistentes a drogas (de un 5% a un 30% dependiendo 

la droga) no poseen mutaciones en estos genes sugiriendo, por lo tanto, la existencia de 

otros mecanismos de resistencia (Dalla Costa et al., 2009;Musser, 1995;Telenti et al., 

1993). El eflujo de drogas es uno de los mecanismos de resistencia a antibióticos más 

diseminado entre los microorganismos, siendo encontrado en bacterias Gram positivas y 

Gram negativas incluyendo especies de importancia clínica (Kohler et al., 1999). Las 

bombas de eflujo han sido clasificadas en 5 familias: ABC (ATP binding cassette),  

MFS (major facilitator superfamily), SMR (small multidrug resistance), RND 

(resistance-nodulation-cell division) y MATE (multidrug and toxic compounds 

extrusion) (Saier, Jr., 2000). El genoma de M. tuberculosis contiene genes que codifican 

para transportadores de todas estas familias (http://www.membranetransport.org/) y 

varias bombas de eflujo de micobacterias han sido caracterizadas experimentalmente 

(De et al., 2006). Uno de los ensayos más utilizados para estudiar la existencia de un 

mecanismo de eflujo en la resistencia a drogas es observar cómo los inhibidores de 

bombas de eflujo afectan la resistencia a una determinada droga. Entre los inhibidores 

de bombas de eflujo más utilizados podemos mencionar el Verapamilo y CCCP, que 

actúan como bloqueador de canales de calcio y desacoplador del gradiente de protones, 

respectivamente (Adams et al., 2011;Gupta et al., 2010;Milano et al., 2009;Pasca et al., 

2004;Pasca et al., 2005). De acuerdo a los ensayos con estos inhibidores de bombas de 
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eflujo, los cuales disminuyeron la CIM a ISO de las mutantes de M. tuberculosis 

resistentes, el mecanismo de resistencia a esta droga en las mutantes aisladas se debería 

a una o más bombas de eflujo que estarían bombeando la droga al exterior. Si bien esta 

es la primer evidencia de un mecanismo de eflujo involucrado en la resistencia ISO, 

existen más de 25 genes en M. tuberculosis que codifican para bombas de eflujo 

putativas en esta especie, lo cual hace difícil identificar cual sería la responsable de la 

resistencia a ISO. 

Es interesante el hecho de que hasta el momento no hayan podido aislarse 

mutantes que permitan identificar el blanco esencial de ISO en M. tuberculosis. Esto 

podría deberse a que ISO inhibe por lo menos dos vías esenciales distintas en M. 

tuberculosis, por un lado inhibe la síntesis de ácido oleico y por otro la síntesis de 

ácidos micólicos. Como explicamos anteriormente, existe suficiente evidencia para 

afirmar que estos efectos son independientes uno de otro y, por lo tanto, se necesitarían 

mutaciones en más de un blanco que generen resistencia a la droga. Esto explicaría 

porqué las mutantes resistentes a ISO aisladas en esta especie, de acuerdo al estudio con 

los inhibidores Verapamilo y CCCP, presentaron un mecanismo de resistencia mediado 

por bombas de eflujo. Este mecanismo de resistencia sería el más frecuentemente 

aislado para una droga que inhibe múltiples blancos ya que una mutación que genere 

una mayor expulsión de la droga al exterior debería aislarse con mucha mayor 

frecuencia que varias mutaciones en los distintos blancos. Una posibilidad es que ISO 

esté actuando sobre ambos heterodímeros del complejo de la deshidratasa, es decir, 

HadAB y HadBC y, por lo tanto se necesiten mutaciones en ambos heterodímeros para 

generar resistencia. Por otro lado existe otra posibilidad que permitiría obtener 

resistencia a una pro-droga que afecta múltiples blancos y es que se impida la activación 

de la misma; en el caso de las mutantes de M. tuberculosis aisladas en este trabajo de 

tesis esa posibilidad fue descartada ya que se secuenció el gen que codifica para la 

mono-oxigenasa EthA y se observó que ninguna de las mutantes tenía alteraciones en la 

secuencia de ADN respecto a la cepa parental. Por lo tanto, a pesar de que la sobre-

expresión de la β-hidroxiacil ACP deshidratasa genera resistencia a ISO y que esta 

droga inhibe la síntesis de ácidos micólicos, no se pudo determinar con certeza si esta 

enzima es el blanco o uno de los blancos de ISO. 

Por otra parte, también se aislaron mutantes resistentes a ISO en M. kansasii. En 

esta especie ISO no inhibió la síntesis de ácido oleico y, por lo tanto, pensamos que esto 

quizás nos permitiría aislar mutantes en la molécula blanco. Fue sorprendente observar 
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que 19 de las 20 mutantes aisladas presentaban resistencia cruzada a TAC pero no a 

ETH. Esto podría deberse a: a) mutaciones en el activador EthA que afecten solo la 

activación de estas 2 drogas, b) que ambas drogas compartan el mismo blanco o c) que 

exista un mecanismo de resistencia aún no identificado que solo genere resistencia a 

TAC e ISO pero no a ETH. Para ver cual de estas hipótesis era la correcta decidimos 

escoger 7 de estas mutantes y secuenciar tanto el gen ethA como el operón hadABC. 

Ninguna de las 7 mutantes presentó mutaciones en ethA, lo cual indica que la resistencia 

no se debía a una falta de activación de ISO. Por otra parte, 2 de las 7 mutantes (KRISO 

10.3 y 25.3) tenían mutaciones en el operón hadABC, presentando una mutación 

silenciosa en hadA que no modifica la secuencia de aminoácidos. Esta mutación fue la 

misma que se había encontrado en 2 de las mutantes de M. kansasii resistentes a TAC 

que se describieron en el capítulo anterior (KRTAC 10.6 y 25.3). Si recordamos estas 2 

mutantes presentaron resistencia cruzada a ISO, es decir, se aisló la misma mutación 

seleccionando para dos drogas distintas y esta mutación confiere resistencia cruzada a 

ISO y TAC pero no a ETH. La causa de la resistencia de estas mutantes no pudo ser 

determinada pero teniendo en cuenta que la sobre-expresión de la β-hidroxiacil ACP 

deshidratasa genera resistencia a ISO y TAC, pero no a ETH, en M. tuberculosis; es 

posible que esta mutación permita sobre-expresar las subunidades del complejo 

deshidratasa y de esta manera generar resistencia a ambas drogas. 

Estudios de la activación de ISO por parte de EthA permitieron concluir que 

luego de la acción de esta mono-oxigenasa se generan metabolitos similares a los que se 

producen luego de la activación de TAC (Figura 27) (Kordulakova et al., 2007). En este 

reporte se identificaron, mediante cromatografía líquida acoplada a espectrometría de 

masas, los distintos metabolitos que se forman luego de la activación de ISO. Es 

interesante notar la formación de un compuesto con un grupo funcional carbodiimida 

(compuesto 4 en la Figura 27), similar al que se había visto en la activación de TAC, y 

que los autores postulan como el metabolito activo de ISO. Queda por determinar si este 

compuesto se une a proteínas esenciales de la micobacteria o si forma algún tipo de 

aducto que luego actúe sobre su molécula blanco. El hecho de que luego de ser 

activados por EthA tanto TAC como ISO formen metabolitos similares apoya la teoría 

de que ambas drogas podrían actuar sobre el mismo blanco, es decir, la β-hidroxiacil 

ACP deshidratasa de FASII. Además, esto permitiría explicar que existan mecanismos 

de resistencia independientes de EthA que generen resistencia a ambas drogas pero no a 

ETH como puede observarse en un gran número de las mutantes aisladas en este trabajo 
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de tesis. Como mencionamos en el capítulo anterior el micotiol puede reaccionar con 

estos metabolitos impidiendo su acción sobre la molécula blanco lo cual permite pensar 

que este podría ser un mecanismo que genere resistencia a ambas drogas. 

 

 

 

Figura 27: Metabolitos generados luego de la activación de ISO por parte de EthA. El 

compuesto 4 es la carbodiimida que se postuló como el metabolito activo de ISO.  

(Adaptado de Kordulakova et al.) 
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CONCLUSIONES 

• Se determinó el efecto de TAC sobre la síntesis de ácidos micólicos 

y ácidos grasos en M. tuberculosis, M. bovis BCG Pasteur y M. 

kansasii observándose un efecto inhibitorio sobre la síntesis de los 

primeros y un concomitante incremento de los últimos lo que indica 

que TAC actúa a nivel de FASII. 

• La sobre-expresión del operón que codifica para la β-hidroxiacil 

ACP deshidratasa, pero no del resto de las enzimas de FASII, en M. 

tuberculosis confirió resistencia a TAC. 

• Se aislaron mutantes resistentes a TAC de M. tuberculosis y M. 

kansasii que presentaron mutaciones en las subunidades HadA y 

HadC del complejo de la β-hidroxiacil ACP deshidratasa. Estas 

mutaciones serían las responsables de la resistencia a TAC. 

• Teniendo en cuenta estos datos podemos concluir que TAC actúa 

inhibiendo el ciclo de elongación de FASII, y más específicamente, 

la β-hidroxiacil ACP deshidratasa validando esta enzima como 

blanco para el diseño de drogas. 

• Se determinó el efecto de ISO sobre M. tuberculosis y M. kansasii. 

En M. tuberculosis ISO inhibe la síntesis de ácidos micólicos y 

ácido oleico mientras que en M. kansasii inhibe la síntesis de ácidos 

micólicos sin afectar la síntesis de ácido oleico.  

• Se sobre-expresaron las desaturasas DesA1 y DesA2 por separado y 

las dos juntas en M. tuberculosis. Ninguna de estas cepas presentó 

resistencia a ISO lo cual indica que las desaturasas DesA1 y DesA2 

no son blanco de ISO. 

• Se sobre-expresaron los genes que codifican para las enzimas de 

elongación de FASII en M. tuberculosis. Solo la sobre-expresión del 
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operón que codifica para el complejo de la β-hidroxiacil ACP 

deshidratasa confirió resistencia a ISO. 

• Se aislaron mutantes resistentes a ISO en M. tuberculosis y M. 

kansasii. El estudio con inhibidores de bombas de eflujo indicaría 

que el mecanismo de resistencia en las mutantes de M. tuberculosis 

aisladas se debería a la presencia de una o más bombas de eflujo que 

está expulsando la droga al exterior.  

• La secuenciación del operón hadABC de las mutantes de M. kansasii 

resistentes a ISO reveló que dos mutantes presentan una mutación 

silenciosa en hadA, estas mutantes no solo son resistentes a ISO sino 

también a TAC. Esta misma mutación fue aislada en mutantes de M. 

kansasii resistentes a TAC lo cual refuerza la idea de que esta 

mutación es la responsable de la resistencia a ambas drogas. La 

razón por la cual esta mutación genera la resistencia no pudo ser 

determinada. 

• Los resultados obtenidos a partir de este trabajo de tesis, junto con 

estudios estructurales de la β-hidroxiacil ACP deshidratasa, 

permitirán sintetizar derivados de TAC e ISO con el fin de aumentar 

su acción bactericida y disminuir sus efectos adversos. 

• Se identificaron nuevos genes involucrados en la resistencia a TAC 

e ISO. Esto permitirá construir cepas merodiploides para estos genes 

en M. tuberculosis a fin de dilucidar si existen otros blancos y 

determinar nuevos mecanismos de resistencia a estas drogas. 
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RESUMEN 

 
Mycobacterium tuberculosis es un patógeno humano que causa más de un millón 

de muertes anuales, siendo el agente infeccioso bacteriano más letal. El surgimiento de 

cepas multi resistentes y extremadamente resistentes de M. tuberculosis, prácticamente 

intratables con los antibióticos que existen actualmente, ha generado la necesidad de 

contar con nuevas drogas para combatir esta enfermedad. Por tal motivo es necesario 

validar nuevos blancos de acción de drogas y estudiar los mecanismos de resistencia a 

las mismas. 

Isoxil y Tiacetazona son dos drogas que fueron utilizadas para el tratamiento de 

la tuberculosis y luego dejadas de lado por producir efectos adversos. Si bien se ha 

estudiado su acción sobre la síntesis de ácidos micólicos, ácidos grasos de cadena larga 

que son componentes esenciales de la envoltura celular de las micobacterias, su blanco 

de acción en M. tuberculosis aún se desconoce. 

Por lo tanto en este trabajo de tesis decidimos realizar estudios a fin de develar 

el/los blancos de estas drogas. Para ello se utilizó una estrategia combinada basada en 

lipidómica y genómica a partir del estudio del efecto de las drogas sobre la síntesis de 

ácidos grasos y ácidos micólicos y de la secuenciación genómica de mutantes resistentes 

a las drogas. 

A partir de estudios llevados a cabo con Tiacetazona se comprobó que la enzima 

esencial β-hidroxiacil ACP deshidratasa de FASII juega un rol inesperado en la 

resistencia a esta droga. La sobre-expresión del operón que codifica para esta proteína 

generó resistencia a TAC y además mutantes espontáneas resistentes a TAC presentaron 

mutaciones en distintas subunidades de la proteína, lo que sugiere que esta enzima sería 

el blanco esencial de TAC. 

En el caso de Isoxil la sobre-expresión de la β-hidroxiacil-ACP deshidratasa de 

FASII generó resistencia a esta droga pero no se han podido encontrar mutaciones en el 

operón en las mutantes resistentes de M. tuberculosis. Estudios con inhibidores de 

bombas de eflujo permiten concluir que la resistencia en las mutantes resistentes a ISO 

aisladas podría deberse a bombas de eflujo que estén expulsando la droga al exterior. 

Por otro lado, al analizar las mutantes resistentes de M. kansasii, encontramos una 

mutación silente dentro del operón que estaría generando resistencia a ISO, aunque no 

se pudo determinar de qué manera lo está haciendo. 



                                                                                                                          RESUMEN 

 86 

Estos resultados validan a la β-hidroxiacil ACP deshidratasa de FASII como 

blanco para el diseño de drogas antituberculosas y abren la puerta para el desarrollo 

racional de drogas que inhiban esta enzima esencial de micobacterias. 

 Los resultados obtenidos a partir de este trabajo de tesis, junto con estudios 

estructurales de la β-hidroxiacil ACP deshidratasa, permitirá sintetizar derivados de 

TAC e ISO con el fin de aumentar su acción bactericida y disminuir sus efectos 

adversos.  

Además la información obtenida se podrá utilizar para generar cepas 

merodiploides en los genes involucrados en la resistencia a fin de poder dilucidar si 

existen más blancos esenciales de ISO y TAC así como otros mecanismos de 

resistencia. 
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