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La tuberculosis pulmonar (TB) es un problema de salud ptblica a nivel mundial. La Organizacion Mundial de la
Salud estimé para el afio 2017 alrededor de 10 millones de personas enfermas y 1,3 millones de muertes. La facultad
que posee MTB para modular la respuesta inmune, sobrevivir y persistir bajo el ambiente hostil en el hospedero y
en la TB latente ha sido ampliamente investigada, y requiere de regulacion y control de la expresion genética. El
objetivo es presentar una revision de las investigaciones relacionadas con los reguladores de la expresion de genes
de MTB que estan asociados con la virulencia, persistencia y supervivencia en la TB latente. Se hizo una revision
de las investigaciones de los ltimos 20 afios. Se concluye que MTB posee una maquinaria genética que controla
la expresion de genes que participan en virulencia y persistencia, en respuesta a la hipoxia, estrés oxidativo, falta
de nutrientes y pH acido. Entre ellos, participan los sistemas de dos componentes, factores sigma y reguladores
transcripcionales. En algunos casos se ha comprobado que funcionan interconectados como una red. Los hallazgos
de las investigaciones aportan conocimientos para el descubrimiento de nuevos blancos para el desarrollo de drogas
antituberculosas, nuevas vacunas y métodos de diagndstico de la TB, con el propdsito de proveer nuevas estrategias
para el control de la enfermedad.
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largos periodo de tiempo.®? Ademas, el conocimiento
sobre la virulencia y la expresion genética, incentivara
el descubrimiento de nuevos blancos para el desarrollo
de drogas antituberculosas, nuevas vacunas y métodos
de diagnéstico de la TB, con el propdsito de aportar
nuevas estrategias para el control de la enfermedad.®

Introduccion

La tuberculosis pulmonar (TB) causada por
Mycobacterium tuberculosis (MTB), es considerada
un problema de salud publica a nivel mundial. La
Organizacion Mundial de la Salud estim6 para el afio
2017 cerca de 10 millones de personas enfermas y 1,3
millones de muertes.!” La TB se transmite por contacto
directo persona a persona; principalmente se adquiere
por via aérea, cuando un individuo enfermo con TB
activa, considerado la fuente primaria de infeccion,

En consecuencia, El objetivo de este trabajo es presentar
una revision de las investigaciones relacionadas con los
reguladores de la expresion de genes de MTB que estan
asociados con la virulencia, persistencia y supervivencia

expulsa aerosoles cargados con MTB. Entre los
individuos que entran en contacto con MTB, solo un 10
a 30% se infectan, de ellos, 90% entran en el periodo
de latencia, en el que pueden mantenerse por décadas,
mientras que entre un 5 a 10%, la infeccion evoluciona
a la TB activa, como consecuencia de supresion o fallas
en el sistema inmunoldgico del hospedero.®?

La importancia de estudiar los genes de virulencia y los
reguladores de la expresion genética, permite conocer
los posibles mecanismos que utiliza la bacteria para
resistir al ambiente hostil en el interior del macréfago,
sobrevivir, adaptarse y persistir en el hospedero por

en la TB latente.
Estrategias de blisqueda

Brevemente, se realizd una revision de los principales
articulos de investigacion relacionados con los
reguladores de la expresion de genes que participan en
la virulencia de la bacteria. La busqueda se llevé a cabo
en PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)
y en SciELO (https://scielo.org/es/). Se utilizaron
como palabras clave: “Mycobacterium tuberculosis
and virulence”, “Mycobacterium tuberculosis and
two component system”, “PhoP and Mycobacterium
tuberculosis”, “Mycobacterium tuberculosis virulence
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and sigma factors”, “Mycobacterium tuberculosis
and virulence genes”. La base de datos de PubMed
arrojo un total de 5799 articulos de virulencia entre el
2000 al 2019, y en los ultimos 10 afios (2009-2019) un
total de 3705 publicaciones. Por otra parte, de manera
especifica, se encontraron entre el 2000 al 2019 cerca
de 134 publicaciones de virulencia y sistemas de dos
componentes, 85 relacionados con factores sigma, 16
con proteinas reguladoras de la expresion de genes
y 437 de virulencia y reguladores de la expresion de
genes. En el caso de SciELO se localizaron un total
de 24 publicaciones. Se considerd la inclusion de los
trabajos entre el 2000-2019, seleccionando aquellos
articulos que mostraron relacion con el tema y aquellos
reguladores mejor estudiados, las investigaciones mas
relevantes y actualizadas. Finalmente, el presente
trabajo se baso en 34 referencias del ultimo decenio
(2009-2019) y 22 referencias del 2000 al 2008. Una
referencia de 1998 relacionado al descubrimiento de la
secuencia del genoma de MTB.

Caracteristicas del genoma de MTB

Se ha descrito que el genoma de la cepa H37Rv de
MTB posee alrededor de 4.000 genes, entre los que se
incluyen aquellos que codifican enzimas relacionadas
con el metabolismo de los acidos grasos, la familia de
proteinas PE y PPE, trece factores sigma pertenecientes
a la clase 67, de ellos, el factor sigma A pertenece al
grupo 1 (factor sigma primario) y es esencial para la
viabilidad de MTB. Por su parte, sigma B pertenece
al grupo 2, mientras que de los 11 restantes, sigma F
pertenece al grupo 3 y el resto al grupo 4.7 Todos
los factores sigma de MTB con excepcion de sigma
A, B, 1 y J poseen la caracteristica de ser regulados
post-traduccionalmente por sus factores anti-sigma
correspondientes. Ademas, posee genes que codifican
mas de cien proteinas reguladoras de los tipos represor/
activador transcripcional, genes relacionados con los
sistemas de sefalizacion de dos componentes, los
sistemas serina-treonina quinasas (STPKs) y otros genes
reguladores.®

Estudios de virulencia de MTB

Un gen de virulencia se define como aquel cuya ausencia
produce atenuacion del microorganismo en modelos
in vivo, de tal manera que los estudios de virulencia
se fundamentan en la induccién de mutaciones en
los genes de MTB, para luego provocar infeccién en
macréfagos, monocitos, células dendriticas, neumocitos
y modelos animales, con el fin de evaluar la progresion
y evolucion de la enfermedad.®!'” Entre los modelos
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animales empleados estan los cobayos, el primate no
humano y el raton, que es el que se utiliza con mayor
frecuencia, especificamente las cepas BALB/c, SCID
(ratones con inmunodeficiencia combinada severa por
sus siglas en inglés), CJ57/c, CBA/J. Los macrofagos
pueden provenir de ratones o humanos, y pueden ser
principalmente de cultivos primarios o lineas celulares
inmortalizadas, como la linea J774, las células MHS y
las THP-1. Los métodos utilizados para la manipulacion
genética de MTB en estudios de virulencia han sido la
interrupcion de genes, la complementacion, RNAs anti-
sentido, la fusién de genes reporteros, los métodos de
hibridizacion y los microarrays.®'” Por otra parte, las
cepas de MTB que se utilizan para estudios de virulencia
son CDC1551, H37Rv, HN878 y NHNS5.(9

Respuesta inmune y virulencia

La respuesta inmune (RI) se inicia cuando MTB
interactua con una serie de receptores de superficie
en los macrofagos alveolares como las colectinas,
el receptor de manosa (MR), los receptores tipo toll
(TLR-2, TLR-4 y TLR-9), glicolipidos, lipoproteinas
y carbohidratos.!*!'V Seguidamente, en el interior
del macréfago se activa la fagocitosis, la fusion
fagosoma-lisosoma, los intermediarios de oxigeno
reactivo (ROI), citoquinas, enzimas lisosomales,
péptidos toxicos y los intermediarios de nitrégeno
reactivo (RNI).%!V Adicionalmente, la activacion de
procesos celulares como la autofagia, la produccion
de inflamosomas y la apoptosis promueven la
eliminacion del bacilo (Fig. 1).0%!

Por otra parte, otras células participan en la RI contra
MTB como las asesinas naturales (NK), neutréfilos
y células dendriticas.'>'¥ Asimismo, intervienen las
citoquinas proinflamatorias (IL-12, TNF-a, IFNy, IL-
1B, IL-6, IL-18), las anti-inflamatorias (TGF-B, IL-10 e
IL-4) y los factores quimiotacticos (RANTES, MCP-1,
MIPla e IL-8).1219 De igual manera, se produce una
RI adaptativa con la presentacion de antigenos de MTB,
por intermedio de las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), activando a linfocitos T
CD4+ y CD8+.1

Finalmente, se produce la formacion de granulomas,
estructura constituida por linfocitos T, macrofagos
activados y células gigantes, donde la micobacteria es
sometida a un ambiente con reducida tension de oxigeno,
disminucion de pH, limitacion de nutrientes y acidos
grasos que inhiben la multiplicacion bacteriana; sin
embargo, pudiera mantenerse viable en esas condiciones,
provocando la infeccion latente (Fig. 1).(12)



Méndez-Lopez MV, et al. VacciMonitor 2019;28(3):110-120

RECEPTORES RECEPTORES TIPO
CELULARES DE COLECTINAS TOLL GUCDLIPIDOS CARBOHIDRATOS
RECONOCIMIENTO  RECEPTOR DE TR UPOPROTEIMAS
DE MTB MARNDSA (MR} TLR4
TiRs

ELEMENTOS o
CELULARES DE LA
RESPUESTA INMUNE De

MACROFAGO NEUTROFILO e
PROCESOS ACTIVOS FAGOCITOSIS ACTIVACION RN PEPTIDOS
EN EL INTERIOR DEL ENZIMAS TOXICOS
MACROFAGO FUSION LSOSOMALES L]

FAGOSOMA-

LSOS0MA
CITOQUANAS L-12 ThF-a, PNy W14, 16, 118
PROINFLAMATORIAS
CITOQUINAS ANTI- TGF p I-10 -4
INFLAMATORIAS
FACTORES
QUIMIOTACTICOS RANTES MCP-1 MiFla (%]
ACTIVACION DE : "&." '
CELULARES

FAGOCITOSIS INFLAMOSOMA

Fig. 1. Respuesta inmune contra MTB en pulmon.

MTB ha sido catalogado un patoégeno intracelular
exitoso, no posee los factores de virulencia clasicos
de otras bacterias, y aun asi, tiene la capacidad de
sobrevivir y persistir en el granuloma por prolongados
periodos de tiempo, como sucede en la TB latente. Para
comprender ese comportamiento, existen una serie
de investigaciones basadas en el conocimiento de su
genoma y en los estudios de los genes de virulencia.

La comprension de las estrategias de virulencia de
MTB es complejo; sin embargo, existen innumerables
investigaciones que han demostrado como genes y
determinantes de virulencia le confieren la cualidad de
evadir la RI y le permiten a la bacteria sobrevivir a los
eventos inmunologicos. De acuerdo a los resultados
de las investigaciones, para MTB el arte de modular la
RI consiste en interferir sobre las rutas de sefalizacion
celular y afectar la activacion de citoquinas pro y anti-
inflamatorias.!'¥

Otro mecanismo descrito en la evasion de la RI es a
través de inhibicion de la fusion fagosoma-lisosoma en el
macrofago, por la intervencion de una Proteina quinasa
G (pknG)."> De acuerdo a los estudios realizados, el
mecanismo parece depender del aumento de la expresion
de los genes que codifican para Ag85A y Ag85C.U5
19 Otro mecanismo de evasion es por perforacion del
fagosoma, en la que participan los sistemas de secrecion
ESX-1 tipo VII (representado por ESAT-6 y CFP-10)
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de la region RD1 de MTB, permitiéndole a la bacteria
trasladarse al citosol, tener acceso a los nutrientes, y
alterar las rutas de activacion de efectores celulares de
la Rl y de las vias de sefalizacion para la activacion de
moléculas inflamatorias.'”

Otros genes, como el caso de katG, con actividad
de catalasa-peroxidasa, act@ia para garantizar la
supervivencia de MTB al estrés oxidativo que se genera
en el macrofago. Las mutaciones en dicho gen afectan
la virulencia y disminuyen su actividad enzimatica,'®
mientras otros, tienen actividad antiapoptdtica, como
nuoG que conforma la NADH dehydrogenasa, katG,
sodA/secA2 (una super oxido dismutasa), pknE
(serin-treonin-quinasa) 'y  Rv3654¢/Rv3655¢.192
La intervencion de phoP y ESAT-6 en la inhibicion
de la autofagia en macrofagos y células dendriticas,
constituyen otro ejemplo de genes que intervienen en la
evasion de la RI por MTB.@D

Por otra parte, se conoce de la existencia de genes que
actian en el metabolismo de la bacteria, y ademas,
forman parte de la maquinaria que utiliza MTB para
su adaptacion durante la TB latente. Un ejemplo lo
constituye el gen que codifica para la enzima isocitrato
liasa (icl), que transforma el isocitrato a succinato en
el ciclo del glioxilato, permitiéndole al microorganismo
crecer en ambientes donde la unica fuente de carbono son
acetato y acidos grasos, para suplir los requerimientos
de la bacteria en los granulomas.®?
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La capacidad que muestra MTB para escapar de la RI,
sobrevivir y persistir, requiere de un control exigente de
la expresion genética, que regula todos los mecanismos
necesarios a través de activadores/represores, que
responden a rutas de sefializacion que se activan segin
las condiciones del microambiente (hipoxia, escasez de
nutrientes, estrés oxidativo, alteraciones del pH, lipidos
toxicos).

Reguladores de la expresion de genes de MTB
asociados a virulencia y persistencia

Entre los reguladores de la expresion de genes
involucrados en la virulencia de MTB se han descrito
aquellos que pertenecen a los sistemas de dos
componentes, los reguladores transcripcionales y los
factores Sigma.

Sistemas de dos componentes (SDC)

En el caso de MTB, los SDC regulan diversos aspectos
que incluyen la virulencia, la persistencia y la resistencia
a los medicamentos. MTB posee 12 SDC, de ellos, se
hara referencia a los mejor estudiados que son PhoP/
PhoR, SenX3-RegX3 y DosR/DosS/T.*)

1-PhoP/PhoR. Este SDC esta asociado al metabolismo
de fosfato de MTB y es similar al sistema PhoP/PhoQ
de otras bacterias. PhoR actia como un sensor de
histidina quinasa y autofosforila un residuo de histidina
en respuesta a las sefales ambientales. Posteriormente,
el grupo fosforilo unido a histidina es transferido a un
residuo de acido aspartico en el regulador transcripcional
PhoP.?¥ Se ha demostrado por una serie de estudios
bioquimicos y genéticos que PhoP regula la expresion
de mas de 110 genes en el genoma de MTB y juega un
papel clave en su virulencia.®

Una de las primeras evidencias del papel de PhoP en
la virulencia de MTB fue el estudio de Pérez et al,*®
quienes construyeron una cepa mutante de MTB por
interrupcion del gen phoP. Los resultados mostraron
atenuacion de la cepa mutante en macréfagos
provenientes de medula 6sea, higado y pulmén, con
disminucion en su replicacion, y sin pérdida de su
capacidad de supervivencia. Sin embargo, in vivo,
en ratones infectados, encontraron que hubo una
disminucion en el crecimiento de la bacteria en higado,
pulmoén y bazo.

Gonzalo-Asensio et al,*” compararon el transcriptoma y
el proteoma de una cepa silvestre (WT) y una mutante de
MTB, con el proposito de caracterizar el regulon PhoP,
y en base a sus resultados, sugirieron que PhoP regula
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positivamente aquellos genes requeridos para hipoxia,
estrés oxidativo, disminuciones de pH, respiracion
aerdbica/anaerobica, genes de la region RD1, genes que
codifican para las proteinas de choque térmico y los genes
que estan involucrados en el metabolismo de proteinas y
lipidos. Por el contario, regula negativamente el gen ic/
que codifica para la enzima isocitrato liasa. Segiin los
investigadores, PhoP actia a través de una red regulatoria
que incluye otros sistemas de dos componentes (DosR/
DosS) y reguladores transcripcionales (WhiB6) (Fig. 2).

Los resultados hallados demuestran la influencia de PhoP
en genes importantes para la virulencia y persistencia de
MTB, lo que significa que PhoP participa en la adaptacion
de MTB a bajas tensiones de oxigeno y a la exposicion
de la bacteria a los ROI y RNI, que se activan en las
fases iniciales de la infeccion en el macrofago. Ademas,
todo indica que su funcidn regulatoria en el metabolismo
lipidico tiene impacto en la supervivencia de MTB en
el hospedero y en la sintesis de elementos de su pared
celular. En efecto, otros estudios de investigacion
seflalaron que las cepas mutantes PhoP carecen de
ciertos compuestos en la envoltura celular (sulfatidos,
diaciltrehalosas y poliaciltrehalosas),®®*) y generan
elementos de la envoltura celular deficientes, un ejemplo
es lipoarabinomanam mannosilatado (ManLam).G? El
hecho de afectar elementos de la envoltura celular como
ManLam tiene consecuencias en la virulencia de MTB,
ya que ManLam es un fuerte modulador de la RI por
inhibicidn de la apoptosis, la secrecion de IL-12 y de la
activacion de linfocitos T CD4+ y CD8+.6GD

2-DosR/DosS/T. E1 SDC conocido como DosR/DosS/T,
junto con PhoP/PhoR es de los mas estudiados para
MTB. El sistema esta conformado por un elemento que
actiia como regulador (DosR), que se activa mediante
la accion de DosS/T, dos sensores que son histidina
quinasas, en respuesta a estimulos ambientales como
la hipoxia, las fluctuaciones de 6xido nitrico (NO) y
monoxido de carbono (CO).®? La hipoxia constituye
el medio ambiente en el que se encuentra MTB en los
granulomas durante la latencia, y experimentalmente
se ha demostrado que DosR/DosS/T juega un papel
critico en la supervivencia y el metabolismo de MTB
en modelos anaerdbicos de la latencia in vivo.®? De
Majumdar et al,®¥ demostraron que la concentracion
intracelular de DosR es crucial para la adaptacion de
MTB a las condiciones de hipoxia, permitiéndole a la
bacteria una fuerte induccion de dosR y mantener la
viabilidad bajo hipoxia prolongada.
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Fig. 2. Genes regulados por PhoP en MTB en condiciones de estrés intracelular.

El papel de DosR/DosS/T en la virulencia de MTB fue
demostrado inicialmente por Parish et al,*¥ quienes
observaron que la delecion del gen dosR incremento
significativamente la virulencia de la cepa mutada con
respecto a la WT, cuando posterior a la infeccion de
ratones SCID observaron una marcada disminucion
en los tiempos de supervivencia. Posteriormente, los
resultados obtenidos de la infeccidn en macrofagos,
hizo posible evidenciar un incremento en el crecimiento
de las mutantes con relacion a la WT en las primeras 24
h luego de la infeccion.

Otros estudios contradicen los resultados obtenidos
por Parish et al.®¥ En efecto, De Majumdar et al,*®
observaron en las cepas mutantes con delecion en el gen
dosR una disminucioén en su virulencia, viabilidad y en
su capacidad de resistir las condiciones de hipoxia en
los cobayos infectados. De igual manera, Smiriti et al,®>
evidenciaron que la cepa mutante dosR fracaso6 en causar
la infeccidon y provocar la enfermedad, a diferencia de
lo observado en la cepa complementada, que fue capaz
de producir la infeccion e inducir la enfermedad. De la
misma forma, propusieron que dosR es capaz de regular
aspectos clave en el ciclo de vida de MTB. La estrategia
experimental empleada por Smiriti ef al,*> se basé en la
infeccién de macacos con cepas con mutaciones en el
regulon DosR y con la cepa complementada.
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Las diferencias encontradas entre los estudios citados
que indican que la delecion del gen dosR en MTB
produzca una hipo o hipervirulencia, pudieran deberse
a la diversidad de cepas utilizadas, distintos modelos
animales, constructos genéticos o rutas de infeccion
empleados. Por consiguiente, las evidencias parecieran
indicar que el papel de DosR en la TB latente en humanos
posiblemente no esta bien entendido. En definitiva, para
determinar la importancia de DosR en virulencia de una
manera clara, es necesario utilizar modelos animales
que reproduzcan la TB latente y activa del ser humano,
por ello el uso de primates no humanos es considerado
el modelo predictivo de la enfermedad, por lo que es
posible que los resultados planteados por Smiriti ez al,*
se aproximen a lo que sucede en la TB en el humano.

Elhechode queel regulon DosR participaen laregulacion
de aspectos fundamentales en el ciclo de vida de MTB
fue ademas propuesto por De Majumdar et al.®® En ese
mismo orden de ideas, los investigadores utilizaron la
comparacion de transcriptomas y microarray, emplearon
cepas de MTB WT, mutantes por delecion o por
interrupcion del gen dosR y la cepa complementada. Los
resultados demostraron que en condiciones de hipoxia,
en la cepa WT se produjo la induccion de alrededor de 40
genes bajo el control del regulon DosR, y 66 genes que
pertenecen a aquellos de respuesta hipoxica duradera.
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De la misma forma, demostraron que durante la hipoxia
son reprimidos genes del metabolismo de nucleo6tidos
y lipidos, aquellos de la biosintesis de aminoacidos y
lipidos, asi como los genes nuoABEFIJKLMN y ATP
sintasa (atpABDEFGH). Asimismo, encontraron que
el mayor nimero de genes reprimidos lo registraron las
cepas mutantes con respecto a la WT. Por otra parte,
encontraron otro grupo de genes que son regulados
negativamente; entre ellos, los que participan en el
metabolismo intermedio, la respiracion y la sintesis de
la pared celular.®?

Otros estudios han tratado de investigar el papel
que pudiesen jugar los sensores de histidina quinasa
(DosS/T) en la virulencia. En ese sentido, los resultados
de las investigaciones de Gautam et al,®® sugieren que
DosS parece ser relativamente mdas importante que
DosT para la virulencia y persistencia de MTB in vivo,
y que DosS podria regular funciones desconocidas de
manera independiente de DosR.

3-SenX3/RegX3. Este SDC fue uno de los primeros
identificados en MTB. La porcion citoplasmatica de
SenX3 es capaz de autofosforilarse y transferir el grupo
fosfato a RegX3, y este ultimo regula la expresion
de alrededor de 100 genes funcionalmente diversos,
involucrados en actividades fisiologicas, funciones
regulatorias y metabolicas.®”

Entre las primeras investigaciones que propusieron el
papel de SenX3/RegX3 en la virulencia de MTB se
encuentra el de Parish er al,*” quienes evidenciaron
que una cepa mutante con delecion de senX3-regX3
mostré  atenuacion  significativa en macrofagos
activados y la linea celular THP-1, asi como en ratones
inmunocompetentes (DBA/2) e inmunosuprimidos
(SCID). Asimismo, a través de microarray demostraron
que no se producia activacion de la expresion de
senX3-regX3 en respuesta a condiciones de estrés como
pH extremo, privacion de nutrientes y peroxido de
hidrogeno.

La pregunta que surge es como actia o bajo qué
condiciones se activa SenX3/RegX3 para contribuir a
la virulencia de MTB. En ese sentido, se ha demostrado
que senX3-regX3 interviene en la supervivencia de MTB
en condiciones de bajas concentraciones de fosfato.383%
Por su parte, Tischler et al,*” identificaron la existencia
de un sistema de sefiales de traduccion, compuesta por
un transportador especifico de fosfato (Pst) y RegX3,
confirmando que actia bajo deficiencia de fosfato,
y regulado por Pst; sin embargo, se desconocen los
detalles del mecanismo molecular.
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Otras investigaciones basadas en analisis bioquimicos
y de secuencias de ADN, demostraron que SenX3 es un
sensor de oxigeno, ya que demostraron la presencia de
un grupo Hemo en su estructura. El hecho de detectar
niveles de oxigeno, parece que le permite contribuir
en la reactivacion del crecimiento de MTB para pasar
de la fase de latencia a la replicacion activa. Con base
a los resultados, ha sido propuesto un modelo en el
que la hipoxia, NO y CO inducen a otro SDC (DosS/
DosR) e inhibe a SenX3 para que se produzca el estadio
de persistencia no replicativo. El re-establecimiento
de las condiciones aerdbicas inhibe al SDC DosS/
DosR e induce a SenX3 para facilitar la transicion al
estadio de replicacion bacteriana activa (Fig. 3).4" Sin
embargo, seran necesarias nuevas evidencias y otras
investigaciones que confirmen o reproduzcan el modelo
propuesto.

Reguladores transcripcionales

Uno de los campos menos explorados en los estudios de
virulencia de MTB es aquel relacionado con el papel que
juegan los reguladores transcripcionales. Sin embargo,
aunque solo pocos genes han sido mutados para evaluar
sus efectos en macrofagos y modelos animales, los
resultados obtenidos concluyen que juegan un papel
importante, tanto en la virulencia como en la modulacion
de la RI en el macrofago, garantizando la supervivencia
y persistencia de MTB.

En ese sentido, uno de los reguladores transcripcionales
que fue motivo de investigacion es la familia de
reguladores AraC, que controla la expresion de genes
relacionados al metabolismo de carbono, respuesta
al estrés y virulencia. En el genoma de MTB se han
descrito seis miembros de esta familia, algunos de
ellos han sido estudiados previamente, como el caso
de Rvi1395 por mutagénesis sitio dirigida, confirmando
su atenuacion en la infeccion en pulmoén de ratones
BALB/c.“? Otro miembro de esta familia es Rv3082¢
(virS), que es importante para resistir el estrés oxidativo
en el macrofago y por su actividad en el operon mymA.

Se ha propuesto que actua en el mantenimiento de la
composicion del acido micolico y la permeabilidad
de la pared celular.“**¥ De hecho, se demostré que
la interrupcion de los genes virS y mymA reduce la
capacidadde MTB deresistiracondiciones de estrés como
pH acido, disminuye su supervivencia a la actividad de
los macrofagos; ademas, altera la produccion de acidos
micolicos, lo que genera defectos en la pared celular.
@9 Los hallazgos de las investigaciones precitadas
evidencian que virS y el operéon mymA juegan un papel
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Fig. 3. Regulacion de la expresion de genes por RegX3-SenX3 de MTB segtn los niveles de
fosfato y como sensor de oxigeno de acuerdo a lo publicado por Singh y Kumar (41).1: Incremento.
|: Disminucién. 4 : Inhibicion. NO: Oxido Nitrico. CO: Monéxido de Carbono.

significativo, tanto en la resistencia de la bacteria a
medios y condiciones hostiles, como al mantenimiento
de la integridad de su pared celular, que garantiza el
equilibrio osmotico y su virulencia, partiendo del hecho
de que los elementos de la pared celular, como el caso
de ManLAM han sido considerados moduladores de la
RL

Otros reguladores transcripcionales relacionados
a virulencia y persistencia son aquellos genes
pertenecientes a la familia WhiB, involucrados en
un rango amplio de eventos celulares en MTB como
la ausencia de nutrientes, patogénesis, resistencia a
antibioticos, division celular y estrés oxidativo.“> En el
genoma de MTB se han descrito siete proteinas WhiB
(WhiB1-7), altamente conservadas que conforman una
red regulatoria.“>

Respecto al papel de las proteinas WhiB en virulencia
y persistencia, existen numerosas investigaciones; sin
embargo, la publicacion de Larsson et al,* es una
de las mas completas, porque presenta hallazgos y
resultados relacionados con la actividad de los genes
de la familia whiBI-7. Los autores aplicaron una
estrategia de investigacion basada en mimetizar las
condiciones que MTB encuentra in vivo durante la
RI, como la exposicion prolongada a ambientes redox,
hipoxia durante la formacion de granulomas (modelo de
Wayne), incubacion con DETA-NO reforzado con NO.
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Por otra parte, indujeron la infeccion de células J774,
y para los estudios in vivo infectaron ratones C3HeB/
Fel, con el fin de evaluar la expresion de los genes
whiB en granulomas hipoxicos. Para medir la expresion
de los genes whiB1-7 utilizaron PCR en tiempo real.
Adicionalmente, evaluaron la importancia del AMPc en
la regulacion y expresion de genes whiB.

Los resultados de la investigacion de Larsson et al,®
mostraron que durante la fase anaerébica intervienen los
genes whiB3 y whiB7, mientras que el incremento de NO
celular aument6 la expresion de whiB3, whiB6 y whiB7.
Otros son regulados por AMPc; es el caso de los genes
whiB1, whiB2 y whiB4, en cambio, existe otro grupo,
que su expresion fue inducida en el modelo animal, tal
es el caso de whiB1, whiB4 y whiB7. Adicionalmente,
demostraron que durante la infeccion de macrofagos
se incrementd la expresion de los genes whiB5, whiB6
y whiB7 (Tabla 1). Con base a los hallazgos de esta
investigacion, es posible inferir que los reguladores
transcripcionales de la familia WhiB poseen funciones
diferentes y son inducidos bajo distintas condiciones de
estrés.

Otras investigaciones han demostrado que WhiB3 actua
conjuntamente con el factor transcripcional sigma
A, ejerciendo el control transcripcional, detecta las
sefiales redox, responde al estrés reductivo y mantiene
la homeostasis redox a través de la regulacion del
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Tabla 1. Expresion de los reguladores transcripcionales WhiB1-7 de MTB a diferentes condiciones y ambientes de

estrés.
Respuesta Respuesta ,
Genes [l:)ig::c[(:’oc 0, NO Hi[?(n.(ica Hi[?()xica Puln{l\o;lirll\]i(;delo Macréfago
Inicial Prolongada
whiB1 IND IND
whiB2 IND INH
whiB3 IND IND IND
whiB4 IND IND
whiB5 INH INH
whiB6 IND IND IND
whiB7 IND IND IND IND IND

NO: Oxido Nitrico. IND: Induccién. INH: Inhibicién.

anabolismo de lipidos. Ademas, se ha propuesto que
WhiB3 actiia como un modulador indirecto de la RI,
ya que induce la produccion de citoquinas pro y anti
inflamatorias en macrofagos, contribuyendo con la
virulencia de MTB.“?

Factores sigma. Se conocen como pequenas subunidades
de la RNA polimerasa, que intervienen en el inicio
de la transcripcion de genes en respuesta a estimulos
ambientales. En MTB, juegan un papel crucial en la
fisiologia, diversas investigaciones han sugerido que los
factores sigma A, C, E y H participan activamente en la
patogénesis y virulencia de MTB. #8450

Sigma A, también conocido como RpoV, regula la
expresion de aquellos genes que son inducidos en
respuesta al estrés y participa en la modulacién de la
virulencia.“® Por otra parte, existen evidencias de que
sigma A regula la expresion de genes de virulencia y
otros reguladores transcripcionales.*” También, se
demostré que el incremento de la expresion de sigma A
en la cepa recombinante H37Rv aumento la replicacion
y el crecimiento del microorganismo en macrofagos y
pulmoén de ratones infectados, ademas de su resistencia
a la accion de los superoxidos.C?

Otro factor, sigma C, regula la expresion de alrededor
de 200 genes de virulencia, muchos de ellos importantes
determinantes de virulencia, entre ellos un homologo
de la proteina a-cristalina HspX (proteina de choque
térmico), cuya expresion se incrementa durante la
latencia. Otros genes bajo el control de sigma C son el
regulador MtrA y el sensor histidina quinasa SenX3,
ambos pertenecen a los SDC.“® Por otra parte, otras
investigaciones han propuesto que sigma C participa
en la modulacion de la RI, es importante para la
supervivencia de MTB en los granulomas, y su ausencia
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reduce los niveles de las citoquinas pro-inflamatorias
(TNFa, IL-1B, IL-6) en ratones inmunocomprometidos
e inmunocompetentes. ®!-5259)

El factor sigma E, uno de los mejor estudiados, juega un
papel importante en la virulencia. Entre sus propiedades
destacan su requerimiento en el crecimiento de MTB en
macrofagos, de hecho, se demostrd que cepas mutantes de
MTB carentes de este factor, presentan una disminucion
en su capacidad de crecimiento en macréfagos y son
mas susceptibles al choque térmico.*? Adicionalmente,
el factor sigma E le confiere a MTB la capacidad para
resistir la respuesta innata, y se ha demostrado que es
esencial para bloquear la maduracion del fagosoma en
células THP-1.69

Relacionado con el factor sigma H, se ha demostrado
que es necesario para la inmunopatologia y la letalidad
de MTB. Evidencias experimentales han demostrado
que cepas mutantes con sigma H delecionado, originan
un fenotipo que retarda la induccion de la RI y el
dafio tisular. Asimismo, se ha indicado que el fenotipo
resultante, genera proteinas y antigenos bacterianos
desnaturalizados u oxidados que no inducen RI en el
pulmoén, y hacen a la micobacteria mas susceptible al
estrés oxidativo.®®

Conclusiones

Estudiar la virulencia de MTB es un tema complejo,
profundo, extenso, pero fascinante. La presente
revision se enfoco principalmente en los reguladores
de la expresion de genes, la virulencia y persistencia
de MTB. A través de las investigaciones presentadas,
fue posible evidenciar que MTB posee una maquinaria
amplia de reguladores que le garantizan resistir en
ambientes inhdspitos y condiciones hostiles en el
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hospedero. Adicionalmente, fueron presentadas algunas
investigaciones que confirman que los reguladores de
la expresion de genes asociados a virulencia, actiian
como una red interconectada que asegura una respuesta
efectiva de MTB a las condiciones del microambiente y
le permite sobrevivir.

De acuerdo a las publicaciones aqui presentadas, se han
empleado una variedad de técnicas moleculares, modelos
animales y lineas celulares; sin embargo, muy pocos han
empleado aquellos que se acerquen a lo que sucede en
el humano. La condicion ideal seria la utilizacion de
modelos in vivo e in vitro que se aproximen mejor al
desarrollo de la TB en el humano. El uso del macacus
cynomolgus pareciera ser el modelo ideal, ya que
permite el estudio de la TB latente y la inmunopatologia
de la enfermedad; sin embargo, sus limitaciones son los
altos costos y la necesidad de infraestructura apropiada.
7 Adicionalmente, las investigaciones requeriran de
nuevas estrategias moleculares, entre ellas la protedémica
y el analisis de transcriptomas.

Estudiar la virulencia de MTB tiene impacto en salud
publica, ya que contribuye al desarrollo de nuevos
tratamientos, vacunas y pruebas diagndsticas, que
mejorarian las estrategias de prevencion y control de la
TB en el futuro. Finalmente, la eliminacién de la TB
en el mundo también dependera del compromiso de las
naciones de aplicar las medidas adecuadas para eliminar
la pobreza, garantizar mejores condiciones de vida,
asegurar la atencion médica, asi como el diagnostico y
el tratamiento oportuno.
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Regulators of Mycobacterium tuberculosis gene expression: implications in virulence and

persistence in latent tuberculosis
Abstract

Pulmonary tuberculosis (TB) is a public health problem worldwide. The World Health Organization estimated about
10 million sick people and 1.3 million deaths in 2017. The ability of MTB to modulate the immune response, survive
and persist under the hostile environment in the host and in latent TB has been extensively investigated, and requires
regulation and control of genetic expression. The objective is to present a review of research related to regulators
of MTB gene expression that are associated with virulence, persistence and survival in latent TB. A review of the
investigations of the last 20 years was made. Finally, it is concluded that MTB has a genetic machinery that controls
the expression of genes that participate in virulence and persistence in response to hypoxia, oxidative stress, lack of
nutrients and acidic pH. Among them, two-component systems, sigma factors and transcriptional regulators participate.
It has been proven that they work interconnected as a network in some cases. The research findings provide insights for
the discovery of new targets for the development of anti-tuberculosis drugs, new vaccines and methods for diagnosis of
TB, with the purpose of providing new strategies for disease control.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; virulence; regulator genes; pulmonary tuberculosis.
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