evia a su
érez, P. E., Villanu
1 de la Universidc

Tuberculosis farmacorresistente: Mecanismos moleculares
de Mycobacterium tuberculosis

Drug-resistance tuberculosis: Molecular mechanisms of Mycobacterium tuberculosis

*Anaximandro Goémez-Velasco, 2René Armando Rodriguez-Sudrez, 3Pilar E. Granja-Pérez,

3Salha M. Villanueva-Jorge, 4José Q. Garcia-Maldonado

*Departamento de Ecologia Humana, Centro de Investigaciéon y de Estudios Avanzados, Instituto Politécnico Nacional, Unidad
Mérida, Km. 6 Antigua carretera a Progreso, C. P. 97310, Mérida, Yucatdn, México. Correo electronico:
anaximandro.gomez@cinvestav.mx ORCID: https://orcid.org/0000-0001-5297-59 67

2Programa de Micobacteriosis, Servicios de Salud de Yucatdn, Calle 72 No. 463 por 53 y 55, Col. Centro. Mérida, Yucatdn, México.
Correo electrénico: renerodriguez79@hotmail.com ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3521-2620

3Laboratorio Estatal de Salud PUblica del estado de Yucatdn, Servicios de Salud de Yucatdn. Calle 39-C No. 345-A x 2-A y 4, Col.
Mayapdn,  Mérida, Yucatdn. Correo  electrénico:  pilar.granja@ssy.gob.mx;  salha.vilanueva@ssy.gob.mx  ORCID:
https://orcid.org/0009-0001-0156-4495; https://orcid.org/0009-0002-6898-9372

4Laboratorio de Patologia Acudtica, Departamento de Recursos de Mar, Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados, Instituto
Politécnico Nacional, Unidad Mérida, Km. é Antigua carretera a Progreso C. P. 97310, Mérida, Yucatdn, México. Correo electronico:
jose.garcia@cinvestav.mx ORCID: https://orcid.org/0000-0001-7023-3916

*Autor para correspondencia

Recibido: 20 de julio del 2023

Aceptado: 18 de enero del 2024
Publicado: 31 de enero del 2024
https://doi.org/10.33064/iycuaa2024914559
e4559

Resumen

Mycobacterium tuberculosis (M. tb), es un patdgeno humano que puede evadir la
respuesta inmunoldgica del hospedero, asi como desarrollar fdrmaco-resistencia a
prdcticamente todos los antibidticos anti-tuberculosis que se emplean para el tratamiento
de la enfermedad. El objetivo de este trabajo fue realizar una revisibn descriptiva de los
mecanismos del hospedero (heterogeneidad del granuloma, adhesion al fratamiento) y de
M. tb (tasa de mutacion in vitro e in vivo, diversidad genética, resistencia innata, tasa
metabdlica, heterogeneidad de las poblaciones del bacilo, y epistasis) que intervienen en
el desarrollo de la fdrmaco-resistencia de la bacteria.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, mutacién, tuberculosis farmaco-resistente,

evolucion.

Abstract

In this tfraditional review, we describe factors from both Mycobacterium tuberculosis (M. tb)
and the host that are associated for tuberculosis drug-resistant. We review mutation rate,
genetic diversity, innate resistance, metabolic rate, bacili population hetereogeneity,
epistatis of M. tb that promote its resistance against most anti-tuberculosis drug treatment.

We also describe how granuloma heterogeneity affects the activity of anfi-tuberculosis
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drugs as well as non-compliance of drug treatment promotes the evolution of drug-
resistance tuberculosis.
Key words: fuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, mutation, drug-resistance

tuberculosis, evolution

Introduccion

La tuberculosis (TB) es una enfermedad curable y prevenible. En el Ultimo reporte de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) se reporta un 86% de curacién con el fratamiento
estdndar (WHO 2022). Sin embargo, la aparicién de cepas fadrmaco-resistentes de M. tb ha
complicado el control de la TB a nivel global. La OMS utiliza las siguientes categorias para
clasificar la tuberculosis fdrmaco-resistente: (i) tuberculosis resistente a isoniacida (TB-RI); (i)
tuberculosis resistente a rifampicina (TB-RR); (iii) tuberculosis-multi-drogo-resistente (TB-MDR),
causada por cepas resistentes a los medicamentos de primera linea mds importantes
contra la TB: la isoniazida y la rifampicina (WHO 2019); (iv) tuberculosis pre-extensamente
resistente (pre-TB-XDR) causada por cepas resistentes a rifampicina y con resistencia
adicional a cualquier fluoroquinolona (WHO 2019); (v) tuberculosis extensamente resistente
(TB-XDR) que son cepas resistentes arifampicina, con resistencia a cualquier fluoroquinolona
y al menos a una de los siguientes antibiéticos bedaquilina y linezolida. Los primeros casos
de TB-XDR fueron registrados en Italia en el 2003 (Migliori et al. 2007), posteriormente en Irdin
(Velayati et al. 2009) y en la India (Udwadia et al. 2012), y Sud Africa (Auld et al. 2018).

La estructura poblacional de M. tb es esencialmente clonal, por o que la transferencia
horizontal de genes (THG) al parecer no tiene un rol en la biologia del bacilo; M. tb no
alberga pléasmidos de resistencia y se ha discutido la presencia de pili (Mann et al. 2016). El
principal mecanismo de adquisicién de resistencia a los antibidticos ocurre principalmente
a través de mutaciones en genes especificos asociados a la resistencia de los fdrmacos

anfi-tuberculosis (Nguyen et al. 2018).

Las mutaciones asociadas a antibidticos en M. tb son muy diversas. Para algunos
antibidticos, como la isoniacida y la rifampicina, se han identificado una gran cantidad de
mutaciones en los dislamientos clinicos (McGrath et al. 2014). A nivel global, la prevalencia
de resistencia enconfrada en isoniacida y pirazinamida fueron de 35 y 14%,
respectivamente, mientras que para nuevos fadrmacos (bedaquilina y delamanida) la

prevalencia reportada fue de < 1.2% (Walker et al. 2022). Para otros fdrmacos, como la
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estreptomicina, y la mayoria de los medicamentos de segunda linea, las mutaciones
conocidas asociadas a resistencia ocurren solo en una pequena proporcidén de aislados

resistentes (Nguyen et al. 2018).

A pesar de la gran diversidad de patfrones de mutaciones observadas a nivel mundial, solo
predominan mutaciones especificas. Por ejemplo, en el caso de la resistencia a la
rifampicina, se han descrito cientos de mutaciones en el gen rpoB, (gen que codifica la
subunidad de la ARN polimerasa), aunque no necesariamente todas estdn asociadas con
la resistencia a la rifampicina, pero mds del 80% de las cepas resistentes muestran
mutaciones en tres codones rpoB- 531, -526 y -516. Diferentes mutaciones en el mismo gen
pueden producir fenotipos diversos, por ejemplo, mutaciones en el gen rpoB (- SS31L, -
H526Y, -H526D y -H526R), a menudo se asocian con altos niveles de resistencia a la
rifampicina, mientras que las mutaciones en el mismo gen (- L511P, -H526L, -H526N, -L533P e
-I1572F) generalmente estdn relacionadas con niveles bajos de resistencia a dicho
antibidtico. Por otro lado, las mutaciones en diferentes regiones del mismo gen pueden
asociarse con distintos fenotipos de resistencia a fdrmacos diferentes. Las mutaciones en la
regién 530 y la regidn 915 del gen rrs (gen que codifica el ARN ribosomal 16S, componente
de la subunidad menor de los ribosomas procariotas) estén asociadas con la resistencia a
la estreptomicina, mientras que las mutaciones en la regidon 1400-1500 estdn relacionadas
con la resistencia a la kanamicina, amikacina y capreomicina (Nguyen et al. 2018). En la
tabla 1 se describen las principales mutaciones asociadas a resistencia a fdrmacos de

primera y segunda linea en aislados clinicos de M. tb.

Son multiples los factores, tanto del hospedero como de M. tb, que influyen en la seleccion
de cepas fdrmaco-resistentes durante la infeccidn. En el hospedero, el sistema
inmunolégico, la patologia de la enfermedad (heterogeneidad de las lesiones y su efecto
en la distribucion espacial de los fdrmacos), y la conducta del paciente determinan los
mecanismos de emergencia de fdrmaco-resistencia. Por otro lado, en M. tb se ha
determinado que la resistencia intrinseca, errores durante la replicacién, y, recientemente
la epistasis, son algunos de los mecanismos asociados a la resistencia de fadrmacos del

bacilo.



Tabla 1
Polimorfismos genéticos asociados con la resistencia a fdrmacos de primera y segunda linea en aislados clinicos
de M. tb. Se muestran las mutaciones mds comunes encontradas para los principales grupos de medicamentos
anti-tuberculosis
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Antibidtico Genes asociados a resistencia
Reconocidos en el catdlogo Reportados en la literatura
estdndar y base de datos
de la OMS(Walker et al. 2022)
Isoniacida inhA: 5 codones reconocidos ahpC, ndh, fabG1, Rv1258c, mshA,
Rv2752c, Rv1258c (Dai et al. 2019;
Ghosh y Saha 2020; Sandgren et al.
2009; WHO 2021)
katG: 3 codones reconocidos
Rifampicina rpoB: 24 codones reconocidos Rv2752c, rpoA, rooC, embB (Dai et
al. 2019; Ghosh y Saha 2020;
Sandgren et al. 2009; WHO 2021)
Etambutol embB: 14 codones asociados Rv0340, iniB, iniA, iniC, embR,

Primera linea

Pirazinamida

Amikacina

Estreptomicina

levofloxacina

Moxifloxacina
Segunda linea

Bedaquilina y

clofazimina

Linezolida

Acido p-
aminosalicilico

Delamanida

Etionamida

embA: 1 codon
pncA: se han determinado 105
variantes del gen

eiSyms

rrS, gid, rrS

gyrA: 8 variantes reconocidas
gyrA: 8 variantes reconocidas

gyrB: 1 variante reconocida

La OMS no asocia mutaciones
para estos antibidticos.

rplC

ddN

ethA, inhA

Rv3124, Rv3125c, Rv3126, Rv3264c,
Rv3266c, ubiA (Dai et al. 2019;
Ghosh y Saha 2020; Sandgren et al.
2009; WHO 2021)

rpsA, panD (Shi et al. 2020; WHO
2021; Zhang et al. 2014)

aftB, ccsA, whiBé, whiB7, fprA
(Georghiou et al. 2012; Maus,
Plikaytis, y Shinnick 2005; WHO 2021)
whiBé, whiB7, Rv2004c, lipF
(Rv3487c), Rv1860, Rv1980c,
Rv2140c, Rv1636, Rv1926cC, ppsA,
Rv3919c (Cohen et al. 2020; Rocha
et al. 2021; WHO 2021)

gyrB (Hameed et al. 2019; WHO
2021; Zhang et al. 2022)

(Homeed et al.

2019; WHO 2021;

Zhang et al.

2022)

Rv0678 (mmpR), atpE, pepQy
Rv1979c (Hartkoorn, Uplekar, y Cole
2014; Ismail et al. 2019; Kaniga et al.
2022)

rrL, rrS (Azimi et al. 2022; Zong et al.
2018)

thyA, folC, ribD (Rengarajan et al.
2004; Zhang et al. 2015)

fbiA, fbiB, fbiC, fgd1, Rv2983
(Bloemberg et al. 2015; Reichmuth
et al. 2020)

Rv3083, mshA, ethR, ndH (Malinga
et al. 2016; Rueda et al. 2015)

Elaboracién propia a partir de las referencias citadas.



Sistema inmunolégico del hospedero

El nicho primario de M. tb son los macréfagos, aunque ofros tipos de células pueden ser
infectadas. Los macréfagos producen especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies
reactivas del nitrégeno (ERN) como mecanismo de defensa antibacteriano. La interaccién
de ERO y ERN con el ADN tiene consecuencias mutagénicas, porque una vez producida la
conversion de oéxido nitrico en anhidrido nitroso y/o peroxinitritio puede provocar la
desaminacién de bases de ADN como la guanina vy la citosina (Burney et al. 1999; Dartois
2014). Sin embargo, M. tb expresa genes de detoxificacion como (AhpC, KatG, el regulon
DosR), produce micotiol (agente reductor de bajo peso molecular), algunos de los
mecanismos gque le permiten la desintoxicacion de EOR y ERN, y que le son esenciales para
la supervivencia en el hospedero (Dartois 2014; Newton, Buchmeier, y Fahey 2008; Warner y
Mizrahi 2006).

Experimentos in vitro han determinado que la tasa de mutacion (frecuencia en la que se
producen nuevas mutaciones en un gen o secuencia del genoma de un organismo en
cada generacion) de M. tb no es elevada en comparacién con otras bacterias (Cohen
et al. 2019). Por esta razdn, se espera que las cepas de M. tb resistentes surjan como
consecuencia de errores espontdneos en la replicacién del ADN que posteriormente se
seleccionan bajo la presion del antibidtico aplicado (McGrath et al. 2014). A pesar de esta
baja tasa de mutacion, el nUmero de casos de TB resistente a los antibidticos, especialmente
TB-MDR y TB-XDR, aumenta de manera constante en todo el mundo. En el Ultimo informe de
la OMS se reportd 450,000 casos de MDR-TB y 23,038 casos de XDR-TB (WHO 2022).

La secuenciacion del genoma completo de cepas de M. tb ha permitido: la identificacién
de casos de reciente transmision, re-infeccidon, generar informacién sobre la evolucién de
la fdrmaco-resistencia en pacientes, diferenciar la adquisicién de resistencia de novo
(cuando surgen mutaciones de resistencia dentro de un hospedero) asi como de la
fransmision de fadrmaco-resistencia (Cohen et al. 2019). Esta tecnologia fue usada para
detectar polimorfismos de nucledtido Unicos (PNUs) de M. tb en muestras de esputo (Figura
1) obtenidas en una serie de tres pacientes durante el tratamiento anti-tuberculosis (Sun
et al. 2012). Este estudio determind el desarrollo entre 8 y 41 PNUs durante el tratamiento en
cada muestra, y hasta 34 PNUs fueron exclusivos de una sola muestra. La mayoria de los
PNUs se detectaron en frecuencias inferiores al 20% en cada muestra, o que indica que la
poblacién bacilar de las muestras de esputo se caracterizé por una alta
microheterogeneidad. En otfro estudio se detectd diferentes mutaciones en los genes rpsL y

rrs de cepas aisladas en muestras obtenidas en serie de un solo paciente. El estudio también
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determind la coexistencia transitoria de algunas mutaciones, asi como sucesivos barridos
clonales de otras mutaciones, lo que sugiere una interaccién dindmica entre la variabilidad
genética de las cepas de M. tb y las presiones selectivas asociadas del hospedero (Mariam
et al. 2011).

Figura 1. Muestra de esputo la cual es usada para el
diagnéstico de tuberculosis pulmonar. La muestra
corresponde a una persona con alta sospecha a fdrmaco-
resistencia debido a que no estd respondiendo al
tratamiento de primera linea anti-tuberculosis.

Los niveles de diversidad genética asociadas a genes de resistencia identificados en los
estudios anteriormente descritos implican que M. tb podria tener una tasa de mutacién
elevada dentro del hospedero en comparaciéon con la calculada in vitro (Mariam et al.
2011; Sun et al. 2012). Sin embargo, es importante recordar que la fijacion de mutaciones
espontdneas ocurre durante la replicacion, lo que supone que la tasa de mutacion,
depende de la tasa de replicacidn. Esto plantea la posibilidad de que la tasa de replicacién
puede ser mayor en el hospedero de lo que se pensaba anteriormente, lo que también
implica un continuo crecimiento de las micobacterias en la fase latente de la infeccidn
(McGrath et al. 2014).

Heterogeneidad de las lesiones

La infeccién por M. tb es inicialmente contenida dentro del hospedero en estructuras
organizadas llamadas granulomas, que son el sello patoldgico de la TB. La estructura cldsica
del granuloma consiste en un ndcleo necrético llamado cdseum (del latin caseum debido
a su apariencia de queso) rodeado principalmente macréfagos, neutrdfilos, células Ty B,

neutrdfilos, fibroblastos, entre otras células (Figura 2A). El ndcleo necrdtico es el resultado de
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la lisis bacteriana y de la accidn de las células del hospedero. A medida que las lesiones
pulmonares evolucionan, los granulomas celulares se convierten en granulomas
necrotfizantes y se pueden observar varias capas de fibroblastos, que funcionan para
contener la infeccidon. La formacion de los granulomas es dindmica y esta heterogeneidad
podria considerarse amigo-enemigo, ya que funciona para contener al patégeno, pero
también hace que la erradicacidén guimioterapéutica sea extremadamente dificil debido
al secuestro de bacilos dentro de compartimientos de lesiones remotas y protegidas con
poca penetracion de los farmacos (Lenaerts, Barry, y Dartois 2015). (Figura 2A).
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Figura 2. Granulomas y distribucién de los fdrmacos-antituberculosis

Figura 2. A) El granuloma es una estructura importante para la contencién de la infeccion
por M. tb. La estructura cldsica del granuloma consiste en un ndcleo necrdtico, el cdseum,
rodeado por macréfagos, células dendriticas, neutrdfilos, células Ty B, fibroblastos, y otras
células. B) La composicion y heterogeneidad de los granulomas influye en la penetracién y
localizacidon de los farmacos anti-tuberculosis. Isoniacida, pirazinamida, rifampicina
penetran y se localizan en el cdseum necrdtico, mientras que la moxicilina suele
concentrarse en el anillo del granuloma, y bedaquilina es concentrada en macréfagos

espumosos. Adaptada de Cadena (2017).

Heterogeneidad espacial en la distribucion de los farmacos

Estudios han demostrado que existe una considerable variabilidad en la penetracion del
farmaco en los granulomas, lo que genera una variacion espacial en las concentraciones
del fdrmaco dentro de la lesion infectada. Experimentalmente se ha demostrado que la
isoniacida (Lavin y Tan 2022), pirazinamida y la rifampicina (Prideaux et al. 2015; Sanfucci

et al. 2022) pueden difundirse y acumularse en el cdseum necrdtico, mientras que otros
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antibidticos no penetran esta estructura, como la moxifloxacina que se concentra en el
anillo del granuloma (Blanc et al. 2018), y la bedaqguilina que se acumula en macréfagos
espumosos, denominados asi por su alto contenido de colesterol vy triglicéridos (Fearns et al.
2020; Santucci et al. 2021) (Figura 2B). Es probable que estos procesos generen variaciones
espaciales y temporales en las concentraciones de los antibidticos, facilitando la evolucidén

de la fdrmaco-resistencia.

Variabilidad fGrmaco-cinética entre los pacientes

El régimen de dosificacién actual para el fratamiento de la TB no genera concentraciones
esterilizantes de ciertos fdrmacos anti-tuberculosis en todos los pacientes lo cual puede
contribuir al fracaso del tratamiento, asi como facilitar la evolucidn de la fdrmaco-
resistencia. Poco se sabe acerca de los factores que influyen en la distribucion del fdrmaco
desde el plasma a la variedad de tejidos, ndédulos y cavidades que estdn habitadas por M.
tb (Lenaerts et al. 2015). Por ejemplo, las concentraciones de isoniacida, rifampicina y
pirazinamida en los granulomas celulares son mds bajas que en el plasma, aunque la

rifampicina parece acumularse en el tejido pulmonar no afectado (Ordonez et al. 2020).

Resistencia innata de M. tb

La resistencia intrinseca de M. tb se ha atribuido tfradicionalmente a su pared celular
compleja, formada por dcidos micdlicos y diversas familias de lipidos, que le proporciona
baja permeabilidad para la mayoria de los antibiéticos (Dulberger, Rubin, y Boutte 2020;
Vilchéze 2020). Otro mecanismo de resistencia innata son las bombas de eflujo de drogas
(proteinas transmembranales responsables de mover los compuestos fuera de las células)
también contribuye a la resistencia a los antibidticos bacterianos (Laws, Jin, y Rahman 2022;
Poulton y Rock 2022). M. tb posee cinco superfamilias de estas bombas, lo cual indica que
el bacilo puede mantener concentraciones sub-inhibitorias de diversos antibidticos y como
consecuencia podrian ayudar en la generacidén de mutaciones en la bacteria (Laws et al.
2022). Un mecanismo adicional es la modificacion del antibidtico o de su blanco molecular
debido a la accién de enzimas. Estas enzimas a menudo permiten la acetilacién o la
metilaciéon del fdrmaco o de su objetivo molecular para evitar el reconocimiento y su
interaccién. M. tb y M. bovis contienen en su genoma el gen erm37 que codifica una metil-
transferasa de ARNr que blogquea las interacciones entre los macrdlidos y el ribosoma (Al-

Saeedi y Al-Hagjoj 2017). Recientemente, se ha descrito que el producto del gene cinA
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promueve tolerancia a isoniacida, efionamida, delamanida y pretomanida (Kreutzfeldt
et al. 2022).

Tamano y heterogeneidad de las poblaciones de M. tb durante la infeccién

Cuanto mds grande es la poblacion de M. tb, mds eventos de division celular experimenta
y, por lo tanto, mayor probabilidad de que surja una mutacién con resistencia a los
antibidticos. Ademds, si una mutacién que confiere resistencia evoluciona temprano
durante la expansiéon de la poblacién, la gran mayoria de la poblacién serd resistente a un
medicamento determinado, incluso antes del inicio del tratamiento. Se desconoce el
nUmero de células de M. tb presentes en los pulmones de humanos durante la infeccién.
Las mejores estimaciones de células viables de M. tb se han obtenido de los pulmones de
un modelo animal, el macaco cangrejero (Macaca fasicularis), en los que se ha
determinado aproximadamente entre 105y 5 x 108 células de M. tb por pulmdn (Gygli et al.
2017).

M. tb puede formar subpoblaciones aisladas (heterogeneidad poblacional) dentro del
hospedero, la cual estd relacionada con el estado clinico de la enfermedad (latente,
incipiente, subclinica, o activa), sitio de lesién, diversidad genética y tasa metabdlica del
bacilo, entre ofros factores. Esta heterogeneidad poblacional puede dar origen a la
farmaco-resistencia (Mitchison 1980; Ordonez et al. 2020). Durante el tratamiento anti-
tuberculosis, pueden existir subpoblaciones de bacilos que pueden tolerar fenotipicamente
mayores concenfraciones de drogas: son los denominados bacilos persistentes (Mariam
et al.2011). Las subpoblaciones de bacilos que se encuentran en un estado de crecimiento
lento o sin crecimiento (la accidon de los fdrmacos requiere que los bacilos se estén
replicando) son persistentes a la muerte por la mayoria de los antibidticos contra la TB, un
fendmeno conocido como tolerancia fenotipica (Castro, Borrell, y Gagneux 2021). Sin
embargo, no son genéticamente resistentes (es decir, la resistencia a los antibidticos no serd
heredada a las células hijas). La resistencia requiere una diferenciacién fenotipica en
células persistentes y a menudo estd vinculada a un estado de crecimiento lento o de
latencia. Este proceso puede ser desencadenado por varios factores, como la escasez de
recursos, percepcion de cudrum (quorum sensing), las seiales intracelulares y el tratamiento
con antibidticos, que en conjunto define la tasa metabdlica de M. tb. Por ejemplo, se ha
demostrado que poblaciones de M. tb que no se replican son resistentes a la isoniacida,
mientras que los bacilos en division son susceptibles a la misma (MUller et al. 2013). Aungue

los mecanismos de persistencia se han estudiado ampliamente in vitro, cuantificar el
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alcance de este fendmeno en las lesiones y dilucidar su efecto in vivo es un desafio. Esta
heterogeneidad poblacional también esta mediada in vivo. En un estudio se examinaron
siete cepas aisladas de tres pacientes distintos (Sun et al. 2012). El primer paciente estaba
infectado con cepas de M. tb libres de resistencia a los medicamentos, pero después de 19
meses de tratamiento, se detectaron cuatro mutaciones independientes: fres mutaciones
en katG y una mutacién en la regidn reguladora del gen inhA. Después de 5 meses, la
mayoria de las mutaciones se revirtieron y solo se detectd una mutacién en el katG. El
segundo paciente albergaba una cepa de M. tb con una mutacién en rpoB (L533P) pero
aun era sensible a rifampicina. Después de 18 meses, la mutacién L533P fue reemplazada
por una segunda mutacién en rooB (H526Y), lo que condujo a la cepa inicial a desarrollar
resistencia a rifampicina. El tercer paciente fue un caso de recaida de TB con dos
mutaciones no fijadas de ethA (L35R y A341E) después de 11 meses de tratamiento que no
mostraron cambios en el estado de resistencia a etfambutol (Sun et al. 2012). Estos estudios
indican que la seleccién in vivo de mutaciones puede ocurrir a tfravés de la competencia
enfre diferentes poblaciones con distintas mutaciones resistentes a los medicamentos.

El tipo de mutaciéon se ha correlacionado con los antecedentes genéticos de los linajes de
M. tb. Actualmente se reconocen nueve lingjes. Por ejemplo, la mutacién katG S315T (Tabla
1) prevalece en el lingje 2; por el contrario, la mutacion inhA-15 estd asociada
principalmente con el lingje 1. La mutacién S531L en el gen rpoB se observa principalmente
en el lingje 2, mientras que la mutaciéon rpoB D516V es mds frecuente en el lingje 4 (familia
LAM) (Nguyen et al. 2018). Estas diferencias podrian atribuirse a una alta tasa de mutaciones
espontdneas acumuladas durante la replicacidon. Estudios epidemioldgicos han
determinado que las cepas del linaje 2 tienen mayor tasa de resistencia que varia entre 1.6

X 105 a 5.4 X 103 en comparacién con el lingje 1 (Al-Saeedi y Al-Hajoj 2017).

Errores durante la replicacion del ADN bajo la presion del antibidtico aplicado

Las polimerasas de ADN pueden tener una fidelidad reducida durante la replicacion y
producir mutaciones en un gen y/o secuencia en el genoma de M. tb en cada divisidon
celular. La frecuencia de las mutaciones nuevas y la tasa de mutaciéon, por lo tanto,
dependen principalmente de la actividad de las polimerasas de ADN. La tasa de mutacion
asociada a la resistencia a los antibidticos, se define como la frecuencia in vitro a la que
surgen mutantes detectables en una poblacidén bacteriana en presencia de una

concentracion especifica de un antibidtico (Warner et al. 2017).
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Las mutaciones en los genes que codifican las proteinas metabdlicas del ADN pueden
conducir a la aparicidon de cepas mutantes que tienen una ventaja selectiva a corto plazo,
debido a su capacidad para producir un mayor nUmero de mutaciones adaptativas
(hipermutante). En algunos casos, estos mutantes se mantienen debido a su asociacién con
otras mutaciones benéficas, pero solo mientras esta particularidad contrarresta (o excede)
el costo inherente al mayor riesgo de generar mutaciones perjudiciales. Por ejemplo, se ha
planteado la hipdtesis de que las cepas "Beijing” podrian exhibir hipermutacién porque esta
familia de cepas alberga varias sustituciones no sindnimas en diversos genes. Experimentos
in vitro determinaron que las cepas Beijing se asociaron con frecuencias de mutacion
significativamente mds altas en comparacion con las cepas aisladas de las Indias del Este
de Africa (EAl) cuando se cultivaron en presencia de rifampicina. Sin embargo, la posible
asociacién de las cepas Beijing con la resistencia adquirida a los antibidticos podria
atribuirse a otros factores distintos de la tasa de mutacion. También podria depender de
factores especificos in vivo, dentro del hospedero (aumento del estrés oxidativo y/o la
exposicion a fdrmacos anti-tuberculosis) y de la bacteria (5 familias de proteinas que actian
como bombas de eflujo, una mayor tasa de replicacién o una mayor capacidad de
adaptacién), gque en conjunto podrian inducir una tasa de mutacion elevada (Laws et al.
2022; McGrath et al. 2014).

Por otro lado, algunas mutaciones son transitorias (fenotipo mutante transitorio), lo que
podria aumentar su tasa de mutacion con el tiempo. En este sentido, debe sefalarse que
la evoluciéon de la resistencia a los medicamentos dentro de un hospedero no siempre es
lineal y, en cambio, puede implicar una interaccidn compleja de poblaciones
heterogéneas de M. tb. En particular, la diversidad genética transitoria puede existir antes
de que emerja un clon dominante. Por ejemplo, en un estudio en el que siguid a un paciente
con TB-XDR durante 3.5 afnos y realizd la secuenciacién del genoma de nueve cepas
distintas de M. tb aisladas del mismo paciente. Los autores observaron un alto nivel de
heterogeneidad en las poblaciones aisladas: se identificaron 35 mutaciones, incluidas 20
mutaciones transitorias y 15 fijas. Finalmente, el estudio determind que 12 mutaciones
estaban relacionadas con la resistencia a los medicamentos, aunque solo siete de estas
mutaciones alcanzaron la etapa de fijaciéon (Eldholm et al. 2014). Estas observaciones
sugieren que la competencia entre mutantes puede ser una caracteristica comun en
poblaciones de M. tb que adquieren fdrmaco-resistencia in vivo. Aungque multiples
mutantes transitorios coexisten en el mismo espacio y tiempo, en Ultima instancia, solo se

seleccionard un Unico tipo de mutante.
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Epistasis

La epistasis describe el fendmeno en el que la interaccidén de dos o mds genes/alelos
produce un efecto sobre el fenotipo, es decir, cuando la expresidén de uno o mds genes
dependen de la expresion de otro gen (Jones et al. 2022). El fratamiento esténdar contra la
TB es una combinacién de cuatro antibidticos, por lo tanto, podria existir una gran presiéon
selectiva de cepas de M. tb que podrian adquirir resistencia a varios fdrmacos utilizados
durante este tratamiento (Castro et al. 2021). El efecto de multiples mutaciones de
resistencia a los medicamentos en el fenotfipo de M. tb depende de las interacciones
epistdticas de las diferentes mutaciones de resistencia entre si y de la diversidad genética
de la cepa. Este mecanismo puede generar la combinacién de un conjunto de alelos en
diferentes loci, también llamado desequilibrio del ligamiento (propiedad de algunos genes
de las poblaciones de no segregar de forma independiente). La propagacién de estos
conjuntos de alelos co-adaptados en la poblacidén se ve favorecida por el modo
reproductivo clonal de M. tb (Gygli et al. 2017).

Los antibidticos contra M. tb tienen sus blancos moleculares sobre procesos celulares
importantes, que van desde de la transferencia de informacién del ADN al ARNm, a las
proteinas, al inhibir las enzimas clave involucradas en estos procesos. Las mutaciones en
enzimas individuales o en combinacién tienen efectos pleiotrépicos sobre la aptitud de M.
tb. Por ejemplo, las micobacterias que llevan una mutacién en la subunidad B de ARN
polimerasa dirigida por ADN (RpoB), que causa resistencia a la rifampicina, y una mutacion
gue confiere resistencia a la fluoroquinolona en la subunidad A de la girasa A (GyrA) de
ADN, pueden tener una mayor aptitud competitiva que las cepas que solo tienen una de
estas mutaciones (Gagneux 2018). Las infecciones con cepas de TB-MDR se tratan con
regimenes farmacoldgicos que contienen fluoroquinolonas. Las mutaciones de resistencia
a fluoroquinolona evolucionardn principalmente en cepas de M. tb resistentes a
rifampicina. La epistasis, por lo tanto, puede conducir a la competencia con ofras cepas,
fransmision, nivel y amplificacién de resistencia, con resultados clinicos diversos (Gygli et al.
2017).

Conclusiones

La emergencia global de las diferentes formas de tuberculosis fdrmaco-resistente hacen
necesario comprender los mecanismos por las que M. tb adquiere resistencia a los farmacos
anti-tuberculosis. En esta revisidn describimos que la tasa de mutacion in vivo e in vitro,

heterogeneidad poblacional del bacilo, la resistencia innata mediada, la epistasis son
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factores que modulan y mantienen la fdrmaco-resistencia de M. tb. Por otro lado, el sistema
inmunolégico del hospedero observado en la heterogeneidad de granulomas, variabilidad
cinética de los fadrmacos anti-tuberculosis, son también factores que promueven el
desarrollo de fdrmaco-resistencia de M. tb.

Dada la carga financiera vy las dificultades logisticas asociadas con el fratamiento de los
casos con fadrmaco-resistencia, es importante comprender los mecanismos evolutivos que
promueven la aparicion de M. tb altamente resistente a los fdrmacos anti-tuberculosis. Es
necesario y urgente determinar la magnitud de estos casos para interrumpir la fransmision

de cepas mds dificiles de tratar.
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