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Resumen

Objetivo: Deseamos entender el polimerfismo del
gen pirazinamidasa de M. tuberculosis en la poblacién
peruana, y su correlacion con las caracteristicas
westructura-funciény de la enzima que cedifica, para
establecer los fundamentos moleculares del uso de
técnicas de ADN para el diagnéstico de resistencia a
PZA. Asimismo deseamos estudiar el efecto de altas
concentraciones de Fe y Zn en la activdidad
enzimética de pncA como potenciadores de la terapia
antituberculosa.

Material y métodos: Hemos empleado la prueba
MABA como la prueba referencia para comparar la
técnica SSCP en la medicién de la susceptibilidad a
PZA. Adicionaimente hemas secuenciado el gen de
pirazinamidasa de 20 cepas de M.tuberculasis y
hemos determinado la actividad enzimatica
pirazinamidasa utilizando a prueba de Wayne. Para

medir el efecto de Ios iones en la actividad enzimatica,
utilizamos la prueba de Wayne cuantitativa.
Resultados: Hemos estudiada el polimorfisme del
gen pncA utilizando secuenciamiento y el SSCP. Esta
Gltima técnica, sorprendentemente mostré una
importante sensibilidad (92.9%) y especificidad
{91.5%), y un valor predictivo positivo de 93% para
diagnosticar resistencia a PZA.

Diversas mutaciones en el gen fueron detectadas en
cepas resistentes a PZA, produciendo cambios de
aminoéicidos asociados al sitio catalitico pero
mayormente al sitio de coordinacién del Zn, siendo
la mutacidn D49N aparentemente la mds prevalerte
dentro de la poblacidn VIH positivas.
Conclusiones: Las mutaciones mas frecuentes
asociadas a resistencia a PZA parecen afectar
fundamentalmente la coordinacién del Zn, frente a
lo cual altas concentraciones de este idn, estimula la
actividad pirazinamidasa, repotenciando el efecto
de la PZA.

Intreduccion

La tuberculosis es una enfermedad re-emergente con
gran importancia a nivel mundial causando la muerte
de 3 millones de personas en cada afo, mas que
cualquier otra enfermedad infecciosa. La prevalencia
global de tuberculosis es 1.7 billones, con una
incidencia anual de 8 millones (Flogueira et al., 1993;
Raviglioni et al., 1995).

Pirazinamida (PZA), junto con la isoniacida (INH) y
rifampicina (RIF) forman los pilares de la terapia anti-
tuberculosa. Mientras INH y RIF eliminan a los bacilos
en estado de crecimiento activo, PZA elimina a los
bacilos en estado latente. Debido a esta importante
caracteristica la PZA ha permitido reducir la duracion
del tratamiento de 9 a 6 meses (Steele and Dez Prez,
1988). La emergencia concomitante de cepas
resistentes a PZA representa un serio problema de
la Salud Pablica, debido a que los esquemas de
tratamiento primaric y estandarizado estaria siendo
administrados inapropiadamente basado en el hecho
que la PZA efectivamente elimina a los bacilos
latentes. En el Perd, el nivel de resistencia a PZA en
pacientes que ingresan al esquema estandarizado
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tras fracasar a los esquemas primarios estd en un
alarmante valor de 30% (informe Unidad Técnica
TBMDR-MINSA 2002)

El mecanismo de accion y el mecanismo de
resistencia a PZA en M. tuberculosis no es conocido
completamente. La PZA mas que una droga es lo
que se denomina una prodroga. La PZA atraviesa la
membrana celular del mycobacterium a traves de
difusién pasiva, y es hidrolizada en el ¢itosol por la
enzima pirazinamidasa {pncA), liberdndase un grupo
amonio y produciendo como resultado el acido
pirazinoico. El dcido pirazingico abandona el
mycobacterium por difusién pasiva luego de lo cual
es pratonado extracelularmente, para finalmente
reingresar al mycobacterium a traves de un canal
impulsado por diferericia de potencial. Una vez
dentro de la micabacteria, el protdn es liberado y el
acido pirazinoico vuelve a salir y a repetir el ciclo
descrito. £l resultado es una translocacién de
protones hacia el interior de la micobacteria con una
reduccion significativa y letal del pH intracelular
{Wade and Zhang, 2004).

Es necesario desarrollar nuevos métodos de
determinacién de la susceptibilidad a PZA que no
dependan del crecimiento de M., tuberculosis. Los
métodos basados en el andlisis del ADN son una
alternativa que necesita ser explorada no solo porgue
seria mas eficaz sino porque son obtenidos en menor
tiempo. Para garantizar el éxito de los métados
basados en ADN, es necesario conacer el
polimarfismo genética del gen pncA en la poblacidn
peruana y su asaciacién con las caracteristicas de
estructura-funcian de la enzima pirazinamidasa.

Es impartante ademas estudiar el efecto estimulador
de la actividad pncA de ciertos iones como el Zny el
Fe, (Du, 2001; Wade and Zhang, 2004), en las cepas
caracteristicas de la poblacién peruana, como un
pasc previo al desarrollo de estrategias para
potenciar las terapias antituberculosas.

Materiales y métodos

La resistencia a PZA fue determinada mediante el
Ensayo en Microplacas con Azul da Alamar (MABA)
(Franzblau et al, 1998). Este método se basa en la
deteccion de crecimiento. a través del uso de un
indicador de dxido-reduccion denominado resazurin
(azul de alamar). El crecimiento bacteriano se
evidencia mediante el cambio de color del medio
liquido 7H9 (pH 6.0Q). Se calificd como resistente a
PZA a las cepas-con crecimiento en la concentracion
de 800mg/ml y sensibles a las cepas con crecimiento
hasta la concentracién de 200mg/m. Los resultados
son obtenidos en un pramedio de 7 a 9 dias.

Se llevd a cabo segln Wayne (Wayne, L.G, 1974). Una
asada de cultivo de M. tuberculosis es sembrada en 2
tubos conteniendo Sml de agar Dubos suplementado

con PZA, Los medios inoculados son incubados a 37°C,
El primer tubo es leido el cuarto dia vy el seqgundo el
séptimo dia, después de la adicion de 1ml de sulfato
ferroso de amonio (1%) vy dejado en reposo por 30
minutos. La aparicién de un anillo marrén o rosado
en la interfase del tubo indicara actividad positiva de
pncA. La cepa control pncA positivo fue M. tuberculosis
H37Rv y el control negativo M.bovis ATCC 27289. El
control de color contiene dcido pirazinoico en el medijo
en lugar de PZA. '

Para el estudio del efecto de iones en la actividad de
pncA, empleamos la prueba de Wayne cuantitativa
{(Konno et al., 1967}, y estudiamos a las cepas
mutantes D49N y H51R, por tratarse da mutaciones
que comprometen el sitio de coordinacion con los
iones. El extracto bacteriano de las cepas resistentes
a PZA es extraida para observar el efecto de los iones
sobre la pirazinamidasa. Los cultivos de M.
tubercufosfis son cosechados en tubos buffer de
reaccion {50mM TRIS-HC| [pH 7.0),1mM EDTA).
Después de homogenizar por 2 min, 6ml de buffer
de reaccién es agregado Las suspensiones
bacterianas son sonicadas a 20 KHz por 1min, 12
veces en hielo, separados por Tmin con una amplitud
de 3u. 30ml de leupetin y 30ml de pepstatin son
agregados y centrifugados en frio a 13000rpm por
20 min, Elsobrenadante es recuperado y se mide la
concentracién de proteinas mediante la prueba
Bradford, haciéndose las correcciones luego para
igualar la concentracién de proteinas. 250ml de
extracto crudo es alicuotado en cada tubo. PZA
{121mM), agua y la solucién de iones Zn y Fe (0.05,
0.1, 1, 2 mM) son agregados. Se incuba 64 horas,
luego de lo cua! se adicicna 60ml de sulfato ferrose
de amonio 1% luego de lo cual se transfizre a una
placa de 96 pozosy se fee en un espectrofotémetro
a450nm.

La técnica de $SCP se basa en la propiedad del ADN
en cadena simple de plegarse en una estructura
tridimensional que es caracteristica de la secuencia
de bases. En ase sentido, una mutacién puntual en
el ADN puede dar un plegamieno distinto. E| ADN
previamente amplificado por PCR, se denatura por
calentamiento y se enfria rapidamente,
consiguiéndose que las cadenas simples se plieguen
sobre si mismas en lugar de dimerizar. Este producta
se resuelve en una electroforesis de poliacrilamida
con lo cual se genera un patrén de bandas
caracteristico de la secuencia de ADN (Hayashi K.,
1992). Para realizar el SSCP sobre el gen pncA de
M.tuberculosis se disehfaron los primers mas
adecuados, 5 'GATCGTCGCGGCGTCATGGAI , v
5 CCGCCGCCAACAGTTCATCC3 |, los cuales
amplifican el exén incluyendo la regién promotora,
Para el andlisis de SSCP se analizaron 103 muestras,
de las cuales 56 eran MABA resistentes y 47 MABA
sensibles.

e
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Poli fi I ; .
sgcuenciamiento

El ADN se extrajo de las cepas de M. tuberculosis
mediante el método de digestién enzimitica y
purificacion con fenol. La concentracién del ADN
gendmico se midié mediante comparacién con
marcadores de ADN de concentracién conocida (ADN
del Fago Lambda, 50ng/ul) (Sambrook et al., 1989),

3ml de suspensién de ADN (5-10 ng/ml) es
amplificado con los primers P1 y P& (Scarpio et al.,
1997}. La purificacion del producto de amplificacién
se realiza directamente del gel de agarosa mediante
el Kit de purificacion de ADN de gel (QIAEX II). EJ
secuenciamiento se realizé en el equipo ABI PRISM®
310 Genetic Analyzer de Applied Biosystem. Este
secuenciador es un equipo automético de dltima
generacién de 4 capilares, con capacidad de andlisis
de hasta 800 bases.

Para el secuenciamiento se seleccionaron 20 cepas
de M.tuberculosis que mostraron resistencia a PZA
segun la prueha de MABA. 10 cepas provenieron de
pacientes VIH positivos atendidos en el hospital 2 de
Maye, y 10 cepas de pacientes VIH negativos, de los
cuales 5 provienen de Lima-norte (Ventanilla) y 5 de
Lima-sur (hospital Maria Auxiliadora).

Analisi i

El analisis de homologia de las secuencias de ADN
obtenidas serd efectuado mediante el software
Clustal usando como molde la secuencia del gen de
pncA de M. tuberculosis esténdar, H37Ry, el cual es
susceptible a PZA. Cualquier cambio en la secuencia
de ADN ser4 considerado como mutacién siempre y
cuando la calidad del secuenciamiento de dicho
nucledtido sea mayor de 75%. De igual manera se
reaiizara el analisis de la secuencia proteica.
Maodelamiento estructural

La estructura tridimensional de la enzima pncA de
H37RV y las mutantes fue estimada utilizando el
método de modelamiento por homelogia (Schwede
T, Kopp J, Guex N, and Peitsch MC, 2003). Para el
efecto se utilizé como molde ala estructura cristalina
de la nicotinamidasa de pyrococcus horikoshii
(cédigo de acceso 1ILW en el Protein Data Bank), la
cual mantiene una homologia de 37% con pncA de
M.tuberculosis. El modelo obtenido fue luego
refinade empleando algoritmos de optimizacién
geomeétrica. Para esto se efectud una minimizacién
de energia con el algoritme de “descense méximo”
(Kini RM, Evans HJ,1991), ajustado a un pardmetro
de gradiente de 0.1 Kcalmol. Posteriormente un
segundo refinamiento de 100ps utilizando dindmica
molecular con el campo de fuerza AMBER {Hsieh M!,
Luo R, 2004) fue aplicado. El anclaje de la PZA en el
sitio catalftico de la pncA fue igualmente modelado
por media de dindmica molecular en las mismas
condiciones descritas. Para este propésito se
emplearon los programas de modelamiento
molecular, Gaussian03 e Hyperchem?7.5.

Resultados
. . e s nla
Mlmdmnld&@ﬂmummmm_ i2.a P22

Polimarfismo por SSCP: El patrén de bandas del SSCP
utilizando los primess mencionades, claramente
permite diferenciar las cepas sensibles de las
resistentes. La figura 1 muestra un ejemplo de!
patron SSCP de algunas cepas sensibles {5} v
resistentes (R} a PZA confirmados con la prueba
MABA. El patrén de sensibilidad esta dado por la
cepa H37RV. De las 56 muestras positivas confirmadas
por MABA (resistentes a PZA), 52 resultaron positivas
a la prueba SSCP, con lo cual estimamos ia
sensibilidad del SSCP en 92.9%, (95% IC: [0.83, 0.98]).
De las 47 muestras negativas confirmadas por MABA
(sensibles a PZA), 43 resultaron negativas a la prueba
SSCP, por lo que la especificidad del SSCP se estima
en 91.5%, (95% IC: [0.80, 0.98]). El valor predictivo
positivo para el SSCP en este caso es de 93%.

Figura 1:R=cega resistente a PZA, S=cepa sensible a PZA,
H37RV=patron sensihle, M.bovis=patrén resistente. La
ausencia o desplazamienta de bandas con respecto a H37RV
indican mutaciones y sugiere resistencia a PZA.

Polimorfismos por secuenciamienta: Las 20 cepas
secuenciadas mostraron un MIC mayor de 800 en
todos los casos para la prueba MABA. El tipo de
mutaciones, la localizacién en el ADN y en la
proteina, la frecuencia y el resultado de la prueba
Wayne se muestran en la tabla 1. La mutacién D49N
se ha reportado Gnicamente en pacientes VIH
positivos del hospital 2 de Maye de manera
mayoritaria. Salvo la mutacion H57D, la prueba de
Wayne concuerda con la prueba MABA en todos los
demas casos.

Mutacién| Mutacion frecuencia | "WAYNE
ADN proteina

G146A D49N 8/20 R
A153G H51R 2/20 R
C170G H57D 2/20 s
T281C Fo4qL 1720 PR
T20G V7G 1120 R
310G Y103stop* 1/20 R
A35G D12G 2/20 R
162T PS4L 3/20 R

Tabla 1.- Distribucién y frecuencia de mutaciones en cepas
MABA resistente a PZA.

R=resistente, S=sensible, PR=parciaimente resistente,

* Esta mutacién reemplaza a la tirosina per un codon stop,
con lo cual se trunca la proteina y anula su funcién.

i g



REVISTA DE LA SOCIEDAD PERUANA DE NEUMOLOGIA . Vol. 48 - N° 2 - Mayo - Diciembre 2004

Cabe resaltar que en todos los casos, el
secuenciamiento ha mostrado que la region
promotora es 100% conservada.

Modelamiento estructural,

La estructura tridimensional de la enzima pncA de
M.tuberculosis H37RV refleja un alto grado de
similitud con su homologa de Phorikoshii. Esto nos
permite realizar un alineamiento estructural entre
ambas enzimas, e identificar los residuos del sitio
catalitico y del sitia de conrdinacidn del cofactor Zn,
a partir de lo identificado previamente en
Phorikoshii, en donde el sitio catalitico esta formado
por los residuos Cys133, Lys94, AspiQ, y el sitio de
coordinacién con Zn por los residuos D52, H54 and
H771 (Du X. et.al.). En M.tuberclosis los residuos
equivalentes al sitio catalitico identificados san D8,
At134, C138 tal como lo describe Du, pero
adicionalmente hemaos encontrado que F94 muestra
una interaccian impartante con la FZA cuando ésta
ingresa al bolsillo hidrofébice. El sitic de
coordinacion del Zn en M.tuberculosis esta formado
por la H51, H57 y H71, pero D49 muestra una
importante cercania como para participar en la
coordinacién. La figura 2 muestra la estructura
tridimensional modelada para pncA de M. tuberculosis
H37RY, en donde se ha simulado el anclaje de la PZA
{en amarillo) en el sitio activo. La esfera blanca
representa el Zn, y ha sido colocada por
traslapamiento del Zn incluido en el cristal de
Phorikoshil,

Figura 2.

La molécula en amarillo representa a la PZA, los
residuos celestes €l sitio catalitico, los residuos blanccs
el sitio de coordinacién del cofactor, y 1a esfera blanca
representa el Zn.

Una mutacidn muy interesante es H57D, la cual estd
asociada a resistencia a PZA. La sustituciéon de la
histidina 57 por acido aspartico es lo que hace la
diferencia entre pnch de M.tuberculosis y M.bovis,
el cual es naturalmente resistente a PZA. La figura 3
muestra las estructuras tridimensionales modeladas
para H37RV y la mutante H57D.

Figura 3.

A la izquierda el modelo tridimensional de pncA de
M.tuberculosis, y a la derecha el modelo de la
mutante H57D cuya secuencia es idéntica a la pncA
de M.bovis

Claramente puede verse una distorsion del loop
adyacente a la entrada del sitic activo, el cual queda
parcialmente blogueada en el caso de M.bovis,

Ef . bre | vidad d :

La prueba de Wayne cuantitativa fue utilizada para
medir la actividad catalftica de las mutantes D49N y
H51R a partir de extracto crudo de los cultivos
bacteriancs. Encontramos gque en CONSENso,
concentraciones de Zn (0.05mM - 0.1mM) tienden a
mejorar notablemente la actividad enzimatica de
pncA en las dos mutantes. Sin embargo, el Fe no
muestra ningun efecto significativo (Figura 4).

i . - N
ODe 4500m M. tubercetosis Mutante D49

* | —p— _C oM

et —w -3 pa

¢ | m——tpm— zn1_con

. |« Zn_pza

0 0.065 0.1 1 2
Cene, fones (mM)

Figura 4.

Efecto de los iones Fe y Zn en la actividad de la -
pirazinamidasa. Mutacién en la proteina en el
aminoacide DASN,

Fe_con: control con Fe.

Fe_pza: PZA presente con Fe.

Zn_con: control con Zn.

Zn_pza: PZA presente con Zn.
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Discusian
El presente estudio ha mostrado una relativamente
alta sensibilidad (92.9%) y especificidad (31.5%) para
diagnosticar resistencia a PZA con la prugba 55CF
gue hemos estandarizado. Esto abre prometedoras
posibilidades de implementar variantes mas rapidas
del SSCP, tales como variantes realizadas directamente
sobre muestras de esputo, ya que el principio de
esta técnica se basa en el PCR el cual es una técnica
conocida por su capacidad de detectar cantidades
minimas de ADN.
El secuenciamiento del gen pncA de ias 20 cepas
resistents mostraron 8 mutaciones Unicas, una de
las cuales trunca la proteina por la introduccién de
una sefial stop (Y103stop).Sorprendentemente, 15
de estas cepas revelan 4 mutaciones Unicas, (D49N,
H51R, H57D y P54L), que estan asociadas al sitio de
coordinacion del cofactor, {mutacioens que
comprometen residuos ‘cercanos’ al sitio de
coordinacion), mientras que sélo 4 cepas revelan 3
mutaciones Unicas asociadas al sitio catalitco (F94L,
VIGyD12G).
Por otra parte, el secuenciamiento de la region
promotora de las 20 cepas mostré un 100% de
conservacion de las mismas, fo cual sugiere que la
resistencia a PZA dificilmente se deberia a problemas
de expresion del gen pncA, sino mas bien a cambios
en la actividad enzimatica misma.
Esta evidencia sugiere gue el mecanismo maés
frecuente para introducir resistencia en la pablacion
de M.tuberculosis es a traves de alteraciones de la
coardinacién con el cofactor antes que alteraciones
mismas del sitio catalitico. Y en menor proporcion,
estarian los eventos de truncamiento de la enzima.
Este hecho deja abierta la posibilidad de aplicar
concentraciones mas altas de iones cofactores (Zny
Fe) vy eventualmente potenciar la actividad en las
cepas sensibles y recuperar la actividad en algunas
cepas resistentes, dependiendo de la mutacién y del
grade de variacidn del sitio de coordinacién.
Interesantemente se aprecia que entre los pacientes
VIH positivos atendidos en el hospital 2 de Mayo,
prevalece fuertemente la cepa MDR con la mutacién
D49N la que es resistente a PZA y la cual no se ha
abservado en el grupo VIH negativo.
Adicionalmente debemos remarcar que la mutacién
D49N no ha sido reportada previamente en ninguna
parte del mundo, por lo que probablemente ha sido
seleccionada y amplificada en nuestro pais.
Considerando que este es un estudio piloto, creemos
gue es importante analizar una poblacién mayor y
verificar si es que existe alguna agrupacion de cepas
MDR en el grupo VIH positivos. De confirmarse esto,
estarfamos ante una probable transmisién intra
haspitalaria de tuberculosis MDn.
La aplicacion de las herramientas bioinforméticas y
modelamiento computacional, nos permiten
visualizar la estructura de las proteinas y a partir de
ello entender el mecanismo funcianal de las mismas.
En el caso de la pncA de M.tuberculosis, ahora

podemos visualizar como es que los residuos
aminoacidas del sitio catalitico interactdan con la
PZA, y coma los residuos de coordinacién o hacen
con el Zn. Con el concepto estructura-funcion
visualizado tridimensionalmente, podemos entender
la razon por la cual ciertas mutaciones reducen o
anulan la actividad enzimatica.

La mutante F94L, muestra un resultado
‘parcialmente resistente’ en Wayne, lo cual sugiere
que la enzima no tiene la actividad necesaria para
hidralizar la PZA en la concentracian suficiente, Al
analizar esta mutante hemos verificado que la leucina
que reemplaza a la fenilalanina se encuentra mas
cerca al anilio catalitico comparado con H37RV. 5i
bien no hay una variacién significativa de la
geometria inmediata del anillo catalitico (D8, A134y
C138), las pruebas de dindmica molecular que
efectuamos para simular el la dindmica y el anclaje
de la PZA en el sitio activo, revelaron que en la
mutante F94L, la PZA permanece un tiempo mucho
mas corto en el sitio activo antes de salir rechazada
por la L94. Esta reducida permanencia en &l sitio
activo, probablemente sea la razén por la cual la
PZA no llega a ser hidrolizada completamente en
todas las ocasiones en que esta ingresa al sitioactivo.
En &l caso de la mutante H57D, esta cepa es MABA
rasistente pero Wayne sensible, lo cual sugiere que
la causa de la resistencia se deba probablemente a
fallas a nivel de las bombas que retiran y
reincorporan ¢l &cido pirazinoico protonado hacia
la micobacteria. Una sequnda posibilidad es que la
actividad de la mutante H57D, si bien existe, no
alcanza un nivel minimo necesario para que la tasa
de hidrélisis de PZA sea letal a la micobacteria.

El analisis estructural mostrado en la figura 3, muestra
claramente que el loop inestable de H37RV se
convierte en una parcial hoja beta, mas estable y
ligeramente mas proxima a la cavidad de ingreso al
sitic activa. Probablemente esta ligera proximidad
altera sutiimente el normal ingreso de la PZA pero
lo suficiente para que la tasa de hidrolisis no alcance
el nivel minimo necesario. Para confirmar esta
hipétesis, nos encontramos trabajando en
simulaciones de dindmicas en las que analizamos la
trayectoria de la PZA desde cuando se encuentra en
las inmediaciones del sitio activo hasta cuando logra
ingresar a dicha cavidad. Estas simulaciones
lamentablemente con nuestra limitada potencia
computacional, pueden tardar varias sernanas antes
de converger.

Lo que resulta interesante es que M.bovis presenta
exactamente la misma mutacién H57D en el gen
pncA, siendo esta ademas una especie naturalmente
resistente a PZA. De ser correctas las pruebas Wayne
gue hemos obtenido para la mutante H57D, esto
implica que la resistencia natural de M.bovis a PZA
podria eventualmente deberse a fallas en alguna de
las bombas involucradas o que la actividad enzimatica
pncA no alcanza un nivel minimo necesario. Esta
informacidn es particularmente muy interesante en

5



REVISTA DE LA SOCIEDAD. PERUANA DE NEUMOLOGIA « Vol 48 - N° 2 - Mayo - Diciembre 2004

vista que el 100% del genoma de M.tuberculosis y
M.bovis estan secuenciados y dispanibles. Un analisis
comparative de secuencias, podria realizarse para
identificar los aun desconocidas genes que codifican
a las bombas y canales invalucrados en el trafico de
la pirazinamida y el 4cido pirazinoico.
Si bien el Zn y el Fe tienen efectos potenciadores en
la actividad pncA en cepas sensibles a PZA (Du, et.al.
2001}, esta no se generaliza en el caso de las cepas
resistentes. En el caso de las mutantes resistentes,
creemaos que el efecto de estes iones dependeria
del tipo de mutacién, y por lo tanto del compromiso
estructural del sitic de coordinacién, tal come lo
hemos comprobado en el analisis de las mutantes
estudiadas resistentes a PZA (D49N y H5 1R}, en cuyo
caso la actividad pncA puede recuperarse bajo
condiciones de mayor concentracién de Zn. Este
hecha abre las puertas a potenciales y prometedoras
mejoras en los esquemas de tratamiento anti
tuberculoso. El problema no seria tan simple como
administrar suplementos de Zn al paciente, ya que
altas cancentraciones extracelulares de este idn no
garantiza su translocacion intracelular en
M.tuberculosis (datas no mastrados), por lo que se
deberia buscar mecanismos alternativos para gute las
micobacterias importen estos iones de manera
indirecta.
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