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1. Resumen

Una de las infeccicnes mas frecuentes en pacientes con SIDA es la causada
por cepas del complejo Mycobacterium avium-intracellulare, que agrupa a
veintiocho variantes. En esta infeccion los bacilos sobreviven y se reproducen
dentro de ios macréfagos, donde se acumulan algunos de los componentes, sobre:
todo de la pared celular. Las moléculas de la pared celular de las micobacterias
desempedfian un papel muy importante en el reconocimiento por células de!
huésped y también en ta modulacién de {a actividad de dichas células. Dentro de
las moléculas de la pared celular, se encuentran los glicopeptidolipidos (GPL)
polares y no polares. Los polares destacan por ser particularmente antigénicos y
capaces de modificar la respuesta inmune de linfocitos. Existen estudios que
sugieren que al igual que oftros lipidos, los GPL polares podrian afectar el
funcionamiento de las células del sistema inmune produciendo alteraciones fisicas
de sus membranas y no mediante un reconocimiento especifico. Considerando
esta hipotesis, los GPL homologos apolares podrian tener efectos muy
importantes sobre los linfocitos, puesto que producen alteraciones en membranas
modelo y naturales; sin embargo, el estudio bioloégico de estos dltimos no ha sido
considerado debido a que son moléculas poco antigénicas. El objetivo de este
trabajo fue determinar los efectos que los GPL apolares (compartidos por todas
las variantes de! complejo Mycobacterivm avium-intracellulare} tienen sobre
células T. Los GPL apolares fueron aislados de los extractos crudos de

Mycobacterium smegmatis {(especie que los comparte con el complejo



Mycobacterium avium-intraceffulare} por cromatografia de adsorcion en columna
abierta y finalmente por cromatografia en capa fina preparativa y HPLC. Se
realizaron ensayos de proliferacion celular midiendo la incorporacion de *H-
timidina &n células de bazo de ratén en presencia de distintas concentracicnes de
los GPL puros. Adicionalmente, se hicieron ensayos de viabilidad celular con azul
de tripano y por citometria de flujo (exclusién de yoduro de propidio) para evaluar
la toxicidad de los GPL.

En tres experimentos distintos se observd que los GPL son capaces de inhibir
la respuesta proliferativa a concanavatina A (Con A) de células de bazo de ratdn,
de forma dependiente de |a dosis. Por otra parte, los ensayos de viabilidad celular
mostraron que, a pesar de que se observaba un ligero efecto citotoxico, éste no
era responsable de la inhibician de la incorporacion de *H-timidina.

Estos resultados destacan la importancia del estudio de dichas moléculas
hasta ahora poco consideradas, para entender el complejo mecanismo de la

palogenia de las micobacterias.



2. Introduccién

2.1 Problematica del complejo Mycobacterium avium-intracellulare

Las infecciones causadas por micobacterias han afectado a la humanidad
desde épocas muy antiguas. Las infecciones micobacterianas mas conocidas son
la tuberculosis vy la lepra. No obstante, en afios recientes otro grupo de
micobacterias pertenecientes al complejo Mycobacterium avium-intracellulare ha
tomado importancia. Se ha observado que, poco tiempo después de fa aparicidn
dei virus de inmunodeficiencia humana (VIH), este complejo ha desempeifiado un
papel muy Iimportante en la progresibn y término del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) como aportunista [1, 5, 6, 15, 21, 25, 29, 30,
39, 53, 66-70]. Historicamente este complejo ha sido-asociado con infecciones
pulmonares no tuberculosas en pacientes inmunocomprometides, como aquéllos
somelidos a terapias inmunosupresoras, o con leucemia. Aunque el complejo
Mycobacterium aviurmn-intracellulare no habia constituide un problema grave en
salud puGblica, la epidemia del SIDA ha incrementado dramaticamente el nimero
de casos de infeccion por este complejo. Por otra parte, ha habido también un
incremento en infecciones por M. avium-intracellulare en personas no infectadas
con VIH, especialmente en |la poblacidn femenina de edad avanzada [16). En las
condiciones apropiadas, un patégenc oportunista como Mycobactenum avium-
intraceliulare puede crear las condiciones necesarias para provocar altas tasas de
mortalidad. En el caso de Mycobacterium avium-intracelfulare esto ocurre

normalmente cuando la poblacién de linfocitos T CD4+ es reducida.



Es importante notar que Mycobacterium avium es el causante de las
infecciones bacterianas diseminadas mas frecuentes que se observan en etapas
avanzadas del SIDA. En Estados Unidos, se ha observado que entre el 50-70 %
de los pacientes en etapas avanzadas fienen infecciones debidas a este complejo
[7]. En paises en vias de desarrollo, la infeccién principal asociada al SIDA es la
tuberculosis, sin embargo se ha sefalado que este complejo puede afectar del 12
al 24% de los pacientes con SIDA en estos paises {56]. No abstante, es posible
que en estos paises el diagnostico de infecciones micobacterianas distintas de la
causada por Mycobacterium tuberculosis sea particularmente deficiente. Por otra
parte, también es factible que dehido a la menor tasa de supervivencia de los
enfermos con SIDA en etapas avanzadas de la infeccion, las infecciones por el
complejo M. avium-intraceliulare se vean reducidas.

Recientemente, se ha observado que los macrdfagos infectadas por el
complejo  Mycobacterium avium-intracellulare exhiben niveles muy altos de
replicacion del VIH [44, 63], lo cual sugiere que este complejo es capaz de

incrementar indirectamente la replicacion del VIH en los pacientes infectados.

2.2 Lipidos micobacterianos

€l género Mycobacterium es conocido por su alto contenido en lipidos, los
cuales llegan a constituir hasta el 40 % del peso seco [24). Existe una gran
variedad de lipidos miccbacterianos que han sido descritos en los Gltimos afos

[11]. Con el objeto de entender como los lipidos de Mycobacterium avium pueden



afectar la respuesta del huésped, es necesario revisar algunos aspectos de la

estructura basica de la envoltura celular.

2.2.1 Envaoltura celular micobacteriana

Estad conformada esencialmente por cuatro capas principales (fig. 1), La
primera capa contiene la membrana plasmatica (PM). Esta capa es similar a la
encontrada en otras bacterias, formada por una bicapa de lipidos en donde se
encuentran inmersas las proteinas de membrana. La segunda capa es la llamada
zona densa en electrones {ED), debido a sus caracteristicas de tefido al ser
observada por microscopia electronica de transmisién. En esta area se localizan
los peplidoglicanos y arabinogaiactanos que constituyen los componentes
estructurales de la pared celular [51). Adyacente a esta capa se encuentra ia zona
llamada transparente de electrones (ET). Uno de los componentes principales en
esta zona es el &cido micdlico, compuesto graso muy caracteristica del género. En
las capas mas externas se encuentra una amplia variedad de componentes que
dependen de la especie de la cual se esté hablando. Estas 4reas son
comunmente lamadas L1 y L2 y son las mas importantes en lo que respecta a las
interacciones iniciales, pues se encueniran componenies capaces de inducir una
determinada respuesta del huésped y proteger a la micobacteria de los efectos de

los fagolisosomas.



2.2.2 Glicopeptidolipidos

Precisamente en las capas externas L1 y L2, en el caso de Mycobacterium
avium y otras micobacterias, se encuentran los glicopeptidolipidos (GPL), cuya
estructura héasica consiste de una cadena acilada de hasta 30 carbonos y un
tetrapéptido que contiene D-fenilalanina, D-alffo-treonina, D-alanina y L-alaninol
[38, 45]. Los GPL difieren entre si en la naturaleza de los residuos glicosidicos
unidos al extremo hidroxilo de la allo-trecnina y del alaninol. Aquéllos que
contienen varios residuos de oligasacaridos son los denominados GPL polares:;
éstos varian de especie a especie y son precisamente [0s que determinan las
distintas serovariantes, ya que sus componentes glicosidicos son altamente
antigénicos. También se encuentran otros GPL relacionados estructuraimente y
que carecen de la extension de oligosacaridos del dominio peptidico (sdlo poseen
2 residuos) y a ellos nos referiremos como GPL apolares. Son precisamente estos
GPL apolares los que se encuentran presentes en todas las especies de
micobacterias oportunistas que infectan a los humanos; ademas representan un
mayor porcentaje de GPL que sus homdlogos polares. No obstante, dado que no
son altamente antigénicos como los GPL polares, no se les ha puesto demasiada
atencion. En especies como Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae

no se ha reportado la existencia de GPL.
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Figura . Mudelo de la envoltura celular de Jas micobacterias, dende se representun la membrana
plasmdtica (PM}. la zona electrénica densa {ED) la zona electrénica transparente (ET) y las capas LI y L2,
En este mismo modelo también se observan proteinas de membrana (MP), peptidoglicanos (PG)
arabinogalactanos {AG), lipearabinomananos (LAM), lipopéptidos y glicopeptidolipidos (GPL). Moditicada
de Barrow ¢t f [4].

PM

Los GPL son importantes debido a que estan unidos de manera no
covalente a la pared celular y se acumulan durante el crecimiento de
Mycobacterium avium. En caso de que el crecimiento ocurra dentro de un

macréfago, los GPL se acumulan en los fagolisosomas.

2.2.3 Lipidos de micobacterias con actividades biolégicas.
Con fraccicnes lipidicas extraidas de Mycobacterium avium se ha

observado inmunosupresion [4, 26, 57]. Las fracciones lipidicas totales son



capaces de interferir con la respuesta proliferativa de células mononucleares de
sangre periférica a concanavalina A {Con A), derivado proteico purificado de
tuberculina (PPD) y fitohemagiutinina [57]. En estos estudios se sugiere que los
lipidos impiden la expresion de moléculas accesorias en la superficie de las
células mononucleares.

Sdlo algunos componentes lipidicos de Mycobacterium avium han sido
asociados con propiedades inmunomodulatorias, entre ellos los
lipcarabinomanarnos, los GPL polares y un grupc poco caracterizado hasta el
momento de glicolipidos [26]. Como se ha comentado, los arabinomananos y los
GPL se locatizan en la capa mas externa de la envoltura celular; sin embargo, no
hay estudios hasta el momento que describan el aislamiento y caracterizacion de
lipoarabinomananos de Mycobacterium avium. Es probable que la localizacion de
los arahinomananos en Mycobacterium avium sea similar a la de ofras bacterias
como Mycobacterium tuberculosis, en cuyo caso, el derivado no acilado
arabinomanano, seria el compuesto expuesto en la superficie [46]. L.a localizacion
de los otros glicolipidos descrita por el grupo de Hines [26] no ha sido definida.
Se ha observado que lipcarabinomananos de Mycobacterium tuberculosis vy
Mycobacterium leprae poseen una variedad de actividades bioldgicas como la
inhibicion de la activacion de macréfagos mediada por interferdn-y, supresidn de la
proliferacion de células T [31, 40, 41], inhibicion de la sintesis de mRNA de IL-2 y
de IL-5 en la linea Jurkat de células T humanas [14] y un aumento de ia

produccion de TNF-u« en los macrofagos tratados con tioglicolatos [8].



Con respecto a los GPL polares, el grupo de Barrow [28] sefialé que dichos
GPL son esencialmente compuestos no toxicos que estimulan una respuesta
inflamatoria no especifica cuando son inyectados intraperitonealmente en ratones.
Sin embargo, después de 3 semanas, las células mononucleares esplénicas
muestran una disminucion significativa en la respuesta proliferativa a Con A,
fitohemaglutinina y lipopolisacarido. Por otra parte, al analizar esas mismas
células tratadas con GPL por citometria de flujo, se observad una disminucién de
células con el marcador Thy-1. Esta reduccidn en las células T se debe a un
decaimiento selectivo en la poblacion de células Lyt-2+. Se propuso en este
mismo trabajo que la inmunosupresién observada fue debida a una exposicién
prolongada a los GPL y se asumié que los responsables eran los metabolitos
derivados de estos mismos GPL [12].

Como con otros lipidos micobacterianos encontrados en la parte externa de
la envoltura celular, no hay evidencia directa de que los GPL sean degradables o
no [4]. Sin embargo, mediante ensayos de marcaje radioactivo (en los residuos
glicosidicos y en la fenilalanina), se ha podido determinar que los GPL son
relativamente inertes a la degradacién por macrofagos [27, 65]. De igual modo, en
tejidos infectados por Mycobacterium leprae los glicolipidos fendlicos antigénicos
son depositados en |a superficie del organismo y se acumulan en los macréfagos
en cantidades similares a los GPL de Mycobacterium avium [31, 40]. Tomando en
cuenta la informacidon anterior, se podria inferir que estos glicolipidos son

resistentes a la degradacian. Esto podria tener consecuencias importantes para la



bacteria, pues los glicolipidos fendlicos de Mycobacterium leprae son
inmunosupresivos, pueden reducir las respuestas oxidativas de los monocitos e
inhibir la proliferacidon de celulas mononucleares humanas en una forma no
especifica. Similares efectos se han observado en glicolipidos de Mycobacterium
bovis y Mycobacterium kansasii [48, 58], con respecto a la inhibicion de ia
proliferacidn de células mononucleares humanas.

Posteriormente, en otro estudio del grupo de Barrow {2] al utilizar fracciones
fipidicas totales de Mycobacterium avium en células mononucleares de sangre
periferica, dichas fracciones indujeron la produccion de prostaglandina E, (PGE,) y
TNF-a [2, 3]. Al pusificar varias fracciones lipidicas por cromatografia en columna
y probarlas con células mononucleares de sangre periférica, la fraccién que
mostré mayores propiedades inmunomodulatorias fue la fraccion de los GPL [4].
Otros estudios de ese mismo grupo [47] muestran que la fraccion de los GPL
provoca la liberacion de factores solubles de macréfagos murincs peritoneales
que producen inmunosupresion en la respuesta linfoproliferativa de células
esplénicas mononucleares. Un estudio similar sugiere que la inhibicién era debida
a IL-6 [53]. Al continuar con estos estudios se ha mostrado que fracciones
lipidicas totales y aquéllas con GPL son capaces de inducir las 3 citocinas
inflamatorias principales (TNF-«, IL-6 e IL-1) y ademas PGE, y TXB, [4].

Por otra parte, se ha mostrado que GPL polares de Mycobacterium
chelonae tienen actividades biolégicas. Pilet y su grupo han reportado que GPL

polares de Mycobacterium chelonae tienen actividad coadyuvante, al aplicarse



junto con una vacuna contra la influenza [23, 42); pueden llegar a utilizarse como
un factor hematopoyético [62} y pueden incrementar la resistencia de ratones
contra la infeccion por Candida albicans, aparentemente mediada por la

capacidad de los GPL de producir hiperleucocitesis [33].

2.3 Patogénaesis de la infeccién por M. avium-intracellulare

Las micobacterias son parasitos intracelulares facultativos. La ruta primaria
de infeccion por Mycobacterium avium no se encuentra aun bien definida, aunque
la via respiratoria y [a oral son candidatos evidentes. La mayoria de los enfermos
por infeccion de Mycobacterium avium sin SIDA presenta enfermedad pulmonar,
lo cual sugiere que este érgano es susceptible a la infeccion y que ademas es en
este lugar donde se realiza el control primario de la infeccidn [43]. Por otra parte,
la ausencia de enferrmedad pulmonar en pacientes ¢con SIDA, no excluye a este
grgano coma una de las rutas primarias de llegada de la bacteria.

El progreso al estado de enfermedad después de la colonizacion de
Mycobacterium avium-intracellulare es diferente en pacientes con SIDA que en los
pacientes sin esta enfermedad. En el caso de estos dltimos, la respuesta inmune
adquirida responde al paldgeno y la acumuiacion de monocitos vy linfocitos
terminara en un granuloma donde la infeccion serd contenida, como pasa con
Mycobacterium luberculosis. En pacientes con SIDA, la pérdida de dicha
respuesta inmune provoca la rapida diseminacion de la bacteria hacia otros

organos del sistema reticuloendotelial {32]. No solo la susceptibilidad del



huésped, sino también la virulencia de la bacteria contribuira al desarrollo de ia
enfermedad. La respuesta inmune celular es considerada el mediador principal
del control a la infeccidén par micobacterias.

Después de la infeccion por via gastrointestinal o respiratoria, las bacterias
del complejo M. avium-intracellulare son fagocitadas por los macrofagos mediante
un receptor del complemento, probablemente unido a un GPL [16]. Una vez
dentro del macréfago las micobacterias residen en una vacuola (fagolisosoma)
donde el pH se equilibra a 6.3-6.5 [54); en la figura 2 se muestran micrografias de

macréfagos infectados con este complejo.

Figura 2. Micrografias de macrdfagos de ralon periteneales infectados con M. aviem scrovariante 4, al dia
cero (A) y ol din 7 (13). Las micobactering fucron tefidas por el método de Zich)-Neelsen v vistus al
microscopio de luz a 630X. Lin C vy D se muestran fotogralins vblenidas por microscopia electrénica de
barrido, de macrofagos peritoneales murinos infectados por M. avium serovariante 4. En la figura C la
fotografia fue tomada a 400X, mientras que en D fue tomada a 4000X. (tomada de Barrow, er ai [4)).



Los lisosomas se fusionan a los fagosomas para formar los
compartimentos fagolisosomales, lo cual en condiciones normales es suficiente
para destruir a algun organismo invasor. En el casc de Mycobacterium avium la
degradacion no ocurre debido a que la fusion no se lleva a cabo, o bien porque el
organismo es protegido de la degradacion lisosomal por su capa superficial
protectora {19, 22], aunque los dos mecanismos pudieran llevarse a cabo al
mismo tiempo. Durante la fagocitosis se induce la produccion de TNF-a. Esta
citocina activadora de macréfagos, puede actuar de manera autocrina,
preparando al macrofago para actividades anti-bacterianas.

Durante el control de la infeccion también participan células de la
respuesta inmune innata como las células NK, neutrofilos vy células B de la zona
marginal [13, 52]. Mientras que las células de la respuesta innata pueden generar
IFN-y, IL-12 y TNF-a requeridos para el control de la infeccidn, éstas no pueden
mantener dicha produccion en ausencia de la respuesta inmune adquirida [49].
Mediante ensayos con animales knock-out, se ha demostrado que el IFN-y es
crucial para la respuesta inmune contra micobacterias, Conforme la infeccion
progresa, Mycobacterium avium continuamente deposita lipidos de su superficie
en los macrdfagos. No es sorprendente que los GPL puedan persistir en los
macréfagos del huésped, pues estos lipidos superficiales son relativamente
inertes a la degradacidn por enzimas lisosomales [65]. Aunque no ha sido
determinado aun lo que sucede con esos lipidos durante todo el proceso

infeccioso en humanos, es muy probable que empiecen a acumularse dentro de



varios sitios del sistema reticuloendotelial. Los sitios mas comunes donde se
localiza Mycobacterium avium son los ganglios linfaticos, bazo e higado; esto se
vuelve una cueslién importante cuando se toma en cuenta que las infecciones
diseminadas en pacientes con SIDA, pueden generar niveles en el suero tan altos
como 10* CFU/ml y cargas de 10°-10" micobacterias por gramo de tejido. El grupo
de Barrow [4] ha mostrado que de 10°%10' micobacterias pueden producir
aproximadamente 0.18-18 mg de GPL, cantidad suficiente como para inducir
efectos inmunomodulatorios.

Lanéelie y Daffé [34] mencionan que no existe un modelo coherente para
explicar la patogenia de las micobacterias, sin embargo, sefalan que las
interacciones entre los lipidos de las micobacterias y las membranas del huésped
pueden ayudar a explicar la patogénesis. Esta hipdtesis esta relacionada con el
hecho de que las micobacterias liberan sustancias que pueden penetrar
membranas [35], ademas de que otros estudios han demostrado que estos lipidos
son capaces de alterar membranas [35, 36). El grupo de Lanéelle [60, 61]
demostrd que los GPL se pueden insertar en las monocapas de fosfolipidos. En la
figura 3 se representa la acumulacion postfagocitica de distintos lipidos tras la

infeccién por Mycobacterium avium.



AANRRNARAAAANARAARE
o=l

‘”""‘c%‘:"ow nmpentbe

=¥ 13- )

Figura 3. Represemtacion de distintos lipidos de superficie que probablemente se acumularian como
resulludo del erccimiento de Mycobucterium aviim en Jos compartimentos fagolisosomales de los
-macréfagos. En la figura se encuentran varios lipidos representados cerca de la membrana del fagolisosoma:
GPL polares especificos de cada serovariante [A], GPL apolares (aGPL) y lipopéptidos {B]. Modificada de
Barrow e¢f af [4].

Los lipidos micobacterianos como los GPL interactiian con las membranas,
dependiendo de los residuos de carbohidratos, € incrementan la permeabilidad
[35, 36]). Componentes de GPL que contienen 1 & 3 residuos de carbohidratos,
son capaces de interactuar mas con la membrana y de alterarla que aquéllos que
poseen Mas residuos.

Por ahora, los eventos postfagociticos en etapas cronicas de la
enfermedad Unicamente pueden ser hipotetizados. Debido a su capacidad de
interactuar con membranas, es probable que los GPL y otros lipidos relacionados

puedan interactuar con células inmunolégicamente importantes en |a vecindad de
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los macrdfagos gue los habian incorporado inicialmente. Si Mycobacterium avium
tiene la capacidad de alterar la respuesta del huésped por medio de la alteracion
de la red de citocinas, es muy plausible gue esta alteracién pueda desempenar un
papel importante en el progreso del SIDA. De esta manera, las infecciones
iniciales con Mycobacterium avium podrian ser solo subclinicas, debido a que es
un patogeno de lenta evolucion y la cantidad de lipidos acumulada no seria
suficiente para alterar la respuesta normal del huésped. El paciente podria
controtar |la infeccion conforme la poblacion de células T CD4 decrece; sin
embargo., conforme la bacteria continda creciendo y depositando lipidos, es

probable que ia relacidn—huésped parasito se vea afectada.



3. Objetivos
Aislar GPL apolares diglicosilados, compuestos que no han sido estudiados
(solo han sido estudiados los GPL polares) vy que ademas son los posibles
responsables de efectos inmunomodulatorios observados en fracciones lipidicas
crudas. Una vez aislados dichos compuestos, se evaluard la actividad
inmunomodulatoria de dichos glicopeptidolipidos y con esto su importancia en la
patogenia de las micobacterias, al examinar su efecto en proliferacién de linfocitos

T de raton.

4. Hipotesis
Los GPL apolares poseen efectos inmunodulatorios sobre linfocitos T y otras

células del sistema inmune.
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5. Material y métodos
5.1 Micobacterias. Mycobacterium avium serovariante 2 y Mycobacterium
intracellulare ATCC 13950 fueron compradas a la ATCC. Mycobacterium
smegmatis mc’6 fue proporcionada amablemente por la Dra. Clara Espitia. Las

micobacterias fueron crecidas en medio liquido de Sauton.

5.2 Extraccién y purificacion de lipidos.

5.2.1. Extracciéon. Se inocularon 6 litros de medio Sauton con Mycobacterium
smegmatis cepa mc’6 y se incubaron 1 semana y media. Una vez que las
micobacterias habian crecido en forma abundante, la masa bacteriana se
separé del medio por filtracion. Los lipidos totales fueron extraidos de las
bacterias, de acuerdo con el método descrito por Dobson et af [18], mediante
una extraccidn con metanol-cloroformo (2:1, viv). Esta mezcla se dejd 3 dias
para inactivar las bacterias y extraer los lipidos unidos de forﬁa no covalente.
Pasados los 3 dias, esta primera extraccion se recuperd por filtracion y las
bacterias fueron sometidas a una segunda extraccion en una mezcla metanol-
cloroformo {1:2, viv) durante 10 horas. La nueva mezcla metanol-cloroformo fue
obtenida por filiracion y adicionada a la anterior. Finalmente se hizo una
paricion en la que se disolvid el extracto total en una mezcla de cloroformo-
metanol-agua en proporciones 4:2:1 (v/v) y se recolecto la parte cloroférmica de
la mezcla, en donde se localizan los lipidos de interés. Los lipidos fueron

concentrados por evaporacion.



5.2.2. Purificacion.

5.2.2.1. Cromatografia de adsorcién en columna abierta. Una vez obtenidos los
lipidos se procedid a purificarlos, mediante cromatografia de adsorcién en
columna, utilizando florisil como matriz. La mezcla de solventes que se utilizd
como eluyente fue cloroformo-metanol-agua {100-0-0, 97.5-2.5-0, 95-5-0, 92.5-
7.5-0, 90-10-0, 85-15-0, 80-20-0, 75-25-0, 70-30-0, 60-40-0, 60-254, 60-35-8 v/v),
se eluyd tres veces con cada mezcla de solventes y se recuperaron 36
fracciones, las cuales fueron analizadas por cromatografia en capa fina analitica y
aquellas fracciones con los GPL de interés fueron seleccionadas para su posterior

purificacion.

5.2.2.2 Cromatografia liquida de alta resolucibn (HPLC). Las fracciones
seleccionadas anteriormente fueron sometidas a cromatografia liquida de aita
resolucion con el objeto de purificar mas eficientemente los GPL abtenidos por la
cromatografia anterior. En particular se utilizo la fraccién eluida con cloroformo-
metanol-agua 97.5-2.5-0 {v/v} con las condiciones siguientes: gradiente lineal de
metanol en cloroformo a t;= 0% —  t,= 10%, flujo 1 ml/min. Se realizaron otras
purificaciones donde se cambid el flujo hasta 2 mi/min y finalmente se aumenté el
porcentaje final de metanol (20%) al mismo tiempo. La deteccidn se realizé a 254

nm.



5.2.2.3 Purificacion por cromatografia en capa fina preparativa. En placas de
silica-gel preparativas (Merck) fueron depositadas las fracciones enriquecidas con
los GPL, que se obtuvieron en la cromatografia por adsorcion sobre florisil. Se
eluyé con una mezcla de solventes cloroformo-metanol-agua (90:10:1, v/v) vy los
lipidos fueron revelados con 5% de rodamina en acetona. Una vez marcadas las
bandas con los GPL, éstas se rasparon y se les afadid la misma mezcla de
solventes cloroformo-metanol-agua para extraer los GPL del gel. Posteriormente
esta mezcla de silica y solvente fue filirada. Se recuperd el solvente y se paso a
través de una columna de florisil para eliminar la rodamina y los fragmentos de
silica. Las fracciones fueron recuperadas en tubos de ensayo, concentradas y

posteriormente analizadas por cromatografia en capa fina.

5.3. Analisis quimicos de los glicopeptidolipidos.
5.3.1 Analisis por cromatografia en capa fina de los lipidos purificados. Todas las
fracciones obtenidas por cromatografia en columna, HPLC y cromatografia
preparativa fuéron analizadas en placas de cromatografia en capa fina de silica-
gel [9, 10). Las mezclas utilizadas para dichos analisis fueron clorofermo-metanol-
agua 100-0-0, 97.5-2.5-0, 95-5-0, 92.5-7.5-0, 90-10-0, 85-15-0, 80-20-0, 75-25-0,
70-30-0, 60-40-0, 60-25-4, 60-35-8 {v/v). Todas estas placas fueron reveladas

con antrona al 0.2 % en H,S0, concentrado, calentando a 110 °C por 5 minutos.
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5.3.2 Analisis de azucares. Se hidrolizd una muestra de 1 mg de GPL con 1 ml de
acido frifluoroacético 1M, incubando en bafo seco durante dos horas a 120 °C.
Una vez evaporado el acido, se realizo una particién con una mezcla agua-éter
1:1 (viv) y se recuperd la fase acuosa. Finalmente, la fase acuosa fue corrida en
una placa de cromatografia en capa fina, con una mezcla cloroformo-metanol
70:30 (v/v) y revelada con antrona al 0.2 % en H,SO,, calentando a 110 °C por 5
minutos. Se utilizaron como estandares aziucares conocidos obtenidos de GPL de

Mycobacterium peregrinum.

5.3.3 Desacilacion alcalina. Una rmuestra con 0.5 mg de GPL fue disuelta en una
mezcla cloroformo-metanol 2:1 {v/v). Se le adiciond un volumen igual de NaOH
0.2 N disuelta en metanol y la mezcla fue incubada durante 30 minutos a 37 °C.
Se neutralizé con acido acético concentrado y se secd con nitrégeno. Se
resuspendid en 5 ml de una mezcia cloroformo-metanol-agua 4:2:1 (viv), se
recupert la fase cloroférmica (inferior} y se lavd 2 veces con una mezcla metanol-

agua 1:1 {vfv). Se concentrd por evaporacion y se guardd en congelacién.

5.3.4 Analisis por espectrometria de masas {mediante bombardeo rapido de
atomos [FABMS]). Las muestras se disclvieron en una mezcta cloroforma-metanol
{1:1, viv). Sabre el aplicador se mezclo 1ul de la solucidn con la muestra, 1ul de

alcohol meta-nitrobencilico (MNBA) v 1ul de solucién de Nal al 10% en agua. El
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andlisis se llevd a cabo en modo positivo en un espectrémetro de masas (Jeol

JMS-8X12A} del Instituto de Quimica, en el laboratorio del Ing. Luis Velasco.

5.4. Ensayos de proliferacian celular.

Los GPL fueron disueltos en etanol-hexano (1:1, v/v) para poder ser
depositados en las cajas de 96 pozos utilizadas para los ensayos de proliferacion.
El depdsito de distintas concentraciones de GPL en las cajas se realizé un dia
antes del ensayo de proliferacion. Las cajas con las soluciones de GPL se dejaron
evaporando durante toda la noche, en condiciones estériles.

Cuatro o dos (en el caso del 0ltimo ensayo) ratones hembras de la cepa
BALB/c (4-6 semanas de edad), fueron sacrificados e inmediatamente se procedio
a extraerles el bazo. Los bazos fuercn transfundidos con una jeringa con medio
RPMI (Gibco) adicionado con HEPES y Na>HCO;. Una vez recuperadas €n cajas
de Petri, las células fueron transferidas a un tubo de centrifuga de 15 ml (Falcon),
se dejaron sedimentar los residuos de los bazos durante 5 minutos y se transfirio
el medio con las células a otro tubo Falcon de 15 ml. Las células se recuperaron
por centrifugacion durante 5 minutos a 1500 rpm. Se aspird el sobrenadante vy las
células se resuspendieron en 1 ml de la solucion de lisis para eritrocitos
{compuesta de NH,Ci [38 mM], KHCO; [2 mM], EDTA.2Na [24 M)]), la cual se
dejo actuar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las
células fueron lavadas 3 veces por centrifugacion a 1500 rpm durante 5 minutos
con 10 ml de PBS o de medic RPMi. Después de la dltima centrifugacion las

células fueron resuspendidas a una concentracion de 10°® célulasiml en medio
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RPMI suplementado con 10 % de suero fetal bovino (viv), piruvato de sodio (1
mi}, aminoacidos no esenciales (0.01 mM), penicilina (100 U/ml), estreptomicina
{100 g/ml) y p-mercaptoetanol (0.05 mM). Para cada experimento se hizo un
conteo de viabilidad mediante la exclusidn de azul de tripano. Si y solo si la
viabilidad era estrictamente mayor det 95 % se llevd a cabo el experimento.
Posteriormente, se depositaron aproximadamente 10° células por pozo (en un
volumen de 100 |, volumen final de 200 I/pozo). Adicionalmente, se les afiadid
otras 100 | de medio suplementado o de una concentracion determinada de Con
A. Se dejo incubando a 37 °C y 5% de CO; por 3 dias. La *H-timidina fue
adicionada 48 horas después de haber iniciado el ensayo. Las células fueron
cosechadas 18 horas después de haber afadido la timidina en papel filtro
(Wallac) y la radioactividad incorporada fue medida por espectroscopia de
centeileo en un contador Beta-plate (Wallac). Todos los ensayos fueron hechos
por triplicado. Los resultados se expresan como cuentas por minuto de °H

incorporado.

5.5. Determinacion de la viabilidad celular.
5.5.1. Exclusion de azul de tripano. Este metodo se utilizd para determinar el
porcentaje de células viables a emplear para el ensayo de proliferacion, y también
se utilizd para medir el porcentaje de celulas viables en presencia de GPL a las
24,48 y 72 horas. Se tomaba una cantidad de células de cada pozo (entre 20 y 50
1), vy se mezclaba con azul de tripano, para contarlas directamente en el

microscopic (vivas y muertas) y se tomaban los promedios correspondientes.

25



5.5.2. Determinacion por citometria de flujo. Las células se prepararon de la
manera siguiente: dentro de un tubo de centrifuga de 15 ml (Falcon) se reunio el
contenido de tres pozos equivalentes {placa de 96 pozos) y se les afiadieron 4 ml
de PBS. Las células se recuperaron por centrifugacién a 1500 rpm durante 6
minutos. Se aspird el sobrenadante y las células se resuspendieron en 500 | de
PBS y se transfirieron a tubos para leer en el FACScan (Becton Dickinson, San
Jose, CA, USA). En este ensayo se cuantifictd la exclusion de yoduro de propidio
(50 g /ml) de acuerdo con Ronot et af [50]. Las muestras fueron leidas en el
canal de FL2, primero sin yoduro de propidio, a fin de establecer el limite de
fluorescencia intrinseca. Se les afiadieron 10 | de la solucién de yoduro de

propidio y se volvieron a leer de inmediato.
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6. Resultados y discusién.

6.1 Purificacion de los glicopeptidolipidos.

6.1.1 Purificacion por cromatografia de adsorcidn en columna.

Antes de empezar con la purificacion de los GPL se hicieron algunas
pruebas con extractos. Es conocido que los GPL apolares son compartidos por
todas tas cepas del complejo M. avium que infectan a humanos [4], pero también
por la especie M. smegmalis. Con el objeto de comparar los GPL apolares
presentes en M. smegmatis con aquélios presentes, tanto en M. avium como en
M. intracellulare, se hizo una placa de cromatografia en capa fina donde se
observan distintos extractos lipidicos de M. smegmatis mc’6, M. avium
serovaniante 2 y M. intraceffulare ATCC 13850 (fig. 4). Como se puede observar,
los GPL presentan su caracteristico color azul claro. En esta placa puede verse
claramente, a pesar de un pigmento violeta superpuestc (pigmento lipidico
caracteristico del género Mycobacterium), cdmo los GPL apolares (indicados con
flechas) de esta cepa mutante de M. smegmatis tienen el mismo Rf que los GPL
presentes en M. avium y en M. infracelfulare. Asimismo, en esta figura puede
apreciarse que la cantidad de GPL apolares presentes en M. smegmatis es mayor
que la que se encuentra en M. avium o M. intracellulare. Por otra parte, la
obtencion de lipidos de M. smegmatis ofrece las ventajas de trabajar con una
cepa de micobacteria que presenta un bajo nivel de riesgo biolégico y una

velocidad de crecimiento mucho mayor (1 semana aproximadamente, comparado
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con el de M. avium y M. intracellulare, de 3 a 4 semanas). Por tales motivos, se
decidid que M. smegmatis seria la fuente para obtener GPL apoiares.

La cromatografia en columna de adsorcién se realizd con los extractos
lipidicos de M. smegmatis, pero al mismo tiempo también se cultivaron M. avium y
M. intracelflulare para obtener extractos lipidicos y posteriormente intentar aislar
también los GPL apolares, objetivo que se descartd en este trabajo. Por otra
parte, se realizé un tratamiento quimico para desacilar los extractos de todas
estas bacterias y observar |a presencia de grupos acetilo en los GPL. Debido a
que en el complejo M. avium-intraceliulare la mayor parte de los GPL contienen
acetilos en forma natural (aquéllos gue muestran un Rf mayor, sefialados en la fig.
4), se decidid trabajar con los GPL intactos con el objeto de evitar resultados

provocados por una alteracién quimica en la molécula nativa.
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Figura 4. Placa de cromatografia en capa fina (silica-gel} de los extractos lipidicos totales de las
cepas M. avium, M. intraccllulare y M. smuogmatis. Carriles 1, 4 y 7: GPL estandares. Carriles 2 y 3:
extractos lipidicos de M. smegmatis cepa me’6 intactos y desacitados, respectivamente. Carriles 5 y 6:
extractos lipidicos de M. intraceflidare ATCC 13950, intactos y desacilados, respectivamente. Carriles 8 y
9: extractos lipidicos de M. gvium serovariante 2 intactos y desacilados, respectivamente, Placa revelada con
antrona y corrida en la mezcela cloroformo-metanot-agua 90:10:1 (v/v).

Una vez recuperadas las fracciones obtenidas por la cromatografia de
adsorcion en columna, se realizaron analisis por cromatografia en capa fina (fig.
5). En ellos se observé que los GPL mas apolares de interés se encontraban en
las primeras fracciones (carriles 2 al 5), pues tenian el Rf esperado (fig. 5). Sin
embargo, en la figura se observa que las bandas poseen una longitud de 3-4 cm,
lo cual es indicativo de que los GPL no se encuentran en suficiente pureza
{(constituyen una mezcla), por lo que fue necesario utilizar otras metodologias
como la cromatografia en capa fina preparativa y la cromatografia liquida de alta

resolucién (HPLC).
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Figura 5. Placa de cromatografia en capa fina (silica-gel) de las primeras fracciones obtenidas de la
cromatografia de adsorcién del extracto de M. smegmatis. En el camil | se encuentran las fracciones que
corresponden al primer eluyente {(cloroformo 100 %); en los carriles 2 al 4 las fracciones que fueron eluidas
con la mezcla cloroformo-metanol 97.5:2.5 (v/v); en los carriles § al 7 se encuenman las fracciones 7, 8y 9
que corresponden a la mezcla cloroformo-metanol 95:5 (viv). Placa comrida en la mezcla de solventes
cloroformo-metanol 95:5 {viv) y revelada con antrona.

6.1.2 Cromatografia liquida de alta resoiucion.

Uno de los objetivos al llegar a este punto era el establecer condiciones
Optimas para la separacion de los GPL por HPLC. Sin embargo, al realizar
modificaciones en el gradiente de solventes, no hubo cambios en el patron de
separacion de las fracciones analizadas. Dicho patrén se muestra en la figura 6.
Cabe mencionar, sin embargo, que este método proporciond una mezcla pura

constituida por dos GPL apoiares homodlogos (fig. 7).
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Ftoura ¢ Cromatoprama obterido al imyectar la sexta fraccidn intacta de la columna de
Mycobacterium smegmats con los GPL de interés. Las fracciones correspondientes a cada pico fueron
colectadas y analizadas postenormente por cromatografia en capa fina.

-

Durante los analisis por cromatografia en capa fina, se observaron
fracciones que contenian 3 GPL de interés (fig. 7}, en particular, en los carriles 7

-

31



al 9 se encuentra una mezcla de los dos GPL mas apolares presentes en M.
smeémaﬁs, mientras que en los carriles 6 y 10 se encuentran dichos GPL
separados, la cantidad de producto obtenida en todos los casos fue muy pequeda,
lo cual constituyd una desventaja. La mezcla obtenida en los carriles 7 al 9,
constituida por dos GPL, se encontraba libre de otros lipidos que comunmente
coeluyen en la columna de adsorcion (mismos que fueron eliminados durante la
cromatografia liquida de alta resolucién).

Se decidié trabajar con la mezcla de dos GPL puros (carriles 7 al 9, fig. 7),
ya que ropruscenian una mozcla de moléculas encontrada on todas las cepas del
complejo M. avium, es decir, GPL apolares con ligeras variantes en la longitud de
acidos grasos o por una posicidn O-metilada en sus azucares. De esta manera, se
reunieron todas las fracciones que de acuerdo con los andlisis por cromatografia
en capa fina contenian los 2 GPL homdlogos. Se obtuvieron alrededor de 4
miligramos de dichos GPL, los cuales fueron mantenidos en congelacion bajo
atmésfera inerte y que fueron utilizados posteriormente para los analisis por

espectrometria de masas.
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Figura 7. Placa de cromatografia ¢n capa fina (silica-gel) de las fracciones obtenidas en una corrida
con HPLC. Carril S: sexta fraccion obtenida de la columna de M. smegmatis {estindar). Carriles 1 al 10:
distintas fracciones obtenidas del HPLC y que comresponden a los nimeros de los picos del cromatograma en
fa figura anterior. Placa corrida en una mezcla de solventes cloroformo-metanol 85:15 (viv) y revelada con
anfrona.

6.1.3 Purificacién por cromatografia en capa fina preparativa.
Con el cbjeto de obtener una cantidad mayor de producto puro en un

tiempo menor, se recurtid a un método alternative: la cromatografia en capa fina
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preparaliva. Utilizando las fracciones oblenidas por la columna de adsorcion se

obtuvieron GPL como los que se observan en la figura 8.

recolectados
&7

g

VL

Figura 8. GPL obtenidos por cromatografia en capa fina preparativa. Carril 1: estindar de GPL
purificado por HPLC.Carriles 2, 3 y 4: distintas bandas obtenidas durante 1a purificacidn, en el orden ¢n que
fueron separadas. Placa revelada con antrona y corrida en una mezcla de solventes cloroformo-metanol-agua
90:10:1 (o)

Como puede apreciarse en esta figura, en el carril 2 se encuentra una
mezcla de fos GPL homdlogos mas apolares, en el carril 3 y 4 se encuentran
mezclas con GPL homdlogos que son menos apolares. Se recolectaron y
tomaron los GPL que se encontraban en los carriles 3 y 4 (figura 8), para los
ensayos de proliferacion celular. Se descartd la fraccion con el GPL méas apolar

debido a que en la figura 4 se observd que éste no se encuentra presente ni en M.
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aviirm ni en M. intraceflulare (GPL sefalado como el mas apolar). La pureza
obtenida en estos ensayos fue de muy buena calidad, comparable a la obtenida
por HPLC, ademas de que la cantidad gue se obtuvo fue mayor {alrededor de 10
mg de producto). Una vez hechos estos analisis, et producto fue conservado en

congelacion.

6.1.4 Analisis de los GPL por espectrometria de masas.

La produccion de iones moleculares por bombardeo rapido de atomos
{FAB) en el caso de GPL ha sido reportada como dificil. No obstante se ha
mejorado el analisis de dichos GPL mediante el uso de alcohol meta-nitrobencilico
y cloruro de sodio como matriz [37].

El GPL purificado exhibid tres sefiales correspondientes a los cationes de
1215, 1255 y 1257 m/z (fig. 9). Cada i6n corresponde a un aducto
pseudomolecular (M + Na) y difieren entre si en la cadena lipidica, o por una
posicion O-metilada en el azicar terminal. Dichos iones son homolcgos a Yos
reportados al ionizar por impacto electronico el micésido C apolar de otra cepa de
Mycobacterium smegmatis [17], los cuales se encuentran a 1241, 1269, 1283 m/z
{M + Na)'. Por otro lado, el proceso de desacilacion alcalina suave provocd un
cambio en los iones moleculares cationizados de 84 unidades de masa atomica
por debajo del producto intacto. Esta pérdida corresponde a la sustitucién de dos
grupos acetilo por 2 atomos de hidrégeno, por lo que se infiere la presencia de 2

grupos acetilo en el compuesto intacto.
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Mediante anaiisis quimicos de GPL hidrolizados se observé la presencia de
azucares caracteristicos de estos compuestos. En concordancia con el espectro
obtenido, los azicares fueron identificados como una 6-desoxihexosa (6-
desoxitalosa} y una desoxihexosa metilada (di-O-metilramnosa). Dichos azlicares
corresponden precisamente a los reportados previamente en el C-micosido apolar
de Mycobacterium smegmatis [17]. Los GPL aqui estudiados no poseen grupos

amino o carboxilo libres.
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Figura 9. Espectro obtenido por FAB de los GPL apolares de Mycobacterium smegmanis. Se
encuentra graficado el cociente masa‘carga (m/z) contra la intensidad relativa de cada ion. El segmento que
muestra los aductos pseudomoleculares (M + Naj+ del producto purificado se encuentra amplificado en el
recuadro. (A) Muestra ¢l especire del compuesto intacte, mientras que (B} muestra ¢l especiro del compuesto
desacilado.
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A parlir de 10s datos obtenidos se puede concluir que el producto purificado
es un glicolipido estable a tratamientos alcalinos suaves, que cantiene dos grupos
acetilos sobre uno de sus azlcares y con masa molecular de 1234 & 1232, todo
esto es consistente con un glicopeptidolipido apolar, cuya estructura se
esquematiza en la figura 10.

Phe Thr Ala Ala-ol
6Hs

CHy H

CH3 “H2 Ic
CH3—(C24H48— CH—CO—NH—CH—CO—N H——CH—-—-CO—NH—CH—CO—NH—IH
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CH 0
R = 1H, 2(—CO— OCH3)
R R |C“30 OCH3
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Figura 10. Estructura deducida mediante el andlisis del GPL purificado. La cstrucrura esquematizada
corresponde al ion obtentdo a 1257 mfz (M+Na)+.

6.2 Ensayos de proliferacion celular.

Ensayos de proliferacidn celular mediante incorporacion de *H-timidina.

Los ensayos de proliferacion celular se llevaron a cabo con el proposito de
determinar los posibles efectos de los GPL sobre los linfocitos T. En estos
ensayos las células de bazo de ratdn fueron cultivadas junto con distintas
concentraciones de un mitdgeno (Con A) y con distintas concentraciones de GPL
(incluyendo, desde luego, controies). A las células cultivadas se les adiciono *H-

timidina a las 48 horas, con el proposito de cuantificar sintesis de ADN, para
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posteriormente ser cosechadas, a las 72 horas. Al ser medida la radioactividad es
posible conocer si la respuesta al mitdgeno es modificada por los GPL
{comparando con ios controles) y no sélo eso, sino también si la respuesta se
moedifica de manera dependiente de la dosis.

En un experimento preliminar se establecieron las condiciones éptimas para
los ensayos de proliferacion celular (concentracion de mitégeno, de GPL, etc). Al
realizar el ensayo de proliferacion en las condiciones éptimas, se observa que sin
GPL {fig. 11} las cuentas por minuto se incrementan de manera dependiente de la
concentracion de Con A, lo cual indica que no hay problemas en el sistema. Al
agregar GP! se inhibe la proliferacién de fas células de una manera dosis-
dependiente. Por otra parte se observa que, a 50 ug de GPL/ml la inhibicién es
mas acentuada {71% de inhibicion aproximadamente) en todas las
cancentraciones de Con A. En concentraciones de GPL mayores a ésta, podemos
sefialar que la inhibicidn es mucho mas gradual. A concentraciones bajas de
mitdgeno, donde la estimulacion es mas pobre (0.625 y 1.25 ng de Con A/ml) se
observa que los GPL rapidamente provocan la caida de las cpm hasta alcanzar
practicamente el cero. Para este experimento, se utilizaron dos conjuntos de
células, cada uno con los bazos de dos ratones. En ambos conjuntos se
obtuvieron los mismos resultados. Otro dato importante es que, se observa que en
la concentracion mas alta de GPL (250 pg de GPL/ml) el nimero de cuentas por
minuto para todas las concentraciones de Con A es practicamente cero, lo cual

podria significar un posible efecto citotéxico de estos GPL. Con el propésito de
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evaluar la citoxicidad de estos compuestos se realizaron los ensayos de viabilidad

celular (observar mas adelante),

—as—Control
—e—0.6251g Con A/mi
—a—1.25ng Con A/ml
160000 - —y~2.5ug Con A/m|

140000 | —e—5png Con A/mi

120000

100000

80000

60000

Cuentas por minuto

40000
20000
0

]' L]
0 55 1 0 150 200 250

Concentracion de GPL  (ug/mi)

Figura i1. Gréificas dosis-respuesta a GPL en el segundo ensayo de proliferacion celular {incorporacién
de *H-timidina). Se utilizaron 4 ratenes y los bazos se reunieron en 2 conjuntos. Por otra parte se usaron 6
concentraciones de antigeno: control 0 {sin antigeno ni solvente), contro! ¢ (inicamente solvente), 25, 50,
100 y 250 pg/m!. Las células fueron cosechadas a las 72 horas. Se encuentra graficada la media aritmética y
las barras sobre los puntos representan la desviacion estindar (resultados obtenidos por triplicado).

Se realizaron otros dos ensayos de proliferacion celular con el objeto de

observar reproducibilidad del efecto observado en el experimento anterior. En
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primera instancia se observd que el efecto inhibitorio es reproducible y que dicho
efecto sobre la incorporacion de *H-timidina es dependiente de la dosis (fig. 12).
A| analizar detaliadamente los datos, se observaron algunas diferencias en los
dos Ultimos experimentos, con respecto al primero. Por una parte la respuesta de
las células del bazo a la Con A fue distinta: en el primer experimento a cero GPL
con 1.25 ug de GPL/ml se tuvieron alrededor de 40000 cpm, mientras que en
estos dos (ltimos experimentos, las ¢cpm llegaron a 110000 aproximadamente con
la misma concentracion de mitdgeno, a 0.625 pg de GPL/ml en el primer
experimentc se tuvieron 10000 cpm, mientras que en los dos ultimos
experimentos hubo 60000 cpm. Por ofra parte, hay una caida drastica en las
cuentas por minuto desde la primera concentracion de GPL, 25 pg/ml, donde se
observa el mayor porcentaje de inhibicion (93%) mientras que en el experimento
anterior el efecto era mas gradual (la maxima inhibicion fue a 50 pg de GPL/mi).
Una de las probables causas de estas diferencias puede ser la Con A usada en
este Ultimo experimento (distinto lote) o bien, algln problema que haya tenido que
ver directamente con ios ratones (distintas respuestas de los bazos). No obstante
estas diferencias, el efecto inhibitorio sigue siendo observado. De nueva cuenta,
se observa que a 5 pg/ml de Con A el efecto no es revertido, lo cual sugiere que
el efecto no se debe a un bloqueo sobre la Con A, porque si lo fuera esperariamos
observar un fenomeno de saturacién y a concentraciones altas de Con A el efecto

podria ser revertido.
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Figura 12. Gréfica dosis-respuesta & GPL en ¢l tercer ensayo de proliferacion celular (incorporacion
de *H-timidina). Experimento hecho con los bazos de 2 ratones, reunidos en un conjunto. Se utilizaron 6
concentraciones de antfgeno: control 0, controf 1, 25, 50, 75 y 100 pg/ml. Las células fueron cosechadas a
las 72 horas. Las barras scbre los puntos indican la desviacion estdndar sobre la media aritmética graficada.

6.3 Ensayos de viabilidad celular.
Enseguida, con el fin de descartar la citotoxicidad de los GPL como la
probable causa del efecto observado, se realizaron los ensayos de viabilidad

celular.
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6.3.1. Exclusién de azul de tripano.

Los métodos de exclusiéon de colorantes son utilizados para cuantificar la
muerte celular, como una medida de la pérdida de la integridad de la membrana.
En este método, se toma una cantidad de las células de los pozos donde fueron
sembradas {20-50 ul), se les aflade 10 % de azul de tripano {v/v) y se procede a
contar directamente en el microscopio las células vivas y las muertas. El azul de
tripano solo se incorporara en aquellas células gue tengan dafada su membrana
celular y que por lo tanto estén muertas. Con el conteo se determinan los
promedios y los porcentajes de células vivas contra células muertas. Este ensayo
se realizo junto con el segundo ensayo de proliferacion celular.

Los ensayos de viabilidad celular mediante exclusion de azul de tripano no
tuvieron resuitados confiables. El nimero de células que se contaban por pozo
era muy pequefo (alrededor 20-30), lo cual no era representativo del total de la
poblacion celular originalmente depositado (200 mil células), ademas de que
resultaba bastante dificil diferenciar células suertas de restos celulares. Los
resultados representativos de viabilidad se muestran en la figura 13. Sdlo son
mostradas algunas graficas correspondientes a células estimuladas con Con Ay a
células no estimuladas. Se cbser on ¢cambios en la viabilidad que no tienen que
ver ni con la Con A ni con la concentracién de GPL depositada. Como ejemplo de
ello son las gréaficas a las 72 horas de cultivo, tanto de células estimuladas como
de células no estimuladas (72 horas, celulas estimuladas en fig. 13). Se muestra

que sin GPL las células mueren y sin embargo, a distintas concentraciones de

43



GPL una parte de las células estan vivas. Por otra parte se observé una viabilidad
muy pobre en general en todas las gréficas (datos no mostrados), consecuencia
probable, de errores de manipulacion al emplear el método.

Estos resultados no aclararon si el efecto observado en la incorporacién de
*H-timidina era debido a un efecto téxico sobre las células, o si éstas eran
incapaces de proliferar por la presencia del GPL. De modo que fue necesario
repetir los ensayos de viabilidad celular en paralelo con otro ensayo de
proliferacion celular y ademas, fue necesario cambiar de metodologia, por todos

los inconvenientes que se presentaron al trabajar con azul de tripano,
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Figura 13. Curvas de viabilidad celular por azul de tripano, a las 24, 48 y 72 horas. En las gréficas a
las 72 horas estA también graficada la proliferacién celular (incorporacién de *H-timidina). Sélo se presentan
curvas de un conjunto de bazos.

6.3.2 Ensayo de viabilidad por citometria de flujo.

Se analizaron varios protocolos y finalmente se optd por la citometria de flujo,
mediante el analisis de exclusion de yoduro de propidio (Pl). Una de las grandes
ventajas que posee este método es el nimero de células que cuenta (10000) y la

certeza para diferenciar las células vivas de las muertas. Por ofra parte la
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citometria de flujo, mediante sus métodos basados en la dispersiéon de luz, tiene
ventajas sobre otras metodologias que se basan en la absorcion de luz 0 en Ia
transmitancia, ya que en éstas Uitimas es comin que las células no absorban mas
que una pequena fraccion de la luz que pasa a través de ellas. La citometria de
flujo proporciona, ademéas de una gran cantidad de datos generados por las
metodologias de tincién y fluorescencia, informacion acerca de fas caracteristicas
estructurales de las células mediante los fendmenos de dispersion de luz
detectados por el citoflucrometro (FACScan). El proceso de dispersion de luz es la
respuesta en conjunto a la luz incidente y esta constituida por tres componentes:
reflexion, refraccion y difraccion. La medida de la dispersion de luz hacia delante
(FSC), es utilizada para obtener una indicacion del tamarfio de las células. Por otra
parte, la medida de la dispersion de ta luz en forma angular ¢ de lado (SSC}
proporciona datos acerca de las caracteristicas subestructurales celulares.

La viabilidad celular en este estudic fue evaluada mediante.la exclusion de
yoduro de propidio, compuesto que al ser excitado por un haz de luz a 550 nm,
emite luz a §10 nm, en el rango de FL2 (580-620 nm). Dicho compuesto se une a
acidos nucleicos de doble cadena debido a su dobie carga positiva, de modo que
aguellas células cuya membrana ha sido dafada, incorporardn en su ADN este
colorante. Las condiciones optimas fueron establecidas en un ensayo previo

{datos no mostradaos).
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Para el analisis de las lecturas, se realizaron graficas de densidad celular,
donde se grafica a FL2Z contra FSC, de manera que puede observarse a -un
mismo tiempo qué tamafo tienen las células que estan vivas y qué tamario tienen
las que estdn muertas. Cuantitativamente se hicieron histogramas donde esta
graficada la fluorescencia 2 (FL2) contra el numero de eventos y mediante un
contral (sin yoduro de propidio} se establecié un margen de fluorescencia en el
cual el 99.99 % de las células no estan tefidas, con el fin de diferenciar vivas y
muertas. En la figura 14 se muestra un é¢jempio del patron observado en las

distintas poblaciones celulares estimuladas con Con A.
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Figura 14. Grificas de densidad celular correspondientes a células estimuladas con 2.5 pg de Con A
‘ml, 2 las 48 horas del experimento y marcadas con yoduro de propidic. El panel superior 1zquierdo
corresponde a células sin GPL, el superior derecho corresponde a células expuestas a 25 ug de GPL /ml, el
panei inferior izquierdo corresponde a células expuestas a 50 pg de GPL/ml y el panel inferior derecho
commesponde a células expuestas a 100 ug de GPL/ml. Las letras cormresponden a distintas poblaciones
celulares observadas: (A) células vivas con un mayor tamafio que el resto de la poblacidn, blastos. (B) células
muertas de tamafio mayor, blastos. (C) células vivas de tamafio menor que (A) y (B). (D) células muertas de
menor tamaio que (A) y (B). Asimismo, se indica el porcentaje del total en cada poblacién.
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Al adicionar el yoduro del propidio, las células muertas son las que se
desplazan en la escala de fluorescencia (FL.2) por arriba del margen establecido
como contrel. Con base en esto, se cuantificaron los porcentajes de células
muertas y vivas, mediante histogramas basados en el margen estabiecido (datos
no mostrados). lLas graficas de densidad celular mostraron datos muy
importantes: al afadir el GPL, la regidn de células vivas y de mayor tamario ([A]
en la figura 14) disminuye considerablemente hasta casi desaparecer y por otra
parte, ia region [C] correspondiente a células vivas pero de menor tamafio
aumenta considerablemente (fig. 14).

Pudo apreciarse c¢émo las células que han sido estimuladas (células
grandes, blastos) disminuyen su numero en presencia de GPL. Ademas, este
efecto aumenta conforme se incrementa la concentracién de GPL. En cambio, en
células nc estimuladas se observo que el cambio mas importante radicd en gue un
porcentaje de células empieza a morir conforme aumenta la concentracion de
GPL. Cualitativamente estos datos son muy importantes, pues muestran una
inhibicién de la proliferacion celular especifico sobre los linfocitos T, dado que la
Con A es un activador de linfocitos T. Aunadc a esto, las células fueron
observadas al microscopio poco antes de cosecharas {(a las 72 horas). En los
pozos donde no fue depositado GPL se observa un incremento en el numero de
blastos conforme aumenta la concentracion del mitbgeno. En contraste, en los

pozos donde se depositaron las concentraciones mas altas de antigeno, se
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observaron grumos y camulos de células, sin embargo no se observaron blastos
(datos no mostrados).

Por otro lado, estos ensayos de viabilidad celular mostraron que, a pesar
de producirse ligeros cambios en la viabilidad, esto no era dependiente de la
concentracién de GPL. En la figura 15 se muestran curvas representativas de la
viabilidad observada en células no estimuladas y en células estimuladas en

presencia de diferentes concentraciones de GPL.
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Figura 15. Curvas de viabilidad celular obtenidas por citometria de flujo correspondientes a células
no estimuladas y a células estimuladas con 2.5 pg/m] de Con A. Un experimento en condiciones
equivalentes fue realizado a fin de medir la proliferacion celular a las 72 horas de cultivo. Las barras sobre
los puntos muestran la desviacion estdndar sobre la media aritmética graficada.
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Las graficas de viabilidad por citometria de fiujo revelan un aspecto
importante: la viabilidad disminuye ligeramente al afladir GPL, pero al seguir
anadiéndolo se mantiene constante. Los resultados obtenidos globalmente se
muestran en la tabla 1, en donde se cbserva que, pese a ligeras oscilaciones, la
viabilidad varia muy poco durante los 3 dias y fambién se mantiene practicamente
constante al afadir el antigeno, aunque si disminuye ligeramente al afiadir la

primera concentracion de antigeno.

Tabla 1. Efecto de los GPL apolares sobre la viabilidad celular.

Viabilidad celular cuantificada por citometria de fiujo

GPL 24 horas 48 horas 72 horas
(ngsmty

0 08625 1.25 2.5 0 0825 125 25 0 0825 125 25

25 a8 92 101 89 94 80 86 104 92 76 90 79
50 86 90 82 86 94 a7 a9 93 115 72 78 82
75 76 86 80 &7 92 N 91 90 100 8¢ 93 81
100 65 88 80 86 92 94 95 94 98 83 a5 77

Resuliadps obtenidos por citometria de flujo (exclusion de yoduro de propidie). Se muestran los
resultades para 0. 0625, 1.25 y 2.5 pg Con A/ml. Los resultados son expresados como el porcentaje de
viabilulad celular de cada muestra con respecto a la viabilidad observada en el experimento countrol
{presencia de solvente).

Otro dato muy importante es que la mortalidad de las células en presencia
del GPL en ningun momento llega a ser mayor del 28% (células estimuladas),
Estos datos sugieren que el efecto observado estd mas relacionado con una
inhibicion de la transfarmacién de blastos que con un efecto citotéxico.

En cuanto al mecanismo de accidn, es dificil hablar de una probable

interaccion entre la Con A (lectina) y los residuos glicosidicos de los GPL, puesto
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que estos residuos poseen grupos metilo y no forman parte de las estructuras
reconocida por este mitdgeno, a diferencia de otro tipo de compuestos
(ganglidsidos) que si son capaces de unirse a Con A [64].

Como se ha discutido previamente [34, 4], parece que una explicacion
plausible de la patogenicidad de Mycobacterium avium, podria depender al menos
en parte del papel que desempefian los distintos lipidos en la inmunomodulacion
celular. Este estudio forma parte del proceso de entender la compleja naturaleza
de los lipidos del complejo Mycobacterium avium-intracellulare. Por otro lado,
Barrow sefiald que probablemente la parte mas activa como inmunomodulador de
los GPL sea la lipidica, por los estudios que ha realizado con f-lipido, compuesto
que se obtiene al hidrolizar parcialmente los GPL [55). Por otra parte, sefala que
el efecto supresor puede deberse en parte a la liberacién de factores inhibitorios
por parte de los monocitos, pues se ha visto que el f-lipido es capaz de alterar su
membrana. Otros grupos han sefalado que los GPL son capaces de alterar la
permeabilidad de membranas modelo, lo cual podria ser un posible mecanismo de
inmunomodulacién [36, 60].

Dado que :n este trabajo se utilizd Unicamente Con A, podemos decir que
el efecto supresor a la respuesta blastogénica es principalmente scbre células 7.
La activacion de células T requiere que los receptores de dichas células se unan a
moléculas del MHC Il {HLA-DR en humanos) junto con antigenc, aunque es
probable que en este caso la activacién no dependa de molécuias del MHC;

ademas se ha reportado como necesaria la presencia de IL-1 como parte de
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proceso de activacion [57). Por otra parte, se requieren interacciones de ios
linfocitos T con moléculas accesorias de los macrofagos activados, ademas de las
interacciones MHC-antigeno-receptor, por lo que el efecto podria ser originado en
estas celulas accesorias.

Todos estos datas nos llevan a pensar que el efecto citotdxico observado
no es totalmente responsable de la disminucién en la incorporacion de *H-timidina
inducida par Con A, sino que existe un proceso inhibitorio de la proliferacion
celular debido a los GPL, el cual es dependiente de la dosis. Este trabajo se
enfoco al estudio de los GPL. apolares debido a que les lipidos parecen ser, en
gran parte, responsables de la inmunosupresidn observada con bacterias del
complejo Mycobacterium avium-intracellufare [20, 58] y se trata de moléculas

presentes en gran abundancia en todas las cepas del grupo (los GPL apolares}.
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7. Conclusiones y perspectivas
Al exponer células de bazo de raton in vitro con GPL apolares de
Mycobacterium smegmatis en concentraciones que no alteran
significativamente la viabilidad celular, la respuesta proliferativa a Con A fue

disminuida en una manera dependiente de la dosis.

Los ensayos de viabilidad celular por citometria de flujo revelaron que a
pesar de un ligero efecto citéxico del GPL, la viabilidad se mantiene
constante en los 3 dias del ensayo de proliferacién y no es dependiente de

la dosis.

Estos resultados confirman que la hipotesis planteada es correcla, osto es,
que los GPL apolares poseen efectos inmunodulatorios scbre la

blastogenesis de linfocitos T.

Los GPL apolares son también compartidos por todas las cepas del
complejo Mycobacterium avium-intraceflulare que infectan a humanos.
Considerando que estos homdlogos diglicosilados se encuentran en mayor
abundancia que los GPL polares multiglicosilados, podemos sugerir que las
variantes aqui estudiadas contribuyen en mayor medida a la patogenia de

las cepas de este complejo. Cabe sefalar que éstos son los primeros
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compuestos que se encuentran en una amplia distribucion en este
complejo, que muestran efectos inmunomoduladores.

Deniro de las perspectivas de este proyecto, se encuentran el entender el
proceso de inhibicién a la respuesta blastogénica inducida por Con A, asi
como analizar el perfil de secrecion de citocinas que inducen estos GPL.
De acuerdo con trabajos previos de Barrow [2, 3, 4], las fracciones crudas,
donde se encuentran los GPL apolares utilizados en este trabajo, induclan
la secrecion de TNF-a, y PGE,, por lo que es muy probable que los

compuestos aqui estudiados sean 1a parte activa de dichas fracciones.
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