Obtencion y caracterizacion parcial de un extracto lipidico de la
membrana externa de Mycobacterium smegmatis
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En la actualidad, los antigenos lipidicos de las micobacterias constituyen blancos atractivos para el desarrollo de
nuevas formulaciones vacunales contra la tuberculosis. En nuestro trabajo se realiz6 la caracterizacion parcial de
un extracto lipidico de pared celular de Mycobacterium smegmatis mediante cromatografia de capa delgada y
Dot blot frente a gammaglobulina humana. Se identifico, fundamentalmente, la presencia de fosfolipidos y acidos
micélicos en el extracto lipidico y se observo un elevado reconocimiento de los mismos por la gammaglobulina
humana, lo cual indica la importancia de continuar los estudios de inmunoproteccién empleando antigenos

lipidicos de micobacterias.
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Introduccion

Por décadas la tuberculosis (TB) ha constituido una de las
enfermedades que mayor niumero de muertes ha causado al
hombre. En la actualidad, a pesar de la vacunacién con BCG
y los tratamientos con antibiéticos combinados, varios
factores promueven el desarrollo de numerosas
investigaciones con el Unico y comun propdésito de obtener
una nueva vacuna contra la TB (1). Entre estos factores se
encuentran: la coinfeccién de VIH con Mycobacterium
tuberculosis, la apariciéon de cepas resistentes a multiples
farmacos antituberculosos y las condiciones
socioeconémicas desfavorables. La TB contina siendo un
serio problema de salud publica en la actualidad, no sélo en
los paises en vias de desarrollo, sino también en los paises
industrializados.

BCG es la Uinica vacuna disponible contra la TB, sin embargo
la misma ha mostrado alta variabilidad en cuanto a eficacia
se refiere, con rangos que oscilan entre un 0-80% (2), protege
fundamentalmente contra las formas méas severas de la
enfermedad y no contra la forma pulmonar en la poblacion
adulta. Por ello, la obtencion de una vacuna mas eficaz contra
la TB se ha convertido en un objetivo primordial para la
comunidad cientifica mundial.

La gran mayoria de los antigenos empleados en los estudios
encaminados a la obtencién de vacunas contra la TB son de
naturaleza proteica y muy pocas veces se ha explorado la
incorporaciéon de antigenos lipidicos. Sin embargo, una de
las caracteristicas que contribuye, en mayor medida, al
elevado indice de patogenicidad de M. tuberculosis, es la
pared celularimpermeable y altamente hidrofébica que posee
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(3). La pared celular de M. tuberculosis consiste en una capa
de acidos micélicos, arabinogalactano y peptidoglicano,
provisto de una estructura que permite la insercion de lipidos
que contienen tiocerol, micolatos de trealosa, fosfolipidos
como los fosfatidilinositol manésidos y sus derivados
glicosilados, tales como el lipomanano y lipoarabinomanano.
Todos estos compuestos contribuyen de una forma u otra a
la fisiologia caracteristica y a la capacidad que poseen las
especies del género Mycobacterium, de producir enfermedad

(4).

Los acidos micélicos, en especifico, poseen funciones
biolégicas importantes, entre las que se encuentra el papel
que desempefan en la persistencia de la micobacteria dentro
del macrofago (5). Se conoce, ademas, que la presencia de
niveles elevados de IgG circulantes contra varios antigenos
micobacteriales, en especial el lipoarabinomanano, indican
una menor incidencia de TB diseminada en nifios (6), asi
como que la presencia de IgA secretora contra
lipoarabinomanano en la saliva de contactos sanos de
pacientes leprosos, se asocia con proteccion contra la TB

7).

Reportes recientes han demostrado que diferentes lipidos
provenientes de la pared celular estan implicados en algunos
de los mecanismos de evasion e inhibicion al sistema inmune
del hospedero (8). En los ultimos afos, varios de estos lipidos
se han convertido en moléculas diana para el desarrollo de
nuevas vacunas debido a que han sido identificadas células
Ta/B humanas que responden a antigenos lipidicos o
glicolipidicos de micobacteria que son presentados por
diferentes moléculas CD1, las cuales son no polimorficas (9).
Por esta razén, los lipidos de micobacteria han sido
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empleados como constituyentes de adyuvantes y en
inmunoterapias antitumorales (4), ademas de que se ha
evidenciado en modelo experimental de curiel, que la
inmunizacién con formulaciones que contienen lipidos de
micobacteria disminuyen la apariciéon de lesiones a nivel
pulmonar (10). Los lipidos de M. tuberculosis son importantes
factores de virulencia (11), de manera que una buena
estrategia consiste en desarrollar una respuesta inmune que
los neutralice.

Mycobacterium smegmatis es una micobacteria no patégena
de crecimiento rapido que ha sido empleada como modelo
de estudio para la TB (12), ya que presenta muchas
caracteristicas en comin con M. tuberculosis, a partir de
comparaciones realizadas entre los genomas de ambas
especies que han indicado la presencia de una elevada
homologia (13). Se especula que esto se debe, en mayor
medida, a la presencia de rutas metabdlicas muy
conservadas, lo cual indica que comparten genes importantes
en el metabolismo y exportaciéon a la pared celular de
componentes moleculares que pueden poseer un efecto
inmunomodulador (14-16).

También se haidentificado la presencia de glicopeptidolipidos
y fosfolipidos glicosilados en la pared celular de M. smegmatis
que tienen la capacidad de inhibir la interacciéon de
macrofagos humanos con la micobacteria, similares a los
presentes en micobacterias patdbgenas como M. tuberculosis
17).

Teniendo en cuenta las caracteristicas de M. smegmatis en
cuanto a patogenicidad y crecimiento se refiere, resulta de
interés utilizar esta especie como modelo de estudio para
conocer la composicion lipidica de las micobacterias, por lo
que en el presente trabajo nos propusimos realizar la
caracterizacion del perfil de un extracto de lipidos totales de
M. smegmatis y su reactividad contra una formulacién
comercial de gammaglobulina humana.

Materiales y Métodos
Cepa bacteriana y condiciones de crecimiento

Para los experimentos se empleé la cepa de M. smegmatis
mc2155 (perteneciente a la coleccion del Laboratorio
Nacional de Referencia de Tuberculosis del Instituto “Pedro
Kouri”), conservada a -70 °C, en glicerol al 15%. Para la
obtencién de la biomasa, se inocularon 5 uL de M. smegmatis
en precultivos que contenian 5 mL de medio Luria Bertani
(LB) y se pusieron a crecer durante 48 h en zaranda con
agitacion a 5,75 x g y 37 °C. Luego de transcurrido este
tiempo, se realizé la técnica de Zielh-Neelsen (18) para
comprobar la pureza y el crecimiento micobacteriano.
Posteriormente, se inocularon, por duplicado, 100 uL de los
cultivos crecidos en dos Erlenmeyer que contenian 250 mL
de medio LB cada uno y se pusieron a crecer bajo las mismas
condiciones descritas anteriormente.
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Intacglobin

Formulaciéon comercial de gammaglobulinas humanas
producida en la Empresa de Sueros y Hemoderivados, Ciudad
de La Habana, para uso endovenoso con una concentracién
de 50 mg/mL.

Extraccion de fosfolipidos

Una vez crecidos los cultivos, se recolectd la biomasa
mediante centrifugacién a 135 x g durante 30 min. El
sobrenadante fue desechado y el botén celular fue
almacenado a - 20 °C hasta el dia siguiente. Ambos botones
celulares fueron tratados con lisozima (7,3 mg de lisozima en
1 mL de solucién reguladora Tris-HCI 0.02 mol/L, EDTA
1 mmol/L, pH 8,0). Luego se dejoé reposar durante 1 ha 37 °C
y posteriormente se sometié a sonicacion durante 6 tiempos,
alternando sonicacion e incubacién en hielo (10 segundos
de sonicacion y 10 segundos de incubacién en hielo). Se
adicionaron dos volumenes de la mezcla de cloroformo-
metanol (2:1) y mezclamos en agitador de tubos durante
20 min, seguido de un paso de centrifugacion durante 30 min
a 750 x g. El sobrenadante se colecté y el precipitado se
volvié a tratar con cloroformo-metanol en igual proporcion,
se mezclé en agitador de tubos y se centrifugé bajo las mismas
condiciones del paso anterior. Ambos sobrenadantes se
mezclaron y se adicionaron dos volimenes del reactivo de
Folch (cloroformo 0,3 mL, metanol 4,8 mL, agua 4,7 mL y
cloruro de potasio 72,5 mg). La muestra se sometié a secado
a una temperatura de 50 °C hasta lograr la maxima
evaporacion.

Caracterizacion de los fosfolipidos extraidos

Con el objetivo de visualizar y caracterizar los lipidos
presentes en la muestra de M. smegmatis, se desarrollo la
técnica de Cromatografia de Capa Delgada unidimensional
(del inglés Thin Layer Chromatographic, TLC) para
fosfolipidos. La muestra se disolvié en 5 uL de cloroformo y
se aplicé en una placa de silica gel 60 en soporte de vidrio,
en forma de punto, en el extremo inferior izquierdo de la placa.
La placa se introdujo en una cadmara con una atmésfera que
se dejo saturar con una mezcla de cloroformo-metanol-agua
(65:25:4) durante 1 h. Luego de la corrida se seco la placa 'y
se revel6 utilizando reactivo Ditmer (6xido de molibdeno 4 g
y molibdeno 0,18 g en 100 mL de H,SO,) y sulfato de cobre al
10% en acido fosfoérico al 8%, con un paso de secado al aire
después de rociar con Ditmer. La placa se calenté a 110 °C
durante 10 min después de rociar con acido fosférico.

Dot blot

Se aplicaron 10 uL del extracto lipidico, 10 uL de solucién
salina tamponada con fosfato 0,15 M pH 7,2 (SSTF) como
control negativo, 10 uL de conjugado anti IgG humana a la
dilucién de trabajo, como control positivo, y 10 uL de
Intaglobin, colocados en diferentes puntos del papel de
nitrocelulosa. Se bloqued con 10 mL de leche descremada al
3% en SSTF durante 1 h a 37 °C sin agitacion. Se realizaron



tres lavados con SSTF y posteriormente se incubé durante
2 h con 10 mL de leche descremada e Intacglobin (1/50),
previamente disuelto en leche descremada con SSTF-Tween
20 al 0,1% y se incubo6 durante 4 h en agitacién y temperatura
ambiente.

Posteriormente, se realizaron lavados de 3 min con SSTF-
Tween 20 al 0,1%. Se adicionaron 10 mL de leche descremada
1,5%, 0,1 mL del conjugado 1/100 (anti IgG humana, Fc
especifica, desarrollada en carnero y conjugado a peroxidasa,
SIGMA), y se incubd durante 1 h en agitacién, a temperatura
ambiente. Nuevamente, se efectuaron lavados con SSTF-
Tween 20 al 0,1% de 3 a 4 veces durante 5 min y
posteriormente, tres lavados con SSTF. Finalmente, la muestra
fue revelada en la oscuridad con diaminobenzidina en SSTF
y se detuvo la reaccion con agua destilada.

Resultados y Discusion

Entre los principales lipidos que se localizan en la superficie
de la pared celular de las micobacterias se encuentran los
fosfolipidos (19), los cuales se ha observado que contribuyen,
en cierta medida, a la patogenicidad de diversas
micobacterias patdgenas, ya que se ha demostrado que los
mismos participan en diversos procesos que posibilitan la
evasion de la micobacteria a los elementos del sistema
inmune a través de la inhibicién de la fagocitosis por los
macrofagos (20, 21).

En el presente trabajo se procedié a caracterizar el perfil de
fosfolipidos presentes en un extracto total de lipidos de pared
celular de M. smegmatis, obtenido mediante un método
estandar de extraccion con cloroformo-metanol. La
composicion lipidica del extracto fue analizada mediante TLC,
empleando fosfolipidos conocidos como estandares para la
comparacion. Los lipidos polares identificados fueron
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Figura 1. Cromatografia en capa delgada de fosfolipidos
extraidos de Mycobacterium smegmatis. Revelado con Ditmer.
FC: estandar de fosfatidil colina. FE: estandar de fosfatidil
etanolamina. FS: estandar de fosfatidil serina. Msm: extracto de M.
smegmatis (2,5 uL).

correspondientes a fosfatidil colina, fosfatidil serina y fosfatidil
etanolamina (Figura 1).

Ademas, se observaron manchas correspondientes a
moléculas apolares, las cuales estimamos que se
correspondan con los acidos micdlicos presentes en el
extracto de pared celular, cuya hidrofobicidad es muy elevada
y de acuerdo con estudios realizados previamente en
Mycobacterium habana (20), la migracién de estos acidos
grasos es mayor que el resto de los lipidos presentes en la
muestra (22).

El andlisis de acidos micdlicos mediante TLC ha sido
empleado por diversos laboratorios como un método rapido
para la identificacion de aislamientos clinicos y ambientales
de micobacterias (23).

Adicionalmente, nos propusimos evaluar la reactividad de la
poblacién cubana frente a lipidos de micobacteria, para lo
cual se empled el Intacglobin por el hecho de ser una
formulacion que representa la reactividad de la poblacién
cubana en general.

Como resultado, se observo reactividad frente al extracto
lipidico obtenido de M. smegmatis (Figura 2), lo que nos
sugiere que una poblacién de individuos sanos presenta
anticuerpos capaces de reconocer antigenos de naturaleza
lipidica de micobacterias pertenecientes al género
Mycobacterium, a partir del hecho de que el Intacglobin es
un compuesto hemoderivado obtenido del suero de individuos
sanos de la poblacién cubana.

Dicha formulacién ha mostrado proteccién pasiva en modelos
experimentales de raton frente a la infeccion por M. bovis
(24).

Intacglobin

Conjugado anti 1gG humana

Extracto lipidico

Control negativo

Figura 2. Dot blot de fosfolipidos extraidos de Mycobacterium
smegmatis.
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Este reconocimiento, pudiera deberse en cierta medida a
que la mayor parte de la poblacién cubana es vacunada con
M. bovis (BCG) al nacer. Colateralmente, consideramos que
la exposicion continua a micobacterias ambientales no
patégenas puede influir en este tipo de reconocimiento. Las
micobacterias ambientales estan ampliamente diseminadas
y raramente infectan a humanos inmunocompetentes. Estas
pueden producir enfermedad pulmonar indistinguible,
clinicamente, de las producidas por el bacilo tuberculoso.
Recientemente, el aislamiento de micobacterias ambientales
se ha incrementado, e incluso en algunos paises ha superado
el diagnoéstico de M. tuberculosis y su identificacion es
frecuente en individuos inmunosuprimidos como es el caso
de los pacientes con SIDA (25).

En nuestro pais, se han realizado diversos estudios de
identificacion de especies micobacterianas a las cuales se
encuentran expuesta la poblacién cubana. Tal es el caso del
estudio desarrollado por Mederos y cols. (26), en el cual se
aislaron diferentes especies de micobacterias
(Mycobacterium avium intracellulare, Mycobacterium
fortuitum, Mycobacterium chelonae y Mycobacterium
malmoense), a partir de muestras clinicas pulmonares y
extrapulmonares procedentes de pacientes sintomaticos de
diferentes provincias de nuestro pais, con vistas a analizar
su frecuencia de aislamiento segun los diferentes grupos
establecidos para la clasificacién micobacteriana.

De acuerdo con los resultados obtenidos mediante el empleo
de la cromatografia en capa delgada y el Dot blot, se puede
afirmar que se obtuvo un extracto de pared de M. smegmatis
que contiene fosfolipidos y posiblemente acidos micélicos.
Ademas, dicho extracto es reconocido por los anticuerpos
presentes en la formulacién comercial de gammaglobulina
humana, Intacglobin.

Consideramos necesario profundizar en la caracterizacion
de lipidos de este extracto empleando otras técnicas como
espectrometria de masa, analisis espectroscopico mediante
resonancia magnética nuclear, combinado con diferentes
métodos de degradacion quimica, asi como profundizar en
los estudios sobre el papel inmunoprotector de los lipidos de
pared celular de M. smegmatis, en aras de comprobar la
factibilidad de su uso como candidato en la investigacién de
nuevas vacunas de uso humano contra la tuberculosis.
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Obtainment and partial characterization of a lipidic fragment of the outer membrane

of Mycobacterium smegmatis

Abstract

Currently, lipid antigens of mycobacteria are attractive targets for the development of new tuberculosis vaccinal
formulations. A lipid extract of Mycobacterium smegmatis cell wall was characterized using a Thin Layer
Chromatography and Dot blot with human gammaglobulin. Mainly we identified the presence of phospholipids
and micolic acids in the lipid extract showing a high recognition by human gammaglobulin. These results indicate
the relevance of continuing immunoprotection studies with mycobacterial lipid antigens.

Keywords: Tuberculosis, Mycobacterium smegmatis, lipids.
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